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OZET

Bu ¢alismanin amaci, H,O,’nin farkli dozlarinin Allium cepa L. kok meristematik
hiicreleri tizerine toksik etkisini arastirmaktir. Hiicre 6liimii, kromozom sapmalari,
mitotik indeks, oksidatif stres ve DNA hasar1 belirlenerek bir liken tiirii olan
Cladonia foliacae (CF) (Huds)'nin koruyucu etkisi ortaya konulmustur. Kontrol
grubuna herhangi bir kimyasal uygulanmamigtir. Kokler 1 saat boyunca iki doz
H.02’ye (% 3 ve % 7) maruz birakildiktan sonra 24, 48 ve 72 saatlik zaman
periyotlar1 siiresince farkli dozlarda CF eksrakti (50 ve 100 pL) uygulanmistir. Farkli
uygulama siirelerinden sonra koklerin tiim gruplarda hiicre o6liimii, kromozom
sapmalar1 ve mitotik indeksi 151k mikroskobu altinda incelenmistir. Koklerin
antioksidan  kapasitesindeki  degisimler FRAP ve TEAC testleri ile
degerlendirilmistir. DNA hasari, komet yontemi ve RAPD-PCR testleri ile
belirlenmistir. Kromozomlarda meydana gelen bozulmalar, artan konsantrasyonlarda
ve uygulama siirelerinde kromozom kopriisii, vagrant, poliploidi seklinde tespit
edilmistir. H,O,’nin artan dozlarinin 72 saatlik muamelesinde mitotik indeks, TEAC
ve FRAP degerlerinin azalmasina neden olmustur. Kuyruk % DNA ve kuyruk
uzunlugu, uygulama gruplarinda kontrol grubuna kiyasla énemli 6l¢iide artmistir. 72
saatlik stiregte H,O,’nin artan dozlar1 A. cepa kok meristematik hiicrelerinde RAPD-

PCR sonuglarina gore genotoksitenin artmasma neden olmustur. CF eksrati



uygulanan gruplarda H;O;’nin artan dozlarinin meydana getirdigi toksitenin énemli
Olclide kullanilan bu parametreleri degistirdigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak, bu
calismada kullanilan CF eksraktinin, H,O,’nin A. cepa kok meristematik hiicreleri
tizerindeki sitotoksik ve mutajenik etkilerine karsi koruyucu etki gosterdigi fakat

tamamen koruyamadigi belirlenmistir.

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

test
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ABSTRACT

The aim of this study is to investigate the toxic effect of H,O,'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 H,0, (3% and 7%) for 1 hour, the CF extract (50 and 100 pL) 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 H,O,. The
tail % DNA and tail length have significantly increased in application groups
compared to the control group. Increasing doses of H,O, 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



increased doses of H,O, 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 H,O,

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

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

Vi
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1. GIRIS
1.1. Hidrojen Peroksit (H,O,) ile Ilgili Genel Bilgiler

Hidrojen peroksit; renksiz, kokusu keskin, berrak ve suya karisabilen bir bilesiktir.
Hidrojen peroksit ve hidrojen peroksitin yiiksek derisimli sulu ¢6zeltileri, karboksilik
asit gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilir [1, 2]. H,O; giinliik hayatta, madencilikte,
kozmetikte, ila¢ sanayisinde, gida paketleme sektoriinde, atik su aritmada, tekstil
sektoriinde, kagit iliretiminde ve beyazlatmasinda, gida sterilizasyonunda, tarim
ilaglarinda ve tarim verimliliginin artmasi gibi birgok alanda kullanilan esansiyel bir

bilesiktir [3, 4].

H20,, organizmaya digaridan girebilecegi gibi kuraklik, iistime, UV 1sinlamasi,
yogun 1s1ga maruz kalma, patojenlerin aktivasyonu gibi durumlarda; hiicrelerde
kloroplast, mitokondri, endoplazmik retikulum gibi organellerde ayrica plazma
membrant elektron tasima sisteminde ve fotorespirasyon sirasinda da iretilir
[5].H20; son derece giiglii bir oksidan olup ¢esitli biyolojik molekiillere zarar veren
giiclii bir oksitleyici potansiyele sahiptir [6]. H2O,’nin yiiksek derisimleri, bakteri,
bitki ve hayvan hiicreleri i¢in genotoksik ve sitotoksiktir. Bu etkiyi 10-100 pM
dozlar1 arasinda gostermektedir [6-9]. H,O,’nin genotoksik ve sitotoksik etkisi
konsantrasyonuna, etki ettigi yere ve maruz kaldigi siireye de bagl olarak

organizmalardaki toksisitesi farkli gézlemlenebilir [10].

H.O2’nin  yarinlanma Omriiniin uzun olmasi, kiiciik boyutu, hiicresel zarlar
gecmesini ve farkli bolgelerde yer degistirip ilerlemesini saglar [11]. H,O, lipitte
¢Oziinebilir ve biyolojik membranlardan gecerek, hiicrelerin igine veya arasina
kolaylikla difiizlenerek veya su kanallariyla tasinarak hasar olusturabilmektedir [12,
13]. DNA’da da hasara neden olup bunlardan bazilari, baz hasar1 ve niikleik asitlerde
iplik kopmasidir [14, 15].

H,0; enzim inhibisyonuna ve ¢ogu biyolojik makro molekiiliin bozulmasina, 6rnegin
lipitlerin peroksidasyonuna, seker ve protein oksidasyonuna neden olmaktadir [16-
19]. Hiicrede nekroz ve apoptoza neden olur. Diisiik konsantrasyonda apoptozu
tetikledigi, yiliksek konsantrasyonda ise nekroza yol agtigi yapilan g¢aligmalarda

gbzlenmistir [20, 21].



Bir¢ok ¢aligma, hidrojen peroksidin sitotoksisite ve timdr nekrozis gibi durumlarin

neden oldugu apoptozda da ¢ok 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir [22-24].

1.2. Allium cepa L. ile Ilgili Genel Bilgiler

Bitki kokleri biyolojik incelemeler yapmak igin son derece uygun materyallerdir.
Kokler dogada, toprakta ve suda yayilan kimyasallara maruz kalirlar. Bu
kimyasallarin etkisini belirlemek i¢in kok ucu sistemi kullanilabilir. Hizli bitytimeye
sahip olan kokler makroskobik ve mikroskobik diizeyde calismalar yapilarak hiicre

diizeyinde ¢alismalar igin niteliksel ve niceliksel veriler elde edilebilir [25].

Yiiksek yapili bitkiler, hayvanlarla kiyaslandiginda cevre ile ilgili maddelerin
sitotoksisite ve genotoksisitenin degerlendirilmesinde; kolay elde edilebilir olmalari,
analizlerinin basit ve hassas olmalar1 nedeniyle oldukg¢a kullanisli materyallerdir [26,
27]. Ayrica, bitkilerin kullanildig1 test sistemlerinin giivenilir ve ucuz olmalari son

zamanlarda yaygin olarak kullanilmalarinda etkili olmustur [28-30].

Ik olarak Levan [31] Allium cepa k&k uglarimi kullanarak Kolsisinin etkisini
arastirmistir. 1980°lerde A. cepa deney materyali olarak kullanilmis ve Grant’in [32]
yaptig literatiir ¢aligmalar1 lizerine ABD c¢evre koruma ajansit gentoks programi
raporunda Allium testinin, kimyasallarin neden oldugu kromozomal hasari
degerlendirmek icin rutin olarak kullanilan testler arasinda yer almasi Onerilmistir.
Giintimiize de Allium testi birgok laboratuvarda bilinen ve uygulanan bir metot haline

gelmistir.

