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OZET

Bu ¢alismada, Achillea teretifolia bitkisinin toprak istii kisimlarindan elde edilen sivi
ekstrenin, Allium cepa kok ucu hiicrelerindeki mitoz boliinme ve kromozomlar lizerine
olan etkileri incelenmistir. On ¢alismada ECso degeri 50 g/L olarak belirlenmistir.
Achillea teretifolia sulu ekstrelerinin degisik konsantrasyonlar1 (25, 50 ve 100 g/L) ve
pozitif kontrol olarak MMS, Allium cepa kok ucu hiicrelerine uygulanmigtir. Negatif
kontrol olarak distile su kullanilmistir. Allium cepa’nin hiicre dongiisii 24 saat oldugu

icin uygulama siiresi 12, 24, 48, 72 ve 96 saat olarak belirlenmistir.

Mitotik indeks ve mitotik faz frekanslar1 her bir doz ve sire icin ayr1 ayri
hesaplanmistrr. Elde edilen veriler, SPSS 15.0 paket programinda Duncan testi ile
istatistiksel yonden degerlendirilmistir. Mitotik indeksteki degisiklikler tiim doz ve
uygulamalarda kontrol grubuna gore artmms olup bu artislar istatistiksel agidan 6nemli
bulunmustur. En fazla goriilen anormallikler kalgm kromozom, yapisiklik ve bozulmus
anafaz-telofazdir. Ayrica c-mitoz, prometafaz, anafaz koprisii ve poliploidi’ye de

rastlamilmugtir. Interfaz sathasinda ise biniiklear hiicre bozukluklar1 tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Achillea teretifolia, Allium cepa, bitki ekstresi, mitotik indeks,

mitotik anormallikler
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SUMMARY

In this study, the effects of aqueous extract from aerial part of Achillea teretifolia on
mytosis and chromosomes of Allium cepa root tip meristematic cells were investigated.
In the pre experiment, 50 g/L aqueus concentration was determined as ECsp. Root tip
cells of Allium cepa were subjected to different concentratinos of Achillea teretifolia
aqueus extract (25, 50 and 100 ¢g/L) and MMS was used as positive control. Distilled
water was also used as negative control. Since Allium cepa cell cycle is 24 hours, the
application process was carried out as 12, 24, 48, 72 and 96 h.

Mitotic index and mitotic phase frequencies were calculated separately for each dose
introduced. The data obtained from the study was subjected to statistical analyses by
using SPSS 15.0 package program and Duncan test was performed in the comparisons.
The differences in the mitotic index were observed to be increasing in all the doses and
the applications when compared to the control. The rates of increment were found to be
statistically meaningful. The most observed abnormalities were: remained chromosome,
stickness and disturbed anaphase-telophases. In addition to these, c-metaphase,
prometaphase, anaphase bridge and poliploidy were also observed. In the interphase,

binuclear cells were also observed.

Keywords : Achillea teretifolia, Allium cepa, plant extract, mitotic index, mitotic

abnormalities
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1. GIRIS

Bitkilerin tedavi amaciyla kullanilmalari ¢ok eski yillardan beri siiregelmektedir. Diinya
tikelerinde oldugu gibi, iilkemizde de, deneme yanilma ydntemiyle bulunmus halk
arasinda "sifali bitkiler" olarak anilan birgok bitki, hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Benli 2005). Diinya Saglhk Teskilati (WHO)’ nin 91 iilke iizerinde
yaptig1 aragtirmaya gore, tedavi amach kullanilan tibbi bitkilerin toplam miktar1 20000
civarindadr. Bunlardan 500 kadarinin iiretiminin yapildigir kaydedilmektedir. Ayrica
degisik amaclarla kullanilan bitkilerin ¢cok azi1 farmakopilerde (kodeks) kayithdir.
Omegin: Tiirk kodeksinde kayith bitki sayis1 140 civarindadir. Halbuki halk arasmda
tibbi amagla kullanilan bitkisayis1 ¢ok daha fazladir (Krbag 1999).

Tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif maddeler {izerindeki c¢alismalar,
1980’lerden itibaren biitiin diinyada artan bir ivme gostermistir (Aboolenein 1982).
Gliniimiizde mevcut ilaglarin 1/4’1 bitkisel kokenlidir (Cassileth 1998).

Bitkilerin tedavi amac1yla kullanilmalarindaki temel sorun, milyonlarca insanin bitkilere
bu kadar rahat giivenmesidir. Bu giiven sonucu ortaya ¢ikan bilingsiz yaygmn kullanim,
toplum saghigmi tehlikeye atacak pek c¢ok soruna yol agabilmektedir. Bitkisel {irlinler
dogal olduklar1 i¢in siklikla glivenli olarak algilanir. Fakat dogal olan, her zaman
giivenli olan demek degildir. Bitkiler potent biyoaktif maddeler icerir. Pek ¢ok bitki
yiksek derecede toksiktir ve diger tamamlayici tedavi yontemleri i¢cinde bitkisel tedavi,
yan etki ve toksisite yoniinden ¢ok daha fazla risk taswr. Bitkisel iirlinlerin kullaniminda
bitkinin dogrudan toksik etkileri, alerjik reaksiyonlar, kontaminasyona bagh etkiler, ilag
ve diger bitkilerle olan etkilesimler nedeniyle tehlikeli ve Oldiiriicii yan etkileri
goriilmiistiir. Sonu¢ olarak bitkilerle tedavi tiim diinyada ve iilkemizde yaygin olarak
kullanilmakta, ancak bazen ¢ok ciddi saglik sorunlarina da yol agabilmektedir (Sarigen
vd. 2005).

Degisik kimyasal veya Oziitlerin etkilerinin belirlenmesinde farkli test sistemleri
kullanilmaktadir. Bunlardan en yaygm olarak kullanilanlarindan birisi de Allium
testidir. Allium testi ilk defa Levan tarafindan 1938 yilinda kolsisinin etkisini



belirlemek amaciyla yapilmistir. Daha sonraki yillarda bu temel test sistemine belirli
modifikasyonlar yapilarak kullanim alani gelistirilmistir (Fiskesjo 1985). Allium testi
hizh, giivenilir, uygulanmasi kolay ve ekonomik bir test sistemidir. Ayrica prokaryotik
veya Okaryotik canlilarla yapilan diger, alternatif kisa donem toksisite test sistemleriyle

iyi bir korelasyon gostermektedir (Fiskesjo 1985, Marco et al. 1986).

Bu ¢aligmada, Achillea teretifolia bitkisinin kok tizeri kisimlarindan elde edilen sivi
ekstrenin, Allium cepa kok ucu hiicrelerinde mitotik indeks ve faz indeks tizerine

etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 Achillea (Astracea)

Achillea mitolojik bir ge¢mise sahiptir. Cesitli belgelerden giinlimiize kadar gelen
bilgilere gore; Achillea genusu, ismini ilyada Destani kahramani, savasc1 Achilles’den
almustir. Achilles, Truva Savaslar1 boyunca, kanamalarini durdurmalar1 ve yaralarmi
iyilestirmeleri i¢in askerlerine bu bitkilerden dagitmistir. Achilles’ten dolay1 bu genus
geemis ¢aglardan bu yana Achillea adi ile bilinmektedir (Konemen 1999). Achillea
genusu; Avrupa, Ortadogu ve Tirkiye’de ¢ogu endemik olan yaklagik 85 tiirden olusur.
Tirkiye floras1 igindeki42 tiiriin 23’1 endemiktir (Huber-Morath 1975).

2.1.1 Achillea Tiirlerinin Terapétik Etkileri

Iiging olarak bazi Achillea tiirleri etnofarmakolojik &zelliklidir. Yapilan gesitli
arastirmalarla bu tiirlerin, antispazmodik, analjezik, antiinflamatuvar, antipiretik,
kolagog ve hemostatik etkilere sahip oldugu saptanmistir (Kastner at all. 1995, Newal et
al. 1996). Bazi tiirler, kozmetikte gilizel koku tiretiminde kullanilir. Anadolu’da yillardir
yara iyilestirici olarak ve hemoroid tedavisinde kullaniimaktadir. Halk arasinda bitki
cay1 olarak kullanilan Achillea tiirleri; ditiretik, karm agris1 igin, gaz soktiirlicli ve ishale
kars1 tedavi edici 6zellikleri ile bilinmektedirler. (Akkol vd. 2009). Bu nedenle ¢esitli
Achillea taksonlari, oOzellikle Avrupa’da bazi farmasdtik preparatlarin ve tibbi gay
karisimlarinin bilesimine girmektedir (Baytop 1999, Gruenwald et al. 2000).

Karamenderes ve arkadaslar1 (2002) bazi Achillea tiirlerinin ugucu yag bilesenlerini
arastirmislardir.  1,8-sineol, kamfor ve borneol, arastirmada kullanilan bitkilerdeki en
fazla bulunan ugucu yag bilesenleri oldugu rapor edilmistir (Cizelge 2.1). Achillea
tiirleri, ugucu yaglar, flavonoidler, seskiterpenoidler ve alkoloidler gibi ¢esitli kimyasal
bilesikler icermektedirler (Kastner et al. 1995). Achillea nobilis’in toprakiistii
kisimlarinin  flavonoid icerdigi saptanmustir. Achillea nobilis ekstrelerinin  fare

deudeumunda gii¢lii antispazmod ik etki yaptig1 anlasimistrr (Int.Kyn.1)



A.millefolium A. millefolium A kotschyi
Bilesik subsp. ~subsp. A.crithmifolia subsp.

pannonica (% | millefolium (% (% Oran) kotschyi (%

Oran) Oran) Oran)

thujene - - + +
a-pinene 0.8 + 1.2 2.3
camphene 1.9 + 1.1 +
B-pinene 0.6 0.1 + 2.7
yomogi alcohol 0.1 17.7 - -
a-terpinene 0.4 - 12.0 1.8
1,8-cineole 43.3 4.6 57 20.8
artemisia keton 11.9 - 35 -
y-terpinene - - - 1.0
artemisia alcohol 0.7 37.2 - -
terpinolene 0.4 - - -
linalool - - 2.7 -
a-thujon - - - 1.4
chrysanthenone - - 135
camphor 10.4 - 18.8 4.9
camphene hydrate - 3.8 - 4.1
cis-chrysanthenol - - - 3.9
borneol 16.9 2.5 1.7 2.0
terpinene-4-ol 3.1 - 2.3 4.5
a-terpineol 2.3 - - 2.6
myrtenol - - - 1.4
cis-ascaridole - - 27.2 -
bornyl acetate 0.7 8.8 - -
cis-jasmone - - 0.5 -
[-caryophyllene - - 0.6 1.0
elemol - 2.9 - -
(E)-nerolidol - 17 - 5.2
caryophyllene oxide 1.9 2.5 1.8 7.4
10-epi-A-eudesmol 0.4 - - -
-eudesmol - 2.3 - -
a-bisabolol oxide B - - - 3.9
dihidro-eudesmol 0.7 - - 3.2
B-bisabolol 1.4 15 - 4.1
g%)e—gteerolldolol ) 36 i 47
germacrone - 1.6 - -

Cizelge 2.1 Achillea taksonlarinda, ugucu yaglarin bilesenleri ve baz1 Achillea tiirlerinde ugucu
yag miktarlar1: relatif % (Karamenderes vd. 2002)




Yurdumuzda halk arasinda “Ayvadana” adi ile taninan Achillea nobilis subspecies
sipylea, Bat1 Anadolu’da karm agrisina kars1 ¢ay seklinde hazirlanarak kullanilmaktadir.
Bazi flavonoidlerin memelilerin ¢esitli dokularinda antispazmotik etki gdsterdigi

bilinmektedir.

