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ÖZET 

Bu çalışmanın amacı, H2O2’nin farklı dozlarının Allium cepa L. kök meristematik 

hücreleri üzerine toksik etkisini araştırmaktır. Hücre ölümü, kromozom sapmaları, 

mitotik indeks, oksidatif stres ve DNA hasarı belirlenerek bir liken türü olan 

Cladonia foliacae (CF) (Huds)'nin koruyucu etkisi ortaya konulmuştur. Kontrol 

grubuna herhangi bir kimyasal uygulanmamıştır. Kökler 1 saat boyunca iki doz 

H2O2’ye (% 3 ve % 7) maruz bırakıldıktan sonra 24, 48 ve 72 saatlik zaman 

periyotları süresince farklı dozlarda CF eksraktı (50 ve 100 µL) uygulanmıştır. Farklı 

uygulama sürelerinden sonra köklerin tüm gruplarda hücre ölümü, kromozom 

sapmaları ve mitotik indeksi ışık mikroskobu altında incelenmiştir. Köklerin 

antioksidan kapasitesindeki değişimler FRAP ve TEAC testleri ile 

değerlendirilmiştir. DNA hasarı, komet yöntemi ve RAPD-PCR testleri ile 

belirlenmiştir. Kromozomlarda meydana gelen bozulmalar, artan konsantrasyonlarda 

ve uygulama sürelerinde kromozom köprüsü, vagrant, poliploidi şeklinde tespit 

edilmiştir. H2O2’nin artan dozlarının 72 saatlik muamelesinde mitotik indeks, TEAC 

ve FRAP değerlerinin azalmasına neden olmuştur. Kuyruk % DNA ve kuyruk 

uzunluğu, uygulama gruplarında kontrol grubuna kıyasla önemli ölçüde artmıştır. 72 

saatlik süreçte H2O2’nin artan dozları A. cepa kök meristematik hücrelerinde RAPD-

PCR sonuçlarına göre genotoksitenin artmasına neden olmuştur. CF eksratı 
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uygulanan gruplarda H2O2’nin artan dozlarının meydana getirdiği toksitenin önemli 

ölçüde kullanılan bu parametreleri değiştirdiği belirlenmiştir. Sonuç olarak, bu 

çalışmada kullanılan CF eksraktının, H2O2’nin A. cepa kök meristematik hücreleri 

üzerindeki sitotoksik ve mutajenik etkilerine karşı koruyucu etki gösterdiği fakat 

tamamen koruyamadığı belirlenmiştir. 

Anahtar Kelimeler: C. foliaceae, DNA hasarı, RAPD-PCR, Genotoksisite, Allium 

test  
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ABSTRACT 

The aim of this study is to investigate the toxic effect of H₂O₂'s different doses on 

the Allium cepa L. root meristematic cells. Cell death, chromosome deviations, 

mitotic index, oxidative stress and DNA damage were determined and the protective 

effect of Cladonia foliacae (CF) (Huds) as a lichen species was revealed. No 

chemicals have been applied to the control group. After the roots were exposed to 

two doses of H₂O₂ (3% and 7%) for 1 hour, the CF extract (50 and 100 µL) were 

applied at different doses during time periods of 24, 48 and 72 hours. After different 

application periods, cell death in all groups of roots, chromosome deviations and 

mitotic index were examined under light microscope. Changes in the antioxidant 

capacity of the roots were evaluated by FRAP and TEAC tests. DNA damage was 

determined by the comet method and RAPD-PCR tests. The distortions occurring in 

chromosomes have been identified in the form of chromosomal bridge, vagrant, 

polyploidy in increasing concentrations and application periods. Mitotic index, 

TEAC and FRAP values decreased in 72 hours with increased doses of H₂O₂. The 

tail % DNA and tail length have significantly increased in application groups 

compared to the control group. Increasing doses of H₂O₂ in the 72 hour period 

resulted in increased genotoxic results according to RAPD-PCR in the root 

meristematic cells of A. cepa. It has been determined that the toxicity of the 
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increased doses of H₂O₂ with the CF extract treatment groups have changed these 

parameters significantly. As a result, it has been determined that the CF extract used 

in this study has a protective effect on the cytotoxic and mutagenic effects of H₂O₂ 

on the root meristematic cells A. cepa, but cannot completely protect it. 

Key words: C. foliacae, DNA damage, RAPD-PCR, genotoxicty, Allium test 
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1. GİRİŞ 

1.1. Hidrojen Peroksit (H2O2) ile İlgili Genel Bilgiler 

Hidrojen peroksit; renksiz, kokusu keskin, berrak ve suya karışabilen bir bileşiktir. 

Hidrojen peroksit ve hidrojen peroksitin yüksek derişimli sulu çözeltileri, karboksilik 

asit gibi organik çözücülerde çözünebilir [1, 2]. H2O2 günlük hayatta, madencilikte, 

kozmetikte, ilaç sanayisinde, gıda paketleme sektöründe, atık su arıtmada, tekstil 

sektöründe, kâğıt üretiminde ve beyazlatmasında, gıda sterilizasyonunda, tarım 

ilaçlarında ve tarım verimliliğinin artması gibi birçok alanda kullanılan esansiyel bir 

bileşiktir [3, 4]. 

H2O2, organizmaya dışarıdan girebileceği gibi kuraklık, üşüme, UV ışınlaması, 

yoğun ışığa maruz kalma, patojenlerin aktivasyonu gibi durumlarda; hücrelerde 

kloroplast, mitokondri, endoplazmik retikulum gibi organellerde ayrıca plazma 

membranı elektron taşıma sisteminde ve fotorespirasyon sırasında da üretilir 

[5].H2O2 son derece güçlü bir oksidan olup çeşitli biyolojik moleküllere zarar veren 

güçlü bir oksitleyici potansiyele sahiptir [6]. H2O2’nin yüksek derişimleri, bakteri, 

bitki ve hayvan hücreleri için genotoksik ve sitotoksiktir. Bu etkiyi 10-100 μM 

dozları arasında göstermektedir [6-9]. H2O2’nin genotoksik ve sitotoksik etkisi 

konsantrasyonuna, etki ettiği yere ve maruz kaldığı süreye de bağlı olarak 

organizmalardaki toksisitesi farklı gözlemlenebilir [10].  

H2O2’nin yarınlanma ömrünün uzun olması, küçük boyutu, hücresel zarları 

geçmesini ve farklı bölgelerde yer değiştirip ilerlemesini sağlar [11]. H2O2 lipitte 

çözünebilir ve biyolojik membranlardan geçerek, hücrelerin içine veya arasına 

kolaylıkla difüzlenerek veya su kanallarıyla taşınarak hasar oluşturabilmektedir [12, 

13]. DNA’da da hasara neden olup bunlardan bazıları, baz hasarı ve nükleik asitlerde 

iplik kopmasıdır [14, 15]. 

H2O2 enzim inhibisyonuna ve çoğu biyolojik makro molekülün bozulmasına, örneğin 

lipitlerin peroksidasyonuna, şeker ve protein oksidasyonuna neden olmaktadır [16-

19]. Hücrede nekroz ve apoptoza neden olur. Düşük konsantrasyonda apoptozu 

tetiklediği, yüksek konsantrasyonda ise nekroza yol açtığı yapılan çalışmalarda 

gözlenmiştir [20, 21]. 
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Birçok çalışma, hidrojen peroksidin sitotoksisite ve tümör nekrozis gibi durumların 

neden olduğu apoptozda da çok önemli bir rol oynadığını göstermektedir [22-24]. 

1.2. Allium cepa L. ile İlgili Genel Bilgiler 

Bitki kökleri biyolojik incelemeler yapmak için son derece uygun materyallerdir. 

Kökler doğada, toprakta ve suda yayılan kimyasallara maruz kalırlar. Bu 

kimyasalların etkisini belirlemek için kök ucu sistemi kullanılabilir. Hızlı büyümeye 

sahip olan kökler makroskobik ve mikroskobik düzeyde çalışmalar yapılarak hücre 

düzeyinde çalışmalar için niteliksel ve niceliksel veriler elde edilebilir [25]. 

Yüksek yapılı bitkiler, hayvanlarla kıyaslandığında çevre ile ilgili maddelerin 

sitotoksisite ve genotoksisitenin değerlendirilmesinde; kolay elde edilebilir olmaları, 

analizlerinin basit ve hassas olmaları nedeniyle oldukça kullanışlı materyallerdir [26, 

27]. Ayrıca, bitkilerin kullanıldığı test sistemlerinin güvenilir ve ucuz olmaları son 

zamanlarda yaygın olarak kullanılmalarında etkili olmuştur [28-30].  