Allium testi genis bir uygulama alanina sahiptir. Cevre kirliliginin 6l¢iitii olarak
kullanilan Allium cepa, gevresel kirleticilerin zararl etkilerini bulmak i¢in in vivo bir
model olarak tercih edilmektedir. Kimyasal ve biyotik maddelerden etkilenebilen
kok yapisina sahiptir, agik ve sabit kromozom sayisina sahiptir, mitoz boliinme
evreleri acgiktir, herhangi bir etkiye maruz kalmadan olusan kromozom hasar1 ¢ok
ender goriiliir, kimyasallara hizli cevap verir, kromozom morfolojisinde c¢esitlilik
vardir [32-34]. Ayrica, ¢ok¢a kok ucu olusturur ve test materyali ile direkt
etkilesimde bulunmaktadir. A. cepa diisiik maliyetli bir test olarak karakterize edilir.
Ayrica A. cepa sistemi, bir maddenin genetik materyal tizerindeki kirilma, kopma

ve/veya mutajen etkilerini degerlendirmek i¢in 6nemli bilgiler saglar [35].



1.3. Likenler ile Tlgili Genel Bilgiler

Mantarlarin, alglerle veya siyanobakterilerle nadiren de bakterilerle birleserek
olusturduklar1 morfolojik, fizyolojik ve anotomik olarak farkli, birbirlerini
tamamlayan zorunlu simbiyotik yasam birliktelikleri “liken” olarak tanimlanir [36].
Diger bir deyisle likenler mikobiyont olarak adlandrilan bir mantar ile fotobiyont bir
fotosentetik yesil alg ve/veya siyanobakterilerin olusturdugu kararli ve siirekli
ototrofik mutualistik iliskidir [37, 38]. Likenler, yeryliziindeki ototrof ve
heterotroflarin birbirine tabi oldugunu ve birinin digerine ihtiya¢ duyan kaynaklar
sagladigim1 gosteren en iyi ornektir. Bu birliktelikten mantar daha ¢ok yararlandigi

i¢cin mutualizmden ¢ok kontrollii parazitligin 6rnegi oldugu kabul gormektedir [39].

Ototrofik algler ile mantar hiflerinin tabakalar halinde olusturdugu uzun Omiirlii
yavag biiyiiyen, kok ve kiitikulas1 olmayan ortak bir “tallus” olusturur [40]. Yapiya
katilan mantar ve algler sadece tallustan kesit alinip mikroskop altinda inceleme

yapildiginda anlasilabilirler [41].

Liken tallusunda her zaman iki ortak bulunmayabilir. Ornegin; iki fungus bir
fotobiyontla birlesir ve ismine likenikol fungus denen yeni bir birliktelik ortaya
cikar. Poelt’e gore dort tiyeli birliktelikler de mevcuttur. Bu birliktelige verilecek en
iyi ornek likenikol likenlerdir (likenler iizerinde yasayan likenler). Ornegin; Lecidea

insularis Nyl. tiirii Lecanora rupicola (L.) Zahlbr. iizerinde yasar [42].

Liken birliklerinde mantar hifleri, tallusun ihtiyaci olan su, mineral madde ve CO;
karsilamasinin yani sira yliksek sicaklik, asirt nem gibi durumlara kars1 da koruma
saglar, algler klorofilleri sayesinde sentezledikleri organik besini ve oksijeni,

mantarlarin biiyiiyebilmesi, hayatta kalmasi ve lireyebilmesi i¢in verirler [43, 44].

Likenler cogunlukla yiiksek 151k yogunluguna sahip habitatlarda bulunurlar ve yogun
151810, fotobiyontun fotosentez sistemine zarar vermesini engellemek i¢in mantarlar,
parlak sari1, turuncu, gri ve kirmizi renkte metabolitler iiretir ayrica bu sayede farklh

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

Likenler, diinyanin karasal ekosistemlerinin ¢ogunda genis ylizey alanlarina sahiptir
bununla birlikte deniz suyu ve tath su akintilarinda yasam alanlar1 mevcuttur ve

binlerce yila varan yasam Omriine sahiptirler [47, 48]. Liken yapilari yasadiklari


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lifespan

ortamin ¢evre kosullart ve mineral zenginlikleri bakimindan bilgi verirler. Nem ve
sicaklik bakimindan sert kosullara dayanabilen canlilar olmalarina ragmen, hava
kirliligi olan bolgelerde, likenlerin fotobiyontlar1 zarar gordiigii icin hayatta
kalamazlar. Likenlerin hava kirliligini gozlemlemek i¢in en etkili biyomonitdr

oldugu kabul edilir [49-52].

Ortam (substrat) olarak, aga¢ govdeleri, ¢iplak kayalar, dag tepeleri, kiremit, cam,
ayakkab1 tlizerinde bile yasayabilirler. Kuzey {ilkelerinde 06zellikle tundralarda
oldukga genis alanlar1 kaplayarak, bol miktarda yetisirler [53, 54]. Buna karsin bu
bolgelerde liken florast pek zengin degildir. Tropik bolgelerde ise likenler genis

alanlar kaplamazlar fakat tiir bakimindan zenginlik gosterirler [55].

M.O. 371-284 yillar1 arasinda “liken” terimini kullanan ilk botanik¢i Theophrastus
olmustur, ancak likenleri ciger otu olarak bilinen bitkiyle karistirdig1 sonradan fark
edilmistir. Theophrastus’tan sonra diger botanik¢iler liken terimini yosunlar i¢in
kullanmuslardir. 1803’de Eric Acharius likenlerde, izid, sored ve sifel gibi terimleri
kullanarak essiz yapilar1 aciklamis ve likenolojinin babasi olarak kabul edilmistir
[56]. 1852’de Tulasne funguslarin hif iplikleri yapilarini tanimlamistir. 1866 yilina
kadar likenlerin aslinda var olan ikili dogasi fark edilememistir. 1866’da De Barry ve
1867°de Schwendener tarafindan likenlerin alg ve mantar gibi iki farklh
organizmanin benzersiz bir biitiin olusturduklart sonucuna ulasilmistir. [53, 57, 58].
Yapilan arastirmalar sonucunda hiicresel diizeyde alg hiicrelerinin diizenli bir

bicimde ve kontrollii olarak mantar tarafindan parazitize edildigini belirlemistir [59].

Linne’nin, likenleri tek bir genus altinda toplamasini takiben ger¢cek anlamda ilk
smiflandirmayr 1810 yilinda Acharicus gergeklestirmistir [60]. Diinya iizerinde
likenlerin 13.000-25.000 tiiri oldugu ve diinyanin karasal yiizeyinin % 8'den
fazlasini kapladigi tahmin edilmektedir [40, 42, 61].

Mantarlar arasinda en bagarili yasam tarzlarindan biri liken birlikteligi olusturmaktir.
Liken simbiyozuna katilan mantarlar biiyiik bir ¢ogunlukla Ascomycota iiyesidir.
Ascomycota iiyelerine kiyasla diisiik oranla da olsa Basidiomycota ve ¢ok daha nadir
olarak da Deuteromycetes iiyeleri de liken olusumuna katilabilirler [37, 59, 62].

Giiniimiiz siniflandirma sistemine gore likenler, taksonomik bir birim olarak degil



biyolojik bir birlik olarak kabul edilmekte ve isim likenin mantara verilmektedir
[63, 64]. Liken simbiyozuna katilan fotobiyont Cyanobacteria (siyanobakteriler) ve
Chlorophyta (yesil algler) iiyeleridir. Bu fotobiyont ipliksi veya bir hiicreli olabilir.
Ormegin; siyanobakteri iiyelerinden Nostoc ve yesil alg iiyelerinden de Trebouxia
cinslerinin bazi tiirleri ve Protococcus C. Agardh cinsinin tiirleri liken yapisina

istirak eder [36, 65].

Eseyli ve eseysiz ¢ogalabilen likenlerde eseyli iireme, tallusunun meydana gelmesi
ve c¢imlenen mantar sporunun alg hiicresiyle birlikteligine baglidir. Eseyli lireme
yapilart apotesyum ve peritesyumdur. Eseysiz ¢ogalma izid ve soredlerle
olur. Mantar hifi ile ¢evrelenmis fotobiont hiicreleri igeren tallusun, kiiciik
biiylimeleri ile eseysiz iireme gerceklesir. Soredler, su, riizgar, ya da hayvanlar ile
kolayca dagilir. Likenlerin higbir tiiriinde alg zoospor ya da gamet olusturmaz yani

eseyli ireme gostermez, eseyli lireme yalnizca mantarlar tarafindan yapilir [66, 67].

