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SIMGELER VE KISALTMALAR

ug Mikrogram

pL Mikrolitre

UM Mikromolar

mL Mililitre

mM Milimolar

mg Miligram

kg Kilogram

cm Santimetre

m Metre

L Litre

% Yiizde degeri

Ml Mitotik indeks

ICso Kimyasal maddenin deney canlilarinin %50’sini inhibe edici dozu
LCso Kimyasal maddenin deney canlilarinin %50’sini 6lduren dozu
ECso Kimyasal maddenin deney canlilarinin %50’sinde etkili dozu
MN Mikrontikleus

DMSO Dimetil sulfoksit



OZET

CYCLAMEN PERSICUM MILL. CESITLERININ TUBER EKSTRAKTLARININ
GENOTOKSISITESININ ALLIUM CEPA L. TESTI iLE BELIRLENMESI

Nursel YILANCI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsu
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Ciineyt AKI
08/01/2016, 50

Bu aragtirmada, C. persicum Mill. turiniin C. persicum var. persicum f. albidum (saf
beyaz) ve C. persicum var. persicum f. roseum (giilpembe) formlarmin yumru
ekstraktlarinin Allium cepa L. tiriinin kék ucu mitozu zerine olan etkileri, Allium testi ve
mitotik indeks (MI) degerleri ile dlgiilerek belirlenmistir.

Uygulamalar sirasinda, metanol ve etanol ¢ozlclleri ile hazirlanan, evaporatérde
ucurularak toz haline getirilen, DMSO ile ¢zdiiriilen siklamen yumru ekstraktlari, 10 ve
30 mg/mL’lik iki farkli konsantrasyonda 24 ve 48 saat slresince A. cepa tlrinin kok
uclarina uygulanmistir. Uygulama sonucunda kdk ucu mitozunda konsantrasyon artisi ve
stireye bagl olarak c¢esitli mitotik anormallikler saptanmistir. Bu verileri destekleyici
olarak, MI degerlerinin kontrol grubuna gore diisiis gosterdigi de belirlenmistir.

En fazla kromozom anormalligi 30 mg/mL ve 10 mg/mL metanol ile hazirlanan
siklamen yumru ekstraktlar1 uygulandiktan 48 saat sonra kok ucu hiicrelerinde siras ile
%25 ve %15 oraninda metafazda kutup kaymasi ile koprii olusumu olarak saptanmugtir.
Bunu takiben 30 mg/mL ve 10 mg/mL etanol ile hazirlanan siklamen yumru ekstraktlarinin
uygulandigr kok ucu hiicrelerinde sirasi ile %18 ve %12 oraninda diizensiz kromozom
dagilimu ile kalgin kromozomlar olarak saptanmigtir.

Istatistiksel olarak gruplar arasindaki mitotik indeks degerleri anlaml farkliliklar z
testi kullanilarak karsilastirilmistir. Bu veriler ortalama + standart ve z=0,001 icin

3,27°den biiyiik degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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A. cepa turine 30 mg/mL konsantrasyonda uygulanan siklamen yumru
ekstraktlarinin 48 saat sonraki mitotik indeks (MI) degerlerindeki kontrole gore diisiisii
metanol grubunda %33 iken, etanol grubunda %28 olarak saptanmistir. Arastirma
sonuglarimizda z=0,001 i¢in 3,27’den biiyiik olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.

Arastirma sonuglarma gore farkli ekstraksiyon yontemlerine goére hazirlanmis olan
yumru preparatlarinin farkli diizeylerde genotoksik potansiyelleri oldugu Allium testi ile
yapilan denemeler ile ispat edilmistir. Yumrularin ilag hammadesi, alternatif tip

uygulamalarinda kullanimi esnasinda dikkatli olunmasi gerekmektedir.

Anahtar soézcikler: Cyclamen persicum Mill., Allium cepa L., Genotoksisite.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF CYCLAMEN PERSICUM MILL. CULTIVARS TUBER
EXTRACTS GENOTOXICITY ON ALLIUM CEPA L. TEST.

Nursel YILANCI
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Master of Science Thesis in Biological Science
Advisor: Prof. Dr. Cuneyt AKI
08/01/2016, 50

In this research, the effects of ethanol and methanol tuber extracts of C. persicum
var. persicum f. albidum (pure white) and f. roseum (rose pink) forms on Allium cepa L.
root tip of mitosis were determined by. Allium test and mitotic index (MI) measurement.

During the treatments, cyclamen tuber extracts were prepared with methanol and
ethanol solvents, plant extracts were evaporated into dust with evaporator, thawed with
DMSO. Obtained extracts were applied to A. cepa species root tips during 24 and 48 hours
with two different concentrations 10 and 30 mg/mL. As a result of the tuber extracts
application, several mitotic anomalies have been observed as increase of concentration and
application time. That MI values decreased when compared with control group has been
identified as a supportive to these data.

Chromosomal aberrations have been identified mostly 48 hours after 30 and 10
mg/mL methanol tuber extracts of cyclamen. Chromosomal aberrations were observed
%25 and %15 respectively at the rate of metaphases pole sliding and chromosome bridges.
Following this, chromosomal aberrations were observed in cells treated 30 and 10 mg/mL
in ethanol tuber extracts of cyclamen %18 and %12 respectively as irregular distribution of
chromosomes with vagrant choromosome.

Statistically significant differences between the groups were compared using z test
for mitotic index. The data are displayed as means + standard error (SE) and z values for
0,001 higher z=3,27 is considered statistically significant.
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While the methanol and ethanol tuber extracts of cyclamen applied to the A. cepa as
30 mg/mL concentration, MI values have been decreased as %33 and %28 respectively
after 48 hours application. According to our z values for 0,001 higher z=3,27 this results
showed statistically meaningful.

According to the research results, it has been proved that tuber extracts preparations
with different solvents have genotoxic potential on different levels by Allium test.
Pharmaceutical raw material is needed to be used carefully during the application of

alternative medicine practices.

Keywords: Cyclamen persicum Mill., Allium cepa L., Genotoxicity
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BOLUM 1
GIRIS

Tiirkiye jeolojik konumundan dolay1r Avrupa-Sibirya, Iran-Turan ve Akdeniz olmak
tizere ii¢ farkli gen kusaginda yer almasindan dolayr ayrica iklimsel durumu nedeniyle
zengin bir floraya sahiptir (Giiner, 1994). Ulkemiz sadece flora zenginligi ile degil,
endemik tiir zenginligi bakimindan da ¢ok 6nemli bir yere sahiptir (Ekim, 1990).

Bu nedenle, gen kaynaklarinin korunmasi ve kullanilmasina iliskin arastirmalarin
tilkemiz icin ayr1 bir 6nemi vardir (Ozgen ve ark., 2000). Yurdumuz, Ortadogu ve Avrupa
tilkeleri icerisinde endemik tiir ¢esitliligi bakimindan en zengin iilkelerden biri olmasinin
yanisi, 163 familyada 2651 endemik bitki tiirii bulundurmaktadir. Bazi tdrlerin alt tiir veya
varyeteleri de endemik olup, bu say: alt tiir ve varyete diizeyinde 3432’ye ulagsmaktadir
(Secmen ve ark., 1998). Bu sayilara ek olarak yapilan arastirmalar ile yeni endemik tiirler
de listeye eklenmektedir (Clrik, 2013).

Ulkemiz ayrica geofit adi altinda toplanan soganli, rizomlu, tuberli bitki turleri
bakimindan da ¢ok zengindir. Yaklasik 3400’1 endemik olan ve 9000’den fazla bitki tirl
bulunan zengin Tirkiye florasinda 500°den fazla soganh bitki tiirii yetismektedir (Ozhatay
ve Byfield, 2005). Geofitler toprak altinda sogan, yumru ve rizom gibi gida maddesi depo
eden Ozellesmis toprak alti govdeleri bulunan otsu bitkilerdir (Cetik, 1973). Floramizin
sekizinci cildinde yer alan petaloid monokaotiller ile 6. ciltteki Cyclamen ve ilk cildinde yer
alan Anemone, Eranthis, Corydalis cinslerine ait yaklasik 500 civarinda tiir yurdumuzda
dogal olarak yetismektedir ve bu bitkilerin cogunlugu giizel ¢igekli gosterisli bitkilerdir
(Ekim ve Koyuncu, 1992).

Geofitlerin bitkiler arasindaki yeri incelendiginde, geofitler tohumlu bitkiler
(Spermatophyta) boliimiinde, kapali tohumlu bitkiler (Magnoliophyta) alt boliimiinde yer
almaktadir. Bu grup bir ¢enekli bitkiler (Liliopsida) ve iki ¢cenekli bitkiler (Magnoliapsida)
olmak tizere iki smifa ayrilmaktadir. Geofitlerin ¢ogunlugu “bir ¢enekli bitkiler”
simnifindadir. Ancak her iki sinifta da yer almaktadir (Koyuncu, 1994).

Geofitlerin en 6nemli 6zelliklerinden biri, toprak alt1 kisimlarinda igerdikleri etken
maddeler sayesinde tedavi amagli kullanilmasidir. Bu etken maddeler, bir¢cok hastaliga
sebep olan viicuttaki zararli serbest radikalleri etkisiz hale getirebilen antioksidan 6zellige
sahiptirler. Geofitlerin tedavi amaciyla kullanilmasi ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir
(Demirhan, 2001).



Tiirkiye’de yetisen geofit bitki tiirleri, tarla agmalar ve asir1 otlatma, sanayilesme,
tarimsal miicadele, orman yanginlari, kara yollariin yol genisletme faaliyetleri, izinsiz
toplayicilar, ayrica da ihrag {iriinii olarak kullanilmasi nedeniyle nesilleri tehdit altindadir.
Halen bilingsizce yapilan gerek toplanmasi agisindan, gerekse yukarida belirttigimiz
faktorlerden dolayr biiyiik bir doga tahribatinin olmast s6z konusudur. Bunun igin bu
durumdaki bitkilerin korunmasi ve kiiltiire edilmesi, hem iilkemizdeki gen kaynaklarinin
korunmasi, hem de iyi adapte olduklar1 ortam sartlarinda iiretime gidilmesi yolunda
Onerilerin bulundugu bildirilmektedir.

Ayrica geofitler hayvanlar tarafindan da zarar gorebilir. Ancak bu bitkiler bu agidan
diger bitkilere oranla daha avantajli olup, sogan, yumru ve rizom gibi depo ve vejetatif
gelisme organlarinin toprak altinda olmasi dogal bir korunma saglamaktadir. Hatta sahip
olduklar1 6zel koku, tat veya igerdikleri zehirli bilesikler onlarin hayvanlar tarafindan
yenmelerine engel olabilmektedir (Koyuncu, 1994).

Ulkemizde geofit bitkilerin dis satimlar1 genel olarak dogal olanlarmn sokiimiine
dayanmaktadir. Uretilerek ihra¢ edilen miktar, iiretimin daha pahali olmasindan dolay:
dogadan sokiim ile yapilan ihracattan daha diisiik diizeydedir (Koyuncu ve Ekim, 1984).
Tiim bu faktorler dogal floranin degigsmesine ve endemik bitki tiirlerinin yok olmasina veya
yok olma tehlikesiyle karsi karsiya kalmasina neden olmaktadir (Semiz ve Cigek, 2001).

Tiirkiye’de siis bitkileri sektorii hem iiretim, hem ihracat yoniinden hizla gelisen bir
sektordiir. Ozellikle son donemlerde canli bitkiler ihracat: agisindan 6nemli gelismeler
kaydedilmistir. I¢ ve dis mekan iiretimi ve ihracati artis gosterirken, ihracatimizda bu
driinler icin Tirkmenistan, Irak, Azerbaycan ve Ozbekistan gibi yeni pazarlar
kazamlmistir. Toplamda 50°den fazla iilkeye ihracat gergeklestirilirken Hollanda, Ingiltere,
Almanya, Irak, Tlrkmenistan ve Azerbaycan en énemli pazarlarimiz olmaktadir.