İlk olarak Levan [31] Allium cepa kök uçlarını kullanarak Kolşisinin etkisini 

araştırmıştır. 1980’lerde A. cepa deney materyali olarak kullanılmış ve Grant’ın [32] 

yaptığı literatür çalışmaları üzerine ABD çevre koruma ajansı gentoks programı 

raporunda Allium testinin, kimyasalların neden olduğu kromozomal hasarı 

değerlendirmek için rutin olarak kullanılan testler arasında yer alması önerilmiştir. 

Günümüze de Allium testi birçok laboratuvarda bilinen ve uygulanan bir metot haline 

gelmiştir.  

Allium testi geniş bir uygulama alanına sahiptir. Çevre kirliliğinin ölçütü olarak 

kullanılan Allium cepa, çevresel kirleticilerin zararlı etkilerini bulmak için in vivo bir 

model olarak tercih edilmektedir. Kimyasal ve biyotik maddelerden etkilenebilen 

kök yapısına sahiptir, açık ve sabit kromozom sayısına sahiptir, mitoz bölünme 

evreleri açıktır, herhangi bir etkiye maruz kalmadan oluşan kromozom hasarı çok 

ender görülür, kimyasallara hızlı cevap verir, kromozom morfolojisinde çeşitlilik 

vardır [32-34]. Ayrıca, çokça kök ucu oluşturur ve test materyali ile direkt 

etkileşimde bulunmaktadır. A. cepa düşük maliyetli bir test olarak karakterize edilir. 

Ayrıca A. cepa sistemi, bir maddenin genetik materyal üzerindeki kırılma, kopma 

ve/veya mutajen etkilerini değerlendirmek için önemli bilgiler sağlar [35].  
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1.3. Likenler ile İlgili Genel Bilgiler 

Mantarların, alglerle veya siyanobakterilerle nadiren de bakterilerle birleşerek 

oluşturdukları morfolojik, fizyolojik ve anotomik olarak farklı, birbirlerini 

tamamlayan zorunlu simbiyotik yaşam birliktelikleri “liken” olarak tanımlanır [36]. 

Diğer bir deyişle likenler mikobiyont olarak adlandrılan bir mantar ile fotobiyont bir 

fotosentetik yeşil alg ve/veya siyanobakterilerin oluşturduğu kararlı ve sürekli 

ototrofik mutualistik ilişkidir [37, 38]. Likenler, yeryüzündeki ototrof ve 

heterotrofların birbirine tabi olduğunu ve birinin diğerine ihtiyaç duyan kaynakları 

sağladığını gösteren en iyi örnektir. Bu birliktelikten mantar daha çok yararlandığı 

için mutualizmden çok kontrollü parazitliğin örneği olduğu kabul görmektedir [39]. 

Ototrofik algler ile mantar hiflerinin tabakalar halinde oluşturduğu uzun ömürlü 

yavaş büyüyen, kök ve kütikulası olmayan ortak bir “tallus” oluşturur [40]. Yapıya 

katılan mantar ve algler sadece tallustan kesit alınıp mikroskop altında inceleme 

yapıldığında anlaşılabilirler [41]. 

 Liken tallusunda her zaman iki ortak bulunmayabilir. Örnegin; iki fungus bir 

fotobiyontla birleşir ve ismine likenikol fungus denen yeni bir birliktelik ortaya 

çıkar. Poelt’e göre dört üyeli birliktelikler de mevcuttur. Bu birlikteliğe verilecek en 

iyi örnek likenikol likenlerdir (likenler üzerinde yasayan likenler). Örnegin; Lecidea 

insularis Nyl. türü Lecanora rupicola  (L.) Zahlbr. üzerinde yasar [42]. 

Liken birliklerinde mantar hifleri, tallusun ihtiyacı olan su, mineral madde ve CO2 

karşılamasının yanı sıra yüksek sıcaklık, aşırı nem gibi durumlara karşı da koruma 

sağlar, algler klorofilleri sayesinde sentezledikleri organik besini ve oksijeni, 

mantarların büyüyebilmesi, hayatta kalması ve üreyebilmesi için verirler [43, 44]. 

Likenler çoğunlukla yüksek ışık yoğunluğuna sahip habitatlarda bulunurlar ve yoğun 

ışığın, fotobiyontun fotosentez sistemine zarar vermesini engellemek için mantarlar, 

parlak sarı, turuncu, gri ve kırmızı renkte metabolitler üretir ayrıca bu sayede farklı 

ortamlara adaptasyon yeteneklerini de arttırırlar [37, 45, 46]. 

Likenler, dünyanın karasal ekosistemlerinin çoğunda geniş yüzey alanlarına sahiptir 

bununla birlikte deniz suyu ve tatlı su akıntılarında yaşam alanları mevcuttur ve 

binlerce yıla varan yaşam ömrüne sahiptirler [47, 48]. Liken yapıları yaşadıkları 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lifespan
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ortamın çevre koşulları ve mineral zenginlikleri bakımından bilgi verirler. Nem ve 

sıcaklık bakımından sert koşullara dayanabilen canlılar olmalarına rağmen, hava 

kirliliği olan bölgelerde, likenlerin fotobiyontları zarar gördüğü için hayatta 

kalamazlar. Likenlerin hava kirliliğini gözlemlemek için en etkili biyomonitör 

olduğu kabul edilir [49-52].  

Ortam (substrat) olarak, ağaç gövdeleri, çıplak kayalar, dağ tepeleri, kiremit, cam, 

ayakkabı üzerinde bile yaşayabilirler. Kuzey ülkelerinde özellikle tundralarda 

oldukça geniş alanları kaplayarak, bol miktarda yetişirler [53, 54]. Buna karşın bu 

bölgelerde liken florası pek zengin değildir. Tropik bölgelerde ise likenler geniş 

alanlar kaplamazlar fakat tür bakımından zenginlik gösterirler [55]. 

M.Ö. 371-284 yılları arasında “liken” terimini kullanan ilk botanikçi Theophrastus 

olmuştur, ancak likenleri ciğer otu olarak bilinen bitkiyle karıştırdığı sonradan fark 

edilmiştir. Theophrastus’tan sonra diğer botanikçiler liken terimini yosunlar için 

kullanmışlardır. 1803’de Eric Acharius likenlerde, izid, sored ve sifel gibi terimleri 

kullanarak eşsiz yapıları açıklamış ve likenolojinin babası olarak kabul edilmiştir 

[56]. 1852’de Tulasne fungusların hif iplikleri yapılarını tanımlamıştır. 1866 yılına 

kadar likenlerin aslında var olan ikili doğası fark edilememiştir. 1866’da De Barry ve 

1867’de Schwendener tarafından likenlerin alg ve mantar gibi iki farklı 

organizmanın benzersiz bir bütün oluşturdukları sonucuna ulaşılmıştır. [53, 57, 58]. 

Yapılan araştırmalar sonucunda hücresel düzeyde alg hücrelerinin düzenli bir 

biçimde ve kontrollü olarak mantar tarafından parazitize edildiğini belirlemiştir [59]. 

Linne’nin, likenleri tek bir genus altında toplamasını takiben gerçek anlamda ilk 

sınıflandırmayı 1810 yılında Acharicus gerçekleştirmiştir [60]. Dünya üzerinde 

likenlerin 13.000-25.000 türü olduğu ve dünyanın karasal yüzeyinin % 8'den 

fazlasını kapladığı tahmin edilmektedir [40, 42, 61].  

Mantarlar arasında en başarılı yaşam tarzlarından biri liken birlikteliği oluşturmaktır. 

Liken simbiyozuna katılan mantarlar büyük bir çoğunlukla Ascomycota üyesidir. 

Ascomycota üyelerine kıyasla düşük oranla da olsa Basidiomycota ve çok daha nadir 

olarak da Deuteromycetes üyeleri de liken oluşumuna katılabilirler [37, 59, 62]. 

Günümüz sınıflandırma sistemine göre likenler, taksonomik bir birim olarak değil 
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biyolojik bir birlik olarak kabul edilmekte ve isim likenin mantarına verilmektedir 

[63, 64]. Liken simbiyozuna katılan fotobiyont Cyanobacteria (siyanobakteriler) ve 

Chlorophyta (yeşil algler) üyeleridir. Bu fotobiyont ipliksi veya bir hücreli olabilir. 

Örneğin; siyanobakteri üyelerinden Nostoc ve yeşil alg üyelerinden de Trebouxia 

cinslerinin bazı türleri ve Protococcus C. Agardh  cinsinin türleri liken yapısına 

iştirak eder [36, 65]. 