Likenler yasadiklari ortama ve beraber yasadiklari bitkilerin durumlarina gore
morfolojik olarak 3 gruba ayrilirlar. Kabuksu (crustose) likenler, bu likenlerin
thalluslar yassidir ve substratlarina hiflerini sokarlar, bu likenlere endolitik liken de
denir. Yapraks: (foliose) likenler, talluslari loblu veya kiigiiktiir genellikle toprak
iistli likenlerdir ve substratlaria renksiz, tiiysii emici hifler uzatirlar. Dalsi-¢alimsi
(fruticose) likenlerin talluslari diktir ve genellikle agaclardan sarkar morfolojik
olarak da ¢ok biiyiik likenlerdir [68].

Likenler, diinya genelinde yiizlerce yil boyunca insanlardaki hastaliklarin tedavisinin
yani sira hayvansal besin, parfim ve alkol eldesi, boya, zehir, dekorasyon vb.
amaglarla kullanilmistir [69, 70]. Eski zamanlarda likenlerin sekilleri baz alinarak
tedavi yontemleri uygulanmistir ancak 20.yy’dan beri laboratuvar tekniklerinin de
gelismesiyle birlikte likenlerin  mikrobiyolojik ve farmakolojik 6zellikleri

arastirilmaya baslanmis ve ¢esitli hastaliklarin tedavisine katkida bulunulmustur.

Chevallier [71] 1996 yilinda sekli saga banzedigi i¢in saclarmn dokiilmesi veya
giizellestirilmesi, sa¢ kiran gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan Usnea sp.
Motyka y1 oral ve farengeal mukozanin iltihaplanma tedavisinde kullanmistir.

Morfolojilerine uyumlu olarak hastalik tedavilerinde kullanilan likenlere



verilebilecek diger 6rnekler ise tallusu sar1 renkli olan Xanthoria parietina (L.) Th. Fr.
sarilik tedavisinde, Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm. alveollii tallus yiizeyi sebebiyle
akciger hastaliklar1 tedavisinde kullanilmaktadir [58, 72]. Malhotra ve ark.
[73] likenlerin ¢esitli tibbi besinlerde kullanildigini belgelemislerdir. Cetraria
islandica (L.) Ach. (Izlanda Likeni); tiiberkiiloz, kronik bronsit, dizanteri tedavisinde
uzun yillar 6nemini korumustur. Bununla birlikte, ren geyigi besinini olusturan bu

liken cayinin ge¢misten gliniimiize oksiiriik ve iist solunum yolu enfeksiyonlarina iyi

geldigi bilinmektedir [74,75].

1.3.1. Cladonia Cinsi ile Tlgili Genel Bilgiler

Cladonia cinsi kozmopolit olup, diinya iizerinde yaklasik 518’den fazla tiir ile temsil
edilmektedir. Bu cins, karayosunlari, ¢lirlimiis odun, bazen agac diplerinde (epifitik),
aga¢ kabuklarinin iizerinde gelisebilsede agirlikli olarak dogrudan toprak iizerinde

yayilis gosterirler. Ender olarak kaya iizerinde gelisebilen tiirler de bulunmaktadir
[76].

Cladonia cinsi, Cladoniacaca familyasi, Lecanorales ordosu ve Ascomycota
divizyosunda smiflandiriimaktadir [77, 78]. Cladonia cinsinin sitematiginde 6nemli
olan karakterler; primer ve sekonder tallusun anatomisi ve morfolojisi,
podesyumlarin yiizey anatomisi, dallanmasi ve morfolojisi, tasidigi vejetatif
propagiiller, konidyum o6zellikleri ve igerdigi sekonder metabolitlerdir. Cladonia
cinsi, primer tallusu olup olmamasi, podesyum tasiyip tagimamasi, podesyumunun
dallanmis veya dallanmamis olmasi, uglarin agilip acilmamasi, podesyumun korteks
tasiylp tasimamasi, podesyum yiizeyinin sorallerle kapli olup olmamasi ve bu
sorallerin gsekli, apotesyum tasiylp tasimamasi ve tasiyorsa apotesyum rengi,
piknidyumun yeri, sekli ve rengi, icerdigi onlarca farkli liken asitleri gibi 6zellikleri
ile son derece polimorfik bir cinstir. Cladonia cinsi sistematik agidan olduk¢a dnemli

olan ¢ok cesitli sayida sekonder metabolitler (liken asitleri) igermektedir [79].



1.3.2. Cladonia foliacea (Huds.) Willd.

Preo S

Sekil 1.1. Cladonia foliacea (huds.) willd.

Primer tallus pulsu-foliose, pullar 6-40 mm uzunlugunda, 1-5 mm genisliginde,
diizensiz bir sekilde loplu, genellikle kenar kisimlarinda beyaz renkli dallanmamis
rizinler mevcut, iist kisimlar sarimsi yesil, soluk sari, asagi kisimlar ince araknoid.
Podesyum ¢ok nadir, 0.3-2 cm uzunlugunda, 0.5-3 mm genisliginde, grimsi sari, alt
kisimlar soluk, kupa var; kupa agiklig1 dar (1-2 mm). Apotesyum ¢ok nadir, kupanin
kenarlar1 iizerinde, kahverengi, 4 mm ¢apinda kiime olusturmus. Piknidyum primer
pullar iizerinde ya da kupanin kenarlar iizerinde, sapsiz, ovoid. K—, KC+ sar1, P+
kirmizi, usnik asit, fumar protosetrarik asit kompleksi igerir [76, 80]. Genellikle

kalkerli kaya ve agik topraklar iizerinde yayilis gosterir.

Kosanic ve ark. [81] liken Cladonia furcata (Huds.) Schrad., Cladonia pyxidata (L.)
Hoffm. ve Cladonia rangiferina (L.) Weber, FH Wigg. ve bunlarin atranorin ve
fumarprotosetrarik asit terkiplerinin aseton Oziitlerinin in vitro antioksidan,
antimikrobiyal ve antikanser etkinliklerini arastirmiglardir. Bagka bir ¢alisma da
Kahraman ve ark. [82] Kuzey Ege Denizi'ndeki Gok¢eada Adasi'ndaki likenlerdeki
cevresel kirlenmeyi Cladonia foliacea ve Ramalina pollinaria (Westr.) Ach. tiirleri

ile belirlemislerdir.



Bir diger ¢alisma da Emsen ve ark. [83] Cladonia foliacea (Huds.) Wild'un
ekstraktinin insektisit etkisini tahil filizleri iizerinde olusan bdceklere karsi
denemislerdir. Giordano ve ark. [84] liken Cladonia foliacea'nin tiim talusunun bazi
yosunlarin biiyiimesi ve gelisimi lizerine indiikledigi etkiler incelenmistir. Hepokur
ve ark. [85] Cladonia foliacea eckstraktinin antikanser ve yara iyilestirici etkisi
tizerinde c¢alismislardir. Aslan ve ark. [86] Cladonia foliacea, Dermatocarpon
miniatum (L.) Mann., Everinia divaricata (L.) Ach., Evernia prunastri (L.) Ach. ve
Neofuscella pulla (Ach.) Essl.” min antioksidan ve antimikrobiyal o6zelliklerini
aragtirmiglardir. Ekstraktlarin ayrica test edilen bazi bakterilere ve mantarlara karsi

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gézlemlemislerdir.

A. cepa, koklerinin meristematik yapisi, kromozomlarinin boyutlari ve sabit
kromozom sayist (2n=16) nedeniyle olast kromozom hasarinin kolayca tespit
edilmesinde ve genotoksisitenin belirlenmesinde kullanilmaya elverisli sitogenetik
bir materyaldir [87- 89].

FRAP (Demir (III) Indirgeme Antioksidan Kapasitesi) yontemi dogal iiriinlerin ve
bitki ekstraklarinin toplam antioksidan kapasitenin Sl¢lilmesinde en sik kullanilan
yontemlerden biri olup toplam antioksidan aktivite belirlemede uygulanan diger
yontemlere kiyasla basit, hizli ve ucuzdur. Ayrica saglikli sonug¢ veren ve 6zel bir
ekipman gerektirmeyen bir yOntemdir. Yontem basit olarak Fe*¥iin Fe+2’ye
indirgenmesi esasina dayanir ve bu indirgeme reaksiyonu muhtemelen antioksidan
ozellige sahip sulu bir ortamda bulunan demir (III) tuzlarinin demir (II) tuzlarina
indirgenmesi ile bir renk degisimine neden olur. Sonuglar, indirgeme potansiyeli
yilksek ve aym1 zamanda standart bir antioksidan madde olan askorbik asit ile

karsilastirilmak suretiyle yorumlanir [90, 91].