Halk arasinda yillardir yara iyilestirici ve agri kesici 6zellikleri ile bilinen, bes Achillea
tiriiniin (Achillea phrygia, Achillea wilhelmsii, Achillea setacea, Achillea sipikorensis,
Achillea vermicularis), folklorik kullanimini arastrilmistir. Bu amagla, bitkilerin
etanolik ve sulu ekstreler1 hazirlanmustir. Arastrmada, Achillea tiirlerinin agr1 kesici
ozelliklerinin belirlenebilmesi icin, erkek Isve¢ albino farelerinde, p-benzokinon
kullanilarak kivranma testi uygulanmustir. Bitkilerin, anti-inflamatuvar aktivitelerinin
anlasilmas1 igin, farelere karragen uygulanarak arka ayak Odemi testine tabii
tutulmustur. Arastrma sonucunda, A. wilhelmsii, A. setacea ve A. vermicularis’ten
hazirlanan etanollii ekstrat 500 mg/kg dozda herhangi bir akut toksisite ve gastrik hasar
olusturmaksizin kuvvetli antinosiseptif ve anti-inflamatuvar aktivite gostermistir. A.
phrygia sadece kuvvetli antinosiseptif aktivite gOsterirken, A.sipikorensis’te ise
herhangi bir anti-inflamatuvar ve antinosiseptif aktivite belirlenmemistir (Kiipeli et al.
2007).

Achillea genusunun, halk arasinda en fazla tanmnan ve bir¢ok rahatsizhigin tedavisinde
ilag olarak yaygin kullanilan tiirii; Achillea millefolium’dur. Anadolu’da olduk¢a yaygin
yetisen Achillea millefolium folklorik olarak, agri kesici, kas gevsetici, Sindirimi
kolaylastirict, isetici, antiseptik, kanamayir durdurucu, yumusatici, agri kesici, yara

tyilestirici ve hemoroid tedavisinde uzun yillardir kullanilmaktadir.

Achillea millefolium anti-inflamatuar etkisi sebebi ile halk arasinda yara iyilestirici
olarak kullanilmigtr. Ayrica hemoroid, gastrit, bobrek ve karaciger bozukluklarma kars1
olduk¢a etkilidir. Bitki igerisinde bulunan achillein isimli act madde, kanamay1
durdurucu etki gosterir ve yapraklarmdan elde edilen ekstre, patojenlerin gelisimini

engellemektedir (Popovic et al. 2002).



Achillea genusunda bulunan 14 laktonik seskiterpen; tiiméral, antitimoral,

antibakteriyal, antiallerjik, biiyiime tesvik edici ve engelleyici Ozellikleri olan
maddelerdir (Yirekli vd. 1982).

2.1.2 Achillea teretifolia Willd.

Omiirleri iki yillik olan, boyu 20-40 cm arasinda degisen Achillea teretifolia bitkisinin;

goet alesi yuvarlak, boyuna ¢izgili, tiiyleri yatik-tomentoz bi¢cimli veya tiiysiiz
ozelliktedir (Sekil 2.1).

Yapraklary; dagmik tiiylii, seritsi-ipliksi sekilde, orta yapraklar ise 15-30 x 0.5-1 mm,
tilysii pargali, parcalar1 kiremitvari dizili, béliinmemis veya nadiren 3 loblu, 0.5 x 0.3

mm ebatlarinda ve disk¢ikli bigimdedir.

Kapitulalar (bas¢ik seklindeki ¢icek durumu), 10-40 adet ve korimboz seklinde dizili
olup korimboz 3-7 cm enindedir. Kapitula sap1 4-13 mm boyundadir. Involukrum
(brakte toplulugu) sekli yuvarlagimsi, tabanda ¢ukurcuklu olup, boyu ve eni 3-5 mm

arasindadir. Fillariler; yumurtamstmzraksi sekilde, hafifce sivri veya kor uglu, tiyleri



daginik bigimde olup i¢ fillariler, darca ve seffaf kenarhdir. Dilsi ¢igekleri; 5-7 adet, 2-3
mm ebatlarinda, beyaz renklidir. Tipsii ¢icekleri ise 20-45 adet ve sari renklidir.

Ciceklenme zamani haziran ve agustos aylari arasindadrr.

Rakimi 900-2150 m yiikseklikteki, tashk steplerde, kayalik yamaglarda, igne yaprakli
ormanlar ve subalpin ¢ayirlarda bulunur. Tiirkiye’de; I¢ Anadolu, Giiney ve Giineydogu
Anadolu bolgelerinde endemiktir. Achillea teretifolia Iran-Turan elementi olan bir
bitkidir (Ertekin 2002).

2.1.2.1 Achillea teretifolia Willd. Sistematigi

Regnum : Plantae
Subregnum  : Tracheobionta

Divisio : Magnoliophyta

Classis : Magnoliopsida

Subclassis - Asteridae

Ordo . Asterales

Family : Asteraceae

Genus :Achillea

Species : Achillea teretifolia (Int.Kyn.2)

2.2.4 Achillea teretifolia Bitkisinin U¢ucu Yag Bilesenleri

Achillea teretifolia bitkisindeki ugucu yag miktarlarina dair iki farkli ¢alismada iki
farkli sonu¢ bulunmustur. Unlii ve arkadaslar1 (2002) yaptiklar1 ¢alismada, dkaliptol,
borneol, kamfor ve kamfeni bitkide baglica bulunan yag asitleri olduklarmi rapor
etmiglerdir (Cizelge 2.1). Hacioglu (2005) ¢alismasinda, krizantenil asetatm bitkideki
diger yag asitlerine oranla oldukca baskin oldugunu gostermistir (Cizelge 2.2).
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Bilesik % Oran
a-Pinene 1.2
Camphene 15
Sabinene 4.7
a —Phellandrene 11
a —Terpinene 1.2
Eucalyptol 19.9
y-Terpinene 1.2
trans -Sabinene hydrate 0.9
Linalool -

Nonanal _

Thujone 5.1
Isothujone 2.3
cis -Menth-2-en-1-ol (para) 2.3
trans -Pinocarveol -

Camphor 11.1
3,6-dimethyl-2,3,3a,4,5,7a-hexahydrobenzofuran 0.5
Pinocarvone 0.3
Borneol 11.9
Terpinen-4-ol 3.4
a-Terpineol 2.5
cis —Piperitol 0.8
Myrtenol -

trans —Piperitol 2.8
7-Methyl-3-methylene-6-octen-1-ol 1.0
3,7-Dimethyl-3,6-octadien-1-ol (Z) 1.0
Bornyl acetate 0.5
Lavandulyl acetate -

Thymol 0.7
Eugenol 0.6
Caryophyllene 14
Germacrene D -

Nerolidol 2.6
Caryophyllene oxide 1.1
Caryophylla-4(14),8(15)-dien-5beta-ol -

3-Eudesmol 1.0
Bisabolol oxide B -

Bisabolone oxide -

Cizelge 2.1 Achillea teretifolia Bitkisinin % Ugucu Yag Oranlarr1 (Unlii vd. 2002)



Bilesenler % Oran
krisantenil asetat 81,95
L-kamfor 7.28
a-pinen 473
(+)-2-karen 1.27
Valeranon 0,98
B-pinen 0.61
cis-jasmon 0.53
Piperiton 0.47
y-kadinen 0.47
y —eudesmol 046
karyofillen oksit 0.33
y —terpinen 0.23
o —terpinen 0.23
bornil asetat 0,22
B —karyofillen 0.14
a —kopaen 0.1

Cizelge 2.2 Achillea teretifolia Bitkisinin % Ugucu Yag Oranlari-2 (Hacioglu 2005)

2.2 Mutajenik Caliymalarda Bitki Test Sistemlerinin Kullamlmasi

Bitkiler, kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin belirlenmesinde ¢ok uzun zamandan
beri kullanilmaktadir. Modern genetigin bir¢ok temel kavram yiiksek yapili bitkilerle
yapilan ¢aligmalar sonucu elde edilmistir. Mutasyon terimi ilk defa Hugo de Vries
tarafindan 1909 yilinda Oenothera lamarckiana bitkisinde meydana gelen kalitsal
degisiklikleri tanimlamak i¢in kullanilmistrr (De Vries 1909).

Mutajenite ¢aligmalarinda bitkilerin kullanimi, ilk defa Levan (1938) tarafindan,
kolsisinin Allium cepa kok hiicrelerinde ig ipliklerinin dagilmasma ve poliploidiye yol
actigmi  gostermesiyle baslamistr. Bu test sistemine ek olarak kimyasallarmn

kromozomlar {izerindeki etkisi arastirmak icin Vicia faba (Amer et al. 1983),



Tradescantia paludosa (Dryanosvka 1987), Hordeum vulgare (Kluge et al. 1985),
Pisum sativum (Amer et al. 1999) ve Crepis capillaris (Dimitrov 1994) gibi pek gok
bitki tiirti yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bakteriler, diisiik yapili bitkiler, bocekler ve memeli hiicrelerinde yapilan mutajenite
cabymalarmm artmasiyla birlikte kimyasallarm muhtemel mutajenik etkilerinin
calisilmasinda yiiksek yapili bitki test sistemlerinin kullanilmasa olan ilgi de azalmaya
baslamakla birlikte gilinlimiizde halen yaygmn olarak kullanilmaktadir. Ciinkii yiiksek
yapili bitkilerde; kromozomlar kolay gdzlemlenir. Kromozom analizleri basittir.
Maliyetleri oldukc¢a ucuzdur. Cok fazla kok ucu olusur ve bu kok uglar1 test maddeleri
ile direkt etkilesim halinde bulunmaktadir (Fiskesjo 1985, Grant 1992).