2015 yil1 i¢in dogadan toplanarak ihracati yasak olan ¢icek soganlarinin familyalari,
cinsleri ve tiirleri; doga ve iiretim olarak kotayla simirlandirilan ¢igek soganlarinin
familyalar1, cinsleri, tiirleri, ihracat miktarlar1 ve ¢evre Olciileri ile ihracati iiretimden

serbest olan ¢i¢ek soganlarinin familyalari, cinsleri ve tiirlerini belirlemektir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. 2015 yili dogal ¢igek soganlarinin ihracat listesi

4] amn {1y
. . . Thracat1 Uretimden
g;i%;i:?;;ﬂ:I:Jnll:nkgil;:iné :}%iﬂ;:ﬂ Thracat Kotaya Tahi Olan Cicek Soganlan Serbest Olan Cicek
i & Soganlan
Tillk Limit (Adet) | Gevre
Tiir Ismi Tiir Ismi Dogz Uretm | Uzmlugu Tir Izmi
(em)”
1. 4ffiy (Y sbani soZam) tirlermm hepsi | 1. dnewone hlanda (Vogurt cigegi) 4000000 2000000 4+ |1 Zdmmecandidum
2. Cracus (Cigdem) firlerimin hepsi — P - 2 Miszzmbaiy
3. Erifillaria tisleri r}—m? 2. Arym Balicwn (Yilan vastin) 30,0001 300.000 6+ 3
Imperalis haric) drum digsearides, 30000 2000000 6+  |(Stsem)®
f- &éﬂm@iﬂaﬁd}f}ﬁﬂm (Lsamdidumye | 3 Cyelomen cilichun (Siklamen) 200000| 3000001 8+ 13 Cally  gethionica
Wmmmmﬁm Cyvelamen cawm (Siklzmen) 700000 250000 8+ (R
¢ Sernbercia (Rara padem) e Coclamen bederetolion (Siame) | - | 3000000 10+ |fc Pobeme,
(5. Jyteg hang) 4. Dracunculuz vlearis (¥ cap 5 3 M .
7. Tulipa (Lale) tirlerinin hepsi + Bracuncuhs vulgris (Tlanbucag) | 20.000| 300000]  10° |5 Friglirig persica
8. Eminium tirlerinin hepsi 3. Epgrthiz hyvemalis (Sankar cigegi) 5.000.000 - 3.5+ |(Adryaman lalest)
2. Bigrum tirlermin hepsi 8. Galamifus ehresii(Toros kardelend) | 4.000.000| 3.000.000 i+
lD Nympheaceqe (Nilitfer) tirlermm hepsi lantins worengwii (Karadeniz .
(Salep) tirlermin hopss | o kY o warenowi(Kar 3.000.000| 2.000000] 4+
i drup (Vlan yastg) tirlerd (e 97700y oo g (Gél sopam) T [ 6.000000] T+
Eglicum. Arum gloscorides harig — — — > — =
i3 i g ity (Kum zambagn) | 8. Lrgineamariting (Adasogam) 20.000|  10.000] 20+
14. Ehvacmis orientalis (Sark stmbil) | 9. Geranivn tuderosum (Deve tabam) 500000 400000 5+
13. Gentiana iuteq (Censiyan) 10. Frisillaria imperalis (Ters Lde) 50.000] 10+
16. (gl lamen Siklzmen) tileri (C. ggum. . .
C. gilicium ve C. hederefolium harig)
17. Galantis (Fardelen) tirlen
(G. ghyesii ve G. worpnowiharic) 11 Lili oo (Tiitk zzmbas aso0l 1o+
18. Jris (Stisen) tirlert -bilium maptagon (Tirk z2mbag) .
19. Paconig ( Sakayik) tiirleni
20. Diger yumrulu ve soganh tirler
12. Srernbergia lweq (Katacizdem) 1000000 6+

* Uretimi vapilan egzotik tirer.
http://www.resmigazete.qov.tr/

Siklamenin de igerisinde yer aldigi Primulaceae (Cuhacigegigiller) familyasinin
biiytik bir kismi1 Kuzey Yarimkiire’de ve Alpin bolgelerinde yayilis gosteren 28 cinse ait
1000 kadar tiir icermektedir. Ulkemizde bu familyanin 9 cins ve 40 tiirii yetismektedir. Bu
familya Uyeleri bir veya ¢ok yillik otsu, nadiren yar1 ¢alims: bitkilerdir. Bu familyaya ait
kayitli 9 cins vardir. Bunlar; Primula, Dionysia, Androsace, Hottonia, Cyclamen,
Lysimachia, Glaux, Anagallis ve Samulus’dir (Davis, 1978). Bu familyada yer alan
siklamenlerin 20 kadar taksonunun orijini Akdeniz havzasidir.

Siklamen giiniimiizde siis bitkisi olarak siklikla kullanilan ve ticareti uluslararasi
boyutta en ¢ok yapilan bitki tiirleri arasinda yer almaktadir (Jalali ve ark., 2010). Siklamen
adr ilk kez 15. ylizyilda el yazmalarinda ge¢mektedir. 17. ylizyilin baglarinda toplayicilar
tarafindan Bat1 Avrupa’ya getirilmistir. Ayrica 18. yiizyila kadar birkag siklamen tiiriiniin
kiiltiire alindig1 da bilinmektedir. 19. ylizyilin ortalarinda ekonomik deger kazanmis ve
1slah calismalar1 baslamistir (Mathew ve Ozhatay, 2001; Widmer, 1980). Siklamenler siis
bitkileri icerisinde 6nemli bir yere sahip olmasinin yani sira, tibbi degeri olan bir bitkidir

(Ozhatay, 2000; Cyclamen Society, 2008).


http://www.resmigazete.gov.tr/

Tiirkiye, diinyanin en zengin siklamen tiirlerine sahip tlkelerden biri olmasinin
yaninda, gen merkezlerinden biri olma 6zelligini de tagimaktadir. Tiirkiye’de aralarinda 6
tanesi oldukga sinirli yayilis gosteren toplam 10 siklamen tiirii bulunmaktadir. Bu tiirlerin 6

tanesi endemik olmak iizere, bazilar1 ilkbahar ve bazilar1 da sonbaharda cigek agmaktadir.

[lkbaharda ¢igek acan tiirler;

C. persicum Miller.

C. repandum Sm. In Sibth &Sm
C. pseu-ibericum Hildebr.

C. coum Miller.

C. trochopteranthum O. Schwarz

C. parviflorum Pobed.

Sonbaharda cicek acan tirler;
C. graecum Link.

C. cilicium Boiss &Heldr.

C. mirabile Hildebr.

C. hederifolium Aiton.

Bu tirlerden endemik olanlar ;
C. repandum Sme-in Sibth. & Sm.
C. parviflorum Pobed

C. pseu-ibericum Hildebr

C. trochopteranthum O. Schwarz
C. cilicium Boiss &Heldr.

C. mirabile Hildebr.

Bundan dolayi, alti endemik tiirle Tiirkiye bir Cyclamen cennetidir (Ekim ve ark.,
1991).

Siklamen ihrag {iriinii olarak kullanilmasi nedeniyle halen bilingsizce yapilan gerek
toplama, gerekse yukarida belirtilen faktorlerden dolayi, siklamen tiirleri nesilleri tehlike
altinda olan dogal bitki ve hayvan tiirlerinin ticaretini diizenleyen anlasmanin (CITES) ek

11 listesinde yer almaktadir (Ozhatay, 2000).



Cyclamen ismi Latince “kuklamis”, “kuklamiren” sozciiklerinden tiiretilmistir.
Latince “kuklos” veya “cyclos” daire anlamina gelmektedir. Siklamen ismi bu bitkilere
M.O. 370-285 yillar1 arasinda yasayan Theophrastus tarafindan verilmistir. Bitkiye bu
ismin verilmesinin sebebi ise toprak alt1 yumrularinin yuvarlak, yapraklarin daire seklinde
olmasi veya meyve saplarinin daire seklinde helezonlar yaparak topraga dogru uzanmasidir
(Tanker ve Turkoz, 1984).

Siklamen cinsine bagl: turler, Glkemizin degisik yorelerinde “domuz ekmegi, domuz
turpu, domuz agirsagi, dag meneksesi, siklamen, tavsan kulagi, devetabani, buhur otu,
buhur meryem, yer somunu, dana gobegi, kir meneksesi, kostebek, kostiikdpen,
kostiikopegi, kuskusa, menekse koki, tavsan pacasi, topalak™ isimleri ile taninmaktadir.

Siklamen, kesilereck ya da yumrulari ayrilarak g¢ogaltilamamaktadir. Siklamen
kendileme depresyonu gosterdigi igin, F1 hibritlerin ebeveyn hatlarinin iiretimi ve
¢ogaltim1 zordur, tohumlar1 pahalidir. Bu nedenle 1slahgilar 1slah programlarinda 6zellikle
vejetatif Uretime onem vermektedirler (Winkelmann, 2010).

Bunlarin yani sira siklamen, tibbi ve kozmetik degeri de olan bir bitkidir. Siklamen
yumrulart; kristalin saponin, cyclamin, antosiyanin ve organik asitler igermektedir.
Bitkinin yumrularindaki ¢esitli maddelerden dolay1 kimya ve ilag sanayisinde ragbet edilen
bir sanayi bitkisidir (Gokceoglu ve Sukatar, 1985). Siklamenlerden ¢ok farkli hastaliklarin
tedavisinde de yararlanilmaktadir. Halkimiz arasinda C. coum var. coum bitkisinin
yumrulart kisirhik tedavisinde kullaniimaktadir. Siklamen yumrularindan elde edilen
saponinlerle yapilan arastirmalarda yumrularin in  vitro sitotoksik, spermisit,
antimikrobiyal, agri kesici, anti-enflamatuar etkileri saptanmistir (Altunkeyik ve ark.,
2011). Siklamen yumrular tipta ¢ocuk felcinin tedavisinde kaslar1 kuvvetlendirici olarak
kullanilan, Nivalin adli ilacin etken maddesini icermektedir. Leke ve gilines yaniklarindan,
c¢iban tedavisi, gut, gorme bozuklugu, sarilik ve zehirli hayvan 1sirmalarina kadar pek ¢ok
hastaligin tedavisinde yararlanilmistir (Mathew ve Ozhatay, 2001). Tiitiin iireticisinin
zararl toprak kurtlarina karsi biyolojik miicadelede bu yumrularin kaynatilmis suyunu
kullandiklar1 da belirtilmektedir (Baytop, 1984). Ayni zamanda Cyclamen igeriginde yer
alan saponinler, nazal mukozada mukus ve ndropeptit salgilanmasini artirirlar. Bu yiizden
bitki ekstrakti, rinosiniizit tedavisinde kullanilan burun spreyleri igeriginde yer almaktadir
(Mullo ve ark., 2013).

Siklamen yumrularindan elde edilen farkli kimyasal igerikteki maddelerin in vitro
sitotoksik ve genotoksik potansiyelleri bulunduguna dair bazi bilimsel arastirmalar

bulunmaktadir. Insanlar tarafindan alternatif tip yontemleri igerisinde yaygin bir sekilde
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kullanilan bu yumrular ile ilgili daha fazla genotoksisite c¢alismasina ihtiyag
bulunmaktadir. Bir maddenin genotoksisitesinin saptanmasinda yaygin ve kolay bir sekilde
uygulanan tekniklerin basinda Allium testleri gelmektedir. Bitki tiirleri arasinda Allium
cepa L. DNA hasarlarin1 ve kromozom anormalliklerini degerlendirmek i¢in siklikla
kullanilmaktadir. Cevresel izlemede bir ¢ok sayida kimyasal maddeleri degerlendirmek
icin A. cepa tlrl bu giine kadar kullanilmistir. A. cepa testi diisiik maliyetli test olarak
karakterize edilir (Morales ve ark., 2009). A. cepa tiirii kolay yetistirilmesi, uygulamalarin
kolay ve hizli bir sekilde yapilmasi, kok uglarinin kolaylikla incelenebilmesi agisindan
model bir bitki olup diger testlerden daha avantajlidir. Bu nedenlerden Oturu Yuksek
Lisans Tez arastirmamizda da siklamen yumru 6zlerinin genotoksisitesinin saptanmasinda
Allium testi yapilmistir.