ABTS/TEAC (2-2'Azinobis (3-Ehtilbenzotiazolin-6-Siilfonik Asit) Diamonyum
Tuzu) troloks-esdeger antioksidan kapasite tayin yontemi, uzun Omiirlii radikal
anyon ABTS ’ye kars1 antioksidanlarin siiplirme yeteneklerine dayanmaktadir. Bu
radikal belirgin (yesil/mavi) renge sahiptir ve antioksidan bilesiklerinin ABTS
radikaliyle direkt olarak reaksiyona girmesi ve ABTS’nin rengini agmasina gore
hesaplanir. Antioksidan bilesiklerinin toplam antioksidan kapasite degerleri, standart

Trolox'a kiyasla belirlenir. ABTS, madde karisimlarinin antioksidan aktivitelerinin



Olglilmesini saglar [92-96]. Bu testlerin en bilyiik avantaji, bir biyolojik numunenin
(kan, idrar, disk1), bitkisel ekstrelerin, tibbi bitkilerin, igeceklerin ve yiyeceklerin
neredeyse tiim bilesenlerinin antioksidan kapasitesini Ol¢ebilmesi, tekrarlanabilir,

basit ve genis kullanim alaninin olmasidir [97, 98].

DNA’da yapisal etki olusturan gesitli kimyasal ajanlarin, etkilerini belirlemek icin
hizli ve kolay test yontemlerinden biri Komet (kuyruklu yildiz) testidir [99, 100]. Bu
yotem, DNA hasarini direkt olarak gostermenin yani sira tek zincir kiriklarmi ve
tamamlanmamig DNA tamir bolgelerini de gosteren hizli ve hassas bir genotoksisite
testi olarak kullanilmaktadir [101-104]. Teknikte uygulanan bir elektrik akiminin
olusturdugu DNA go¢iinlin goriintiisi, bas ve kuyrugu andirmasi nedeniyle bir
kuyruklu yildiza benzemektedir, bu nedenle kuyruklu yildiz deneyi terimi
kullanilmaktadir [105].

RAPD-PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA)
bitkilerde ve hayvan gidalarindaki toksik etkiyi belirlemek i¢in molekiiler arac olarak
kullanilir. RAPD amplifikasyon prosediirii, esnek kosullar altinda rastgele bir

primerle baslatilan genomik bir kalibin analizine dayali PCR reaksiyonudur [106,

107].

A. cepa koklerinde CF'nin H,0, kaynakli toksisiteye karsi koruyucu etkisini gdsteren
herhangi bir ¢alisma yoktur. Bu nedenle, bu ¢alismanin amaci kok hiicreleri {izerine
H202'nin neden oldugu toksisite iizerine CF ekstraktinin koruyucu ve antioksidan
roliinii gostermektir. Bu c¢aligmayla, liken ekstraktinin mitotik indeks (MI), hiicre
Olimi, kromozom deformasyonlari, degisen antioksidan kapasite, DNA yapisi
tizerine koruyucu etkisi ortaya konulmustur. Boylelikle, CF ekstraktinin genotoksik,

sitolojik ve mutajenik degisimlerdeki etkisi belirlenmeye galisilmistir.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Liken Ekstraktunin Preperasyonu

CF, Pinus sylvestris (L.) Perterm (40 ° 11 '352, "K, 42 © 38' 154" D 1590 m) ve Picea
orientalis L. var. hamata Steven, ormanlarindan (40 ° 42 '54 "K 37 ° 55' 55"D 1600
m) 2014 yilinda toplanmuistir. Toplanan 6rnekler herbaryum’da preslenip kurutulmus
sekilde materyalin taksonomik bilgileri, lokaliteleri, 6rnek numaralar1 ve toplayanin
ismi etiketlenerek saklanmistir. Etiket bilgisi asagidaki gibidir:

CF. Kars, Sarikamis, Sarikamis-Kars ana yolu, Sehit Halit'in dogusunda, P. sylvestris
ormant, 1590 m. M. Kocakaya-2850, 2014.

Calismada kullanilan CF oda sicakliginda kurutuldu. Kuruyan numuneden 5 gr
tartilip 100 ml saf su iginde, 60 °C'de 150 rpm'de 24 saat inkiibe edildi. 24 saat
sonunda inkiibatdorden aliman oOrnek 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi.
Siipernatanlar, Whatman no.1 0,22 um kalinliginda filtre kagidiyla iki kez siiziildii.
Hazirlanan ekstakt otoklavlanabilir cam sisede buzdolabinda +4 °C'de muhafaza
edildi.

2.2. Kimyasallar

Allium testi i¢in kullanilan sogan (A. cepa L. 2 n = 6), yerel bir pazardan satin alind1.
Kullanilan ~ kimyasallar ~ Evans  mavisi  (Himedia), = N,N-dimetilformamid
(EMPLURA), DMSO, ve diger kimyasal maddeler Sigma'dan satin alinmustir.

2.3. Sitogenetik Etki ve Mitotik indeks (MI) Tayini

Kontrol ve uygulama gruplart i¢in saglikli alti sofan seg¢ilip test tiiplerinde
¢imlendirildi ve uygulama gruplari H,O, (% 3 ve % 7) velveya CF ekstresine (50 ve
100 pL) ile aynmi laboratuvar kosullarinda 24, 48 ve 72 saat siireyle maruz birakildi.
Glines 15181 almast saglanarak maksimum mitotik aktivite doneminde 1-2 cm kokler
topland1 ve 72 saat siireyle etanol:glasiyal asetik asit (3:1) i¢cinde sogutulmus Carnoy
fiksatifine aktarildi ve sonra 1 N HCL icinde 60 °C'de hidrolize edildi [108].
Sitogenetik degerlendirme i¢in 4 saat siireyle asetokarmin ile boyama yapildi ve %
45'lik asetik asit ile saglikli mikroskobik goriintii i¢in boya uzaklagtirma islemi
yapildi. Kontrol ve uygulama gruplarina ait alt1 farkli preparat hazirlanarak 40x 151k
mikroskobu (Olympus BX53 DP72, Japonya) ile incelenmistir.

Her konsantrasyonun %MI tespiti i¢in bes slaytta yaklasik 5000 hiicre sayildi. % MI

= boliinmiis hiicre sayisi/toplam hiicre sayist x 100 formiilii ile hesaplanmistir [108].



2.4. FRAP (Demir Azaltica Antioksidan Gii¢) ve TEAC (Troloks Esdeger
Antioksidan Kapasite) Testleri

Benzie ve Strain’in [109] FRAP analiz yontemi ile Olgiilen sogan kok ucu
hiicrelerinin rediiksiyon kapasitesi belirlenmistir. FRAP analizinin ger¢eklesme

i formundan, antioksidanlarin elektron vererek

prosediirii, renksiz oksitlenmis Fe
mavi renkli Fe'-tripyridiltriazine bilesigine indirgenmesiyle ortaya ¢ikan demir tozu
oksidan olarak kullanilmakta ve 593 nm'de absorbans degisikliginin belirlenmesi
seklinde hesaplanmaktadir. Bunun i¢in 1 hacim TPTZ 2.4,6-tripiridil-s-triazin, 10
hacim asetat tamponu, pH=3,6 hidroklorik asit ve 1 hacim ferrik kloriir bilesenleri
kullanilarak olusturulan yeni frap reaktifi 37 °C'ye kadar 1sitilmistir. Hazirlanan bu
reaktif icerisine Ornekler ve saf su eklenerek 593 nm absorbansta Ol¢iimler
yapilmistir.