Yabanc1 bilesiklerin, molekiiler diizeyde metabolizma iizerindeki etkilerinin heniiz tam
bilinmemesinden dolay;, elde edilen sonuglarin, memeli test sistemleriyle
degerlendirilmesi zordur. Bununla birlikte, bitki test sistemlerinin kullaniminda asilmasi1
gereken bazi zorluklar da vardr. Bilindigi gibi bitki ve hayvan hiicreleri arasinda temel
yapisal farklhiliklar vardir. Bitkilerdeki siki1 hiicre duvari belirli kimyasallarin hiicre
icerisine girmesini etkilemekte ve bunun sonucunda memeli ve bitki hiicreleri arasinda
etkiler bakimindan farkhliklar olabilmektedir. Bunlara ragmen bitki ve hayvan
hiicrelerinde DNA yapisal ve fonksiyonel olarak benzerlik gdstermektedir ve protein

sentezi de aynidir.

Kimyasal maddelerin mutajenitesinin ¢alisilmasinda ¢ok sayida yiiksek yapili bitki tiirii
kullanilmaktadir. Mitotik kromozom degisimleri arpa, fasulye ve sogan gibi bitkilerin
kok uclarmdaki somatik hiicrelerde ve polen tiiplerinde kolaylikla gdzlenebilmektedir.
Bircok tiirde bulunan polen ana hiicresi gibi mayotik hiicreler kimyasal olarak
indiiklenen kromozom aberasyonlarini belirlemek i¢in uygundur. Spesifik lokuslarda
meydana gelen gen mutasyonlart misir ve soya fasulyesinde, multilokus mutasyonlari
ise arpa ve misirda incelenmektedir. Kromozom sistemleri kromozom hasar yapisinin,
kromozom ayrilmalarinin ve genel mitoz olaylarinin incelenmesine imkan vermektedir.
Bitki kromozomlar1 morfolojik olarak memeli ve diger Okaryotlarla benzerlik

gdstermekte ve mutajenlere karsicevaplar1 da benzemektedir (Int.Kyn.3).
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Constantin ve ekibinin (1982) US Environmental Protection Agency Gene-Tox Program
blinyesinde yapmis olduklar1 c¢alismada, c¢esitli kimyasal smiftaki 350 bilesigin
bitkilerdeki mutajenik aktivitesini arastwrmuglar ve diger test sistemleriyle
karsilastirmiglardir. Bitki ve memeli kiiltiir hiicrelerinde yapilan deneyler sonucunda
elde edilen verilerin bakteri ve Drosophila ile yapilan deneylerle elde edilen sonuglarla
korelasyon gosterdiklerini iddia etmislerdir. Bitki kok uglarmdaki pestisitlerin deney
sonuglar1 ile memeli hiicrelerindeki kromozom aberasyonlar1 biiyik bir oranda
benzerlik gostermistir. Buna ragmen bazi pestisitlerin neden oldugu kromozom hasarlari
memeli hiicreleriyle yapilan deneylerle elde edilen sonuglarla uyusmadigmi

belirtmislerdir.

Toksisitenin izlenmesi i¢in uygun test sistemleri arasinda, Allium testi ¢ok iyi bilinen ve
bircok laboratuarda yaygm olarak kullanilan testtir. Ciinkli soganlarin saklanmasi ve
kullanilmas1 olduk¢a kolaydir ve kok ucu hiicreleri makroskobik (biiyiime, ECsp) Ve
mikroskobik parametreler (c-mitoz, yapisiklik, kromozom kwriklari) i¢in uygun bir
sistem olustururlar. Ayrica Allium testinin sonuglar1 6karyotik ve prokaryotik diger test

sonuglar1 ile yukarida da deginildigi gibi iyi bir korelasyon gostermektedir. (Fiskesjo
1985).
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3. MATERYAL METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki Materyali

Bu caligmada biiyik, kolay gozlenebilen ve az sayida kromozomlarmin olmasi,
¢imlenme ve elde edilmesinin ucuz olmasmdan dolayr materyal olarak Allium cepa

(2n=16) kullanilmistur.

3.1.2 Test Materyali ve Tstatistiksel Analiz

Aragtrmada materyal olarak Dog¢. Dr. Mustafa Kargioglu ve Do¢. Dr. Ahmet Serteser
tarafindan Afyonkarahisar ili Kumalar Dagi civarmdan toplanmis ve herbaryum
ortamida saklanan, Achillea teretifolia bitkisinin sulu ekstresi ¢alisilmustr. Negatif
kontrol grubu olarak ise saf su ve pozitif kontrol grubu olarak metilmetanosiilfonat
(MMS) kullanilmistir.

Sonuglarin degerlendirilmesi SPSS 15.0 for Windows paket programinda Duncan testi

ile yapilmistir.

3.1.3 Feulgen Boyasimin Hazirlanisi

Preparatlarin hazirlanmasinda feulgen boyas1 kullanilmistir. Feulgen ¢ok fazla kullanma
yeri olan bir boyadir. Kromozom morfolojisi ve saymm i¢cin kdk uclarinda, embriyonik
yaprak ve tomurcuklardaki bitki dokularinda elverisli bir sekilde kullanilir. Feulgen
boyasi, bazik fuksinden, asagidaki sekilde hazirlanmistir.

1g kristal halinde fuksin bazik (parafuksin) alinir. Bu fuksin bazik, kii¢ik bir havanda

veya 8-10 cm gapinda bir saat camm i¢inde ezilir. 500 cn?’lik bir erlenmayerin dip
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kismina, kabin etrafina bulagtirmadan bu ezilmis, toz haline getirilmis fuksin bazik
konulur. Bir bagska erlenmayerde 200 cn?’lik damitik su kaynatilir. Toz halindeki
fuksin bazik tizerine bu kaynamis damitik su, yavas yavas dokiilir. Bir yandan da cam
cubuk ile boya devamli olarak karistirilir. Boyay1 50 °C’a kadar soguyuncaya degin
karistrmaya devam edilir. 20 cn® N HCI ilave edilir. Olusan karisim stiziiliir. 29
potasyum metabisiilfit (K2S20s) ilave edilir. Boya agzi iyice kapatilmis bir siseye
koyulur. En az bir gece olmak tizere 24 saat kadar, karanlik bir yerde dolapta bekletilir.
Boylece visneglirigii rengindeki boya, a¢ik ¢ay rengini alir. Boya 4°C’da buzdolabinda
muhafaza edilir (El¢i, 1982).

3.1.4 Cahs mada Kullanilan Cozeltile rin Hazirlanmasi

1 N HCI Cozeltisinin Hazirlanmasi (25ml): 2,1 ml dH2O iizerine 22,9 ml %37’lik saf
HCl eklenir.

%45’lik Glasial Asetik Asitin Hazzirlanmasi1 (100 ml): 55 ml dH20O iizerine 45 ml
%100’liik saf glasial asetik asit eklenir.

%70’lik Etil Alkoliin Hazzrlanmasi (100 ml): %961k etil alkolden 72,9 ml alinir ve

tizeridH20 ile 100 ml’ye tamamlanr.
Pozitif Kontrol Cozeltisinin Hazirlanmasi: 10 ppm metilmetanosiilfonat ¢dzeltisi

hazirlamak i¢in; 0.005 g metilmetanosiilfonat tartilip tizeri 500 ml olacak sekilde distile

su ile tamamlanmustir.
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3.2 Metot

3.2.1 LDsp Degerinin Belirlenmesi

Achillea teretifolia bitkisinden elde edilen sulu ekstrenin sitogenetik etkilerinin
incelenmesinde kullanilacak dozlari belirlemek amaciyla 6nce biiylimeyi engelleme testi
yapilmistr. Bunun i¢in 6nce LDsg degeri belirlenmistir. LDsg degerini belirlemek ic¢in
ayn1 bilyiiklikkteki soganlar (3-4 cm ¢apinda) alinarak dis kabuklar1 ¢ikaridmis ve kok
primordialarma zarar vermeyecek sekilde ¢imlenmis olan kdklerinden temizlenmistir.
Achillea teretifolia bitkisinden elde edilen sulu ekstreden, 80, 60, 40, 20 ve 10 g/L’lik
konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Negatif kontrol grubu olarak ise saf su kullanilmistir.
Her bir konsantrasyon ve kontrol grubunda 5’er adet sogan kullanimistir. Oda
sicakhiginda (21°C + 4 °C) dort giin ¢imlendirilen soganlardan her bir konsantrasyon ve
kontrol grubu i¢cin ayni sogan yumrusundan en iyi filizlenmis 10’ar adet kok alinarak
ortalama kok uzunluklar1 bulunmustur. Bu siire zarfinda ¢imlenen soganlarin bulundugu

ortamdaki ¢ozeltiler azaldik¢a gerekli ilaveler yapilmustir.

LDso degerini belirlemek i¢in kok uglarmin biiyiimesini negatif kontrol grubuna gore %
50 azaltan doz esas almmustir. Tahmini LDsy degeri, uygulanan 40 ve 60 g/L’lik
uygulamalarin ortalamasi, 50 g/L’lik konsantrasyon esas almmistr. Uygulama
dozlarinin belirlenmesinde 2xLDsg, LDsg Ve 1/2XLDso degerleri kullaniimistir. Buna
bagh olarak Achillea teretifolia bitkisinden elde edilen sulu ekstrenin 100, 50 ve 25
g/L’lik dozlar1 kullanilmistr. Saf su ise negatif kontrol grubu olarak kullanilmistir.
Allium cepa’nin hiicre dongiisti 24 saat oldugu i¢in uygulama siiresi 12, 24, 48, 72 ve 96

saat olarak belirlenmistir.

Allium cepa kok uglarma Achillea teretifolia sulu ekstresinin yukarida verilen
konsantrasyonlarmi belirlenen siirelerde uygulamak igin, her bir konsantrasyon i¢in 5’er
sogan 2 giin boyunca saf suda ¢imlenmeye birakilmistr. Biitiin kdk uglar1 ayni giin

sabah saat 822’da alinmustir.
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Biitiin uygulamalardan sonra alinan kok uglar1 ayri ayr1 tiiplere alinarak absoliit alkol:
glasial asetik asit (3:1) fiksatifi icerisinde buzdolabinda +4 °C’de 1 gece bekletilerek
tespit edilmistir. Daha sonra kok uclar1 % 70’lik alkol igerisine almarak +4 °C’de
buzdolabinda depolanmistir. Mitotik indeks ve mitoz boliinmedeki anormalliklerin

belirlenmesinde bu kok uglar1 kullanilmistir.

Mitotik anormalliklerin, mitotik indeks (mitotik hiicre sayisi/sayilan toplam hiicre sayisi
X 100) ve faz frekanslarmin belirlenmesi i¢in her dozun uygulama siireleri icin farkli

soganlardan 5 er kok ucu alinarak ezme preparatlar hazirlanmistir.