Yiiksek Lisans Tez arastirmamin amaci; siklamen yumrular igerisinde bulunan
gesitli kimyasal maddelerin daha Once yapilan aragtirmalarda saptanan tibbi ve zehirli
Ozelliklerinin genotoksik potansiyellerinin bitki hiicre bolinmesi Uzerine etkilerinin
saptanmasidir. Calismada Cyclamen persicum tirine ait beyaz cicekli olan C. persicum
var. persicum f. albidum ve gulpembe C. persicum var. persicum f. roseum formlart
kullanilmistir. Bu formlara ait yumrulardan hazirlanan yumru ekstraktlarinin 10 mg/mL ve
30 mg/mL konsantrasyonlari, kok uglar1 3-4 cm’ye kadar uzamis olan A. cepa turinun
yetisme suyuna uygulanmistir. Uygulamadan 24 ve 48 saat sonra bitkilere ait kok uglar
fiksatif igerisine alinarak kok ucu hiicreleri testi uygulanmistir. Bu sayede farkli yumru
ekstrakti konsantrasyonlarinin mitoz bolinme uzerindeki genotoksik etkileri, kromozom
anormalliklerinin tespiti ve mitotik indeks degerlerindeki degisiklikler saptanarak

belirlenmistir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Cyclamen persicum Mill. Turtnin Ozellikleri

2.1.1. Siklamen Tiirlerinin Cografik Yayilisi

Siklamen tiirlerinin yayilis alanlari, Blear Adalari’ndan doguda iran’a kadar ve
kuzeyde Alp ve Karpet Daglari’'ndan giineyde Israil, Girit, Libya, Cezayir ve Tunus’a
kadar yayilmaktadir. Tiirkiye’de yapilan ¢alismalar ile siklamenin dogal olarak yetistigi
bolgeler tespit edilmistir (Altay ve Miiftiioglu, 2004; Miiftiioglu ve ark., 2006; Yildirim ve
ark., 2009). Siklamen bitkisinin Tiirkiye’ de yayilis alanlari; Antalya, Artvin, Canakkale,
Konya, Izmir, Bolu, Mersin, Balikesir, Aydin, Trabzon, Giresun ve Amasya olmak iizere

toplam 24.578 ha’dir (Sekil 2.1).

g i \ sin ~J 1

/ 5
Yayihs Haritas:
Tarkiye'nin illeri ve siklamen
curlerinin  dagilvmini gosteren bu
harita yalnzca bir fikir vermek
amacryla sunulmuseur. Pek gok
cibrun yayihs alaminin simirlar
hendiz tam ofarak biinmernektedir.

Tisrkiya'nin Flamec we Doju Fige
Adalari adlh eserin 11. Cildinde
yaymlanan Turkiye Hartasi'ndan
yarariamimesar

i3t C. persicum 452 C. mirabile &8 C. graecum " C. parviflorum C. coum

W C. trochopteranthum @ C. intaminatum W C. pseudibericum . C. hederifolium &35 C. cilicium

Sekil 2.1. Tiirkiye’de siklamen tiirlerinin yayilis alanlari (Mathew ve Ozhatay, 2001)

Cyclamen persicum, Cyclamen cinsi igerisinde ekonomik olarak en yiiksek oranda
kultard yapilan tirdlr (Grey-Wilson, 2003) ve Orta Avrupa ve Asya’da siis bitkisi olarak
onemi biyiiktir (Wiersema 1999). Diinya’da yillik olarak yaklasik 200 milyon siklamen
uretilmektedir (Winkelmann, 2010).

C. persicum, dlnya uzerinde ¢ok genis bir yayilim alanina sahiptir. Cezayir, Tunus,
Kibris, Israil, Urdin, Lilbnan, Suriye, Yunanistan ve Tiirkiye, Cyclamen persicum tiriniin

yayilim alanlar: igerisindedir.
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Sekil 2.2. C. persicum tiiriiniin bitki yapist, A) dogadaki goriiniimii, B) tohumlar,

C) meyveler, D) yaprak ve yumrunun gorinimua (Amini, 2014)

2.1.2. Cyclamen persicum Mill. Taridndn Sistematikteki Yeri

Alem: Plantae

Sube: Magnoliophyta

Sinif: Magnoliopsida

Takim: Primulales

Aile: Primulaceae

Cins: Cyclamen

Tar: C. persicum Mill.

Siklamen tiiriiniin dogal olan iki varyetesi ve petal rengine gore ayrilabilen alt1 adet
formu bulunmaktadir. Bunlar asagida liste halinde verilmistir.

C. persicum var. persicum (yaz-kis gicekli)

C. persicum var. persicum f. persicum (beyaz, solgun pembe)

C. persicum var. persicum f. albidum (saf beyaz)

C. persicum var. persicum f. roseum (gilpempe)

C. persicum var. persicum f. puniceum (karmin kirmizi)

C. persicum var. autumnale (sonbaharda ¢icek agan)



2.1.3. Siklamen Morfolojisi

Siklamen, toprak alt1 gdvdesine sahip ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Yapraklar1 uzun
sapl1, oval ve dairemsi seklindedir. Cicekleri beyaz, pembe, kirmizi, mor ve ara renklerde
olabilmektedir ve genellikle kokuludur. Cigek saplart uzundur ve meyve olgunlasirken
spiral seklinde kivrilir (Bossard, 1960). Kaliks tam ve 5 lobludur. Korolla, kisa ve yarim
kiire seklinde tlipli eflatun pembe veya beyaz renklidir. Loblar1 geriye kivriktir veya
nadiren antere yapisiktir. Stamenler 5 adet ve korollanin tabanindadir. Flamentler ¢ok kisa,
anterler ise genis olup, koni olusturacak sekilde birbirlerine yaklagmistir. Ovaryum fist
durumludur, stilus ince ve genellikle anterlerden uzundur. Kapsiil genis ve biiylik, tepeden
veya degisik yerlerden 5 yarikla agilir. Tohumlar 1slak ve yumusaktir, yapiskan bir salgi ile
kaplidir ve genellikle tektir (Davis, 1978). Siklamen aga¢ veya ¢ali golgelerinde iyi

gelismektedir. Her mevsime dayanikli olup, tiim kis boyunca ciceklenebilir 6zelliktedirler.

2.1.4. Siklamen Tiirleri fle Tlgili Yapilan Arastirmalar

C. purpurascens Mill. yumrularindan izole edilen amonodesmosidik triterpenoid
saponinin, salyangoz Biomphalaria glabrata sistozomiyaz-vericiye karsi mollussisidal
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Salyangoz %100 mortaliteyi gosteren en diisiik
konsantrasyonu 21 mg/L olmustur (Winder ve ark., 1995).

Cyclamen persicum 1H ve 13 C-NMR spektroskopi yontemleri ile yumru ve yaprak
igeriklerinin saptanmasi amaci ile yapilan bir aragtirmada, anthocyanin, peonidin 3-O-a-L-
rhamnopyranosyl-(1-2)-b-D-glucopyranosid flavon bilesikleri gibi aktif bilesenler izole
edilmistir (Rosemary, 1999).

Cyclamen persicum ve Cyclamen purpurascens’in gi¢eklerindeki ucucu bilesikleri ve
onlarin hibritleri gaz kromatografi yontemiyle aydinlatilmistir (Ishizaka ve ark., 2002).

Sicanlarda ve farelerde C. repandum yumrularinin antienflamatuar ve antinosiseptif
aktivitelerinin arastirildigi bir ¢calismada, kimyasal incelemede aktif ekstraktin izolasyonu
ve alt1 triterpenik saponinlerin karakterizasyonu elde edilmistir. C. repandum yumrulari
cesitli ¢oziiciiler (metanol, kloroform ve petrol eteri) ile farkli ekstraklari hazirlanmastir.
Bu farkli konsantrasyonlar hayvanlara igme sulari ile verilmistir. In vivo olarak test edilen
tiim ekstraktlar kontrol grubuna gbére 6nemli bir antienflamatuar aktivite géstermistir. 75
ve 150 mg/kg dozlarmin oral uygulamadan sonra fare ayak 6demi artti1 rapor edilmistir.
Antinosiseptif aktivite i¢in, 50 ve 100 mg/kg dozlan ile 0, 10, 20, 30 ve 40 saat sonra
hayvanlarin acidan kivranma orani ile degerlendirilmistir. Siklamen ekstraktlart 150

mg/kg’da iyi bir analjezik aktivite gostermistir (Speroni ve ark., 2007).
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Sternbergia candida bitki ekstraktlarinin gokkusagi alabaliklarinin immiin sistemi
Uzerine etkileri konusunda yapilan bir arastirmada, farkli dozlarda hazirlanan ekstraktlarda
lizozim aktivitesinde degisimler tespit edilmistir (Kabak, 2009).

Nasodren nazal sprey (C. europaeum ekstresi) sinlizit tedavisinde alternatif bir tedavi
olarak kullanilmaktadir. Ilacin hiicre morfolojisi ve yasayabilirligi {izerindeki sitotoksik
etkileri fare fibroblast hiicre kilturlerinde ¢alisilmistir (Beriat ve ark., 2010).

C. repandum yumrularindan triterpen glikozit diger bilinen saponinler ile birlikte
izole edilmistir. Saponinlerin in vitro etkisi, LPS tarafindan uyarilan IL8, TNF-a mRNA
seviyesi ve protein salmimi insan THP-1 makrofajlarinda degerlendirilmistir. Bu
bilesiklerin 100 uM’da LPS tarafindan uyarilan IL-8 ve TNF-a ekspresyonunu inhibe
ettigini rapor etmislerdir. izole edilen saponinler, yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrometrisi
ve 1D ve 2D NMR denemeleri ile karakterize edilmistir (Dall’ Acqua ve ark., 2010).

C. trochopteranthum yumrusunun ekstraktinin karaciger ilag metabolize edici
enzimlerin tizerine etkilerinin arastirildigir bir calismada, kontrol grubu da dahil olmak
lizere bes grup (4-8 sican) olusturulmustur. Uygulama gruplari, siklamen ekstraktinin 0,1,
0,2, 0,5 ve 1,0 mg/mL dozlarinda i¢gme suyu iginde on giin arka arkaya uygulanmistir.
Deney siiresi sonunda sicanlarin karacigerleri ¢ikarilmistir. C. trochopteranthum yumru
ekstraktinin analin 4-hidroksilaz, etoksiresofurin O-deetilaz, metoksiresorufin O-demetilaz,
kafein N-demetilaz aminopirin N-demetilaz ve eritromisin N-demetilaz enzimleri Uzerine
etkileri saptanmistir (Sen ve ark., 2011).

C. mirabile tiriiniin farkli kisimlarindan ¢oziicii ekstraktlarin hazirlandigr bir
aragtirmada, bu ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri degerlendirilmistir. C. mirabile
yumrularmin ve yapraklarmin serbest radikal siipiiriicii aktivitesi, giicli ve toplam fenolik
bilesik igeriginin azaltilmasi dahil olmak iizere diger antioksidan oOzellikleri de
belirlenmigtir. C. mirabile yumru ve yapraklarinin eksraktlar1 etkili serbest radikal
stplriict ve azaltma guciine sahiptir. C. mirabile yapraklarinin ekstraktlari tim kullanilan
cozlculerde yumru ekstraktlarindan daha yiiksek antioksidan aktivite gdstermistir. Tim
konsantrasyonlar; petrol eter, aseton, metanol ve su ekstraktlarinda C. mirabile yapraklari
0,5 mg o-tokoferolden (%42) daha yiiksek antioksidan aktivite gostermistir. Buna ek
olarak, C. mirabile yumru ve yapraklarin biitiin ekstraktlarinda toplam fenolik bilesikler,
pirokatekol esdegerleri olarak belirlenmistir. (Sarikurkcu, 2011).

Daha once hig¢ ¢alisilmamig bes triterpen saponinler (A-B-C-D-E) C. hederifolium
yumrularindan izole edilmistir. izole edilen bilesiklerin sitotoksik aktivitesi Hela (insan

servikal kanser hucreleri), H-446 (insan akciger kanser hiicreleri), HT-29 (insan kolon
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kanser hicreleri) ve U937 (insan 16semi hiicreleri) hiicre hatlart {izerinde
degerlendirilmistir. 1 ile 50 uM arasindaki konsantrasyon araligindaki bilesikler hiicre
sayisinda 6nemli bir azalmaya neden olmustur (Karayildirim ve ark., 2012).