Eşeyli ve eşeysiz çoğalabilen likenlerde eşeyli üreme, tallusunun meydana gelmesi 

ve çimlenen mantar sporunun alg hücresiyle birlikteliğine bağlıdır. Eşeyli üreme 

yapıları apotesyum ve peritesyumdur. Eşeysiz çoğalma izid ve soredlerle 

olur. Mantar hifi ile çevrelenmiş fotobiont hücreleri içeren tallusun, küçük 

büyümeleri ile eşeysiz üreme gerçekleşir. Soredler, su, rüzgâr, ya da hayvanlar ile 

kolayca dağılır. Likenlerin hiçbir türünde alg zoospor ya da gamet oluşturmaz yani 

eşeyli üreme göstermez, eşeyli üreme yalnızca mantarlar tarafından yapılır [66, 67].  

Likenler yaşadıkları ortama ve beraber yaşadıkları bitkilerin durumlarına göre 

morfolojik olarak 3 gruba ayrılırlar. Kabuksu (crustose) likenler, bu likenlerin 

thallusları yassıdır ve substratlarına hiflerini sokarlar, bu likenlere endolitik liken de 

denir. Yapraksı (foliose) likenler, tallusları loblu veya küçüktür genellikle toprak 

üstü likenlerdir ve substratlarına renksiz, tüysü emici hifler uzatırlar. Dalsı-çalımsı 

(fruticose) likenlerin tallusları diktir ve genellikle ağaçlardan sarkar morfolojik 

olarak da çok büyük likenlerdir [68].  

Likenler, dünya genelinde yüzlerce yıl boyunca insanlardaki hastalıkların tedavisinin 

yanı sıra hayvansal besin, parfüm ve alkol eldesi, boya, zehir, dekorasyon vb. 

amaçlarla kullanılmıştır [69, 70]. Eski zamanlarda likenlerin şekilleri baz alınarak 

tedavi yöntemleri uygulanmıştır ancak 20.yy’dan beri laboratuvar tekniklerinin de 

gelişmesiyle birlikte likenlerin mikrobiyolojik ve farmakolojik özellikleri 

araştırılmaya başlanmış ve çeşitli hastalıkların tedavisine katkıda bulunulmuştur.  

Chevallier [71] 1996 yılında şekli saça banzediği için saçların dökülmesi veya 

güzelleştirilmesi, saç kıran gibi hastalıkların tedavisinde kullanılan Usnea sp. 

Motyka yı  oral ve farengeal mukozanın iltihaplanma tedavisinde kullanmıştır. 

Morfolojilerine uyumlu olarak hastalık tedavilerinde kullanılan likenlere 
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verilebilecek diğer örnekler ise tallusu sarı renkli olan Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. 

sarılık tedavisinde, Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm. alveollü tallus yüzeyi sebebiyle 

akciğer hastalıkları tedavisinde kullanılmaktadır [58, 72]. Malhotra ve ark. 

[73] likenlerin çeşitli tıbbi besinlerde kullanıldığını belgelemişlerdir.  Cetraria 

islandica (L.) Ach. (İzlanda Likeni); tüberküloz, kronik bronşit, dizanteri tedavisinde 

uzun yıllar önemini korumuştur. Bununla birlikte, ren geyiği besinini oluşturan bu 

liken çayının geçmişten günümüze öksürük ve üst solunum yolu enfeksiyonlarına iyi 

geldiği bilinmektedir [74,75].  

1.3.1. Cladonia Cinsi ile İlgili Genel Bilgiler 

Cladonia cinsi kozmopolit olup, dünya üzerinde yaklaşık 518’den fazla tür ile temsil 

edilmektedir. Bu cins, karayosunları, çürümüş odun, bazen ağaç diplerinde (epifitik), 

ağaç kabuklarının üzerinde gelişebilsede ağırlıklı olarak doğrudan toprak üzerinde 

yayılış gösterirler. Ender olarak kaya üzerinde gelişebilen türler de bulunmaktadır 

[76]. 

Cladonia cinsi, Cladoniacaea familyası, Lecanorales ordosu ve Ascomycota 

divizyosunda sınıflandırılmaktadır [77, 78]. Cladonia cinsinin sitematiğinde önemli 

olan karakterler; primer ve sekonder tallusun anatomisi ve morfolojisi, 

podesyumların yüzey anatomisi, dallanması ve morfolojisi, taşıdığı vejetatif 

propagüller, konidyum özellikleri ve içerdiği sekonder metabolitlerdir. Cladonia 

cinsi, primer tallusu olup olmaması, podesyum taşıyıp taşımaması, podesyumunun 

dallanmış veya dallanmamış olması, uçların açılıp açılmaması, podesyumun korteks 

taşıyıp taşımaması, podesyum yüzeyinin sorallerle kaplı olup olmaması ve bu 

sorallerin şekli, apotesyum taşıyıp taşımaması ve taşıyorsa apotesyum rengi, 

piknidyumun yeri, şekli ve rengi, içerdiği onlarca farklı liken asitleri gibi özellikleri 

ile son derece polimorfik bir cinstir. Cladonia cinsi sistematik açıdan oldukça önemli 

olan çok çeşitli sayıda sekonder metabolitler (liken asitleri) içermektedir [79].  
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1.3.2. Cladonia foliacea (Huds.) Willd. 

                  
 

   Şekil 1.1. Cladonia foliacea (huds.) willd. 

 

Primer tallus pulsu-foliose, pullar 6-40 mm uzunluğunda, 1-5 mm genişliğinde, 

düzensiz bir şekilde loplu, genellikle kenar kısımlarında beyaz renkli dallanmamış 

rizinler mevcut, üst kısımlar sarımsı yeşil, soluk sarı, aşağı kısımlar ince araknoid. 

Podesyum çok nadir, 0.3-2 cm uzunluğunda, 0.5-3 mm genişliğinde, grimsi sarı, alt 

kısımlar soluk, kupa var; kupa açıklığı dar (1-2 mm). Apotesyum çok nadir, kupanın 

kenarları üzerinde, kahverengi, 4 mm çapında küme oluşturmuş. Piknidyum primer 

pullar üzerinde ya da kupanın kenarları üzerinde, sapsız, ovoid. K–, KC+ sarı, P+ 

kırmızı, usnik asit, fumar protosetrarik asit kompleksi içerir [76, 80]. Genellikle 

kalkerli kaya ve açık topraklar üzerinde yayılış gösterir. 

 Kosanic ve ark. [81] liken Cladonia furcata (Huds.) Schrad., Cladonia pyxidata (L.) 

Hoffm. ve Cladonia rangiferina (L.) Weber, FH Wigg. ve bunların atranorin ve 

fumarprotosetrarik asit terkiplerinin aseton özütlerinin in vitro antioksidan, 

antimikrobiyal ve antikanser etkinliklerini araştırmışlardır. Başka bir çalışma da 

Kahraman ve ark. [82] Kuzey Ege Denizi'ndeki Gökçeada Adası'ndaki likenlerdeki 

çevresel kirlenmeyi Cladonia foliacea ve Ramalina pollinaria (Westr.) Ach. türleri 

ile belirlemişlerdir. 
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Bir diğer çalışma da Emsen ve ark. [83] Cladonia foliacea (Huds.) Wild'un 

ekstraktının insektisit etkisini tahıl filizleri üzerinde oluşan böceklere karşı 

denemişlerdir. Giordano ve ark. [84] liken Cladonia foliacea'nın tüm talusunun bazı 

yosunların büyümesi ve gelişimi üzerine indüklediği etkiler incelenmiştir. Hepokur 

ve ark. [85] Cladonia foliacea ekstraktının antikanser ve yara iyileştirici etkisi 

üzerinde çalışmışlardır. Aslan ve ark. [86] Cladonia foliacea, Dermatocarpon 

miniatum (L.) Mann., Everinia divaricata (L.) Ach., Evernia prunastri (L.) Ach. ve 

Neofuscella pulla (Ach.) Essl.’ nın antioksidan ve antimikrobiyal özelliklerini 

araştırmışlardır. Ekstraktların ayrıca test edilen bazı bakterilere ve mantarlara karşı 

antimikrobiyal aktiviteye sahip olduğunu gözlemlemişlerdir. 

A. cepa, köklerinin meristematik yapısı, kromozomlarının boyutları ve sabit 

kromozom sayısı (2n=16) nedeniyle olası kromozom hasarının kolayca tespit 

edilmesinde ve genotoksisitenin belirlenmesinde kullanılmaya elverişli sitogenetik 

bir materyaldir [87- 89]. 