3.2.2 Feulgen Boyasi Ile Preparatlarin Hazirlamsi

% 70’lik alkolden ¢ikarilan kok uglart % 45°lik asetik asit igerisine almmigtir. Bu
calismada boyama ile hidroliz birlikte yapilmistir. Bunun i¢in kdk uglar1 hizh bir sekilde
kurutma kagidinda kurutulduktan sonra saat cami igerisine alinarak bir miktar feulgen
boyas1 ilave edilmistir. Uzeri kapatilarak 15k gecirmeyen, karanlk bir ortamda 45
dakika bekletilmistir. Boyama islemi gerceklestirildikten sonra kok uglarmin koyu
boyanan kisimlar1 1-2 mm uzunlugunda kesilerek bir lamin lizerine 1 damla % 45’lik
asetik asit konularak jiletle par¢alanmistir. Daha sonra iistleri lamelle kapatilarak ezme
preparatlar1 hazirlanmistir. Lamellerin etrafi tirnak cilasi ile kapatilarak preparatlar yari

daimi hale getirilmistir.

Her bir preparatta 100 hiicre sayilarak her bir dozun tek bir siiresi igin yapilan 10
preparatta toplam 1000 hiicre, BX50 Olympus Arastirma mikroskobunda incelenmistir.
Incelemeler; negatif kontrol grubu, tiim uygulama gruplar1 ve siireleri igin
gerceklestirilmistir. Daha sonra mitotik indeks belirlenerek mitozun her bir sathasindaki
hiicrelerin oranmi belirlenmistir. Mitotikk anormallikler saptanarak en sik goriilen

anormalliklerin fotograflar1 x40 objektifte gekilmistir.
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3.2.3 Bitki Ekstresinin Hazirlanmasi

Caligmamizda Afyonkarahisar ili Kumalar Daglar1 civarindan toplanan Achillea
teretifolia bitkisinin sulu ekstresi kullanilmistir. Bitki ekstresi hazirlarken; herbaryum
ortamimda saklanmis bitki 6rneklerinden pargalar1 eksiksiz, ¢esitli nedenlerden dolay1
uzuvlar1 kopmus yada zarar gérmemis bitkiler se¢ilmistir. Calismamizda kullandigimiz
ekstrede toprak istii organlar1 (gévde, ¢icek, yaprak, meyve) kullandigimizdan dolay1
orneklerin kok kisimlart bigak yardimu ile kesilmistir. Bir havanin i¢ine, bitkiler teker
teker bicak yardimu ile kii¢iik pargalar halinde dogranmustir. Do granan parcalar sivi azot
yardimi ile havanda doviilerek toz haline getirilmistir. Elde edilen bitki tozundan 25 g
hassas tarti ile tartilmistir. 25 g bitki tozunun tizerine 250 ml su ilave edilerek 80 °C’lik
sicak su banyosunda 30 dakika demlendirilmistir. Demlendirilmis ekstre filtre kagid1
stiziilmiistiir. Geriye kalan tortu steril gazli bez igerisine alinarak iyice sikilmigtir. Bu
islemler sonrasinda elde edilen ekstreye 10 ml kalincaya kadar 65 °C’ de evaporasyon
islemi uygulanmistr. 10 ml’lik ekstreden 25, 50 ve 100 g/L’lik uygulama dozlar1 elde
edilmigtir.
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1 Sonuclar

4.1.1 Biiyiimeyi Engelleme Testi

Achillea teretifolia bitkisinden elde edilen ekstrenin LDsy degerinin belirlenmesi igin
bliylimeyi engelleme testi yapimistr. Achillea teretifolia bitkisinden elde edilen
ekstrenin 10, 20, 40, 60 ve 80 g/L’lik konsantrasyonlar1 hazrlanmis, negatif kontrol
grubu olarak da saf su kullanimustir (Sekil 4.1). Her bir konsantrasyon ve negatif
kontrol grubu i¢in S5’er adet sogan kullanilmistir. Soganlar 4 giin boyunca
¢imlendirilmis olup azalan konsantrasyonlara ilaveler yapimistir. 4. giin sonunda her
bir konsantrasyon i¢in her bir sogandan en iyi filizlenmis 10 kok alinarak toplam 50 kok
ucundan her bir konsantrasyon i¢in ortalama kok uzunlugu bulunmustur (Sekil 4.2).
Negatif kontrolde ¢imlendirilen soganlarin ortalama kok uzunlugu olan 2.60 cm
uzunlugunun yarist olan 1.30 cm veya buna en yakin olan 40 ile 60 g/L

konsantrasyonlari arasinda, (LDsp) 50 g/L olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Sekil 4.1 Achillea teretifolia bitkisinin sulu ekstrelerinin biiyiimeyi engelleme testi. Dozlar
soldan saga dogru negatif kontrol, 10, 20, 40, 60 ve 80 g/L.
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Sekil 4.2 Allium cepa kok ucu hiicrelerinde Achillea teretifolia sulu ekstresi

konsantrasyonuna bagh olarak degisen ortalama kok uzunluklar

% Biiyiime de
Dozlar Ortalama uzunluk 9% Biivii artma (+) ve
(g/L) (cm) o buyume azalma (-)
Kontrol 2.60 100 0.00
10 3.19 122.69 +22.69
20 3.05 117.30 +17.30
40 1.50 57.69 -42.30
60 111 42.69 -57.30
80 1.13 43.46 -56.53

Cizelge 4.1 Achillea teretifolia bitki ekstresinin biiylimeyi engelleme testi sonug lart

Cizelgeye (4.1) bakildigi zaman 10 ve 20 g/L’lik konsantrasyonlarla muamele edilen

soganlarda kok uzunluklari, kontrol grubuna gére daha uzun oldugu g6zlemlenmistir. 20

g/L’den itibaren konsantrasyon arttikca sacak koklerin renklerinin koyulastigi,

kalinhklarmm arttig1 ve jelatinimsi bir yap1 kazandiklar1 g6 zlemlenmistir.
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4.1.2 Mitotik indeks ve Mitotik Faz Frekanslan

Achillea teretifolia bitkisinden elde edilen sulu ekstrenin Allium cepa kok uglarma
uygulanmasiyla mitotik indekste meydana getirdigi degismeler Duncan ¢oklu dagilim
testi ile incelenmistir. Kullanilan ekstrenin doz ve uygulama siireleri, mitotik indeksi
degisik sekilde etkilemislerdir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3). En diigik mitotik indeks
pozitif kontrol grubunun 96 saatlik uygulamasinda en yiiksek mitotik indeks ise 100
g/L’lik ekstrakt konsantrasyon grubunun 96 saatlik uygulamasmda elde edilmistir.
Mitotik indeks konsantrasyon artisi ile dogru orantii olarak artmmgstir.  Biitlin
konsantrasyon gruplarinda mitotik indeks kontrol grubuna gore artmis olup bu artmalar

istatistiksel agidan anlaml1 bulunmustur.

Achillea teretifolia mitotik faz frekanslarma etkisi incelendiginde profaz frekanslarinin
25 g/L’lik uygulamalarda kontrole gore, 24 saatlik ve 72 saatlik gruplarda gdzlenen
degisimlerde istatistiksel olarak bir fark bulunmazken, 12, 48 ve 96 saatlik gruplarda
gozlenen artig istatistiksel olarak anlamhdir. Profaz frekansinin, 50 ve 100 g/L’lik
ekstrakt uygulamalarinda, oranlar1 artis seklinde olup, bu iki konsantrasyonun (50 ve
100 g/L) kendi aralarinda profaz frekansina etkileri istatistiksel olarak aynidir. Metafaz
frekanslary, 25 g/L’lik ekstrakt uygulamasmm 24 ve 96 saatlik gruplarmnda, kontrol
grubuna gore orani istatistiksel olarak farksizdir. Diger konsantrasyon gruplari (50 ve
100 g/L) ise kontrol grubuna gore azalis gostermistir. Anafaz frekanslarinda, genel
olarak konsantrasyon uygulamalar1 kontrol grubuna gore diisiis gdstermis olup sadece
24 saatte 25 g/L’lik uygulama grubu kontrol grubuna gore artmus ve 72 saatte ise
istatistiksel olarak herhang bir farklilik gOstermemistir. 24 saatlik 25 g/L’lik ekstrakt
uygulama grubunda telofaz frekansi orani kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
Oonemsiz goriliirken, diger biitiin uygulama konsantrasyonlarinda ise kontrol gruplarma

gore dustsler seklinde oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.2).
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Konsantrasyon Sayilan Mitotik Indeks Mitotik Faz Safhalar1 (% ) + Stantard hata*
(g/L) Hiicre + Stantard hata* Profaz Metafaz Anafaz Telofaz
Kontrol- 12 saat 5078 36.08+ 0.54a 69.55+2.91a 12.88+0.83a 11.61£2.83a 5.96+1.39a
Pozitif kontrol 5131 25.95+3.49b 96.39+0.7b 2.21+0.08b 0.89+0.05b 0.51+0.06b
25 5037 4152 £ 0.74c 80.24+4.52¢ 10.1£1.05¢ 6.28+2.97ab 3.38+0.69c¢
50 5138 44.37+0.72d 93.08+0.65b 4.23+0.46b 0.93+0.21b 1.76+0.62bc
100 5109 56.92+1.75¢ 91.15+0.98b 6.96+1.85d 1.35+0.35b 0.54+0.11b
Kontrol - 24 saat 5136 35.71£0.6a 84.21+2.15a 5.83+0.85a 3.45+0.5a 6.51£1.07a
Pozitif kontrol 5114 25.55+0.84b 89.38+1.32b 5.85+£0.47a 3.5240.6a 1.25+0.27b
25 5122 44 .88+0.61c 82.01+2.32a 6.68+0.71a 5.24+0.67b 6.07+1.17a
50 5190 53.59+0.4d 94.30+0.19c 3.48+0.12b 1.57+0.09¢ 0.65+0.07b
100 5062 58.36+0.55¢ 96.8+0.33¢c 2.7+0.13b 0.2740.1c 0.23+0.06b
Kontrol - 48 saat 5200 36.57+0.32a 85.70<1.21a 6.25+0.34a 4.5+£0.39a 3.55+0.58a
Pozitif kontrol 5252 30.08+1.41b 84.68+0.53a 8.88+0.32b 5.25+0.42a 1.194+0.19b
25 5186 45.07+0.49c 91.54+0.78b 4.79+0.33¢c 2.52+0.28b 1.15+£0.24b
50 5164 55.1+0.6d 95.76+0.3¢ 2.38+0.29d 1.16+0.05¢ 0.7+£0.07b
100 5138 58.34+0.6¢ 94.79+0.55¢ 4.1240.55¢ 0.79+0.15¢ 0.3+0.08b
Kontrol-72 saat 5244 34.38+0.94a 84.42+0.77a 7.22+0.39a 5.24+0.32a 3.12+0.26a
Pozitif kontrol 5027 29.3+1b 81.29+2.19b 11.23+£1.03b 4.54+0.81a 2.94+0.48a
25 5168 46.05+0.89¢ 87.86t1.12a 6.52+0.64ac 4.03+0.24a 1.58+0.29b
50 5220 55.89+0.64d 93.16+0.38¢c 5.54+0.18¢ 1.27+0.15b 0.42+0.13¢
100 5203 59.78+0.34¢ 93.01+0.45¢ 5.31+0.26¢ 1.49+0.19b 0.19+0.03¢
Kontrol - 96 saat 5102 39.97+0.4a 82.144+0.33a 8.84+0.55a 5.2240.32a 3.8+0.18a
Pozitif Kontrol 5176 24.9+1.08b 76.64+1.76b 11.37+0.66b 7.66+1.18b 4.33+0.16b
25 5213 41.32+0.62¢ 87.44+0.88¢c 7.57+£0.62a 3.17+0.3¢c 1.84+0.13c
50 5115 54.95+0.86d 95.65+0.53d 3.54+0.49¢ 0.56+0.09d 0.25+0.04d
100 5124 61.46+2.01¢ 98.13+0.11d 1.49+0.06d 0.29+0.06d 0.09+0.04d