Re ve ark. [110] yilinda gidalarin antioksidan kapasitelerini belirlemek igin yaptiklar
calismalar sonucunda TEAC yontemini gelistirmislerdir. Bu c¢alismada da
antioksidan kapasitesi TEAC yontemiyle belirlenmistir. TEAC analizi, 734 nm dalga
boyunda ABTS™ radikalinin inhibisyonunun gézlenmesine dayanmaktadir. ABTS
radikal olusumu, ABTS stok ¢dzeltisi ile potasyum persiilfatin karanlikta 30 °C'de 12
saatlik karisimi sonucunda elde edilmistir. Biyolojik Ornek, seyreltilmis ABTS
cozeltisine eklenerek inkiibasyona birakilmistir. ABTS ¢ozeltisi, pH=7.4 fosfat
tamponu ile 734 nm'de 0.70 bir absorbans oldugu belirlenerek hesaplamalar
yapilmistir.

2.5. Canhilik Testi

Hiicre oliimlerini belirlemek i¢in kontrol ve uygulama gruplarindan esit uzunliukta
yaklasik 10 mm sogan kokleri, 3 ml N,N-dimetilformamid i¢ine oda sicakliginda 1
saat boyunca bekletilmistir. 3 ml N,N-dimetilformamid i¢inden alinan kokler, Baker
ve Mock [111] prosediiriine gére Evans mavisinin % 0.25 (w/v) sulu ¢ozeltisi i¢inde
15 dakika bekletildikten sonra kokler 30 dk boyunca musluk suyu ile yikanmistir.
Canli ve oOli hiicrelerin kok renkleri, canliliklarina gore sirasiyla renksiz veya
mavinin tonlarinda degisiklik gostermistir. Koklerin bu goriintiileri stereo mikroskop

ile makro fotograflanmistir.
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2.6. Komet Testi ile DNA Hasarinin Belirlenmesi

Sogan kokleri, deney tiipleri igerisinde uygulama dozlarina 72 saat boyunca maruz
birakilmistir. Her sogandan 10 kok kesilmis ve bistiiri yardimiyla ince pargalar
halinde dogranmistir. Kesilen kdkler 5 dk, 500 rpm'de santrifiij edildikten sonra PBS
icersinde 20 dakika dinlendirilmistir. Kontrol ve uygulama gruplarindan elde edilen
slipernatant, % 0.65’lik agaroz ile karistirilip, 6nceden % 0.05°lik agaroz ile kaplanan
lamlarin iizerine hazirlanan siispansiyondan 75 pul'si aktarilmistir. Hazirlanan
preparatlar 200 V’da 5 dk elektroforez tamponunda yiiriitilmiistiir. Elektroforez
tamponundan c¢ikarilan preparatlar 1 saat boyunca soguk lizis ¢dzeltisinde
bekletildikten sonra 5 dk saf su igerisinde yikanmis akabinde 80 pl etidyum bromiir
ile boyanmistir. Boyama sonrasi goriintii analizi (BS 200 ProP, BAB Gorlintlileme
Sistemi) ile BS 200 ProP kullanilarak yapilmistir. DNA hasarmi gdzlemlemek i¢in
floresan mikroskopta 40x'lik objektif kullanilip, 50 komet hiicresi i¢in kuyruk DNA
yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti tespit edilmistir. Gruplar arasindaki
farklar istatistiksel olarak hesaplanmistir [112].

2.7. DNA izolasyonu

A. cepa koklerine, 72 saat H,O, (% 3 ve % 7) velveya CF (50 ve 100 ul)
uyguandktan sonra Qiagen DNeasy bitki mini kiti (Qiagen, Hilden, Almanya)
kullanilarak total genomik DNA ekstraksiyonu elde edilmistir. Ekstraksiyon yontemi
kullanim talimatina goére gercgeklestirilmistir. Spektrofotometrik Ol¢limler, optik
yogunluk (OD) o6lclimleri, 6rneklenen DNA i¢in 260 ve 280 nm'de (ACTGene
Micro-Spectrophotometer) gergeklestirilmis ve DNA safligi i¢in OD260/0D280
kullanilmistir. A260/A280 oran1 DNA safligin1 ve 1.8-2.0 degerleri "saf DNA" y1
gostermektedir [113].

2.8. RAPD-PCR Yontemi

Kontrol ve uygulama gruplarinin ekstraksiyonu ve genomik total DNA'nin PCR
uygulamalari, Per ve Ercan’nin [113] ¢alismasina gore gergeklestirilmistir. 2 ul kalip
DNA, 1.5 ul 10x PCR tamponu [(NH4), SO4, Fermentas], 0.5 pul 10 mM dNTP
(Thermo), 2 ul rastgele primer [10 uM, OpB 14 (5'—>3'TCCGCTCTGG)] Tedeschi
ve ark. (2014) [114], 0.25 ul Taq Polimeraz (5 U/ul, Fermentas), 1.5 ul MgCl, (25
mM stok sollisyonu, Fermentas), 1.2 ul BSA (10 mg/ml) ve son hacim 15 ul’ye
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distile su ile tamamlanarak reaksiyon kurulmustur. PCR kosullari: Baslangi¢
denatiirasyonu 1 dongii 94 °C 2.5 dk, denatiirasyon 94 °C 45 sn, primer baglanma 35
°C 45 sn, uzama 72 °C 45sn, son uzama 72 °C 5 dk RAPD-PCR 45 dongii seklinde
yapilmigtir. PCR iriinleri % 1°lik agaroz jel (Tris asetik asit- EDTA- EtBr) ile 80 V
1.5 saat yiritilmiistir ve DNA bant profilleri UV 15181 altinda goriintiilenerek
fotograflanmistir.

2.9. Istatistik

Elde edilen tiim veriler, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve istatistiksel dnemi
belirlemek i¢in Tukey testi ile hesaplanmistir. Ortalama degerler i¢in standart sapma
(SD) kullanilmistir. Anlamlilik diizeyi ig¢in p<0.05 secilmistir. Tiim O6l¢timler licer

kez yapilmis olup, sonuclar ortalama + SD olarak verilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Canlilik Analizi

Olii hiicrelere boyanin niifuz etmesi temeline dayanan hiicre dliimiinii tespit etmek
icin Evans mavisi ile boyama yontemi kullanilmistir. H,O, ve/veya CF ekstrakti
uygulanan gruplarla, kontrol gruplarindaki kok hiicrelerinin canlilik analizi bu
yontem ile karsilagtirilmistir. Koklere boya uygulandiginda boyanin kokleri
boyamasi i¢in boyada bekletilmistir. Canli olmayan hiicreler, Evans mavisini
derinlemesine alirken, canli hiicreler bu boyay1 ¢ok az miktarda almis ya da hig
almamistir. H,O;’nin neden oldugu hiicre 6liimii ve CF ekstaktinin koruyucu etkisi
uygulama dozlarina gére boyayi alip almamasina gore belirlenmistir. Sadece H,0,
(% 3 ve % 7) uygulanan gruplar ile (50 ve 100 uL) CF ekstrakti + H,0, (% 3 ve % 7)
uygulanan gruplar karsilastirildiginda, CF eklenen gruplarda renk degisiminin 6nemli
miktarda azaldig1 gézlenmistir. H,O, (% 3 ve % 7) ile birlikte 100 uL CF ekstrakti
uygulanan gruplar ile H,O2’nin (% 3 ve % 7) ve 50 uL CF uygulanan ekstrakti
karsilagtirildiginda boyamanin daha az oldugu ve kontrol gruplarina daha yakin bir
renk aldig1 gozlemlenmistir. Bu da artan dozlarda CF ekstraktinin meristematik kok

hiicreleri tizerindeki koruyucu etkisi oldugunu gostermistir (Sekil 3.2).

3.2. Kromozomal Bozulmalar

H202’nin % 3 ve % 7 uygulama gruplarinda 72 saat sonunda farkli sekillerde

kromozomal bozulmalar belirlenmistir.

H,02’nin % 3 konsantrasyonunda; anafaz, metafaz, telofaz, kayip kromozom, kirik
kromozom, kromozom anomalisi, ¢ekirdek tomurcuklanmasi, ge¢ anafaz, geg
ayrilma, karisik metefaz, ¢oklu ¢ekirdek lezyonu, coklu kutuplagsma, poliploidi,

yapisik anafaz, vargant gibi kromozomal degisimler gézlenmistir (Sekil 3.3).