FRAP (Demir (III) İndirgeme Antioksidan Kapasitesi) yöntemi doğal ürünlerin ve 

bitki ekstraklarının toplam antioksidan kapasitenin ölçülmesinde en sık kullanılan 

yöntemlerden biri olup toplam antioksidan aktivite belirlemede uygulanan diğer 

yöntemlere kıyasla basit, hızlı ve ucuzdur. Ayrıca sağlıklı sonuç veren ve özel bir 

ekipman gerektirmeyen bir yöntemdir. Yöntem basit olarak Fe
+3

’ün Fe
+2

’ye 

indirgenmesi esasına dayanır ve bu indirgeme reaksiyonu muhtemelen antioksidan 

özelliğe sahip sulu bir ortamda bulunan demir (III) tuzlarının demir (II) tuzlarına 

indirgenmesi ile bir renk değişimine neden olur. Sonuçlar, indirgeme potansiyeli 

yüksek ve aynı zamanda standart bir antioksidan madde olan askorbik asit ile 

karşılaştırılmak suretiyle yorumlanır [90, 91]. 

ABTS/TEAC (2-2'Azinobis (3-Ehtilbenzotiazolin-6-Sülfonik Asit) Diamonyum 

Tuzu) troloks-eşdeğer antioksidan kapasite tayin yöntemi, uzun ömürlü radikal 

anyon ABTS ’ye karşı antioksidanların süpürme yeteneklerine dayanmaktadır.  Bu 

radikal belirgin (yeşil/mavi) renge sahiptir ve antioksidan bileşiklerinin ABTS 

radikaliyle direkt olarak reaksiyona girmesi ve ABTS’nin rengini açmasına göre 

hesaplanır. Antioksidan bileşiklerinin toplam antioksidan kapasite değerleri, standart 

Trolox'a kıyasla belirlenir. ABTS, madde karışımlarının antioksidan aktivitelerinin 
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ölçülmesini sağlar [92-96]. Bu testlerin en büyük avantajı, bir biyolojik numunenin 

(kan, idrar, dışkı), bitkisel ekstrelerin, tıbbi bitkilerin, içeceklerin ve yiyeceklerin 

neredeyse tüm bileşenlerinin antioksidan kapasitesini ölçebilmesi, tekrarlanabilir, 

basit ve geniş kullanım alanının olmasıdır [97, 98]. 

DNA’da yapısal etki oluşturan çeşitli kimyasal ajanların, etkilerini belirlemek için 

hızlı ve kolay test yöntemlerinden biri Komet (kuyruklu yıldız) testidir [99, 100]. Bu 

yötem, DNA hasarını direkt olarak göstermenin yanı sıra tek zincir kırıklarını ve 

tamamlanmamış DNA tamir bölgelerini de gösteren hızlı ve hassas bir genotoksisite 

testi olarak kullanılmaktadır [101-104]. Teknikte uygulanan bir elektrik akımının 

oluşturduğu DNA göçünün görüntüsü, baş ve kuyruğu andırması nedeniyle bir 

kuyruklu yıldıza benzemektedir, bu nedenle kuyruklu yıldız deneyi terimi 

kullanılmaktadır [105]. 

RAPD-PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Rastgele Çoğaltılmış Polimorfik DNA) 

bitkilerde ve hayvan gıdalarındaki toksik etkiyi belirlemek için moleküler araç olarak 

kullanılır. RAPD amplifikasyon prosedürü, esnek koşullar altında rastgele bir 

primerle başlatılan genomik bir kalıbın analizine dayalı PCR reaksiyonudur [106, 

107]. 

A. cepa köklerinde CF'nin H2O2 kaynaklı toksisiteye karşı koruyucu etkisini gösteren 

herhangi bir çalışma yoktur. Bu nedenle, bu çalışmanın amacı kök hücreleri üzerine 

H2O2'nin neden olduğu toksisite üzerine CF ekstraktının koruyucu ve antioksidan 

rolünü göstermektir. Bu çalışmayla, liken ekstraktının mitotik indeks (MI), hücre 

ölümü, kromozom deformasyonları, değişen antioksidan kapasite, DNA yapısı 

üzerine koruyucu etkisi ortaya konulmuştur. Böylelikle, CF ekstraktının genotoksik, 

sitolojik ve mutajenik değişimlerdeki etkisi belirlenmeye çalışılmıştır. 

 



 
 

 
 

2. MATERYAL VE YÖNTEM 

2.1. Liken Ekstraktıının Preperasyonu 

CF, Pinus sylvestris (L.) Perterm (40 ° 11 '352, "K, 42 ° 38' 154" D 1590 m) ve Picea 

orientalis L. var. hamata Steven, ormanlarından (40 ° 42 '54 "K 37 ° 55' 55"D 1600 

m) 2014 yılında  toplanmıştır. Toplanan örnekler herbaryum’da preslenip kurutulmuş 

şekilde materyalin taksonomik bilgileri, lokaliteleri, örnek numaraları ve toplayanın 

ismi etiketlenerek saklanmıştır. Etiket bilgisi aşağıdaki gibidir: 

CF. Kars, Sarıkamış, Sarıkamış-Kars ana yolu, Şehit Halit'in doğusunda, P. sylvestris 

ormanı, 1590 m. M. Kocakaya-2850, 2014. 

Çalışmada kullanılan CF oda sıcaklığında kurutuldu. Kuruyan numuneden 5 gr 

tartılıp 100 ml saf su içinde, 60 °C'de 150 rpm'de 24 saat inkübe edildi. 24 saat 

sonunda inkübatörden alınan örnek 4000 rpm'de 10 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatanlar, Whatman no.1 0,22 µm kalınlığında filtre kağıdıyla iki kez süzüldü. 

Hazırlanan ekstakt otoklavlanabilir cam şişede buzdolabında +4 °C'de muhafaza 

edildi. 

2.2. Kimyasallar 

Allium testi için kullanılan soğan (A. cepa L. 2 n = 6), yerel bir pazardan satın alındı. 

Kullanılan kimyasallar Evans mavisi (Himedia), N,N-dimetilformamid 

(EMPLURA), DMSO, ve diğer kimyasal maddeler Sigma'dan satın alınmıştır. 

2.3. Sitogenetik Etki ve Mitotik İndeks (MI) Tayini 

Kontrol ve uygulama grupları için sağlıklı altı soğan seçilip test tüplerinde 

çimlendirildi ve uygulama grupları H2O2 (% 3 ve % 7) ve/veya CF ekstresine (50 ve 

100 µL) ile aynı laboratuvar koşullarında 24, 48 ve 72 saat süreyle maruz bırakıldı. 

Güneş ışığı alması sağlanarak maksimum mitotik aktivite döneminde 1–2 cm kökler 

toplandı ve 72 saat süreyle etanol:glasiyal asetik asit (3:1) içinde soğutulmuş Carnoy 

fiksatifine aktarıldı ve sonra 1 N HCL içinde 60 
o
C'de hidrolize edildi [108]. 

Sitogenetik değerlendirme için 4 saat süreyle asetokarmin ile boyama yapıldı ve % 

45'lik asetik asit ile sağlıklı mikroskobik görüntü için boya uzaklaştırma işlemi 

yapıldı. Kontrol ve uygulama gruplarına ait altı farklı preparat hazırlanarak 40x ışık 

mikroskobu (Olympus BX53 DP72, Japonya) ile incelenmiştir. 

Her konsantrasyonun %MI tespiti için beş slaytta yaklaşık 5000 hücre sayıldı. % MI 

= bölünmüş hücre sayısı/toplam hücre sayısı x 100 formülü ile hesaplanmıştır [108]. 
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2.4. FRAP (Demir Azaltıcı Antioksidan Güç) ve TEAC (Troloks Eşdeğer 

Antioksidan Kapasite) Testleri 

Benzie ve Strain’in [109] FRAP analiz yöntemi ile ölçülen soğan kök ucu 

hücrelerinin redüksiyon kapasitesi belirlenmiştir. FRAP analizinin gerçekleşme 

prosedürü, renksiz oksitlenmiş Fe
III

 formundan, antioksidanların elektron vererek 

mavi renkli Fe
II
-tripyridiltriazine bileşiğine indirgenmesiyle ortaya çıkan demir tozu 

oksidan olarak kullanılmakta ve 593 nm'de absorbans değişikliğinin belirlenmesi 

şeklinde hesaplanmaktadır. Bunun için 1 hacim TPTZ 2,4,6-tripiridil-s-triazin, 10 

hacim asetat tamponu, pH=3,6 hidroklorik asit ve 1 hacim ferrik klorür bileşenleri 

kullanılarak oluşturulan yeni frap reaktifi 37 °C'ye kadar ısıtılmıştır. Hazırlanan bu 

reaktif içerisine örnekler ve saf su eklenerek 593 nm absorbansta ölçümler 

yapılmıştır.  