Cyclamen graecum Link. tiriniin farkli ¢oziiciilerde (etanol, metanol, benzen,
aseton) hazirlanmis ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi ve trake dokusu Uzerindeki
histolojik  etkisinin  degerlendirildigi  bir arastirmada, antioksidan aktivitenin
belirlenmesinde DPPH ve B-karoten-Linoleik asit yontemi kullanilmistir. C. graecum Link.
ekstraktlarinda en yliksek antioksidan aktivite (%80,2 + 0,6) yeriistii kisminin etanollii
ekstraktinda elde edilmistir. C. graecum bitkisinin 1 mg/mL’lik hazirlanan eksraktlar
arasinda en yiiksek serbest radikal giderim aktivitesi yeriistii kisminin etanollii ekstraktinda
(%97,3 £ 0,55) bulunmustur. Bitkinin 0,1 g/L ve 0,3 g/L ekstraktlarinin oral olarak
verildigi sicanlarin trake dokusu mukus materyali ndétral sekerlerinin yogunlugunda,
gruplar arasinda belirgin bir farklilik gozlenmemistir (Metin, 2012).

C. coum tiiriiniin antikanser Ozellikleri ve siklamen ekstraktinin kanser hicre
hatlarin1 tesvik edip etmedigini herhangi bir sitotoksisitesi 6nceden ayrintili bir seklide
aragtirtlmadigindan dolayr servikal kanser hiicreleri (Hela) ve akciger kanser hiicreleri
(H1299) iizerinde sitotoksik etkileri incelenmistir. Hiicrelere bitki ekstraktinin farkli
konsantrasyonlar1 (0.1, 10, 100, 500, 1000, 2000, 4000 pg/mL) uygulanmistir. Siklamen
ekstrakti doza bagli bir sekilde her iki Hela ve H1299 hiicrelerinin hiicre 6liimiine neden
olmustur. Siklamen ekstrakti Hela ( 1C50=8,61pg/mL) ve H1299 (ICs0=9,5ug/mL) hiicre
hatlarinda 6nemli derecede sitotoksik oldugu tespit edilmistir (Yildiz ve ark., 2013).

C. europaeum tiriinin farmakoekonomik analizini yirutmek igin akut rinosinizit
(ARS) tedavisinde Ispanya’da kullamlan PROSINUS ¢alisma verileri kullamlmistir. Bu
prospektif gozlemsel g¢aligmada, ARS yonetiminde C. europaeum tedavisi ile diger
tedaviler arasindaki etkinligi ve maliyet- etkinligini karsilagtirmak olmustur. C. europaeum
monoterapi olarak bilinen tedavi diger monoterapiler ve kombinasyon tedavilerinden daha
etkili oldugu goriilmistiir. C. europaeum, tek ila¢ veya kombinasyon tedavilerine yada iki
ilag kombinasyonuna eklendiginde iyilesme oranlar1 agisindan istatistiksel olarak anlaml
bir iyilesme gostermistir ve {ic veya daha fazla ilag kombinasyonlarina eklendiginde
anlamli bir etki gostermemistir. Buna ek olarak; C. europaeum bazli terapiler, C.
europaeum tii¢ ya da daha fazla bagka ilag ile kombinasyon halinde kullanildigi zaman
haricindeki tiim karsilastirmalarda tedavi hasta basina daha diisiik maliyet gostermektedir

(Mullol ve ark., 2013).
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Cesitli ¢oOziicliler (metanol, etanol, aseton vs.) ile hazirlanan C. graecum Link.
yumrulart ve yapraklarindaki antioksidan aktivite tespit edilmistir. C. graecum cesitli
ekstraktlarinin antioksidan ozellikleri 2,2-difenil-1-pcrylhydrazyl (DPPH) ve B-karoten-
linoleik asit analizleri kullanilarak degerlendirilmistir. C. graecum yapraklarinin
ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi yumrularinin ekstraktlarininkinden daha yiiksek
oldugunu tespit etmislerdir. Bu ekstraktlar, gida isleme ve ila¢ endiistrisinde dogal bir
antioksidan olarak kullanilabilir (Ozay ve ark., 2013).

C. mirabile ve C. alpinum tiirlerinin yumrularindan elde edilen ekstraktlarin Culex
pipiens L. tiiriine kars1 larvisidal aktivitesini degerlendirilmistir. Culex pipiens L. trlindn
20 geng (birinci ve ikinci grup) ve yash (liglincii ve dordiincii grup) larvalart ekstraktin
cesitli konsantrasyonlarina (100 ile 1000 ppm) maruz birakilmistir. 12, 24, 48, 72 ve 96
saatlik maruz kalma sonunda 6liim gozlenmistir. Culex pipiens L. tiriinlin genc larva ile
yaslt larvalar ile karsilastirildiginda geng larvalar ekstraktlara daha duyarli oldugu tespit
edilmistir. LCso ve LCoo degerlerinin karsilastirilmasinda, C. mirabile tirinin C.
alpinum’dan daha aktif oldugunu gostermistir (Cetin ve ark., 2013).

C. graecum yumrularmin iki farkli konsantrasyonunun etanol ile hazirlanan
ekstraktlar1 ile yapilan bir caligmada, bu ekstraktlarin sican alt gastrointestinal sistemi

histomorfolojisi ve mukus yogunlugu iizerindeki etkileri saptanmustir (ili ve ark., 2014).

2.1.5. Bitkilerde Genotoksisite ile Tlgili Yapilan Arastirmalar

Canakkale ili sinirlar iginde bulunan ¢esitli sanayii kuruluslarina ait atik sularinin A.
cepa ve Vicia faba tiirleri iizerine genetiksel ve enzimatik etkilerinin ortaya kondugu bir
calismada, kok wucu hiicreleri testi ve spektrofotometrik yontemler kullanilarak
enzim/protein analizleri de gergeklestirilmistir. Bitkilerin kok uglarindan hazirlanan
mitotik preparatlarda anormalliklerin ortaya ¢iktig1 saptanmistir (Glineysu, 2004).

A. cepa L. kok ucu meristem hicrelerinde Plantago lanceolata L. tlrlnun yaprak
ekstraktlarinin anti-mitotik ve anti-genotoksik etkileri arastirilmistir. Bu calismada P.
laceolata tiirtiniin yapraklarimin ekstrakti (15 g/L ve 30 g/L) %7’lik hidrojen peroksit ile iki
farkli konsantrasyonda hazirlanmistir. P. laceolata yaprak ekstraktinin iki farkli
konsantrasyonu 24 saat boyunca sofan kok ucu meristem hiicrelerine uygulanmistir.
Sonuclarda ise, iki farkli ekstrakt konsantrasyonun kontrol grubu ile karsilastirildiginda
mitotik indeks azalmis ve kromozom anomalilerinin artti§1 saptanmistir. Bu bulgular, P.
laceolata tiiriniin yaprak ekstraktlarmin anti-mitotik ve anti-genotoksik etkilere sahip
oldugunu gostermektedir (Aslantirk ve ark., 2006).
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Bes tibbi bitkinin yaprak ekstraktlarinin sitotoksik ve genotoksik etkileri A. cepa testi
kullanilarak aragtirllmistir. Sogan kok uclari bitki ekstraktlarinin makroskobik ve
mikroskobik analizleri i¢in; her bir ekstraktin farkli konsantrasyonlar1 kullanilmistir.
Azadirachta indica ve Morinda lucida ekstraktlar1 i¢in sirasiyla %2,6 ve %0,8
bulunmustur. Test edilen biitlin ekstraktlarin etkileri sogan hiicrelerinde hiicre boliinmesi
ve mitotik ig bozukluguna sebep oldugu saptanmistir (Bakare ve ark., 2007).

Gida koruyucu maddeler olan sodyum benzoat, borik asit, sitrik asit, potasyum sitrat
ve sodyum sitratin etkisi A. cepa kok ucu testi ile arastirilmistir. A. cepa kok uglar1 20 ile
100 ppm arasinda degisen bir dizi konsantrasyonlarda 5, 10 ve 20 saat boyunca maruz
birakilmistir. Sonuglar kontrol grubu ile karsilastirildiginda uygulama gruplarinin A. cepa
kok ucu hiicrelerinde mitoz boliinmeyi azalttigini gostermistir. Mitotik indekste artan
konsantrasyon ve daha uzun siire maruz kalma ile birlikte azalma tespit edilmistir. En sik
rastlanan anormallikler ise; anafazda koprii olusumu, C- mitoz, kalgin kromozom,
kromozomlarin ayrilmamasi ve mikroniikleus olusumu seklinde saptanmistir (Tiirkoglu,
2007).

Gida koruyucu maddeler olan sodyum metabisiilfit, potasyum metabisiilfit, sodyum
propionat, potasyum propionat ve kalsiyum propionatin A. cepa L. tlriinde mitotik safha
oranlari, mitotik indeks, kromozomlar ve 2C ¢ekirdek DNA miktar1 lizerine olan etkileri
aragtirtlmistir.  A. cepa tiiriiniin kokleri, bu bes maddenin 20 ppm-100 ppm’lik dozlar
arasinda degisen konsantrasyonlarda 10 ve 20 saat siire ile muamele edilmistir. Bu
kimyasallarin biitiin dozlar1 A. cepa tiiriiniin kok uglarinda hiicre boliinmesi tizerinde
inhibitor etkisi gostermis ve mitotik indeks {izerinde bir azalmaya neden olmustur
(Erdogan, 2008).

A. cepa L. kok hiicrelerinde kapari ¢iceginin (Capparis spinosa L.) cicek
tomurcuklarinin ekstraktlarinin genotoksik ve antimutajen etkilerini degerlendirmek tizere
bir arastirma yapilmistir. Bu arastirmada, sogan kok uglart kapari ¢iceginin
tomurcuklarinin ekstraktinin ti¢ farkli konsantrasyonu (10 g/L, 20 g/L ve 30 g/L) ile 24
saat sliresince maruz birakilmistir. Bu arastirma kapari ¢icek tomurcuklarinin
ekstraktlarinin  genotoksik etkisinin olmadigin1 gostermektedir. Ancak kapari c¢icek
tomurcuklarin ekstraktlarinin (30 g/L) antimutajen potansiyele sahip oldugunu ortaya
koymustur (Celik ve ark., 2009).

Cypermethrin adli insektisit ve Mancozeb WP 80 adli fungusitin Allium cepa L.,
Vicia faba L., Nicotiana tabacum L. bitkilerinde farkli dozlardaki in vitro genotoksik

etkileri arastirilmistir. Cypermethrin Vicia faba bitkisinin sulama suyuna 0,4, 0,8, 1,2, 1,6
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mL/L olacak sekilde farkli siirelerde uygulanmigtir. Mancozeb Allium cepa bitkisinin
sulama suyuna 2, 4, 6 g/L sekilde farkli siirelerde uygulanmistir. Nicotiana tabacum
bitkisinin sulama suyuna 0,9, 1,8, 2,7, 3,6 g/L olacak sekilde farkli siirelerde
uygulanmistir. Mancozeb ve Cypermethrin uygulama gruplari, kontrol gruplarn ile
karsilastirildiginda konsantrasyon dozuna ve siiresine bagli olarak cesitli kromozomal
anormallikler gozlenmistir. Pestisit uygulamalari sonucunda doz artigtyla paralel olarak
mitotik indekste de onemli dl¢lide azalma meydana gelmistir (Tok, 2010).

Pestisit olan Glyphos ve DDVP’ nin A. cepa L. tlirinde mitotik safha, mitotik indeks
ve kromozomlar {izerine etkileri arastirilmistir. A. cepa L. tlrinun kok uclart Glyphos’un
(10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm, 50 ppm ve 60 ppm) ve DDVP’nin (0.5 ppm, 1,0 ppm,
1,5 ppm, 2,0 ppm ve 2,5 ppm) konsantrasyon serileri ile uygulamaya tabi tutulmustur. Bu
kimyasallarin biitiin dozlar1 A. cepa L. tiriintin kék ucu hucrelerinde, hiicre boélinmesi
tizerinde inhibitdr etkisi gostermis ve mitotik indeks iizerinde de azalmaya neden olmustur.
Bu pestisitler A. cepa L. tlrinin kok ucu hicrelerinde kromozom anormalliklerini
arttirmistir (Findikl ve ark., 2010).

Cinko oksit (ZnO) nanopartikillerinin dort farkli konsantrasyonu (25, 50, 75 ve 100
Mg/ mL) A. cepa L. kok ucu testi ile arastirilmistir. Artan ZnO nanopartikiilerinin
konsantrasyonlarina bagli olarak mitotik indeks azalmistir. Ancak kromozomal
anormallikler ve mikroniikleus olusumunda artis goézlenmistir. Sonuglar, ZnO
nanopartikiilerinin klastojenik, genotoksik ve sitotoksik bir ajan olabilecegini gdstermistir
(Kumari ve ark., 2011).