H,0,’nin % 7 konsantrasyonunda; kromozom fragmentleri, C-mitoz, anafaz kopriisii,
kirik kromozom, poliploidi, yapisik anafaz, coklu cekirdek lezyonu, kromozom
kopriisii ve anafaz kiriklari, Sitomiksis ve c¢ekirdek tomurcuklanmasi, yapisik
metafaz, ge¢ anafaz, kromozom kopriisii, vargant, profazda cekirdek lezyonu,

mikrontikleus gibi kromozomal degisimler saptanmistir (Sekil 3.4).



72 saatlik H,O2’nin % 3'liik konsantrasyonununda % 68.4 anomaliler gézlenirken, %
7'lik konsantrasyonda % 71.4 anomaliler gézlenmistir (Tablo 3.1). Bununla birlikte,
50 uL CF ekstrakti1 ve 100 uL CF ekstrakt1 uygulanan gruplarda kromozomal yapinin
degisimi azalmistir (p < 0.05). Bu koruyucu etki, 100 ul uygulanan CF ekstraktinda
50 pL uygulanan CF ekstraktina gore daha belirgindir.
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Sekil 3.2. H,0, (% 3 ve % 7) + CF ekstrakt1 (50 ve 100 pL) uygulanmis A. cepa
koklerinin histokimyasal boya ile canliliginin gosterilmesi.
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Sekil 3.3. % 3 H, O, uygulanan sogan kok hiicrelerindeki kromozom
anomalisi (A) Anafaz, (B) Metafaz, (C) Telofaz, (D) Kayip kromozom,
(E) Kirik kromozom, (F) Hiicresel kromozom anomalisi, (G) Sitomiksis
ve cekirdek tomurcuklanmasi, (H) Geg¢ anafaz, (I) Geg¢ ayrilma, (J)
Karigik metefaz, (K) Coklu ¢ekirdek lezyonu, (L) Coklu kutuplagsma, (M)
Poliploidi, (N) Yapisik anafaz, (O) Vagrant.
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Sekil 3.4. % 7 H;0; uygulanan sogan kok hiicrelerinde kromozom
anomalileri (A) Kromozom fragmentleri, (B) C-mitoz, (C) Anafaz
kopriisti, (D) Kirik kromozom, (E) Poliploidi, (F) Yapisik Anafaz, (G)
Coklu ¢ekirdek lezyonu, (H) Kromozom kopriisii ve anafaz kiriklari, (I)
Sitomiksis ve ¢ekirdek tomurcuklanmasi, (J) Yapisik metefaz, (K) Geg
anafaz, (L) Kromozom kopriisii, (M) Vagrant, (N) Profazda gekirdek
lezyonu, (O) Mikroniikleus
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Tablo 3.1. H,0,’nin (% 3 ve % 7) + CF ekstrakt1 (50 ve 100 uL) ile muamele edilen sogan kok hiicrelerinin kromozom sapmalarinin yiizdesi

%3 H,0,’nin Kontrol Mitotik indeks Yapisik Coklu Poliploidi Kayip Kirik Hiicresel Sitomiksis Geg Geg ayrilma Toplam
konsantrasyonu %+SD anafaz ¢ekirdek kromozom kromozom Kromozom ve ¢ekirdek Anafaz anomali
lezyonu anomalisi tomurcuklan (%)xSD
masi
Kontrol-24 5100 12.542.53 - - o = - - - - - -
%3 H,0, 5250 8.77+1.52* 8.4 8.2 2.6 8 38 3.2 8.2 8.2 5.8 56.4+8.12
%3 H,02’nin +50 pL 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
CF ekstrakti
%3 H,0, +100 uL CF 5200 10.16+2.23* 54 6.8 1.8 6 2.2 2.6 5.4 3.6 4.8 38.6+10.11
ekstrakti
Kontrol-48 4820 11.76+2.55 - - - - - - - - -
%3 H,0, 4700 7.84+1.86* 8.6 8.4 3.6 9 42 3.2 8.6 8.8 6.2 60.6+12.41
%3 H,0, +50 uL CF 5100 9.50+1.47* 6.8 7.8 22 7 26 26 6.2 4.2 5 44.4+9.55
ekstrakti
%3 H,0,+100 pL CF 5150 10.34+£2.35%* 5.2 6.2 1.6 5 22 22 54 34 4.6 35.8+10.21
ekstrakti
Kontrol-72 5100 12.06+3.45 - - - - - - - - -
%3 H,0, 5250 6.89+1.85% 104 9.2 4.8 10 5 3.8 9.2 9.2 6.8 68.4+7.64
%3 H,0, +50 uL CF 5100 8.47+1.43* 7.2 7.6 2 6 24 22 6 4.2 4.8 42.4+9.87
ekstrakti
%3 H,0,+100 pL CF 5200 10.71£2.36* 5.6 5.8 14 4 18 2 5.2 3.2 4.2 33.2+11.42
ekstrakti
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Kontrol Mitotik Yapisik Coklu Poliploidi Kromozom Kirik C-mitoz Sitomiksis Geg Mikroniikleus Toplam
%7H,0, indeks%-+SD anafaz cekirdek fragmentleri kromozom ve cekirdek | anafaz anomali
lezyonu tomurcuklan (%)£SD
konsantrasyonu mast
Kontrol-24 5000 11.86+2.43 - - - - - - - - - -
%7 H,0, 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 H;O0,+50 uL CF 5210 8.69+1.03* 8.2 8.6 3.6 4.2 44 15.6 8.2 7.8 0.5 61.1+10.23
ekstrakti
%7 H,0,+100 uL CF | 5250 10.34+1.45* 7.2 7.2 3.2 3.8 3.6 13.8 7.4 6.2 04 52.8+9.02
ekstrakti
Kontrol-48 5220 12.542.68 - - - - - - - - -
%7 H,0, 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 H,O0,+50 pL CF | 5150 9.67+1.63* 7.8 8.2 3.2 4.2 4.2 15.2 74 6.6 0.5 57.3£5.14
ekstrakti
%7 H,O,+100 uL CF | 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
ekstraktn
Kontrol-72 5200 12.12+1.25 - - - - - - - - -
%7 H,0, 5250 6.94+0.23* 11.2 10.2 54 5.6 5.8 19.2 10.4 9.6 0.7 78.1+14.23
%7 H,0+ 50 uL CF 5300 9.78+£2.25% 74 7.8 2.8 3.8 4.2 15 6.8 6.4 0.5 54.749.63
ekstrakti
%7 H,0,+100 uL CF | 5150 10.86+1.20%* 6.2 6.2 16 3.2 3.2 13.2 6.6 54 0.3 45.9+8.41
ekstrakti

SD: Standart sapma konrol ile belirgin farklilik (p<0.05)
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3.2. Mitotik indeks (MI)

A. cepa kok meristem hiicrelerinin (%) MI kontrol ve uygulama gruplarinda
belirlenmistir. MI, kontrol grubuna kiyasla maruziyet siirelerine bagl uygulama
grubunun farkli konsantrasyonlarinda belirgin sekilde azalmistir. H,O;'nin en
diisiik % MI degerleri, sirasiyla, % 3 ve % 7'lik 72 saatlik uygulamalarinda
6.89+1.85 ve 6.94+0.23 olarak elde edilmistir. % 3 H,O, ve % 7 H,O, uygulanan
grupta 72 saatin sonunda A. cepa kok meristem hiicrelerinin % MI degerinde
anlamli bir diisiis gozlenirken, 50 pL ve 100 pL CF ekstrakti ile birlikte
uygulandiginda uygulama gruplarinda anlamli bir artis gézlenmistir (P <0.05)
(Tablo 3.1).