Re ve ark. [110] yılında gıdaların antioksidan kapasitelerini belirlemek için yaptıkları 

çalışmalar sonucunda TEAC yöntemini geliştirmişlerdir. Bu çalışmada da 

antioksidan kapasitesi TEAC yöntemiyle belirlenmiştir. TEAC analizi, 734 nm dalga 

boyunda ABTS
.+ 

radikalinin inhibisyonunun gözlenmesine dayanmaktadır. ABTS 

radikal oluşumu, ABTS stok çözeltisi ile potasyum persülfatın karanlıkta 30 
o
C'de 12 

saatlik karışımı sonucunda elde edilmiştir. Biyolojik örnek, seyreltilmiş ABTS 

çözeltisine eklenerek inkübasyona bırakılmıştır. ABTS çözeltisi, pH=7.4 fosfat 

tamponu ile 734 nm'de 0.70 bir absorbans olduğu belirlenerek hesaplamalar 

yapılmıştır. 

2.5. Canlılık Testi 

Hücre ölümlerini belirlemek için kontrol ve uygulama gruplarından eşit uzunlıukta 

yaklaşık 10 mm soğan kökleri, 3 ml N,N-dimetilformamid içine oda sıcaklığında 1 

saat boyunca bekletilmiştir. 3 ml N,N-dimetilformamid içinden alınan kökler, Baker 

ve Mock [111] prosedürüne göre Evans mavisinin % 0.25 (w/v) sulu çözeltisi içinde 

15 dakika bekletildikten sonra kökler 30 dk boyunca musluk suyu ile yıkanmıştır. 

Canlı ve ölü hücrelerin kök renkleri, canlılıklarına göre sırasıyla renksiz veya 

mavinin tonlarında değişiklik göstermiştir. Köklerin bu görüntüleri stereo mikroskop 

ile makro fotoğraflanmıştır.  
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2.6. Komet Testi ile DNA Hasarının Belirlenmesi 

Soğan kökleri, deney tüpleri içerisinde uygulama dozlarına 72 saat boyunca maruz 

bırakılmıştır. Her soğandan 10 kök kesilmiş ve bistüri yardımıyla ince parçalar 

halinde doğranmıştır. Kesilen kökler 5 dk, 500 rpm'de santrifüj edildikten sonra PBS 

içersinde 20 dakika dinlendirilmiştir. Kontrol ve uygulama gruplarından elde edilen 

süpernatant, % 0.65’lik agaroz ile karıştırılıp, önceden % 0.05’lik agaroz ile kaplanan 

lamların üzerine hazırlanan süspansiyondan 75 μl'si aktarılmıştır. Hazırlanan 

preparatlar 200 V’da 5 dk elektroforez tamponunda yürütülmüştür. Elektroforez 

tamponundan çıkarılan preparatlar 1 saat boyunca soğuk lizis çözeltisinde 

bekletildikten sonra 5 dk saf su içerisinde yıkanmış akabinde 80 μl etidyum bromür 

ile boyanmıştır. Boyama sonrası görüntü analizi (BS 200 ProP, BAB Görüntüleme 

Sistemi) ile BS 200 ProP kullanılarak yapılmıştır. DNA hasarını gözlemlemek için 

floresan mikroskopta 40x'lik objektif kullanılıp, 50 komet hücresi için kuyruk DNA 

yüzdesi, kuyruk uzunluğu ve kuyruk momenti tespit edilmiştir. Gruplar arasındaki 

farklar istatistiksel olarak hesaplanmıştır [112].  

2.7. DNA İzolasyonu 

A. cepa köklerine, 72 saat H2O2 (% 3 ve % 7) ve/veya CF (50 ve 100 μl) 

uyguandktan sonra Qiagen DNeasy bitki mini kiti (Qiagen, Hilden, Almanya) 

kullanılarak total genomik DNA ekstraksiyonu elde edilmiştir. Ekstraksiyon yöntemi 

kullanım talimatına göre gerçekleştirilmiştir. Spektrofotometrik ölçümler, optik 

yoğunluk (OD) ölçümleri, örneklenen DNA için 260 ve 280 nm'de (ACTGene 

Micro-Spectrophotometer) gerçekleştirilmiş ve DNA saflığı için OD260/OD280 

kullanılmıştır. A260/A280 oranı DNA saflığını ve 1.8-2.0 değerleri "saf DNA" yı 

göstermektedir [113]. 

2.8. RAPD-PCR Yöntemi 

Kontrol ve uygulama gruplarının ekstraksiyonu ve genomik total DNA'nın PCR 

uygulamaları, Per ve Ercan’nın [113] çalışmasına göre gerçekleştirilmiştir. 2 µl kalıp 

DNA, 1.5 µl 10x PCR tamponu [(NH4)2 SO4, Fermentas], 0.5 µl 10 mM dNTP 

(Thermo), 2 µl rastgele primer [10 µM, OpB 14 (5ˈ→3ˈTCCGCTCTGG)] Tedeschi 

ve ark. (2014) [114], 0.25 µl Taq Polimeraz (5 U/µl, Fermentas), 1.5 µl MgCl2 (25 

mM stok solüsyonu, Fermentas), 1.2 µl BSA (10 mg/ml) ve son hacim 15 µl’ye 
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distile su ile tamamlanarak reaksiyon kurulmuştur. PCR koşulları: Başlangıç 

denatürasyonu 1 döngü 94 °C 2.5 dk, denatürasyon 94 °C 45 sn, primer bağlanma 35 

°C 45 sn, uzama 72 °C 45sn, son uzama 72 °C 5 dk RAPD-PCR 45 döngü şeklinde 

yapılmıştır. PCR ürünleri % 1’lik agaroz jel (Tris asetik asit- EDTA- EtBr) ile 80 V 

1.5 saat yürütülmüştür ve DNA bant profilleri UV ışığı altında görüntülenerek 

fotoğraflanmıştır. 

2.9. İstatistik 

Elde edilen tüm veriler, tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve istatistiksel önemi 

belirlemek için Tukey testi ile hesaplanmıştır. Ortalama değerler için standart sapma 

(SD) kullanılmıştır. Anlamlılık düzeyi için p<0.05 seçilmiştir. Tüm ölçümler üçer 

kez yapılmış olup, sonuçlar ortalama ± SD olarak verilmiştir. 

 



 
 

 
 

3. BULGULAR 

3.1. Canlılık Analizi 

Ölü hücrelere boyanın nüfuz etmesi temeline dayanan hücre ölümünü tespit etmek 

için Evans mavisi ile boyama yöntemi kullanılmıştır. H2O2 ve/veya CF ekstraktı 

uygulanan gruplarla, kontrol gruplarındaki kök hücrelerinin canlılık analizi bu 

yöntem ile karşılaştırılmıştır. Köklere boya uygulandığında boyanın kökleri 

boyaması için boyada bekletilmiştir. Canlı olmayan hücreler, Evans mavisini 

derinlemesine alırken, canlı hücreler bu boyayı çok az miktarda almış ya da hiç 

almamıştır. H2O2’nin neden olduğu hücre ölümü ve CF ekstaktının koruyucu etkisi 

uygulama dozlarına göre boyayı alıp almamasına göre belirlenmiştir.  Sadece H2O2 

(% 3 ve % 7) uygulanan gruplar ile (50 ve 100 µL) CF ekstraktı + H2O2 (% 3 ve % 7) 

uygulanan gruplar karşılaştırıldığında, CF eklenen gruplarda renk değişiminin önemli 

miktarda azaldığı gözlenmiştir. H2O2 (% 3 ve % 7) ile birlikte 100 µL CF ekstraktı 

uygulanan gruplar ile H2O2’nin (% 3 ve % 7) ve 50 µL CF uygulanan ekstraktı 

karşılaştırıldığında boyamanın daha az olduğu ve kontrol gruplarına daha yakın bir 

renk aldığı gözlemlenmiştir. Bu da artan dozlarda CF ekstraktının meristematik kök 

hücreleri üzerindeki koruyucu etkisi olduğunu göstermiştir (Şekil 3.2). 

3.2. Kromozomal Bozulmalar 

H2O2’nin % 3 ve % 7 uygulama gruplarında 72 saat sonunda farklı şekillerde 

kromozomal bozulmalar belirlenmiştir. 

H2O2’nin % 3 konsantrasyonunda; anafaz, metafaz, telofaz, kayıp kromozom, kırık 

kromozom, kromozom anomalisi, çekirdek tomurcuklanması, geç anafaz, geç 

ayrılma, karışık metefaz, çoklu çekirdek lezyonu, çoklu kutuplaşma, poliploidi, 

yapışık anafaz, vargant gibi kromozomal değişimler gözlenmiştir (Şekil 3.3). 