Temizlik ve kozmetik {iriinlerinin igeriginde bulunan 1,4 Dioksanin A. cepa L. kdk
ucu hicrelerinde meydana getirdigi fizyolojik ve sitogenetik etkiler arastirilmistir. A. cepa
tohumlar1 dioksanin iki farkli dozu (50 ve 100 ppm) ile muamele edilmistir. Sonuglarda 1,4
dioksanin tiim uygulama gruplarinda doza bagl olarak ¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu ve
agirlik artisim azalttigi, kromozomal anormallikler ve MN oranmi ise arttirdig: tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak, elde edilen veriler 1,4 dioksanin A. cepa kok ucu hicreleri
uzerinde doza bagl sitotoksik bir etkiye sahip oldugunu gostermistir (Teker, 2012).

Fungisit flusilazolun etkilerini degerlendirmek {izere A. cepa somatik htcreleri
kullanilmigtir. Sitogenetik etkilerin degerlendirilmesi igin, A. cepa kok meristem hiicreleri
24, 48 ve 72 saat boyunca flusilazolun 10, 20, 30 ve 45 ppm (EC50 konsantrasyon)
konsantrasyonu ile muamele edilmistir. Artan flusilazol konsantrasyonu ve maruz kalma

stiresi sonucunda mitotik indekste azalma ile sonu¢lanmistir. Kok meristem hiicrelerine

13



flusilazol muamelesi sonrasi, gesitli kromozomal anormallikler, yapigskanlik, kromozomal
koprii ve laggardslar gozlenmistir ( Ozakca ve ark., 2013).

Imazethapyr herbisitinin A. cepa kok meristem hiicrelerindeki mitoz bélinme ve
kromozomlar itizerindeki etkileri arastirilmistir. A. cepa kok biyime inhibisyon testinde
EC50 degeri 20 ppm olarak belirlenmistir ve Imazethapyr herbisitinin 0,5xEC50, EC50 ve
2xEC50 konsantrasyonlart sogan kok hiicrelerine uygulanmistir. Mitotik indeksteki
degisiklikler tiim doz ve uygulamalarda kontrol grubuna gore azalmistir ve bu azaliglar
istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. Bu sonugclar imazethapyr herbisitinin A. cepa kok
meristem hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigini ve 10 ppm’lik doz hari¢ genotoksik
aktivite gdstermedigini ortaya koymustur (Oztiirk, 2013).

Biitillenmis hidroksitoliien, biitillenmis hidroksianisol, sorbik asit, propil gallat ve
sodyum nitrat gibi gida koruyucularinin etkilerini incelemek icin A. cepa testi ile yapilan
arastirmada; bu koruyucularin 1000 ppm, 1500 ppm, 2000 ppm ve 2500 ppm
konsantrasyonlarina 4, 8 ve 16 saat maruz kalma siiresi boyunca incelenmistir. Sitolojik
calismalar, kontrol grubu ile karsilastirildiginda gida koruyucularinin konsantrasyon artisi
ile birlikte mitotik indekste azalma saptanmigtir. Kullanilan gida koruyucularinin Kok
sisteminde neden oldugu anormallikler (%) biitillenmis hidroksitoliien < biitillenmis
hidroksianisol < sodyum nitrat < sorbik asit < propil gallat olarak bildirilmistir (Roy ve
ark, 2014).

A. cepa kok uglart TiO2 nanopartikillerinin yiksek dozda konsantrasyonlarina maruz
kalmas1 sonucunda genotoksisite potansiyelini degerlendirmek ic¢in bir arastirma
yapilmistir. A. cepa kok uglari, TiO2 nanopartikiillerinin dort farkli konsantrasyonlari
(12,5, 25, 50, 100 mg/mL) ile muamele edilmistir. Mitotik indeks doz artisi ile dogru
orantili olarak bir azalma ve ayrica kromozomal anormallikler sayisinda da bir artig
gozlenmistir (Mukherjee ve ark., 2014).

Hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi, egzama ve diger hastaliklarin tedavisinde
kullanilan forskolinin olasi genotoksik etkilerini degerlendirmek i¢in A. cepa turlne
uygulanmistir. Forskolin 5-100 uM konsantrasyonlarina 24 ve 48 saat siiresince test
edilmistir. Forsklolin uygulanan Orneklerde etki siiresi ile mitotik indekste azalma ve
kromozom anormallikleri sikliginda artis gbzlenmistir (Mohammed ve ark., 2015).

Inula viscosa tiiriniin yaprak ekstraktlarinin A. cepa kok meristem hticreleri tizerine
sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirilmistir. Uygulanan tim ekstraktlar A. cepa kok ucu
hiicrelerinde sitotoksik etkiye neden oldugu gozlenmistir. |. viscosa yaprak eksrakti

uygulama gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda A. cepa kok ucu hiicrelerinde
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kromozom anormallikleri ve mikroniikleus olusumu goézlenmistir. Bu sonuglar, I. viscosa
yaprak ekstraktlarmin A. cepa kok ucu hicrelerinde sitotoksik ve genotoksik etkiler

meydana getirdigi rapor edilmistir (Celik ve ark., 2010).
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel Materyal

Yiiksek Lisans Tezinde bitkisel materyal olarak kullanilan Cyclamen persicum Mill.
tirtne ait C. persicum var. persicum f. albidum (saf beyaz) ve C. persicum var. persicum f.
roseum (giilpembe) bitkiler Ayhan Cicekeilik Ltd. Sti.’den temin edilmistir. Siklamen
tuber ekstraktlarinin uygulandigi arpacik soganlari Birlik Tarim Ltd. Sti.’den temin
edilmistir.

Cyclamen persicum Mill.

Almman siklamenler yumru ekstraksiyonlar1 gerceklestirilinceye kadar kontrolli
sartlardaki bitki yetistirme odasinda 2 ay siire ile tutulmustur. Siklamen bitkisinin sahip
oldugu kromozom sayisi, ¢esitler arasinda farklilik gostermektedir. Diploid 2n=48,
tetraploid 4n=96 ve aneu-tetraploid 4n=90, 92, 94, 95 kromozom yapilarina sahip tiirleri de
oldugu da bilinmektedir. Daha oOnceki c¢alismalardan siklamende triploid c¢esitlerin
bulunmadig tespit edilmistir (Takamura ve Miyajima, 1997).

Allium cepa L. (Sogan)

A. cepa tiiriiniin 2n=16 kromozomu vardir. Yetistirilmesi hizli ve kolaydir. Su
denemelerinde model organizma olarak genotoksisite ¢aligmalarinda rahatlikla

kullanilabilir.

3.2.YOontem

3.2.1. Siklamen Yumrularimin Kurutulmasi

Siklamen yumrular1 saksilardan c¢ikartilarak topraktan arindirilmistir (Sekil 3.1).
Yumrularin kabuklar1 bigak yardimi ile soyulmustur (Sekil 3.2). Yas agirliklar1 hassas
terazide tartilan siklamenler 280 g gelmistir. Tartim isleminden sonra yumrular 5x5
mm’lik kiipler halinde kesilerek golgede kurutma kagidi arasinda 1 hafta boyunca
kurumaya birakilmistir (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4).
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Sekil 3.1. Siklamen yumrulari

Sekil 3.3. Kiipler halinde dogranmig siklamen yumrulari
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Sekil 3.4. Kurutulmug siklamen yumrulari

3.2.2 Siklamen Yumru Ekstraktinin Hazirlanmasi

Kurutulan yumrularin agirliklar1 40 g’a kadar diigmiistiir. Kuruyan yumrular el
blender1 yardimi ile miimkiin oldugunca kiigiik parcalara ayrilarak metanol ve etanol
ekstraksiyonu islemi i¢in esit miktarda (20’ser g) tartilarak 250 mL’lik erlenlere alinmustir,
yumrularin iizerine 60’ar mL metanol ve etanol eklenmistir (Sekil 3.5). Hazirlanan
cozeltilerin calkalayicili inkiibatérde 150 rpm’de, 50°C’de bes saat ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir (Sekil 3.6 ve 3.7). Bes saat sonunda ekstraktlardaki metanol ve etanol
evaporatérde 60°C’de yaklasik olarak 15-20 dk’da buharlastirilmistir (Sekil 3.8). Geriye
kalan toz halindeki 8 g yumru ekstrakti buzdolabinda +4°C’de saklanmaigtir.

Sekil 3.5. Siklamen yumrularinin metanol ve etanol ile erlenlerin igerisine alinmasi
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Sekil 3.6. Calkalayict inkiibator igerisinde ekstraksiyon isleminin gergeklestirilmesi

Sekil 3.7. Ekstraksiyon isleminden sonra elde edilen ¢ozeltiler
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Sekil 3.8. Ekstraktlardaki metanol ve etanoliin evaporator ile ugurulmasi

3.2.3 Yumru Ekstraktlarin DMSO ile C6zdurulmesi
Dimetil sllfoksit (DMSO) organokiikiirt bilesigidir. Cilde kolayca niifiiz edebilir.
DMSO kendi basina toksisitesi diisiik bir maddedir (https://tr.wikipedia.org/wiki/DMSO).

DMSO c¢ok iyi bir ¢oziiciidiir. Bundan dolay1r kimya ve tip alaninda genis bir sekilde
calisilmigtir. DMSO hiicre membranlarindan hizlica emilebilir ve protein baglarinin
birlegsmesini ve enzimlerin diger substratlarla baglanmasin1 engellemektedir. DMSO’nun
hicre proliferasyonunu azaltan etkisinden dolay1 ¢esitli kanser tedavilerinde de
denenmistir. DMSO ayni zamanda analjenik, antienflamatuar, antibakteriyel, antiviral,
sitoprotektif ve antisklerotik 6zelliklere sahip bir maddedir (Kiigtik, 1999).

Buzdolabindan alinan yumru ekstraktlart DMSO ile manyetik karistiricida
cozdiriilmiistiir (Sekil 3.9). Metanol ile ¢ozdiiriiliip ugurulan yumru ekstraktinin 4 grami
20 mL DMSO ile etanol ile ¢ozdiiriiliip ugurulan yumru ekstraktinin 4 g’da 40 mL DMSO
ile ¢cozdiiriilmiistiir. Her iki grup i¢in 10 mg/mL ve 30 mg/mL iki farkli konsantrasyonlari
hazirlanmastir.

Metanol ile hazirlanmis ekstraktlar igin; stok ¢ozelti 200 mg/mL

10 mg/mL — 5 mL ¢ozelti + 95 mL saf su

30 mg/mL — 15 mL ¢ozelti + 85 mL saf su

ile iki farkli konsantrasyon hazirlanmistir (Sekil 3.10).

Etanol ile hazirlanmis ekstraktlar i¢in; stok ¢ozelti 100 mg/mL

10 mg/mL — 10 mL ¢ozelti + 90 mL saf su

30 mg/mL — 30 mL ¢6zelti + 70 mL saf su

ile iki fakli konsantrasyon hazirlanmistir (Sekil 3.11).
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Her bir grup icin iki tane ¢ozlict kontrol de 10 mg/mL ve 30 mg/mL saf DMSO ile

hazirlanmstir.

Sekil 3.9. Hazirlanmis olan ekstraktlarin manyetik karistirictda DMSO ile ¢ozdiirtilmesi

3.2.4. A. cepa Deneme Bitkilerinden Kok Ucu Eldesi ve Siklamen Yumru
Ekstrakt Uygulamalar:

A. cepa L. tiiriine ait her bir grupta (kontrol dahil 7 grup) 6’sar sogan olacak sekilde
her bir tekrarda 42 sogandan 3 tekrarda 126 adet yumru saf su ile doldurulmus boyu 15 cm
capt 1,5 cm olan cam deney tiipleri igerisine yerlestirilmistir. Ilk 48 saat tiiplerdeki sular
giin asir1 degistirilmistir. Koklendirme 20-22°C’de gerceklestirilmigtir. Kokler 3-4 cm
boyuna ulagtiktan sonra farkli konsantrasyonlarda hazirlanan yumru ekstrakti saf su ile
¢Ozelti hazirlanarak uygulanmistir. Uygulamadan 24 ve 48 saat sonra kok uglar1 kesilerek
once 3:1 %96’lik etil alkol:glasiyel asetik asit (farmer) fiksatifine alinarak buzdolabinda
+4°C’de saklanmistir. Bir giin sonra kok uglar1 %70’lik etanol igerisine alinarak
mikroskopisi yapilana kadar tekrar buzdolabinda +4°C’de saklanmugtir. Kontrol olarak saf

su kullanilmistir. Tiim denemeler ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.11. Etanollii yumru ekstraktlarinin iki farkli konsantrasyonunun uygulanmasi

3.2.5. Bitkilerde Mitotik Kromozomlarin Incelenmesi

Mitoz boliinme bitkilerin kok uclarinda rahatlikla incelenebilir. Bazi bitkilerde mitoz
periyodik degisim gosterir (Aki ve Karabay, 2004). Kromozom sayimi yapmak amaciyla
materyalin hazirlanmas1 farkli asamalardan olusmaktadir. Bu asamalar; Fiksasyon,
Maserasyon ve Boyama’dir.