3.3. FRAP ve TEAC Sonuclarinin Degerlendirilmesi

H,02 (% 3 ve % 7) + CF ekstraktt (50 ve 100 pL) uygulanmis sogan kok
hiicrelerinin FRAP ve TEAC degerleri hesaplanmis ve sonuclar Sekil 3.5 ve
3.6'da sunulmustur. H,0, (% 3 ve % 7) ile muamelede, A. cepa kok antioksidan
degerlerin kontrol grubuna kiyasla TEAC ve FRAP sonuglarina gore dnemli
oOlglide azalmistir. 72 saat boyunca, H,O, (% 3 ve % 7) ve (50 pL ve 100 pL)
CF ekstrakti uygulanan gruplarda FRAP ve TEAC degerlerinin arttigi
gozlemlenmistir. H,O, (% 3 ve % 7) ile 50 uL. CF ekstrakt grubunu, H,O, (% 3
ve % 7) ilel00 pL CF ekstrakti ile muamele edilen grup karsilastirildiginda A.
cepa koklerinin antioksidan kapasitesinin 100 pL CF ekstrakti uygulanan grupta
daha ¢ok artis oldugu gozlemlenmistir.

3.4. Komet Testi Sonuclarimin Degerlendirilmesi

72 saat H,0, ve/veya CF ekstrakti uygulanan A. cepa kok meristem hiicrelerine,
kuyruk % DNA, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti degisimleri belirlenmistir
(Sekil 3.7 ve Tablo 3.2). H,O,’ye maruz kalan gruplar ile H,O, + CF eksrakti
uygulanan gruplar arasinda artan konsantrasyonlara bagli olarak c¢aligilan
parametrelerde istatiksel olarak anlamli (p <0.05) bir azalma oldugu
belirlenmistir. 100 ul CF + H,O, uygulanan grupta 50 uLL CF + H,O, uygulanan
gruba gore kuyruk % DNA’s1 ve kuyruk uzunlugunun daha ¢ok azaldig: tespit

edilmistir.
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FRAP (ul Fen Esdegeri / L)

0,016

0,014

0,012 \ —a
0,01 \\I/.// == %7 H,0,

0,008 \ / S G

0,006

0,004

0,002

Kontrol H20: H202 + 50 pL CF H202 + 100 pL CF

Sekil 3.5. H,0, (% 3 ve % 7) + CF ekstrakt1 (50 ve 100 uL) uygulanmis sogan
kok hiicrelerinin FRAP degerleri.

TEAC (ul Troloks Esdegeri / L)

09

0,8

- &\/'//"

0,6
\ / == %7 H,0,

0,5
\ “ el %3 H,0,

0,4

0,3

0,2

0,1

T T 1
Kontrol H20: H20: + 50 pL CF H20: + 100 pL CF

Sekil 3.6. H20, (% 3 ve % 7) + CF ekstrakt1 (50 ve 100 pL) uygulanmis sogan kdk
hiicrelerinin TEAC degerleri.
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Sekil 3.7. 72 saat H,0, (% 3 ve % 7) + CF ekstrakt1 (50 ve 100 uL) uygulanan A.
cepa koklerinden alinan hiicrelerde Komet analizi (A) Kontrol (B) % 3
H,0O, (C) % 3 H,0, + 50 uL CF ekstrakti, (D) % 3 H,O, + 100 uL CF
ekstrakti, (E) % 7 H,O, (F) % 7 H,O0, + 50 uL CF ekstrakti, (G) % 7
H,0, + 100 uL CF ekstrakti.
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Tablo 3.2. Artan dozlarda H,O, velveya

koklerinden alinan hiicrelede DNA hasarmin (£SD) % DNA, kuyruk

uzunlugu ve kuyruk momentinin ortalama degerleri.

CF ckstrakti uygulanan A. cepa

Ortalama Ortalama Ortalama
Farkl1 konsantrasyonlarda H,O, | kuyruk % Kuyruk Kuyruk
ve/veya CF ekstrakti DNA +SD Uzunlugu £SD | Momenti +£SD

% 3 HzOz |§in
Kontrol 48.89+2.65% | 3.79+0.12° 1.85+0.003 %
%3 H,0, 98.61+5.44° | 88.14+4.42° | 86.91+0.240°
%3 H,0, + 50 puL CF ekstrakti 79.86+3.52° | 65.57+8.32°¢ 52.36+0.292 ¢
%3 H,0, + 100 pL CF ekstrakti | 59.1243.12% | 23.12£2.65% | 13.66+0.082°

% 7 HZOZ Ig:in

Kontrol 49.98+5.87% | 4.65+0.14% |2.32+0.008°

%7 H,0, 112.29+17.2° | 89.96+7.45° | 101.01+1.281°
% 7 H,0, + 50 pL CF ekstrakti | 92.56+13.1° | 81.25£6.42° | 75.20+0.841°
%7 H,0, + 100 pL CF ekstrakt: | 79.19+9.64% | 61.16+5.32% | 48.43+0.512¢

3.5. RAPD-PCR Sonugclarinin Degerlendirilmesi

% 3 H20, ve % 7 H,0; uygulanan gruplarla kontrol grubu karsilastirildiginda normal
bantlarin kayboldugu ve yeni bantlarin olustugu goézlemlenmistir. 72 saat sonra,
H,0, (% 3 ve % 7) ile birlikte CF ekstrakti (50 ve 100 puL) uygulanan gruplarin kok
hiicrelerinde sadece H,O, uygulanan gruba kiyasla bant goriiniimlerinin kontrole

daha yakin oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Artan dozlar uygulanana A. cepa koklerinden alinan hiicrelerin OPB-
14 primeri ile olusturulmus RAPD bantlari. (1) % 3 H,0; (2) % 3 H,O,+
50 uL CF ekstrakti, (3) % 3 H,O, + 100 uL CF ekstrakti, (4) % 7 H,0;
(5) % 7 HyO2+ 50 pL CF ekstrakti, (6) % 7 H20,+ 100 pL CF ekstrakti,
(C) Kontrol, (M) Markir, (N) Negatif.
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4. TARTISMA VE SONUC

Likenler, yiizyillardir insanlar tarafindan tip, kozmetik, sanat ve dekorasyon kaynagi
olarak c¢esitli amaglar i¢in kullanilan ©6nemli ekolojik &zelliklere sahiptirler.
Likenlerin tipta kullanimi eski zamanlara dayanmaktadir. Ge¢mis yillarda tedavi
metotlar1 likenlerin morfolojik yapilarina gore uygulanirdi. Ancak gelisen teknoloji
ve laboratuvar teknikleri sonucu likenlerin tibbi kullanimlar1 daha ¢ok 6neme sahip

olmustur.

Yapilan bir¢ok ¢alismada CF ekstresinin, antibakteriyel, antioksidan, antimikrobiyal,
antitoksik, antienflamatuar, antifungal, antiviral, genotoksik ve sitotoksik oldugu
belirlenmistir [115-124].

Dokuz bakteri ve mantarlara kars1 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 bilesenlerinin
kloroform, petrol eteri, dietil eter, aseton ve etanol ekstraktlarinin antimikrobiyal
aktivitesi arastirilmistir. Test edilen tiim ekstraktlar Gram (+) bakterilerin biiytimesi
tizerinde giiclii inhibitdr etki gosterdigini gézlemlemislerdir. Likenler arasinda en
yiksek antimikrobiyal aktivite, CF ve Hipogimya physodes gosterilmistir. Son
olarak, liken ekstraktlarinin antiproliferatif aktivitesi, MTT (3- [4,5-dimetiltiazol-2-
il] -2,5-difeniltetrazolyum bromiir) yasayabilirlik canlilik testi ve akridin
turuncu/etidyum bromiir boyama ile kolon kanseri, adenokarsinom hiicre hattt HCT-
116 iizerinde arastirilmistir. Likenler arasinda en yiiksek antibakteriyel aktivite
Hypogymnia physodes ve Cladonia foliacea tarafindan gosterilmistir. Kullanilan tim
liken tiirlerinin, HCT-116 hiicrelerinde apoptozu indiikkleme yetenegi oldugu
gosterilmistir [125]. Bu nedenle, bu ¢aligmanin amaglarindan biri, H,O; toksisitesi
(% 3 ve % 7) nedeniyle A. cepa kok hiicrelerinin hiicre 6liimii, kromozom sapmalari,
mitotik indeks, antioksidan kapasite DNA hasarimin degisimini belirlemek ve bu
etkilerin CF o6ziitii (50 ve 100 pL) ile birlikte diizeltilip diizeltilmeyecegini ortaya
koymaktir.