H2O2’nin % 7 konsantrasyonunda; kromozom fragmentleri, C-mitoz, anafaz köprüsü, 

kırık kromozom, poliploidi, yapışık anafaz, çoklu çekirdek lezyonu, kromozom 

köprüsü ve anafaz kırıkları, Sitomiksis ve çekirdek tomurcuklanması, yapışık 

metafaz, geç anafaz, kromozom köprüsü, vargant, profazda çekirdek lezyonu, 

mikronükleus gibi kromozomal değişimler saptanmıştır (Şekil 3.4). 
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72 saatlik H2O2’nin % 3'lük konsantrasyonununda % 68.4 anomaliler gözlenirken, % 

7'lik konsantrasyonda % 71.4 anomaliler gözlenmiştir (Tablo 3.1). Bununla birlikte, 

50 µL CF ekstraktı ve 100 µL CF ekstraktı uygulanan gruplarda kromozomal yapının 

değişimi azalmıştır (p < 0.05). Bu koruyucu etki, 100 µl uygulanan CF ekstraktında 

50 µL uygulanan CF ekstraktına göre daha belirgindir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

Şekil 3.2. H2O2 (% 3 ve % 7) + CF ekstraktı (50 ve 100 µL) uygulanmış A. cepa    

köklerinin histokimyasal boya ile canlılığının gösterilmesi. 
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Şekil 3.3. % 3 H₂ O₂  uygulanan soğan kök hücrelerindeki kromozom 

anomalisi (A) Anafaz, (B) Metafaz, (C) Telofaz, (D) Kayıp kromozom, 

(E) Kırık kromozom, (F) Hücresel kromozom anomalisi, (G) Sitomiksis 

ve çekirdek tomurcuklanması, (H) Geç anafaz, (I) Geç ayrılma, (J) 

Karışık metefaz, (K) Çoklu çekirdek lezyonu, (L) Çoklu kutuplaşma, (M) 

Poliploidi, (N) Yapışık anafaz, (O) Vagrant. 
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Şekil 3.4. % 7 H2O2 uygulanan soğan kök hücrelerinde kromozom 

anomalileri (A) Kromozom fragmentleri, (B) C-mitoz, (C) Anafaz 

köprüsü, (D) Kırık kromozom, (E) Poliploidi, (F) Yapışık Anafaz, (G) 

Çoklu çekirdek lezyonu, (H) Kromozom köprüsü ve anafaz kırıkları, (I) 

Sitomiksis ve çekirdek tomurcuklanması, (J) Yapışık metefaz, (K) Geç 

anafaz, (L) Kromozom köprüsü, (M) Vagrant, (N) Profazda çekirdek 

lezyonu, (O) Mikronükleus 
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Tablo 3.1. H2O2’nin (% 3 ve % 7) + CF ekstraktı (50 ve 100 µL) ile muamele edilen soğan kök hücrelerinin kromozom sapmalarının yüzdesi 

%3 H2O2’nin 

konsantrasyonu 

Kontrol Mitotik indeks 

%±SD 

Yapışık 

anafaz 

 

Çoklu 

çekirdek 

lezyonu 
 

Poliploidi Kayıp 

kromozom 

 

Kırık 

kromozom 

 

Hücresel 

Kromozom 

anomalisi 
 

Sitomiksis 

ve çekirdek 

tomurcuklan
ması 

Geç 

Anafaz 

 

Geç ayrılma 

 

Toplam 

anomali 

(%)±SD 

Kontrol-24 5100 12.5±2.53 - - - - - - - - - - 

%3 H2O2 5250 8.77±1.52* 8.4 8.2 2.6 8 3.8 3.2 8.2 8.2 5.8 56.4±8.12 

%3 H2O2’nin +50 µL 

CF ekstraktı 

5110 9.80±2.45* 6.2 7.9 2.2 7 2.6 2.8 6.8 4.6 5.2 45.3±7.41 

%3 H2O2 +100 µL CF 

ekstraktı 

5200 10.16±2.23* 5.4 6.8 1.8 6 2.2 2.6 5.4 3.6 4.8 38.6±10.11 

 

Kontrol-48 4820 11.76±2.55 - - - - - - - - -  

%3 H2O2 4700 7.84±1.86* 8.6 8.4 3.6 9 4.2 3.2 8.6 8.8 6.2 60.6±12.41 

%3 H2O2 +50 µL CF 

ekstraktı 

5100 9.50±1.47* 6.8 7.8 2.2 7 2.6 2.6 6.2 4.2 5 44.4±9.55 

%3 H2O2+100 µL CF 

ekstraktı 

5150 10.34±2.35* 5.2 6.2 1.6 5 2.2 2.2 5.4 3.4 4.6 35.8±10.21 

 

Kontrol-72 5100 12.06±3.45 - - - - - - - - -  

%3 H2O2 5250 6.89±1.85* 10.4 9.2 4.8 10 5 3.8 9.2 9.2 6.8 68.4±7.64 

%3 H2O2 +50 µL CF 

ekstraktı 

5100 8.47±1.43* 7.2 7.6 2 6 2.4 2.2 6 4.2 4.8 42.4±9.87 

%3 H2O2+100 µL CF 

ekstraktı 

5200 10.71±2.36* 5.6 5.8 1.4 4 1.8 2 5.2 3.2 4.2 33.2±11.42 
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      SD: Standart sapma konrol ile belirgin farklılık (p˂0.05) 

 

 

 %7H2O2 

konsantrasyonu 

Kontrol 

 

Mitotik  

indeks%±SD 

Yapışık 

anafaz 

Çoklu 

çekirdek 
lezyonu 

 

Poliploidi 

 

Kromozom 

fragmentleri 

Kırık 

kromozom 

C-mitoz Sitomiksis 

ve çekirdek 

tomurcuklan

ması 

Geç 

anafaz 

Mikronükleus Toplam 

anomali 

(%)±SD    

Kontrol-24 5000 11.86±2.43 - - - - - - - - - - 

%7  H2O2 5150 8.62±1.02* 9.2 9.2 4.2 4.6 5.2 16.2 9.4 8.6 0.6 67.2±12.42 

%7  H2O2+50 µL CF 

ekstraktı 

5210 8.69±1.03* 8.2 8.6 3.6 4.2 4.4 15.6 8.2 7.8 0.5 61.1±10.23 

%7  H2O2+100 µL CF 

ekstraktı 

5250 10.34±1.45* 7.2 7.2 3.2 3.8 3.6 13.8 7.4 6.2 0.4 52.8±9.02 

 

Kontrol-48 5220 12.5±2.68 - - - - - - - - -  

%7 H2O2 5100 7.31±1.02* 9 9.4 4.8 5.2 5.6 18.1 9.6 9.2 0.7 71.6±8.32 

%7 H2O2+50 µL CF 

ekstraktı 

5150 9.67±1.63* 7.8 8.2 3.2 4.2 4.2 15.2 7.4 6.6 0.5 57.3±5.14 

%7  H2O2+100 µL CF 

ekstraktıı 

5250 10.60±1.45* 6.6 6.8 2.8 3.2 3.6 13.6 7.2 5.8 0.3 49.9±5.47 

 

Kontrol-72 5200 12.12±1.25 - - - - - - - - -  

%7 H2O2 5250 6.94±0.23* 11.2 10.2 5.4 5.6 5.8 19.2 10.4 9.6 0.7 78.1±14.23 

%7 H2O2+ 50 µL CF 

ekstraktı 

5300 9.78±2.25* 7.4 7.8 2.8 3.8 4.2 15 6.8 6.4 0.5 54.7±9.63 

%7  H2O2+100 µL CF 

ekstraktı 

5150 10.86±1.20* 6.2 6.2 1.6 3.2 3.2 13.2 6.6 5.4 0.3 45.9±8.41 
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3.2. Mitotik İndeks (MI) 

A. cepa kök meristem hücrelerinin (%) MI kontrol ve uygulama gruplarında 

belirlenmiştir. MI, kontrol grubuna kıyasla maruziyet sürelerine bağlı uygulama 

grubunun farklı konsantrasyonlarında belirgin şekilde azalmıştır. H2O2'nin en 

düşük % MI değerleri, sırasıyla, % 3 ve % 7'lik 72 saatlik uygulamalarında 

6.89±1.85 ve 6.94±0.23 olarak elde edilmiştir. % 3 H2O2 ve % 7 H2O2 uygulanan 

grupta 72 saatin sonunda A. cepa kök meristem hücrelerinin % MI değerinde 

anlamlı bir düşüş gözlenirken, 50 µL ve 100 µL CF ekstraktı ile birlikte 

uygulandığında uygulama gruplarında anlamlı bir artış gözlenmiştir (P <0.05) 

(Tablo 3.1). 