Fiksasyon: Arastirmamizda fiksasyon islemi yaparak hiicreleri bozmadan 6ldirmek
amaciyla 3:1 %96’lik etil alkol:glasiyal asetik asit karisimindan olusan farmer fiksatifinde
24 saat boyunca buzdolabinda bekletilmistir. Uzun siire saklanacak kdk ucu materyali bu
karisimda bozulmaya ugrayacagindan dolayi, fiksatif igerisinde tutmak yerine materyal

%70’lik alkol igerisinde buzdolabinda +4°C’de saklanmaistir.
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Maserasyon: Dokularin yumusatilmasi i¢in orta lamelleri ortadan kaldirmak
gerektiginden sogan kok uglart kesildikten sonra, 60°C’lik su banyosunda 1N HCI igeren
cam deney tiiplerinde 11 dk siire ile hidroliz edilmistir. Hidrolizden alinan kok uclar1 saf
sudan gecirildikten sonra kurutma kagidinda fazla su ¢ektirilip boyama islemine
gecilmistir.

Kromozomlarin ~ boyanmasi:  Aragtirmamizda kromozomlarin  boyanmasinda

laboratuvarda hazirlanan asetokarmin boyas: kullanilmistir.

3.2.6. Mitotik Preparatlarin Hazirlanmasi

Boyanma islemi igin hidrolizden sonra her bir gruba ait belli miktarda kok ucu saat
camui igerisine alinarak 10 mL asetokarmin igerisinde bekletilmislerdir. Bazi durumlarda
kok ucunun hemen boyayi almadigi tespit edildiginde ise her bir gruptan kok uglar falkon
tlpleri igerisine 25 mL asetokarmin boyasi koyularak buzdolabinda 24 ile 72 saat degisen
strelerde bekletilerek boyay: iyice almalar1 saglanmstir.

Boyandigina kanaat getirilen kok uglar1 alinarak daha koyu boyanmis olan en ug
kisimlarindan bistiiri yardimi ile kesilerek iizerine 45 derecelik ag1 ile yavas bir sekilde
lamel kapatilmigtir. Kok ucu lamel iizerine kiigiik kesilmis whatman kagidi koyulduktan
sonra hafif¢e ezilerek veya baski uygulanarak ezilmis ve hiicrelerin tek bir tabaka halinde
dagilmasi saglanmigtir. Laboratuvarda Olympus CX-31 marka mikroskop ile gbzlem
yapilmistir. Her grup i¢in 500 hiicre sayilarak mitoz sathalarina ve anormalliklere ait olan

fotograflar ¢ekilmistir.

3.2.7. Mitotik Aktivitenin Hesaplanmasi

Arastirmamizda sayimi yapilan hiicrelerden bdliinen hucrelerin  bdlinmeyen
hiicrelere orani1 hesaplanarak farkli sekillerde ekstraksiyonu yapilmis olan siklamen
ekstraktlarinin hiicre boliinmesi iizerine etkileri belirlenmistir (3.12).

Uygulanan ekstraktlarin konsantrasyonuna bagli olarak mitoz boliinme itizerindeki
genotoksik etkisinin siddetinin belirlenmesi ve hiicre bdoliinmesinin  engellenip

engellenmediginin gosterilebilmesi agisindan mitotik aktivite onemli bir veri sunmaktadir.

Mitotik indeks (%)= et Hicte Sayis, 4 g (3.12)

Toplam Hiicre Sayisi
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Arastirmamizda preparatlar hazirlandiktan sonra her bir preparatta secilen bolgelerde
500 hiicre sayilarak hesaplamalar gerceklestirilmistir. Bu sayim iglemi 3 tekrarli olarak

gergeklestirilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Mitotik Bulgular

4.1.1. Allium cepa L. Turune Ait mitotik Fotograflar

Kontrol grubuna ait soganlarin koklendirilmesinde saf su kullanilmistir. Bu nedenle
mitozdaki meristematik hiicrelerde anlamli bir anormalik frekansi saptanmamistir. Her
grupta sayillan 1500 hiicre igerisinde alinan soganin genotipinden kaynaklanabilecek
sekilde yaklasik olarak 16 anormallige rastlanmistir. Kontrol grubuna ait olan fotograflar

asagida verilmistir (Sekil 4.1-4.2-4.3 ve 4.4).

Sekil 4.1. Kontrol grubu profaz safhasi

Sekil 4.2. Kontrol grubu metafaz sathasi
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Sekil 4.4. Kontrol grubu telofaz sathasi

4.1.2. DMSO ile Hazirlanmms Yumru Ekstraktlarmim Allium cepa L. Turlne
Uygulamasina Ait Mitotik Fotograflar

DMSO ile 10 mg/mL ve 30 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan gruplarin mitoz
iizerine etkileri su sekilde olmustur. Her grupta sayilan tekrarlari dahil olmak {izere 10
mg/mL DMSO uygulanan gruplarda 1500 hiicre igerisinde yaklasik olarak 38 anormallige
rastlanirken, 30 mg/mL DMSO uygulanan gruplarda 1500 hiicre igerisinde yaklasik olarak
57 anormallige rastlanmistir. En sik rastlanan anormalikler diizensiz metafaz ve anafazda
kutup kaymasidir. Bu anormaliklerin toplam anormalik igerisindeki yiizdeleri sirasi ile
%15 ve %10’dir. DMSO ile hazirlanmis ekstraktlarin A. cepa L. tiiriine uygulamasina ait

mitotik fotograflar agagida verilmistir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Cozucu kontrol grubu (DMSO) anafazda kutup kaymasi

4.1.3. Metanol ile Hazirlannms Yumru Ekstraktinin Allium cepa L. Tdrine
Uygulamasina Ait mitotik Fotograflar

Metanol ile hazirlanan ekstraktlarin iki farkli konsantrasyonu A. cepa turine 24 ve
48 saat uygulanmasi sonunda sayilan tekrarlar1 dahil olmak Uzere 10 mg/mL siklamen
ekstrakti uygulanan gruplarda 1500 hiicre igerisinde yaklasik olarak 112 anormallige
rastlanirken, 30 mg/mL siklamen ekstrakti uygulanan gruplarda 1500 hiicre igerisinde
yaklasik olarak 187 anormallige rastlanmigtir. En sik rastlanan anormalikler anafazda
kutup kaymasi ve metafazda tabla kaymasidir. Bu anormaliklerin toplam anormalik
icerisindeki yiizdeleri siras1 ile %25 ve %30’dur. Metanol ile hazirlanmig ekstrakt
tozlarinin Allium cepa L. tiirline uygulamasina ait mitotik fotograflar asagida verilmistir

(Sekil 4.7-4.8 -4.9 -4.10-4.11-4.12 -4.13 -4.14 -4.15 ve 4.16).
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Sekil 4.7.Anafazda koprii olusumu ve kalgin kromozom (24 saatlik uygulamaya ait

fotograflar)

Sekil 4.8. Anafazda kutup kaymasi (24 saatlik uygulamaya ait fotograflar)

Sekil 4.9. Metafazda tabla kaymasi ve diizensiz metafaz (24 saatlik uygulamaya ait
fotograflar)
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Sekil 4.10. Anafazda tripolar kutup olusumu ve kalgin kromozom (24 saatlik uygulamaya

ait fotograflar)

Sekil 4.11. Metafazda kromozom kiriklar1 (24 saatlik uygulamaya ait fotograflar)

Sekil 4.12. Kromozom deformasyonu (48 saatlik uygulamaya ait fotograflar)
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et 5
Sekil 4.13. Anafazda multipolar kutup olusumu ve koprii olusumu (48 saatlik uygulamaya
ait fotograflar)

Sekil 4.14. Metafazda tabla kaymasi (48 saatlik uygulamaya ait fotograflar)

=

Sekil 4.15. Anafazda kromozomlarin ayrilmamas: ve kalgin kromozom (48 saatlik

uygulamaya ait fotograflar)
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=

Sekil 4.16. Diizensiz anafaz ve kalgin kromozom (48 saatlik uygulamaya ait fotograflar)

4.1.4. Etanol ile Hazirlanmms Yumru Ekstraktimim Allium cepa L. Turine
Uygulamasimna Ait Mitotik Fotograflar

Etanol ile hazirlanan ekstraktlarin iki farkli konsantrasyonu A. cepa tiriine 24 ve 48
saat uygulanmasi sonunda sayilan tekrarlari dahil olmak (zere 10 mg/mL siklamen
ekstraktt uygulanan gruplarda 1500 hiicre igerisinde yaklagik olarak 98 anormallige
rastlanirken, 30 mg/mL siklamen ekstrakti uygulanan gruplarda 1500 hiicre igerisinde
yaklasik olarak 142 anormallige rastlanmistir. En sik rastlanan anormalikler diizensiz
kromozom dagilimi ve diizensiz anafaz sathasidir. Bu anormaliklerin toplam anormalik
igerisindeki yiizdeleri sirasi ile % 20 ve %25°dur. Etanol ile hazirlanmis ekstrakt tozlarinin
A. cepa L. tiiriine uygulamasina ait mitotik fotograflar asagida verilmistir (Sekil 4.17-4.18
-4.19-4.20 -4.21 -4.22 ve 4.23).

Sekil 4.17. Anafaz deformasyonu ve kalgin kromozom (24 saatlik uygulamaya ait

fotograflar)
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Sekil 4.18. Anafazda kutup kaymasi ve kalgin kromozom (24 saatlik uygulamaya ait
fotograflar)

Sekil 4.20. Anafazda ayrilmama ve kalgin kromozom (24 saatlik uygulamaya ait
fotograflar)
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Sekil 4.21. Anafazda tripolar kutup olusumu ve kalgin kromozom (48 saatlik uygulamaya
ait fotograflar)

Sekil 4.22. Anafazda kalgin kromozom (48 saatlik uygulamaya ait fotograflar)

Sekil 4.23. Telofazda kutup kaymasi (48 saatlik uygulamaya ait fotograflar)
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4.1.5. Mitotik indeks Bulgulari
Iki farkli ekstraksiyon islemine ait iki farkli konsantrasyon igin olusturulan dort
grubun ve kontrol grubuna ait olan bitkilerin mitotik indeks ortalamalar1 hesaplanmus;

tablo ile ifade edilmistir.