A. cepa testi, kirleticilerin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi igin
duyarliligi olan ve meristematik yapisinin uygun olmasindan dolay1 yaygin kullanim

alanlarma sahiptir [126, 127]. Ayrica A. cepa okaryotik ve prokaryotik hiicrelerin
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etkisini gostermede iyi bir korelasyona sahiptir [108, 128]. Bhagyanathan ve Thoppil
[129], canli ve canli olmayan hiicrelerin belirlenmesi igin A. cepa koklerinde
Cynanchum sarcomedium Meve&Liede kullanmiglardir. Bu c¢alismada A. cepa
koklerine, H,0, farkli konsantrasyonlariin muamelesinden sonra Evans mavisi ile
boyama yontemi (canlilik testi) kullanilarak ¢ok fazla hiicre 6liimiine neden olmus ve
son derece toksik bir madde oldugu gosterilmistir. H,O; uygulamasindan sonra CF
ekstrakti uygulanan gruplarda renk degisiminin Onemli derecede azaldig
gozlenmistir. H,O,’nin neden oldugu hiicre 6liimii ve CF ekstaktinin koruyucu etkisi

koklerin uygulama dozlarina gore boyay alip almamasina gore tespit edilmistir.

Anar ve ark. [130], CF metanol ekstraktinin, genotoksik ve antigenotoksik etkilerini,
WP2, Ames (TA1535 ve TA1537) ve kardes kromatid degisimi (SCE) test sistemleri
kullanilarak incelemislerdir. CF, belirtilen test sistemlerinde antimutajenik 6zellik
gostermistir. Bu deneyin sonuglari, CF ekstraktinin 6nemli bir antioksidan ve
antigenotoksik etkiye sahip oldugunu agik¢a gostermistir. Bu ¢alismada H,O,'nin
koklere uygulanmasi, kok hiicrelerinde kromozomal anomaliyi ciddi oranda
arttirmigtir.  Bununla birlikte, CF o6ziiti ve H;O; uygulanan gruplarin kok

hiicrelerindeki kromozomal degisikliklerin azaldig: tespit edilmistir.

ABTS/TEAC yontemi en sik kullanilan antioksidan aktivitedir. ABTS/TEAC
yontemi hem biyolojik siviya hem de gidaya uygulanabilir [131]. FRAP yontemi ise
basit bir yontemdir ve bitki ekstraktlarmin antioksidan aktivitesini 6lgmek igin
kullanilabilir [132]. FRAP ve TEAC testi, bitkilerin radikal siipiirme kabiliyetini
6lgmek i¢in basit, hizli, ucuz ve saglam bir yontemdir [133]. Mitrovi¢ ve ark. [134]
liken ekstraktlarinin antioksidan kapasitelerinin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
radikalleri siipiirme ile belirlendigini gostermistir. Fenolik igerigi gii¢lii, DPPH
radikal temizleme etkisi ortaya konulmustur. Bu calismada, CF o6ziitiiniin H,0;
tizerinde koruyucu etkisi FRAP ve TEAC degerlerinde artisa neden olarak
gostermistir. HyO,'ye ek olarak CF ekstrakti uygulanan gruplar, kontrol grubuna
yakin FRAP ve TEAC degerleri gostermistir.

Genotoksik etkiye sahip ajanlar, prokaryotik ve dkaryotik organizmalarin DNA’sinda
hasara neden olur. Bu hasar genellikle DNA'daki tek ve/veya ¢ift sarmalda goriiliir.

Genotoksik etkiye sahip ajanlar, kardes kromatid degisimlerine, mikroniikleusa,
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hiicre Olimiine ve mutasyonlara yol acan karsinogenezise veya kromozomal
sapmalara neden olabilir [135]. Bazi ¢alismalarda Clodonia tiirleri ekstraktinin
antioksidan, antimikrobiyal ve antiproliferatif potansiyele sahip oldugu bildirilmistir
[136]. Bu galismada, maruz kalma siiresinden sonra komet testi ile tek ve/veya g¢ift
iplikli DNA kopmalart belirlenmigstir. Tek ve/veya ¢ift iplikli DNA kopmalari,
kuyruk % DNA's1, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti olarak olgiilmiistiir. CF
ekstresi (50 ve 100 uL), H,O, (% 3 ve % 7) ile birlikte uygulamasiyla A. cepa kok
hiicreleri iizerine toksik etkileri degerlendirilmistir. CF Oziitiiniin in vivo kok
hiicresinde DNA hasar1 tizerine koruyucu etkisini gosteren bir ¢alisma yoktur. A.
cepa'nin kdk hiicrelerinin kuyruk DNA's1 ve kuyruk uzunluguna bakilarak H,O,'nin
toksik etkileri belirlenmistir. 72 saatin sonunda, % 7 H,O, konsantrasyonu uygulanan
gruplarda, 6zellikle kuyruk % DNA ve kuyruk uzunlugunun arttigr ve % 3 H,O;
konsantrasyonuna maruz kalan gruplardan daha yiiksek oranda oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica farkli konsantrasyonlarda H;O;’ye maruz birakilan
gruplarda, 100 pL CF ekstresinin 50 pl CF ekstresinden daha ¢ok koruyucu etkisi

oldugu belirlenmisrtir.

PCR-RAPD (polimeraz zincir reaksiyonu-rastgele g¢ogaltilmis polimorfik DNA)
genellikle molekiiler belirtecler olarak genotoksisite degerlendirmesi i¢in kullanilir.
RAPD analizleri genetik materyalin hasariin nedenini veya hasar seviyesini ortaya
koymamakla birlikte, RAPD parmak izleri farkliliklari DNA dizisi degisiklikleri
olarak goriilerek DNA hasari, mutasyon veya DNA’nin yeniden diizenlenmesini
gosterebilmektedir [137]. RAPD ile molekiiler ¢alismalar, bir¢ok arastirmaci
tarafindan hem bitki hem de hayvansal gidalarda toksik etki ¢aligmalari iizerine
kullanilmigtir [138]. Aksakal ve ark. [139] herbisit 2.4-D RAPD testini kullanarak
misir kokiinde genotoksik 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir. Tedeschi ve ark.
[138] belirli alanlarda yetistirilen Tropea kirmizi sogani (A. cepa) karakterize etmek
i¢cin RAPD analizleri kullanmiglardir. Bu ¢alismada da DNA hasarini azaltmak igin
CF ekstrakti kullanilmigtir. Bu nedenle, CF ekstrakti gibi koruyucu bir ajanin
kullaniminin, kok hiicrelerini H,O, (% 3 ve % 7) kaynakl toksisiteye karsi koruyucu
oldugu tespit edilmistir. RAPD sonuglarina gore, kontrol ile uygulama grubundaki

bant yogunluklarinin azalmasi/artmasi, yeni bantlarin olugsmasi/kaybolmasi1 A. cepa
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koklerinde genotoksisiteye neden oldugu ve ayrica 100 uL CF ekstraktinin DNA
tizerinde 50 pL ekstraktindan daha etkili oldugu tespit edilmistir.

CF ekstraktinin A. cepa kokleri iizerindeki antisitotoksik, antigenotoksik ve
antimutajenik etkileri daha 6nce arastirtlmamistir. Bulgularimiz, H,O2'nin (% 3 ve %
7) kok meristematik hiicreleri lizerindeki etkisinin konsantrasyona ve siireye bagh
olarak degistigini gostermistir. Maruz kalma siiresi arttikga hiicrelerin H,O,'ye
duyarliligi nedeniyle kok hiicrelerde kromozomal degisimler ve DNA hasari
goriilmustiir. 50 pL. CF ekstrakti, incelenen parametrelere gore 100 pL CF ekstrakti
sonuclar1 ile karsilastirildiginda kok hiicreler {lizerinde daha az etki gostermistir.
Bununla birlikte, CF kullaniminin sitolojik agidan molekiiler agiya kadar kok
hiicreler tizerinde koruyucu etkisini belirlemek i¢in daha fazla arastirma yapilmasi

gereklidir.
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