3.3. FRAP ve TEAC Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

H₂O₂ (% 3 ve % 7) + CF ekstraktı (50 ve 100 µL) uygulanmış soğan kök 

hücrelerinin FRAP ve TEAC değerleri hesaplanmış ve sonuçlar Şekil 3.5 ve 

3.6'da sunulmuştur. H₂O₂ (% 3 ve % 7) ile muamelede, A. cepa kök antioksidan 

değerlerin kontrol grubuna kıyasla TEAC ve FRAP sonuçlarına göre önemli 

ölçüde azalmıştır. 72 saat boyunca, H₂O₂ (% 3 ve % 7) ve (50 µL ve 100 µL) 

CF ekstraktı uygulanan gruplarda FRAP ve TEAC değerlerinin arttığı 

gözlemlenmiştir. H₂O₂ (% 3 ve % 7) ile 50 µL CF ekstrakt grubunu, H₂O₂ (% 3 

ve % 7) ile100 µL CF ekstraktı ile muamele edilen grup karşılaştırıldığında A. 

cepa köklerinin antioksidan kapasitesinin 100 µL CF ekstraktı uygulanan grupta 

daha çok artış olduğu gözlemlenmiştir. 

3.4. Komet Testi Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

72 saat H₂O₂ ve/veya CF ekstraktı uygulanan A. cepa kök meristem hücrelerine, 

kuyruk % DNA, kuyruk uzunluğu ve kuyruk momenti değişimleri belirlenmiştir 

(Şekil 3.7 ve Tablo 3.2). H2O2’ye maruz kalan gruplar ile H2O2 + CF eksraktı 

uygulanan gruplar arasında artan konsantrasyonlara bağlı olarak çalışılan 

parametrelerde istatiksel olarak anlamlı (p <0.05) bir azalma olduğu 

belirlenmiştir. 100 µl CF + H₂O₂ uygulanan grupta 50 µL CF + H₂O₂ uygulanan 

gruba göre kuyruk % DNA’sı ve kuyruk uzunluğunun daha çok azaldığı tespit 

edilmiştir. 
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Şekil 3.5. H₂O₂ (% 3 ve % 7) + CF ekstraktı (50 ve 100 µL) uygulanmış soğan 

kök hücrelerinin FRAP değerleri. 

 

Şekil 3.6. H2O2 (% 3 ve % 7) + CF ekstraktı (50 ve 100 µL) uygulanmış soğan kök         

hücrelerinin TEAC değerleri. 
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Şekil 3.7. 72 saat H₂O₂ (% 3 ve % 7) + CF ekstraktı (50 ve 100 µL) uygulanan A. 

cepa köklerinden alınan hücrelerde Komet analizi (A) Kontrol (B) % 3 

H₂O₂ (C) % 3 H₂O₂  + 50 µL CF ekstraktı, (D) % 3 H₂O₂ + 100 µL CF 

ekstraktı, (E) % 7 H₂O₂  (F) % 7 H₂O₂ + 50 µL CF ekstraktı, (G) % 7 

H₂O₂ + 100 µL CF ekstraktı.  

 

   

   

   A 

  C 

 

A 

   D 

   E 

   B 

   F    G 
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Tablo 3.2. Artan dozlarda H₂O₂ ve/veya  CF ekstraktı uygulanan A. cepa 

köklerinden alınan hücrelede DNA hasarının (±SD) % DNA, kuyruk 

uzunluğu ve kuyruk momentinin ortalama değerleri. 

 

Farklı konsantrasyonlarda H₂O₂ 

ve/veya CF ekstraktı 

Ortalama 

kuyruk % 

DNA ±SD 

Ortalama 

Kuyruk 

Uzunluğu ±SD 

Ortalama 

Kuyruk 

Momenti ±SD 

% 3 H₂O₂ için 

Kontrol 48.89±2.65
a
 3.79±0.12

 a
 1.85±0.003

 a
 

%3 H₂O₂ 98.61±5.44
 b
 88.14±4.42

 b
 86.91±0.240

 b
 

%3 H₂O₂ + 50 µL CF ekstraktı 79.86±3.52
 c
 65.57±8.32

 c
 52.36±0.292

 c
 

%3 H₂O₂ + 100 µL CF ekstraktı 59.12±3.12
 d
 23.12±2.65

 d
 13.66±0.082

 d
 

% 7 H₂O₂  için 

Kontrol 49.98±5.87
 a
 4.65±0.14

 a
 2.32±0.008

 a
 

%7 H₂O₂ 112.29±17.2
 b
 89.96±7.45

 b
 101.01±1.281

b
 

% 7 H₂O₂ + 50 µL CF ekstraktı 92.56±13.1
 c
 81.25±6.42

 c
 75.20±0.841

 c
 

%7 H₂O₂ + 100 µL CF ekstraktı 79.19±9.64
 d
 61.16±5.32

 d
 48.43±0.512

 d
 

 

3.5. RAPD-PCR Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

% 3 H2O2 ve % 7 H2O2 uygulanan gruplarla kontrol grubu karşılaştırıldığında normal 

bantların kaybolduğu ve yeni bantların oluştuğu gözlemlenmiştir. 72 saat sonra, 

H2O2 (% 3 ve % 7) ile birlikte CF ekstraktı (50 ve 100 µL) uygulanan grupların kök 

hücrelerinde sadece H2O2 uygulanan gruba kıyasla bant görünümlerinin kontrole 

daha yakın olduğu görülmüştür (Şekil 3.8). 



24 

 

                

Şekil 3.8. Artan dozlar uygulanana A. cepa köklerinden alınan hücrelerin OPB-

14 primeri ile oluşturulmuş RAPD bantları. (1) % 3 H2O2 (2) % 3 H2O2+ 

50 µL CF ekstraktı, (3) % 3 H2O2 + 100 µL CF ekstraktı, (4) % 7 H2O2 

(5) % 7 H2O2+ 50 µL CF ekstraktı, (6) % 7 H2O2+ 100 µL CF ekstraktı, 

(C) Kontrol, (M) Markır, (N) Negatif. 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Likenler, yüzyıllardır insanlar tarafından tıp, kozmetik, sanat ve dekorasyon kaynağı 

olarak çeşitli amaçlar için kullanılan önemli ekolojik özelliklere sahiptirler. 

Likenlerin tıpta kullanımı eski zamanlara dayanmaktadır. Geçmiş yıllarda tedavi 

metotları likenlerin morfolojik yapılarına göre uygulanırdı. Ancak gelişen teknoloji 

ve laboratuvar teknikleri sonucu likenlerin tıbbi kullanımları daha çok öneme sahip 

olmuştur. 

Yapılan birçok çalışmada CF ekstresinin, antibakteriyel, antioksidan, antimikrobiyal, 

antitoksik, antienflamatuar, antifungal, antiviral, genotoksik ve sitotoksik olduğu 

belirlenmiştir [115-124].  

Dokuz bakteri ve mantarlara karşı Parmelia sulcata Taylor, Flavoparmelia caperata 

(L.) Hale, Evernia prunastri (L.) Ach., Hipogimnia physodes (L.) Nyl., ve Cladonia 

foliacea (CF) nin, usnik asit, atranorin ve fumarprotoketrik asit bileşenlerinin 

kloroform, petrol eteri, dietil eter, aseton ve etanol ekstraktlarının antimikrobiyal 

aktivitesi araştırılmıştır. Test edilen tüm ekstraktlar Gram (+) bakterilerin büyümesi 

üzerinde güçlü inhibitör etki gösterdiğini gözlemlemişlerdir. Likenler arasında en 

yüksek antimikrobiyal aktivite, CF ve Hipogimya physodes gösterilmiştir. Son 

olarak, liken ekstraktlarının antiproliferatif aktivitesi, MTT (3- [4,5-dimetiltiazol-2-

il] -2,5-difeniltetrazolyum bromür) yaşayabilirlik canlılık testi ve akridin 

turuncu/etidyum bromür boyama ile kolon kanseri, adenokarsinom hücre hattı HCT-

116 üzerinde araştırılmıştır. Likenler arasında en yüksek antibakteriyel aktivite 

Hypogymnia physodes ve Cladonia foliacea tarafından gösterilmiştir. Kullanılan tüm 

liken türlerinin, HCT-116 hücrelerinde apoptozu indükleme yeteneği olduğu 

gösterilmiştir [125]. Bu nedenle, bu çalışmanın amaçlarından biri, H2O2 toksisitesi 

(% 3 ve % 7) nedeniyle A. cepa kök hücrelerinin hücre ölümü, kromozom sapmaları, 

mitotik indeks, antioksidan kapasite DNA hasarının değişimini belirlemek ve bu 

etkilerin CF özütü (50 ve 100 µL) ile birlikte düzeltilip düzeltilmeyeceğini ortaya 

koymaktır.  