Cizelge 4.2 Achillea teretifolia bitkisinin sulu ekstresinin farkli konsantrasyonlarda, Allium cepa kok ucu hiicrelerinde mitoz boliinme tizerine etkileri *Siitunlardaki

farkl1 kiigiik harfler p< 0.05 diizeyinde istatistiksel olarak farklilik gdstermektedir. Kontrol grubuna gdre degisimler anlamlidir. (Duncan ¢oklu dagilim testi)
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4.1.3 Achillea teretifolia Bitkisinden Elde Edilen Ekstrenin Neden Oldugu

Anormalliklerin Tipleri ve Oranlan

Achillea teretifolia ekstresinin neden oldugu anormalliklerin tipleri ve oranlari ¢izelge
4.3’te gosterilmistir. Mitotik anormallik degerleri Duncan ¢oklu dagilim testi ile
degerlendirilmistir. En fazla anormallik olayma Achillea teretifolia bitkisinden elde
edilen ekstrenin 100 g/L’lik konsantrasyonun 72 saatlik uygulanmasinda, en az
anormallik olayma ise 25 g/L’lik konsantrasyonun 24 saatlik uygulanmasinda
rastlanilmistir.  Achillea teretifolia bitki ekstresinin biitiin konsantrasyon ve uygulama
strelerinde en fazla goriilen anormallikler c-mitoz, prometafaz ve bozulmus anafaz-
telofazdr. C-mitoz en fazla goriilen anormallik olup % 45.54 oraninda tespit edilmistir.
Bunu % 13.3 oraninda prometafaz ve % 9.34 oraninda bozulmus anafaz-telofaz
izlemektedir. Bunlarm disinda yapisiklik (% 8.97), kalgin kromozom (% 3.96), anafaz
kopriisii (% 2.69) ve poliploidi (% 2.32) anormallikleri de belirlenmistir. Interfaz
sathasinda ise ¢ekirdek bozuklugu (% 21.48), mikronikleus (% 12.63) ve bintiklear
hiicre (% 11.81) tipleri gdzlenmistir.

Achillea teretifolia bitkisinden elde edilen ekstrenin uygulanan biitiin doz ve siireleri
kolsisin benzeri etki gostererek kromozomlarm metafazda dagilmasm saglayarak c-

mitoza yol agmustir (Sekil 4.4).

Prometafaz olayma (Sekil 4.4) en fazla kontrol grubunun 24 saatlik uygulanmasinda, en
az kontrol grubunun 12 saatlik uygulamasinda rastlanmistir. Uygulama siirelerinin 12
saatlik pozitif kontrol grubu ve 24 saatlik uygulamalar haricinde, biitiin uygulama dozu

ve siirelerinde prometafaz olayi kontrol grubuna gore artig gostermistir.

Achillea teretifolia bitkisinden elde edilen ekstrenin neden oldugu diger bir anormallikte
bozulmus anafaz-telofazdir (Sekil 4.5). 12 saatlik uygulamanin 50 g/L’lik ve 24 saatlik
uygulamanin 100 g/L’lik konsantrasyonlar1 haricinde, uygulanan biitiin doz ve stirelerde

bozulmus anafaz-telofaz olay1 kontrol gruplarina gore artis gostermistir.
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Yapisiklik olay1 en yiksek 96 saatlik uygulamanin 100 g/L’lik dozunda, en diisiik 12
saatlik uygulamanin 25 g/L’lik dozunda goriilmiistiir.

Diger anormalliklerden kalgin kromozom olayma en yiksek oranda 24 saatlik
uygulamanin 100 g/L’lik dozunda, en diisik oranda ise 12 saatlik uygulamanin 50
g/L’lik dozunda rastlanmistir.

Anafaz kopriisti (Sekil 4.5), 12 saatlik uygulamanm 25 ve 50 g/L’lik dozlar1 haricinde

biitiin uygulama stireleri ve dozlarmda kontrol grubuna gore artmistir.

Poliploidi olayma (Sekil 4.4) ise 12 saatlik pozitif kontrol grubunda rastlanmamistir. 12
saat 50 g/L, 24 saat 100 g/L, 96 saatlik 25 ve 100 g/L’lik uygulamalar diginda biitiin doz

ve slirelerde kontrol grubuna gore arttig1 g zlenmistir.

Biniiklear hiicre olusumuna (Sekil 4.6) 12 saatlik pozitif kontrol grubu ve 96 saatlik
uygulamanin 100g/L’lik dozunda rastlanmamistr. Diger uygulama zamani ve dozlarda
kontrol grubuna gore karsilastrildiginda artiglar ve azalislar seklinde oldugu

gorliilmiistir.
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Sekil 4.3 Achillea teretifolia bitkisinden elde edilen ekstre ile muamele edilen Allium
cepa kok ucu hiicrelerinde goriilen anormallikler (x40’ lik biiylitme) a- bozulmus anafaz
telofaz b- yapisiklik c- kalgin kromozom d- anafaz kopriisii e- prometafaz f- ¢ mitoz g-
poliploidi h- biniiklear hiicre
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. Anafaz-telofazdaki Anormallikler (% ) Diger Anormallikler ( %)
Konsantrasyon In;Ieéecrrl: § Bozulmus Toplam Sayilan .
(9/L) Sayis1 | Yapiskanlik Ana.fa% Kalgm anafaz- Anormallikler hiicre C- prometafaz | Poliploidi B mu..kl car Toplam
kopriisii | kromozom metafaz Hiicre (%+S.H)
telofaz (%+S.H) sayisi
Kontrol-12 saat | 500 4 4 6 7.20 202+2.26a | 5078 | 0.37 0.38 0.28 0.6 1.08+0.11a
Pozitif kontrol 54 1727 103 13.11 26.74 67.42£10.86b | 5131 | 0.21 0.35 - - 0.56:0.04a
25 418 167 12 5.02 8.13 16.06£0.23a | 5037 0.4 0.72 0.36 0.26 | 1.74:0.87b
50 340 2.35 118 2.06 412 979+0.98a | 5138 | 0.12 0.92 0.18 0.55 | 1.77£0.12b
100 142 4.93 4.23 12.68 162 38.35£3.26¢ | 5100 | 0.42 1.95 0.39 0.29 2.99+0.6¢
Kontrol-24 saat | 500 2.4 2 4.4 5.8 14.6x1.24a | 5136 | 0.16 2.29 0.08 0.2 1.67£0.11a
Pozitif kontrol | 291 4.41 3.48 5.47 6.28 19.631a 5114 | 0.29 0.63 0.16 0.08 | 1.15£0.08b
25 500 2.4 3.2 8 7.6 21.2+0.96a | 5122 | 035 1 0.14 0.08 | 1.56£0.09a
50 22 4.55 2.51 4.34 8.83 2027£2.1a | 5190 | 031 1.25 0.14 0.04 1.730.1a
100 74 2.26 2.36 8.12 512 17.9543.54a | 5062 | 0.16 1.42 0.08 0.2 1.86£0.23a
Kontrol- 48saat | 500 18 2.8 3.2 4 11.8+0.73a | 5200 | 0.46 0.58 0.12 0.15 1.3+0.17a
Pozitif kontrol | 286 3.76 3.28 9.66 9.17 25.86£0.59b | 5252 | 0.53 0.65 0.13 017 | 1.48+0.05a
25 386 4.9 4.9 13.96 12.16 3591+1.34c | 5186 0.8 1.14 0.24 017 | 2.34£0.03bc
50 206 3.88 8.25 9.37 16.39 37.89+0.69¢ | 5164 | 068 1.53 0.21 015 | 2.57+0.07¢
100 66 5.84 1479 26.17 30.7 75.51£3.89d | 5138 | 0.49 1.41 0.15 0.05 | 2.09+0.19b
Kontrol- 72saat | 500 4.2 4 5 5.2 18.4%1.72a | 5244 | 050 0.74 0.08 013 | 1.45£0.09a
Pozitif kontrol | 299 1495 6.89 10.39 104 42.62£2.41b | 5027 s 0.85 0.16 0.06 1.760.1a
25 362 5.75 7.97 14 .87 1417 45.72+1.54b | 5168 | 001 1.29 0.25 0.25 2.70.19b
50 156 4.89 9.19 1417 1871 | 46.96x2.09b | 5220 | 0.8 1.88 0.29 0.4 | 3.39+0.15¢
100 81 10.17 28.76 188 24 84 82.56£2.69¢ | 5203 19 2.11 0.13 163 | 4.47£0.18d
Kontrol- 96saat | 500 4.2 4 5.2 6.4 19.813.1a 5102 | 0.67 0.61 0.1 0.06 | 1.42%0.11a
Pozitif kontrol | 320 18.09 9.19 1243 1267 52.37+2b 5176 | 188 211 0.27 0.15 4.4+0.27b
25 390 1458 5.65 13.09 1720 50.51£1.53b | 5213 | 113 1.26 0.08 0.06 | 2.52+0.05¢
50 160 21.94 16.9 15.7 13.78 68.32+7.01¢ | 5115 | 072 1.35 0.19 0.02 | 2.28+0.26¢
100 62 3251 11.14 16.84 17.46 77.96£2.47¢ | 5124 | 154 1.78 0.08 - 3.39+0.1d

Cizelge 4.3 Achillea teretifolia bitki ekstresinin neden oldugu anormalliklerin tipleri ve oranlar1 * Siitunlardaki farkl kiigiik harfler p< 0.05
diizeyinde istatistiksel olarak farklilik gostermektedir. Kontrol grubuna gore degisimler anlamlidir. (Duncan goklu dagilim testi)
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4.2 Tartiyma

Mutajenite calismalarinda bitkilerin kullanmm ilk defa Levan (1938) tarafindan
kolsisinin Allium cepa kok hiicrelerinde ig ipliklerinin dagilmasina ve poliploidiye yol
actigint  gostermesiyle baglammstr. Bu test sistemine ek olarak kimyasallarin
kromozomlar tizerindeki etkisi arastrmak igcin Vicia faba (Amer ve Ali 1983),
Tradescantia paludosa (Dryanosvka 1987), Hordeum vulgare (Kluge et al. 1985),
Pisum sativum (Amer et al. 1999) ve Crepis capillaris (Dimitrov 1994) gibi pek gok
bitki tiirti yaygin olarak kullanilmaktadir.