Cizelge 4.1. Allium cepa L. mitotik indeks ortalamalart

Allium cepa L. 24 sa (%MI) 48 sa (%MI)
Kontrol Grubu 11,07 £ 0,81 10,73+ 0,79
C0zuci Kontrol Grubu
10 mg/mL 10,53 £ 0,79 9,87 0,77
(DMSO)
COzuci Kontrol Grubu
30 mg/mL 9,40 £ 0,75 8,87 0,73
(DMSO)
10 mg/mL

8,47 +0,71 7,67 0,68
Metanol
30 mg/mL

6,47 £ 0,63 5,87 £ 0,60
Metanol
10 mg/mL

8,93+0,73 7,87 £ 0,69
Etanol
30 mg/mL

6,93 £ 0,65 6,33 £ 0,62
Etanol

+ Standart hata
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Cizelge 4.2. Kontrol grubuna gore gruplarinin anlamlilik diizeyleri

Boltnen Toplam | Mitotik Standart Varyans z=0,05 igin | z=0,001
hiicre hiicre indeks Varyans Hata pl-p2 Varyans karekok z hesaplar1 | 1,196 icin 3,27

24 saat Kontrol 166 1500 11,07 0,656 0,810

24 saat 10 mg/mL

Cozict kontrol 158 1500 10,53 0,628 0,793 0,533 1,284 1,133 0,471

24 saat 30 mg/mL

Coziicii kontrol 141 1500 9,40 0,568 0,753 1,667 1,224 1,106 1,507 *

24 saat 10 mg/mL

Metanol 127 1500 8,47 0,517 0,719 2,600 1,173 1,083 2,401 *

24 saat 30 mg/mL

Metanol 97 1500 6,47 0,403 0,635 4,600 1,059 1,029 4,469 * *

24 saat 10 mg/mL

Etanol 134 1500 8,93 0,542 0,736 2,133 1,198 1,095 1,949 *

24 saat 30 mg/mL

Etanol 104 1500 6,93 0,430 0,656 4,133 1,086 1,042 3,966 * *

48 saat kontrol 161 1500 10,73 0,639 0,799

48 saat 10 mg/mL

Coziicii Kontrol 148 1500 9,87 0,593 0,770 0,867 1,232 1,110 0,781

48 saat 30 mg/mL

Coziici kontrol 133 1500 8,87 0,539 0,734 1,867 1,177 1,085 1,720 *

48 saat 10 mg/mL

Metanol 115 1500 7,67 0,472 0,687 3,067 1,111 1,054 2,910 *

48 saat 30 mg/mL

Metanol 88 1500 5,87 0,368 0,607 4,867 1,007 1,003 4,850 * *

48 saat 10 mg/ml

Etanol 118 1500 7,87 0,483 0,695 2,867 1,122 1,059 2,706 *

48 saat 30 mg/mL

Etanol 95 1500 6,33 0,395 0,629 4,400 1,034 1,017 4,327 * *

*: Anlamlilik diizeyi

Saf su kullanilan kontrol grubuna gore karsilastirma yapilan uygulama gruplarinda
siklamen yumru ekstrakti iki farkli ¢6ziicii (metanol ve etanol) ile hazirlanan 10 mg/mL ve
30 mg/mL konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saat suresince A. cepa bitkisine uygulanmasi
sonucunda z=0,05 i¢in 1,196’den biiyiik degerler anlamli diizeyde farkliklar gostermistir.
Coziicti kontrol gruplarimizda 10 mg/mL ve 30 mg/mL konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saat
sonunda z=0,05 i¢in 1,196’den biiyiik degerler anlamli diizeyde farkliklar gdstermistir.
Bunun nedenin ise DMSO’in ¢ok diisiik diizeyde toksik etkiye sahip olmasindan dolay1
olabilecegidir. Ayrica metanol ve etanol ile ekstraksiyonu yapilan uygulama gruplariin 30
mg/mL’lik konsantrasyonunda 24 ve 48 saat sonunda z=0,001 i¢in 3,27’den biiylik

degerler anlamli diizeyde farkliliklar1 gdstermistir.
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Cizelge 4.3. Cozuclu kontrol (DMSO) grubuna gore uygulama gruplarinin anlamlilik

duzeyleri
Bolunen Toplam Mitotik Standart Varyans z z=0,05 igin z=0,001 icin
hiicre hiicre indeks Varyans Hata pl-p2 Varyans karekok | hesaplar 1,196 3,27
24 saat 10 mg/mL
Coziicu
kontrol 158 1500 10,53 0,628 0,793
24 saat 10 mg/mL
Metanol 127 1500 8,47 0,517 0,719 2,067 1,145 2,215 1,805 *
24 saat 10 mg/mL
Etanol 134 1500 8,93 0,542 0,736 1,600 1,059 2,088 1,511 *
24 saat 30 mg/mL
Coziicl kontrol 141 1500 9,40 0,568 0,753
24 saat 30 mg/mL
Metanol 97 1500 6,47 0,403 0,635 2,933 0,971 1,956 3,021 *
24 saat 30 mg/mL
Etanol 104 1500 6,93 0,430 0,656 2,467 0,833 1,746 2,960 *
48 saat 10 mg/ml
Coziicii kontrol 148 1500 9,87 0,593 0,770
48 saat 10 mg/mL
Metanol 115 1500 7,67 0,472 0,687 2,200 1,065 2,097 2,066 *
48 saat 10 mg/mL
Etanol 118 1500 7,87 0,483 0,695 2,000 0,955 1,932 2,094 *
48 saat 30 mg/mL
Coziicl kontrol 133 1500 8,87 0,539 0,734
48 saat 30 mg/mL
Metanol 88 1500 5,87 0,368 0,607 3,000 0,907 1,859 3,308 * *
48 saat 30 mg/mL
Etanol 95 1500 6,33 0,395 0,629 2,533 0,764 1,638 3,317 * *

*: Anlamlilik dlizeyi

DMSO kullanilan ¢6ziicii kontrol grubuna gore karsilagtirma yapilan uygulama
gruplarinda ise; yumru ekstrakti iki farkli ¢Ozicu (metanol ve etanol) ile hazirlanan 10
mg/mL ve 30 mg/mL konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saat suresince A. cepa bitkisine
uygulanmasi sonucunda z=0,05 i¢in 1,196 ’den biiyiik degerler anlamli diizeyde farkliklar
gostermistir. Ayrica metanol ve etanol ile ekstraksiyonu yapilan uygulama gruplarinin 30
mg/mL’lik konsantrasyonun 48 saatlik uygulama sonrasinda z=0,001 i¢in 3,27’den biiyiik

degerler anlaml diizeyde farkliliklar géstermistir.

4.2. Tartisma

Aragtirmamizda materyal olarak iki siklamen formuna ait yumrular ¢6ziicii olarak
metanol ve etanol kullanilarak ekstraktlar elde edilmistir. Bu ekstraktlar DMSO ile 10 ve
30 mg/mL’lik konsantrasyonlar haline getirildikten sonra A. cepa L. kok ucu hucrelerine
uygulanmistir. Siklamen yumrularmin hazirlanmasinda da DMSO kullanildigindan
uygulama gruplari1 arasinda 10 ve 30 mg/mL’lik saf DMSO hazirlanarak ¢oziicii kontrol
olarak kullanilmistir. Bu uygulamalar neticesinde metanol, etanol konsantrasyonlarina ve
uygulama siiresine bagli olarak cesitli kromozom anormallikleri ve mitotik indeks
degerinde diisiisler saptanmistir. Saptanan kromozom anormallikleri arasinda gozlenme
frekans1 en yiiksek olanlar, anafazda kutup kaymasi, metafazda tabla kaymasi, diizensiz

kromozom dagilimi ve diizensiz anafaz olarak gézlemlenmistir.
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Arastirmamizda 10 mg/mL’lik metanol ve etanol ile hazirlanmis olan yumru
ekstraktlarinin 48 saat sonunda A. cepa kok uglarinda meydana getirdigi anormallik
frekanslarinin kontrol grubu hiicrelere gore, sirasi ile %15 ve %12 artmis oldugu tespit
edilmistir. Bunun sebebi ise siklamen yumrularinda bulunan saponin vb. maddelerin
genotoksik potansiyellerine bagli oldugu diisiiniilmektedir. DMSO’lu ¢oziicii kontrol
grubunda 48 saat sonunda bu oran %8 olarak diisiik diizeyde anormallik géstermistir.

Morinda citrifolia Linn. tlrinin yaprak ekstraktlarinin degerlendirilmesi i¢in; M.
citrifolia yaprak ekstraktlart %7°1lik hidrojen peroksit ile iki farkli konsantrasyonu (15 ve
30 g/L) 24 saat boyunca A. cepa kok uglaria uygulanmistir. Uygulama gruplarinin mitotik
indeksi kontrol grubuna gdre anlamli bir azalma gostermistir. Kromozomal anormallikler
ise; kromozom kiriklari, koprii olusumu, kutup sapmalar1 ve kromozomlarin ayrilmamasi
seklinde saptanmistir (Sreeranjini ve ark., 2011). Bu sonuglar arastirmamizda elde
ettigimiz mitotik anormallik ve mitotik indeks degerlerindeki diisiislerde elde ettigimiz
sonuglar ile benzerlik gostermektedir.

Arastirmamizda 30 mg/mL’lik metanol ve etanol ile hazirlanmis olan yumru
ekstraktlarinin 48 saat sonunda A. cepa kok uglarinda meydana getirdigi anormallik
frekanslarinin kontrol grubu hiicrelere gore, sirasi ile %25 ve %18 artmis oldugu tespit
edilmistir. DMSO’lu ¢oziicti kontrol grubunda oranlar 48 saat sonunda bu oran %10 olarak
diisiik duzeyde anormallik gostermistir.

Arctium lappa kok ekstraktinin sitotoksik ve genotoksik etkileri A. cepa L. kok ucu
testi ile arastirilmistir. Makroskobik ve mikroskobik analizler igin; 12, 62,5 ve 125 mg/mL
ekstrakt konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Test edilen tim ekstraktlar A. cepa hicre
bolinmesi {izerine sitotoksik etkilere sahip oldugu gozlenmistir. A. lappa kok ekstrakt
konsantrasyonlart kromozomal anormaliklere ve mikroniikleus olusumuna neden oldugu
saptanmistir. Bu bulgular, A. lappa tlrinin kok ekstraktlarin A. cepa kok ucu
hicrelerinde sitotoksik ve genotoksik etkilerini gostermektedir (Khosro ve Fatemeh, 2012).
Bu sonuglar arastirmamizda elde etti§imiz mitotik anormallik ve mitotik indeks
degerlerindeki diisiislerde elde ettigimiz sonuglar ile benzerlik gostermektedir.

Mimosa pudica L. tiriniin yaprak ve kok ekstraktlarinin A. cepa kok ucu hiicrelerine
sitotoksik etkileri Gzerine bir arastirma yapilmistir. Bu g¢alismada, Mimosa pudica L.
tirindn yaprak ve kokleri golgede kurutulduktan sonra saf su ve petrol eter ile Soxhlet
cihazinda ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. Her iki ekstrakt i¢in; 100 mL ¢ozelti 2
mg, 4 mg ve 6 mg ekstrakt ile hazirlanmis ve bitki kdk uclarma uygulanmistir. Sonuglar

karsilastirildiginda, petrol eter ekstraktinin saf su ekstraktinin mitotik indeks frekansindan
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% 50 daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Petrol eter kok ekstrakt konsantrasyonlarinda (2
mg hari¢) mitotik indekste azalma ve aktif mitotik indeks frekansinda artis gozlenmistir.
Yaprak ve kok ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinda kromozomal anormallikler;
kromozom kiriklari, kdprii olusumu ve diizensiz metafaz seklinde tespit edilmistir (Malode
ve ark., 2012).

Kochia indica yaprak ekstraktinin dort farkli konsantrasyonu (10, 20, 30 ve % 40) ¢
farkli zaman suresinde (6, 12 ve 24 saat) Vicia faba L. tiirtine uygulanmustir. Diisiik dozlar
cimlenme, biiylime ve mitotik indeks parametreleri iizerinde kisa siireli uyarict etki
gostermistir. Mitotik ve mayoz anormalliklerinin ylizdesi konsantrasyon ve siire artigina
bagli olarak artmistir. Mikroniikleus, laggard ve koprii olusumu biitiin konsantarsyonlarda
gbzlenmistir fakat yliksek dozlarda daha sik saptanmistir (Haroun, 2010).

Calotropis procera tiiriiniin yaprak petrol eter ekstraktlarinin genotoksik ve
antimutajenik etkileri 5, 10, 15 ve 20 mg/mL konsantrasyonlarinda 3 saat boyunca Allium
cepa kok ucu hiicrelerine uygulanarak arastirilmistir. Arastirma sonuglarinda, kromozomal
anormalikler 20 mg/mL C. procera yaprak petrol eter ekstraktinda artis gostermistir.
Kromozomal anormalikler ise; diizensiz metafaz, telofazda kutup kaymasi ve kopri
olusumu oldugu saptanmistir (Malode ve ark., 2010).

Euphorbia hirta ekstraktinin genotoksik etkileri A. cepa testi kullanilarak
arastirilmistir. Ekstraktin farkli konsantrasyonlar1 (125, 250, 500, 1000 pg/mL ) A. cepa
kok meristemleri (zerinde test edilmistir. Sonuglar ekstrakt konsantrasyonlari arttik¢a
mitotik indeksin azaldigin1 gostermistir. Kromozom anormalliklerinde doza baglh bir artig
gozlenmistir. Bu arastirmanin sonucunda, E. hirta 1000 pg/mL ekstrakti anlamli bir
genotoksik etki saptanmistir (Sasidharan ve ark., 2012).