A. cepa testi, kirleticilerin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi için 

duyarlılığı olan ve meristematik yapısının uygun olmasından dolayı yaygın kullanım 

alanlarına sahiptir [126, 127]. Ayrıca A. cepa ökaryotik ve prokaryotik hücrelerin 
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etkisini göstermede iyi bir korelasyona sahiptir [108, 128]. Bhagyanathan ve Thoppil 

[129], canlı ve canlı olmayan hücrelerin belirlenmesi için A. cepa köklerinde 

Cynanchum sarcomedium Meve&Liede kullanmışlardır. Bu çalışmada A. cepa 

köklerine, H2O2 farklı konsantrasyonlarının muamelesinden sonra Evans mavisi ile 

boyama yöntemi (canlılık testi) kullanılarak çok fazla hücre ölümüne neden olmuş ve 

son derece toksik bir madde olduğu gösterilmiştir. H2O2 uygulamasından sonra CF 

ekstraktı uygulanan gruplarda renk değişiminin önemli derecede azaldığı 

gözlenmiştir. H2O2’nin neden olduğu hücre ölümü ve CF ekstaktının koruyucu etkisi 

köklerin uygulama dozlarına göre boyayı alıp almamasına göre tespit edilmiştir.   

Anar ve ark. [130], CF metanol ekstraktının, genotoksik ve antigenotoksik etkilerini, 

WP2, Ames (TA1535 ve TA1537) ve kardeş kromatid değişimi (SCE) test sistemleri 

kullanılarak incelemişlerdir. CF, belirtilen test sistemlerinde antimutajenik özellik 

göstermiştir. Bu deneyin sonuçları, CF ekstraktının önemli bir antioksidan ve 

antigenotoksik etkiye sahip olduğunu açıkça göstermiştir. Bu çalışmada H2O2'nin 

köklere uygulanması, kök hücrelerinde kromozomal anomaliyi ciddi oranda 

arttırmıştır. Bununla birlikte, CF özütü ve H2O2 uygulanan grupların kök 

hücrelerindeki kromozomal değişikliklerin azaldığı tespit edilmiştir.  

ABTS/TEAC yöntemi en sık kullanılan antioksidan aktivitedir. ABTS/TEAC 

yöntemi hem biyolojik sıvıya hem de gıdaya uygulanabilir [131]. FRAP yöntemi ise 

basit bir yöntemdir ve bitki ekstraktlarının antioksidan aktivitesini ölçmek için 

kullanılabilir [132]. FRAP ve TEAC testi, bitkilerin radikal süpürme kabiliyetini 

ölçmek için basit, hızlı, ucuz ve sağlam bir yöntemdir [133]. Mitrović ve ark. [134] 

liken ekstraktlarının antioksidan kapasitelerinin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) 

radikalleri süpürme ile belirlendiğini göstermiştir. Fenolik içeriği güçlü, DPPH 

radikal temizleme etkisi ortaya konulmuştur. Bu çalışmada, CF özütünün H2O2 

üzerinde koruyucu etkisi FRAP ve TEAC değerlerinde artışa neden olarak 

göstermiştir.  H2O2'ye ek olarak CF ekstraktı uygulanan gruplar, kontrol grubuna 

yakın FRAP ve TEAC değerleri göstermiştir.  

Genotoksik etkiye sahip ajanlar, prokaryotik ve ökaryotik organizmaların DNA’sında 

hasara neden olur. Bu hasar genellikle DNA'daki tek ve/veya çift sarmalda görülür. 

Genotoksik etkiye sahip ajanlar, kardeş kromatid değişimlerine, mikronükleusa, 
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hücre ölümüne ve mutasyonlara yol açan karsinogenezise veya kromozomal 

sapmalara neden olabilir [135]. Bazı çalışmalarda Clodonia türleri ekstraktının 

antioksidan, antimikrobiyal ve antiproliferatif potansiyele sahip olduğu bildirilmiştir 

[136]. Bu çalışmada, maruz kalma süresinden sonra komet testi ile tek ve/veya çift 

iplikli DNA kopmaları belirlenmiştir. Tek ve/veya çift iplikli DNA kopmaları, 

kuyruk % DNA'sı, kuyruk uzunluğu ve kuyruk momenti olarak ölçülmüştür. CF 

ekstresi (50 ve 100 µL), H2O2 (% 3 ve % 7) ile birlikte uygulamasıyla A. cepa kök 

hücreleri üzerine toksik etkileri değerlendirilmiştir. CF özütünün in vivo kök 

hücresinde DNA hasarı üzerine koruyucu etkisini gösteren bir çalışma yoktur. A. 

cepa'nın kök hücrelerinin kuyruk DNA'sı ve kuyruk uzunluğuna bakılarak H2O2'nin 

toksik etkileri belirlenmiştir. 72 saatin sonunda, % 7 H2O2 konsantrasyonu uygulanan 

gruplarda, özellikle kuyruk % DNA ve kuyruk uzunluğunun arttığı ve % 3 H2O2 

konsantrasyonuna maruz kalan gruplardan daha yüksek oranda olduğu 

gözlemlenmiştir. Ayrıca farklı konsantrasyonlarda H2O2’ye maruz bırakılan 

gruplarda, 100 µL CF ekstresinin 50 µl CF ekstresinden daha çok koruyucu etkisi 

olduğu belirlenmişrtir. 

PCR-RAPD (polimeraz zincir reaksiyonu-rastgele çoğaltılmış polimorfik DNA) 

genellikle moleküler belirteçler olarak genotoksisite değerlendirmesi için kullanılır. 

RAPD analizleri genetik materyalin hasarının nedenini veya hasar seviyesini ortaya 

koymamakla birlikte, RAPD parmak izleri farklılıkları DNA dizisi değişiklikleri 

olarak görülerek DNA hasarı, mutasyon veya DNA’nın yeniden düzenlenmesini 

gösterebilmektedir [137]. RAPD ile moleküler çalışmalar, birçok araştırmacı 

tarafından hem bitki hem de hayvansal gıdalarda toksik etki çalışmaları üzerine 

kullanılmıştır [138]. Aksakal ve ark. [139] herbisit 2.4-D RAPD testini kullanarak 

mısır kökünde genotoksik özelliklere sahip olduğunu göstermiştir. Tedeschi ve ark. 

[138] belirli alanlarda yetiştirilen Tropea kırmızı soğanı (A. cepa) karakterize etmek 

için RAPD analizleri kullanmışlardır. Bu çalışmada da DNA hasarını azaltmak için 

CF ekstraktı kullanılmıştır. Bu nedenle, CF ekstraktı gibi koruyucu bir ajanın 

kullanımının, kök hücrelerini H2O2 (% 3 ve % 7) kaynaklı toksisiteye karşı koruyucu 

olduğu tespit edilmiştir. RAPD sonuçlarına göre, kontrol ile uygulama grubundaki 

bant yoğunluklarının azalması/artması, yeni bantların oluşması/kaybolması A. cepa 
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köklerinde genotoksisiteye neden olduğu ve ayrıca 100 µL CF ekstraktının DNA 

üzerinde 50 µL ekstraktından daha etkili olduğu tespit edilmiştir.  

CF ekstraktının A. cepa kökleri üzerindeki antisitotoksik, antigenotoksik ve 

antimutajenik etkileri daha önce araştırılmamıştır. Bulgularımız, H2O2'nin (% 3 ve % 

7) kök meristematik hücreleri üzerindeki etkisinin konsantrasyona ve süreye bağlı 

olarak değiştiğini göstermiştir. Maruz kalma süresi arttıkça hücrelerin H2O2'ye 

duyarlılığı nedeniyle kök hücrelerde kromozomal değişimler ve DNA hasarı 

görülmüştür. 50 µL CF ekstraktı, incelenen parametrelere göre 100 µL CF ekstraktı 

sonuçları ile karşılaştırıldığında kök hücreler üzerinde daha az etki göstermiştir. 

Bununla birlikte, CF kullanımının sitolojik açıdan moleküler açıya kadar kök 

hücreler üzerinde koruyucu etkisini belirlemek için daha fazla araştırma yapılması 

gereklidir. 
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