Toksisitenin izlenmesi i¢in uygun test sistemleri arasinda, Allium testi ¢ok iyi
bilinmekte olup bircok laboratuarda yaygm olarak kullanilmaktadir (Fiskesjo 1985,
Grant 1992, Kara et al. 1994, Smaka-Kincl et al. 1996, Rank et al. 2002, Evseeva et al.
2003, Yiizbasioglu et al. 2003). Ciinkii soganlarin depo edilmesi ve kullanilmasi
oldukca kolay olup, kok ucu hiicrelerinde makroskobik (biiyiime, ECs0) ve mikroskobik
parametreler (c-mitoz, yapisiklilik, kromozom kirklar) i¢in uygun bir sistem
olugturmaktadr. Ayrica Allium testinin sonuglar1 dkaryotik ve prokaryotik diger test

sonuglari ile iyi bir korelasyon gostermektedir (Fiskesjo 1985).

Bu ¢alismada Achillea teretifolia bitkisinden elde edilen sulu ekstrenin Allium cepa kok
ucu hiicrelerine olan etkileri arastirilmistir. Achillea teretifolia bitkisinden elde edilen
sulu ekstrenin Allium cepa kdk ucu hiicrelerine olan etkilerini arastirmada kullanilacak
doz miktarlarini belirlemek i¢in biiyiime engelleme testi uygulanarak LDsg degeri tespit
edilmistir. LDsg degerini belirlemek i¢in kdk uglarmin biiyiimesini kontrole gore % 50
oraninda azaltan doz esas alinmaktadir (Fiskesjo 1988, Rank et al. 1994, Ateeg et al.
2002, Rank et al. 2002, Yiizbaswoglu et al. 2003). Bu ¢alismada Achillea teretifolia sulu
ekstresinin  LDsp degeri 50 g/L olarak bulunmustur. Ancak etkileri arastirilacak
maddelerin LDsp degerinin belirlenmedigi ¢calismalar da bulunmaktadir (Panda et al.
1985, Evseeva et al. 2003).

LDso degerini belirlemek i¢in kullanilan Achillea teretifolia ekstresinin konsantrasyonu

50 g/L’den itibaren konsantrasyon azaldik¢a biiylimenin kontrol grubuna gore arttigi,

buna karsin 50 g/L’den itibaren artan konsantrasyona bagh olarak sacak koklerin

25



renklerinin koyulagtigi, kalinliklarinin arttigi, jelatinimsi bir yap1 kazandiklar1 ve kok
uclarindaki biiylimenin kontrol grubuna gore azaldigi gorilmistir. 10 g/L’de
bliylimedeki artis kontrol grubuna gore % 23 iken, 80 g/L’deki biiylime kontrol grubuna
gore % 56 oraninda azalmistir. Bu sonug¢ Achillea teretifolia bitkisinden elde edilen
ekstrenin, diisik dozlarda bitkilerin normal gelismesi i¢in faydali oldugunu fakat 50
g/L’den yiksek dozlar1 ile bitkilerin biiylime ve gelismesini olumsuz etkiledigi

gorilisiinii destek lemektedir.

Sogan kok uclarindaki biiytimenin kontrol grubuna gore % 45’den daha fazla azalmasi,
bitkiler iizerinde biiyiik bir olasilikla subletal etkiye sahip toksik maddelerin varligmma
isaret etmektedir (Fiskesjo 1985, Wierzbicka 1988, Hidalgo et al. 1989, Antonsiewicz
1990). Bu bilgiye dayanarak Achillea teretifolia bitkisinin 60 ve 80 g/L’lik sulu ekstre
konsantrasyonlarmin, Allium cepa kok uglarma subletal etkisinin oldugu sonucunu

soyleyebiliriz.

Hacwoglu (2005) yaptig1 ¢alismalarda, Achillea teretifolia ugucu yaginda ana bilesen
olarak % 81.95 oraninda krisantenil asetat tespit etmistir (Cizelge 2.1). Achillea
teretifolia’da krisantenil asetatin tek basina ana bilesen olarak belirlenmesi ve bu kadar
yiksek oranda gozlenmesi aragtirma swrasinda dikkati ¢ceken bir durum olmustur.
Krisantenil asetat ¢alisilan diger orneklerden sadece A. spinulifolia tiirtinde % 1.34
oraninda goriilmistiir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda; krisantenil asetatin
kamforun 6ncili molekiilii olmas1 nedeniyle, bitki 6rneginin toplanma periyodu srasinda

heniiz kamfor hidrolizini tamamlamamis oldugu diislincesini akla getirmistir.

Unlii vd. (2002) Achillea teretifolia bitkisinin ugucu yag bilesenleri iizerine yaptiklari
bir caligmada, bitkinin ana bilesenleri olarak; 1,8 sineol (% 19.9), kamfor (% 11.1) ve
borneol (% 11.9) belirlenmistir (Cizelge 2.2). (Unlii et al. 2002).

Yukarida belirtilen iki ¢alismada da Achillea teretifolia bitkisinden elde edilen
ekstrelerin ucucu yag bilesenlerinin ve miktarlarmin birbirinden farkli oldugu goze
carpmaktadr. Unlii ve arkadaslar1 (2002), Achillea ekstrelerinin ugucu yaglarinda

gorlilen 6nemli kantitatif farkliliklarin baslica nedeninin; g¢evresel faktorler, bitkinin
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toplandig1 lokasyon, bitkinin kisimlar1 (kok, goet ale, meyve, ¢igek, yaprak vb.) ve
ekstrenin  hazirlanma yontemi (¢ay, dekoksiyon, demlenme) olabilecegini

belirtmiglerdir.

Hacioglu (2005) yaptigi ¢alismalarin sonucunda Achillea teretifolia bitkisinden elde
edilen ekstrede en fazla bulunan ugucu yagin krisantenil asetat oldugunu ve diger
bilesenlere oranla daha yiiksek miktarda bulundugunu belirlemistir (Cizelge 2.1). Unlii
ve arkadaslar1 (2002) ise, Achillea teretifolia bitkisinden elde edilen ekstrede en fazla
bulunan uc¢ucu yagin kamfor oldugunu bulmuslardr (Cizelge 2.2). Yapilan
degerlendirmeler sonucunda; krisantenil asetatin kamforun Oncii molekiilii olmasi
nedeniyle, bitki Orneginin toplanma periyodu sirasmda heniiz kamfor hidrolizini

tamamlamamis oldugu diisiincesini akla getirmistir (Hacioglu 2005).

Yapilan ¢aligmalarda, 1,8 sineol, borneol ve kamfor’un antimikrobiyal 6zelliklere sahip
olduklar1 belirlenmistir (Prudent et al. 1993, Aligiannis et al. 2000, Tabanca et al. 2001).
Yine daha 6nce yapilan ¢alismalarda; kamfen, e-pinen ve piperitonun da antimikrobiyal
aktivite gosterebilecegi ile ilgili bilgilere de rastlanmaktadir (S6kmen et al. 2003, Alma
et al. 2004, Santoyo et al. 2005). Bu bilesiklerden 6zellikle kamfor, 1,8 sineol, borneol,
kamfen, piperiton ve e-pinen Achillea tiirlerinin ana bilesenleri olarak belirlenmistir
(Cizelge 2.1). Dolayist ile ¢esitli arastrmalarda Achillea taksonlariyla ilgili
calismalardan elde edilen, 6zellikle antibakteriyel aktivite sonuglar1 bu bilesiklerden
birinin ya da birka¢gmin etkisi sonucu ortaya ¢ikmis olabilir. Bunun yaninda, Achillea
taksonlarmin esansiyal yaglarindaki temel bilesenlerle yapimis c¢ahsmalarda;
antibakteriyel, antifungal ve antiviral 6zelliklerinin bulundugu da rapor edilmistir
(Crippa et al. 1989, Sivropoulou et al. 1996, Demirci 2000).

Unlii ve arkadaslar1 (2002), Sivas’dan topladiklar1 A. teretifolia ile yaptiklar1 bir
arastirmada; ana bilesenler olarak 1,8 sineol (% 19.9), kamfor (% 11.1) ve borneol’i (%

11.9) belirlemislerdir.

Kotan ve arkadaslar1 (2010), ekonomik 6nemi olan ¢esitli tohum ve bitkiler i¢in hastalik

etkeni olan baz1 bakteri tirleri tizerine Achillea millefolium’un etkileri incelenmistir.
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Arastrmalar sonucunda, Achillea millefolium bitkisinden elde edilmis ekstrenin A.
piechaudii RK-155, B. pumilus RK-106, C. violaceum RK-231, E. rhapontici RK-208,
Flavobacter sp. RK-299, P. agglomerans RK-84, P. huttiensis RK-260, P. syringae pv.
syringae RK-204, P. syringae pv. tomato RK-Ps-tom, X. axonopodis pv. malvacearum
RK-Xa-mal, X. axonopodis pv. vesicatoria Xcv110c, X. campestris pv. raphani RK-Xc-
rap, X. axonopodis pv. vesicatoria RK-Xcv761, X. axonopodis pv. vitians Xa-vit, X.
campestris pv. zinniae Xc-zin ve X. axonopodis pv. pelargonii RK-Xa-pel gibi ¢esitli
tohum ve bitkilerde patojen olan bakteriler icin 6nemli diizeyde antimikrobiyal etkisi
oldugu goriilmiistiir. Arastirmada, Achillea millefolium bitkisinden elde edilen bazi

temel bilesenlerin 1,8- sineol, 5-cadinol ve karyofilen oksit oldugu anlagilmistir.