Yaygin olarak kullanilan tibbi bitki Tinospora cordifolia turiniin genotoksik/
sitoksik etkileri A. cepa L. kok ucu testi kullanilarak arastirnlmistir. Genotoksisite
arastirmasinda ti¢ farkli T. cordifolia ekstraktinin doz konsantrasyonlari (10, 20 ve 30 mg/
mL) 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanmistir. Mitotik indeks ekstrakt konsantrasyonlar
arttikca azalmistir. Fakat kontrol gruplari ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. Yukaridaki sonuglar goz oOnlinde bulunduruldugunda, T. cordifolia
ekstraktinin diisiik dozda kullanim1 giivenli olarak kabul edilebilir (Sinha ve ark., 2013).

Artemisia annua metanol ekstraktinin A. cepa kok meristem hicreleri tzerindeki
sitotoksik ve genotoksik etkileri incelenmistir. Soganlar ekstraktin 450, 900, 1350 ve 1800
mg/mL konsantrasyonlarma 3, 6 ve 12 saat siire ile maruz birakilmigtir. Mitotik indeks

artan ekstrakt konsantrasyonuyla azalmistir. Bu makalede, A. annua ekstrakt
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uygulamasiyla kromozomal anormalliklerin olusumu, hiicre 6limii ve hiicre zarindaki
bozukluklar ilk kez gosterilmistir. Boylece, farkl testlerle A. annua ekstresinin sitotoksik
ve genotoksik potansiyeli A. cepa kok hiicrelerinin kullanilmasiyla degerlendirilmistir ve
toksik olmadigi belirlenen dozun kullanimi 6nerilmistir (Karaismailoglu, 2014).

Tezimizde elde edilen sonuglara bakildiginda siklamen yumru ekstraktlarinin A. cepa
kok ucu hicrelerinde mitotik indekste azalma ve kromozom anormaliklerinde artis
gbzlenmistir. Bu arastirmalar sonug agisindan benzerlik géstermektedir.

Bitki ekstraktlarmin bitkiler disindaki organizmalarin hiicreleri iizerinde meydana
getirmis olduklart sitotoksik, genotoksik, spermisit, antimikrobiyal, anti-enflamatuar ve
agr kesici etkileri saptanmistir. Yapilan aragtirmalarin sonuglarina bakildiginda;

C. trochopteranthum yumru ekstraktinin analin 4-hidroksilaz, etoksiresofurin O-
deetilaz, metoksiresorufin O-demetilaz, kafein N-demetilaz aminopirin N-demetilaz ve
eritromisin N-demetilaz enzimleri lizerine etkileri saptanmistir. Bu enzimlerin tiim
aktiviteleri siklamen ekstrakti ile uyarilmistir. Buna ek olarak, Western-blot ve RT-PCR
sonuglart CYP2EI, CYP1A1/CYP1A2 ve CYP2C6 proteini ve mRNA seviyeleri 6nemli
Olcude siklamenin dort farkli dozlar ile arttigini gostermistir. Bu sonuglar; siklamen
yumru ekstraktinin sadece inhibe edici potansiyeli degil aym1 zamanda ilaclarla birlikte
uygulandiginda ilaglarin metabolizmasina katilabilece§ine dikkat ¢cekmektedirler. Ayni
zamanda sitokrom P450-bagimli ilag metabolize edici enzimlerin indiiksiyonu igin
toksisite ve karsinogenezin gelisimini etkilemektedir (Sen ve ark., 2011).

Cyclamen hederifolium yumrularinda izole edilen bilesiklerin sitotoksik aktivitesi
Hela (insan servikal kanser hiicreleri), H-446 (insan akciger kanser hiicreleri), HT-29
(insan kolon kanser hcreleri) ve U937 (insan 16semi hiicreleri) hiicre hatlar1 tizerinde
degerlendirilmistir. 1 ile 50 uM arasindaki konsantrasyon araligindaki bilesikler hiicre
sayisinda onemli bir azalmaya neden olmustur (Karayildirim ve ark. 2012).

Cyclamen graecum Link. ekstraktlariin antioksidan aktivitesi ve trake dokusu
tizerindeki histolojik etkisinin degerlendirildigi bir arasgtirmada, antioksidan aktivitenin
belirlenmesinde DPPH ve B-karoten - Linoleik asit yontemi kullanilmistir. C. graecum
Link. ekstraktlarinda en yliksek antioksidan aktivite yeriistii kisminin etanollii ekstraktinda
elde edilmistir. C. graecum bitkisinin 1 mg/mL lik hazirlanan eksraktlar arasinda en
yuksek serbest radikal giderim aktivitesi yeriisti kismmin etanollii ekstraktinda
bulunmustur. Bitkinin 0,1 g/L ve 0,3 g/L ekstraktlarmin oral olarak verildigi sicanlarin
trake dokusu mukus materyali nétral sekerlerinin yogunlugunda, gruplar arasinda belirgin

bir farklilik gézlenmemistir (Metin, 2012).
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C. coum tiiriiniin bitki ekstraktinin farkli konsantrasyonlar1 servikal kanser ( Hela) ve
akciger kanser hiicrelerine ( H1299) uygulanmistir. Siklamen ekstrakti doza bagli bir
sekilde her iki Hela ve H1299 hiicrelerinin hiicre dliimiine neden olmustur. Siklamen
ekstrakti Hela (IC50=8,61pg/ml) ve H1299 (ICs50=9,5ug/ml) hiicre hatlarinda 6nemli
derecede sitotoksik oldugu tespit edilmistir (Y1ldiz ve ark., 2013).

Siprofloksasin ile n-biutanolik C. coum ekstraktinin kombinasyonu bir, ii¢ ve bes
gunlik P. aeruginosa biyofilmleri iizerindeki arastirmada; ekstrakt P. aeruginosa
suslarinin planktonik hiicrelerine karsi antibakteriyel aktivitesini ortaya koymustur.
Sonuglar ise, bir ve ¢ ginlik eski biyofimler siprofloksasin veya n- bitanolik C. coum
ekstraktindan etkilendigini gostermistir. Boylelikle, siprofloksin ile birlikte n- biitanolik C.
coum ekstraktt P. aeruginosa biyofilmlerine karsi 6nemli 6l¢iide daha etkili oldugunu
gostermistir (Ali ve ark., 2014).

C. mirabile ve C. alpinum tirlerinin tuberlerinden elde edilen ekstraktlarin Culex
pipiens L. tirline kars1 larvisidal aktivitesini, ekstraktin ¢esitli konsantrasyonlarina maruz
birakilarak degerlendirilmistir. 12, 24, 48, 72 ve 96 saatlik maruz kalma sonunda 6liim
gozlenmistir. Culex pipiens L. tlrinin geng larva ile yash larvalar ile karsilastirildiginda
geng larvalar ekstraktlara daha duyarli oldugu tespit edilmistir. LCsg ve LCgo degerlerinin
karsilagtirillmasinda, C. mirabile tirinin C. alpinum tdriinden daha aktif oldugunu
gostermistir (Cetin ve ark., 2013).

C. libanaticum Hildebr. ve C. persicum Mill. tlrlerinden izole edilen saxifragifolin B
ve cyclamin, iki triterpen saponinin sitotoksik, klastojenik, anojenik ve antiklastojenik
etkilerinin yani1 sira antioksidan potansiyeli arastirilmistir. Saponinlerin kanser hiicre
hatlarina kars1 giiclii bir sitotoksik aktivite gostermistir. Saxifragifolin B, gdgiis
adenokarsinom ve akciger karsinoma karsi mitomisin C’den daha aktif oldugu
bulunmustur. Referans bilesikler ile karsilastirildiginda iki molekiil de diisiik antioksidan
aktivite saptanmustir (Hosry ve ark., 2014).

Bugiline kadar cesitli arastiricilar tarafindan yapilan arastirmalarda, siklamen
yumrularinda bulunan kimyasal maddeler ve bu maddelerin tibbi ve zehirli etkileri {izerine
cesitli calismalar yapilmistir. Bu arastirmalar genellikle siklamen yumrularindaki
bilesiklerin in vitro genotoksik, sitotoksik, spermisit, antimikrobiyal, anti-enflamatuar ve
agr kesici etkileri saptanmistir. Siklamen yumru ekstraktinin konsantrasyonu ve uygulama

sliresi ortaya ¢ikan etki derecesini arttirmaktadir.
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Calismamizda iki farkli ¢oziicii ile (metanol ve etanol) iki farkli konsantrasyonda (10
mg/mL ve 30 mg/mL) 24 ve 48 saatlik uygulama gruplari olusturulmustur. Uygulama
gruplarimizin tamaminda yumru ekstraktinin sogan kok ucu hicrelerinde genotoksik etkiye

neden oldugu saptanmustir.
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BOLUMS5
SONUC VE ONERILER

Arastirmamizda C. persicum Mill. tarinun iki g¢esidinin yumru ekstraktlarinin A.
cepa bitkisinde mitoz béliinme ve kromozomlar {izerine olan etkileri arastirilmistir. Daha
once siklamen yumru ekstraktlarinin genotoksik etkilerinin bitkiler {izerindeki etkilerini
inceleyen bir arastirmaya literatiirde rastlanmamistir. Bu ise tamamladigimiz Yiiksek
Lisans Tez arastirmasinin 6zglinliigiinii géstermektedir.

Arastirmamizda siklamen yumru ekstrakti iki farkli ¢oziicii (metanol ve etanol) ile
hazirlanan 10 mg/mL ve 30 mg/mL iki farkli konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saat siiresince
A. cepa bitkisine uygulanmasi sonucunda arastirma yapilan bitkimizde normal mitoz
boliinmelerin yani sira uygulamalarin zamanina paralel olarak ¢esitli mitotik anormallikler
gozlenmistir. Mitotik indeksin kontrol grubuna gore diisiis gosterdigi saptanmis, standart
hatalarla ifade edilmis ve sonuglar tablo ile gosterilmistir. Mitotik indeks degerleri A. cepa
tirinde kontrol grubunda 24 saatlik 6rnekler 11,07 iken metanolli 10 mg/mL yumru
ekstrakt  konsantrasyonunda 8,47’¢, metanoli 30 mg/mL yumru ekstrakt
konsantrasyonunda 6,47’e diismiistiir. Ayrica mitotik indeks etanollii 10 mg/mL yumru
ekstrakt  konsantrasyonunda 8,93’¢ ve etanolli 30 mg/mL yumru ekstrakt
konsantrasyonunda 6,93’e diismiistiir. 48 saatlik orneklerde ise kontrol grubu mitotik
indeksi 10,73 iken metanolli 10 mg/mL yumru ekstrakt konsantrasyonunda 7,67’e,
metanoli 30 mg/mL yumru ekstrakt konsantrasyonunda 5,87’e diismiistiir. Ayrica mitotik
indeks etanolli 10 mg/mL yumru ekstrakt konsantrasyonunda 7,87’¢ ve etanollii 30
mg/mL yumru ekstrakt konsantrasyonunda 6,33’¢ diismiistiir.

Gozlenen kromozom anormallikleri arasinda; metafaz safhasinda kutup kaymasi,
anafaz safhasinda diizensiz kromozom dagilimi, kalgin kromozomlar, kutup kaymasi,
koprii olusumu, kromozomlarda ayrilmama, telofaz sathasinda kutup kaymasi, kromozom
kiriklari, anafazda tripolar ve multipolar kutup olusumu goériilmiistiir.

Bu tlir tibbi bitkilerin yumru, toprak alti ve istii kisimlart halkimiz tarafindan
alternatif tip uygulamalarinda bilingsiz bir sekilde tiiketilebilmektedir. Tamamlanan
arastirmamiz sonucunda bu tiir bitki kistmlarinin kullaniminda dikkatli olunmasi gerektigi
sonucu bir kez daha ortaya konulmustur.

Aksi takdirde konsantrasyon (insanlarda kullanim siklig1) artisina bagh olarak etken

madde artis1 da olmasi kaginilmaz bir sonugtur bu durum ise canlilarda genotoksik etki
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meydana getirebilmektedir. Tibbi bitkilerin aktarlardan alinip bilingsizce kullanilmasi
engellenmelidir.
Bitki ekstraklarinin diger bitkiler agisindan kullaniminin énemi, pestisitlere alternatif

olarak kullanim1 olabilir bu durum ekosistemde kirlilik yiikiinii azaltacaktir.
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