Achillea gypsicola ve Achillea biebersteinii bitkilerinden elde edilmis esensiyal yaglar
ve n-hekzan ekstresinin antifungal ve herbisidal etkileri lizerine arastirmalar yapilmustir.
Arastrma sonuglarma gore, Achillea gypsicola ve Achillea biebersteinii bitkilerinden
elde edilmis hekzan ekstrakt benzer antifungal etkiler gdstermislerdir. Her iki bitkininde
hekzan ekstresi, Botrytis sp., F. oxysporum, Monilinia sp. and R. Solani’e kars1 zayif
fungitoksik etki gdstermislerdir. iki ekstre de F. equiseti and F. graminearum
bitkilerinde giiclii bir sekilde biiyiime ve gelismeye pozitif etkileri gOrilmiistiir.
(Kordaliet al. 2009)

Ozbek (2006) yaptigi ¢ahismasmda, Ames/Salmonella mikrozom test sistemi
kullanilarak Achillea millefolium bitkisinin mutejenik etkileri arastirilmistr. Arastirma
sonucunda, Achillea millefolium’un doza bagh olarak sadece TA 1535 susunda,
Sug/petri dozunda ve %37 inhibisyon etkiyle orta derecede antimutajenik etki gosterdigi
anlagimastur.

Achillea clavennae ile yapilan caligmalarda, spektroskopik metodlarla bitkinin kimyasal
bilesenleri belirlenmistir. Bitkide bulunan flavonol, guainolidler ve apressin; Hela,
K562 ve Fem-X insan kanser hiicrelerinde oldukca giiclii sitotoksik etki gdstermistir. En
yiksek sitotoksisite degeri; bilim diinyasinda sitotoksik etkisi olduk¢a 1yi bilinen

flavanol, centaiireidinde saptanmustir (Trifunovic 2006).
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Insan lenfositlerinde, miyomisin ve sitozin-B-arabin-furanositin neden oldugu
kromozom hasarlarinda, bitki ekstrelerinin aktivitesi arastrilmustir. Hiicreler 72 saat
Achillea millefolium ekstresi ile muamele edilmistir. Calismalar sonucunda, Achillea
millefolium ekstresine tabii tutulan hiicreler ile negatif kontrol grubuna tabii tutulan
hiicreler arasinda 6nemli bir fark goriillmemistir. Bununla birlikte, miyomisin tatbiki
ardindan Achillea millefolium ekstresiyle muamele edilmis hiicrelerde kromozom

bozukluklar1 6nemli 6l¢iide artmistr (Roncada et al. 2004).

Saeidinia ve ekibi (2006), Brine Shrimp sitotoksisite testi ile Achillea talagonica ve
Achillea tenuifolia tiirlerinden elde edilen esktraktlarin, Artemia Salina yumurtalar
tizerindeki sitotoksisitelerini belirlemislerdir. Sonuc¢ olarak, sitotoksisite testinde en

yiiksek etkiA. talagonica (LCs0=413uM) bitkisinde goriilmiistiir.

Medikal 6nemi olan Artemisia annua L. ve Achillea millefolium bitkilerin, tarim
alanlarinda zarara sebep olan Pieris rapae L iizerindeki biyolojik etkileri ve hasere
onleyici ozellikleri ¢alisilmustr. Calismalar sonucunda, Achillea millefolium’un Pieris
rapae L. i¢in LDsg degeri % 4.19, LDys degeri ise % 1.69 olarak belirlenmistir
(Masoumeh et al. 2011).

Achillea teretifolia bitkisinin bagli oldugu Asteraceae familyasinin bir bagka {iyesi olan,
Vernonia amygdalina bitkisinin yapraklarindan elde edilen sulu ekstrenin Allium ceja L.
kok meristem hiicrelerinde mitotik indeks {izerine etkileri arastwilmustir. Bitki
yapraklarindan elde edilen ekstrenin 200, 400 ve 500 g/L’lik konsantrasyonlari
hazirlanmigtir. Calismalarm sonucunda kontrol grubu ve 100 g/L’lik uygulama
grubunda kromozom anormallikleri gériilmemistir. Konsantrasyon arttikca kromozomal

anormalliklerde artip, mitotik indeks azalmistir (Adegbite ve Sanyaolu 2009).

Bagatini ve arkadaslar1 (2008), Asteraceae familyasinin bir bagka iiyesi olan Solidago
microglossa bitkisinden elde edilen ekstrenin Allium cepa kok meristem hiicrelerindeki
etkilerini arastrmiglardir. Bitki ekstresinden 1.75 mg/mL ve 14 mg/mL’lik

konsantrasyonlar ~ hazirlanmistir.  Arasgtirmalar  sonucunda, 14  mg/mL’lik
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konsantrasyonun mitotik indeks tiizerinde Onemli Ol¢iide diisiis meydana getirdigi

gozlenmistir.

Brezilya’da halk arasinda tedavi amach olarak yaygm kullanilan, Asteraceae
familyasinin iki tiyesi Baccharis trimera ve Baccharis articulata bitkilerinin Allium
cepa kok meristem hiicrelerindeki etkileri belirlenmistir. Bitkilerden 15 mg/mL ile 75
mg/mL’lik sulu ekstre ¢ozeltileri hazirlanmustir. Her iki bitkinin de sulu ekstreleri
mitotik indekste azalma meydana getirmistir. Caliymanin sonucunda, Baccharis trimera
ve Baccharis articulata bitkilerinin antiproliferatif ve mutajenik etkileri oldugu

anlasiimistir (Fachinetto ve Tudesco 2009).

Halk arasinda sindirim sistemi hastaliklar1 ve inflamasyon tedavisinde kullanilan
Asteraceae familyasina ait Achyrocline saturoides bitkisinin Allium cepa kok meristem
hiicreleri iizerindeki etkileri incelenmistir. Calismada 5 ve 20 mg/mL’lik ¢ay yontemi
ile hazirlanmis bitki ekstresi kullanilmistr. Bitki ekstresinin konsantrasyonu arttikca

antiproliferatif etkinin de arttig1 belirlenmistir (Fachinetto et al. 2007).

Sousa ve Viccini (2011) Achillea millefolium sulu ekstresinin Lactuca sativa bitkisinin
meristematik kok hiicreleri tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Calismada Achillea
millefolium bitkisinden elde edilen sulu ekstreden 5, 10, 20 ve 30 mg/mL’lik ¢6zeltiler
hazirlanmistir.  Arastirmalar  sonucunda, Achillea millefolium sulu ekstresinin
konsantrasyonu arttikca, mitotik indeksin Oonemli Gl¢iide azaldigr ve kromozom

bozukluklarmm arttig1 g zlenmistir.

Achillea millefolium 'un sulu ekstresinden hazrlanan 3.5 mg/mL’lik ve 35 mg/mL’lik
cozeltilerin, Allium cepa L. kdk meristem hiicrelerinde mitotik indeks iizerine etkileri
arastirilmigtir. Diisiik konsantrasyonlu ekstrakt uygulamasinda, hiicrelerde herhangi bir
sitotoksik etki gbozlenmezken, yiiksek konsatrasyonlu ¢6zeltide mitotik indeksteki diisiis
istatistiksel olarak anlamlhidw. Achillea millefolium un diisik konsantrasyonlu
ekstrelerinda, sitotoksisite veya kromozomlar iizerinde herhangi bir deformasyon

goriilmemesi, Achillea millefolium bitkisinin fitoterepatik amach kullanilabilirligini
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gostermektedir (Teixeria et al. 2003). Bu ¢alismadan elde edilmis sonuglar bizim

cahymamizla da paralellik gostermektedir.

Yavasoglu ve ekibi (2007), Achillea nobilis. subsp. Neilreichii bitkisinin etanol
ekstresinin agr1 kesici, anti inflamatuvar 6zellikleriyle akut toksisitesini belirlemislerdir.
Calisma sonucunda; fareler icin Achillea nobilis. subsp. Neilreichii bitkisinin etanol

ekstresinin LDsg degeri 4456 mg/kg olarak belirlenmistir.

Achillea millefolium’un etanolik ve hidroalkolik ekstrelerinin spermatogenez tizerine
etkileri arastirilmistir. Achillea millefolium’un yapraklarindan elde edilen 200 mg/kg’lik
etanolik ekstre 20 giin boyunca intraperitonal injeksiyonla ve 300 mg/kg ik
hidroalkolik ekstre 30 giin boyunca oral yoldan Isve¢ farelerine her giin tatbik
edilmistir. Ekstrelerin tatbik siireleri sonunda, spermatogenez sathalarinda hiicrelerin
morfolojik karakterleri elektron ve 151k mikroskobunda incelenmistir. Arastirmalar
sonucunda; olgunlasmamus esey hiicrelerinin eksfolyasyonu, esey hiicrelerinin nekrozu,

seminifer tiibiilde vakuolasyon gozlenmistir (Montanari et al. 1998).

Baska bir ¢alismada, Iran’m Golestan sehrinde anti-inflamatuar etkisinden dolay1
geleneksel ilag olarak kullanilan Achillea santolina bitkisinden elde edilen hidroalkolik
ekstrenin farelerdeki spermatogenesis olayma etkileri aragtwrilmustir. Achillea
santolina’nin 300 mg/kg’lik hidroalkolik ekstresi 30 giin boyunca intraperitonel yolla
farelere injeksiyon yapilmistir. Arastrmalar sonucunda; olgunlasmamis esey
hiicrelerinin eksfolyasyonu, eseysel hiicrelerin nekrozu ve seminifer tiibiillerin germinal

epitellerinde alisilmamus sekilde metafazi artirdigr gozlenmistir (Golalipour et al. 2004).

Sant’ Anna’nin (2009) yaptig1 calismada, Achillea millefolium bitkisinde bulunan azulen
(42.15%), sabinen (19.72%), terpin-4-ol (5.22%), B-caryofilen (4.44%) ve Okaliptol
(3.10%) gibi esensiyal yag asitlerinin, diploit hiicreli Aspergillus nidulans tizerindeki
antimikrobiyal etkilerini ¢aligmiglardir. Yag kompleksinin genotoksik aktivitesi, 0.13
ul/mL, 0.19 uL/mL ve 0.25 uL/mL konsantrasyonlarda, heterezigot diploit Aspergillus
nidulans’taki A757//UT448 olarak bilinen zincirde meydana gelmektedir. Kompleksin
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genotoksisitesi, mitotik non-disjunction gorevinde veya crossing-over olayinda

gerceklesmistir.

Graf ve arkadaglarinin (1994) yaptiklar1 bir galismada, Achillea millefolium bitkisinden
elde edilen ekstrenin, somatik mutasyon ve rekombinasyon test yontemi kullanilarak,
“multiple wing hair” (mwh) ve “flare” (flr’) markrlariyla Drosophila melanogaster
‘deki genotoksisitesi belirlemislerdir. Drosophila melanogaster ¢ giinlik trans
heterozigot larva halindeylen, mwh ve fI® markirlarindaki genotoksisiteyi belirlemek
icin Achillea millefolium ekstresi ile beslenir. Sonugta, Achillea millefolium bitkisinden

elde edilen ekstrenin diisiik diizeyde genotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.

Achillea millefolium bitkisinden elde edilen ekstrenin d-galaktozamin (d-GAIN) ve
lipopolisakkaritlerin  (LPS) Kkaracigere verdikleri hasarlarn {izerine etkilerini
aragtirtlmistir. d-GAIN’in 700 mg/kg ve LPS’in 1 pg/kg’1 fareler i¢in % 100 6ldiirticii
etki gdstermektedir. Bu dlgiilerde GAIN ve LPS kullanimi; kan plazmasinda, karaciger
markirlart olarak bilinen alanin transferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST)
enzimlerini olduk¢a 6nemli derecede artrmaktadir. Achillea millefolium bitkisinden
elde edilen ekstrenin 150 — 600 mg/kg’lik 6ncii uygulamasmm ardindan, GAIN ve LPS

muamelesinde farelerde 6liimler % 40 oraninda azaltmaktadir (Yaeesh et al. 2006).

Achillea teretifolia bitkisi ile yapilan diger ¢alismalarin sonuglari ile ¢alismamzin
sonuglar1 paralellik gostermektedir. Calismamizda, Achillea teretifolia bitkisinin yiiksek
dozlardaki sulu ekstreleri sitotoksik etki gostererek, sogan kok hiicrelerinin mitotik
indeksini artwrdigr halde profaz sonrasindaki safthalari baskilaymp, toplamda boliinen
hiicre sayismi azaltmaktadr (Cizelge 4.2). Ozellikle Achillea teretifolia bitkisinden elde
edilen ekstrelerin, Saccharomyces cerevisae, Alternaria brassicola ve Penicillum
expansum olan sitotoksik etkileri, dkaryotik hiicre sistemini hedefleyen g¢aligmalar
oldugundan dolayi, ¢alismamizda kullandigimiz Allium cepa kok hiicrelerine olan
etkileri ile paralellik gosterdigi distiniilebilir. Tirkoglu ve ekibi (2010), bu ¢aligmada
kullanilan tiim ekstreleri, diistk sicaklikta evapasyon islemlerini gergeklestirmislerdir.

Bizim ¢alismamizda evoparasyon islemi daha yiiksek sicakliklarda gerceklesmistir.

32



Calismamizda Allium cepa’nin hiicre dongiisiinii 24 saatte tamamlamasindan dolay1
(Rank et al. 1994, Yiizbaswoglu et al. 2003) uygulama siiresi olarak 12, 24 ve 48 saat
secilmistir. Ancak literatirde farkli uygulama siirelerine de rastlanilmaktadir. 6 ve 24
saat (Kara et al. 1994), 2 ve 4 giin (Fiskesjo 1988), 4 giin (Ateeq et al. 2002), 5 giin
(Rank et al. 1993) ve 7 giin (Smaka-Kincl et al. 1996) gibi degisik uygulama siireleri
kullanilmis birgok ¢alisma bulunmaktadir.

LDsg degeri 50 g/L olarak belirlendikten sonra uygulama dozlarmin belirlenmesinde
2XLDsg, LDsg ve 1/2XLDsg degerleri kullanilmistir. Buna bagh olarak Achillea
teretifolia bitkisinden hazirlanan sulu ekstrenin 100, 50 ve 25 g/L’lik dozlari
kullanilmistir. Saf su ise negatif kontrol grubu olarak kullanilmistir. Secilen bu dozlar
Allium cepa kok uglarma 12, 24, 48, 72 ve 96 saat uygulanarak mitotik indeks
belirlenmistir. En diisiik mitotik indeks 25 g/L’nin 96 saatlik uygulamasinda en yiiksek
mitotik indeks ise 100 g/L’nin 96 saatlk uygulamasinda elde edilmistir. Mitotik
indeksteki degisiklikler kontrole gore ekstre uygulama gruplarinda artis seklinde olup,
sadece pozitif kontrol gruplarinda azalis goriilmiistiir. Bu artis ve azalislar istatistiksel

acidan anlamlidir.

Calismamizda, mitotik indekste dozla birlikte bir artis s6z konusu olsa da metafaz
safthasmma gegen hiicrelerde 6nemli bir azalis goriilmektedir. Bu sonug, test edilen
maddenin mitodepresif etki yaptigini gostermektedir. Test maddesinin interfaza gecen
hiicrelerin sayisini azaltarak hiicre siklusunun normal isleyisini bozmaktadr (Badr et al.
1987). Mitotik aktivitenin azalmasi S sathasindaki DNA sentezinin engellenmesiyle de
meydana gelmektedir (Sadia et al. 1994). Hiicre dongiisiiniin baskilanmas1yla, proteinler
test maddesine hedef olmakta, boylece hem DNA sentezi icin gerekli olan DNA
polimeraz enzimi hem de ig olusumuyla ilgili olan bircok enzim baskilanmaktadir. Bu
durum antimitotik etki olarak agiklanmaktadir (Hidalgo et al. 1989, Yiizbasioglu et al.
2003). Ayrica bu olay, ATP miktarinin azalmasi ve enerji tiretim merkezi fonksiyonun

baskilanmasi sonucunda da olabilmektedir (Jain et al. 1988).

Achillea teretifolia bitkisinden hazirlanan sulu ekstrenin mitotik faz frekanslarma olan

etkisi kontrole gore incelendiginde, profaz frekanslarmimn; 25 g/L’lik dozun, 24 ve 72
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saatlik uygulamalar1 ve pozitif kontrol gurubunun 48, 72, 96 saatlik uygulamalar1 harig
arttig1 goriilmistiir. Telofaz frekanslarinin 25 g/L’lik uygulamanin 24 saat, pozitif
kontrol grubunun 72 saatlik ve 96 saatlik uygulamalar1 hari¢, azaldig1 gézlemlenmistir.
Metafaz ve anafaz fiekanslar1 da kontrol grubuna gore artis ve azalis seklinde
degisiklikler gostermektedir. Uygulanan tiim doz ve siirelerdeki mitotik fazlardan alinan

sonuglar kontrol gruplarma gore istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur.

Achillea teretifolia bitkisinden hazirlanan sulu ekstresinin neden oldugu kromozom
anormallikleri genellikle anafaz-telofaz sathalarinda goriilmiistiir (Cizelge 4.3). Biitiin
konsantrasyon ve uygulama siirelerinde en fazla gbriilen anormallikler bozulmus
anafaz-telofaz, yapiskanlhk ve kalgin kromozomdur. Bozulmus anafaz-telofaz en fazla
goriilen anormallik olup % 12.37 oraninda tespit edilmistir. Bunu % 10.32 oraninda
kalgmn kromozom ve % 7.91 oraninda yapiskanlik izlemektedir. Bunlarin diginda anafaz
kopriisii (% 7.5), prometafaz (% 1.29), biniiklear hiicre (% 0.21) ve poliploidi (% 0.15)
anormallikleri de belirlenmistir. Toplamda en fazla anormallik, 100 g¢/L dozluk
uygulamanin, 72 saatlik peryodunda (% 82.56) goriilmiistiir.

C-mitoz olayi, Achillea teretifolia bitkisinden hazirlanan sulu ekstrenin ig ipliklerinin
yapisini bozmasiyla ortaya c¢ikmaktadir. Bazi durumlarda c-mitoz, andploidi ile

sonuglanmaktadir (Fiskesjo 1988).

Caligmada goriilen diger bir anormallik, prometafaz olayidir. Bazi hiicrelerde metafaz
kromozomlarinin profaz sathasindaymis gibi diizenlendikleri goriilmiis olup, bu durum

prometafaz olarak adlandrilmaktadir (Amer et al. 1983).

Calismamizda en yaygin olarak goriilen anormallik bozulmus anafaz-telofaz olayma en
fazla 100 g¢g/L’nin 48 saatlik uygulamasi sonucunda rastlanilmistir. Bazi hiicrelerde
uygulanan doz miktarlary, ig ipliklerinin yapisini etkileyerek kromozomlarm kutuplara

dogru ¢ekilmelerinde diizensizlik yapmis olabilirler.

Achillea teretifolia bitkisinden hazirlanan sulu ekstrenin neden oldugu diger bir

anormallik de yapwsikliktir. Yapiskanlhigin; kromozomlar arasindaki subkromatit
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baglantilardan olusabilecegi agiklanmistir (McGill et al. 1974). Kromozomlardaki
yapisiklik durumu; Achillea teretifolia bitkisinden hazirlanan sulu ekstrenin kromozom
hareketinin engellenmesi sonucunda da olusabilir. Boylece kromozomlar kutuplara
ulasamaz, ortada kalirlar ve yogunlasarak yapisik bir goriintii sergilerler (Ajay ve
Sarbhoy 1988). Ayrica yapisiklik, kromatinin proteince yogun iceriginin bir tip fiziksel
adezyonu olarak aciklanmistir (Patil ve Bhat 1992). Yapisiklik olayi, kromozom
fragmentlerine ve anafaz-telofaz sathasinda kopriilere sebep olmaktadir (Yiizbasioglu et
al. 2003). Yapisiklik ve fragmentlerin, kromozom yapisinda degisikliklere neden oldugu
bilinmektedir (El-Ghamery et al. 2000). Ayrica yapisiklik, kullanilan maddenin toksik
olmasmin gostergesi olarak kabul edilmekte ve hiicrenin Olimiine yol agtig1
disiintilmektedir (Fiskesjo 1985).

Calismamizda goriilen diger bir anormallik kalgm kromozomdur. Kalgin
kromozomlarin uygulanan kimyasallarm ig ipliklerini etkilemesi sonucu olusabilecegi

diistiniilmek tedir.

Koprii olay, en fazla 100 g/L’lik dozun 72 saatlik uygulanmasinda gdzlemlenmistir.
Bunlar genelde tekli olmakla birlikte, daha az sayida ikili ve tgli kopriilere de
rastlanilmigtir. Kromatin kopriileri, esit olmayan karsilikli kromozom degisimlerinden
veya disentrik kromozomlardan kaynaklanabilmektedir. Aymi lokusda kiriklarin
olusmasi ve bunlarm lateral olarak birlesmesi, disentrik kromozomlarmn olusmasina
neden olmaktadir. Bu disentrik kromozomlarda, karsilikli kutuplara ayni anda ¢ekilirken
kopriiler meydana gelmektedir (Sax, 1940). Koprii ve fragmentlerin kromozomlarmn
yapisinda degisikliklere yol actigi kabul edilmektedir (EI-Ghamery et al. 2000).

Bazi durumlarda kromozomlar sadece bir kutba cekilip poliploidiye yol agmaktadir. Bu
durum sonucunda, normal bireylerden daha fazla kromozom bulunduran ve cesitli
anormalliklere sahip bireyler olusmaktadir. Chauhan ve Sundararaman’m (1990)
yaptiklar1 ¢aliymada, mikroniikleuslarin mitoz boliinme sonucunda andploidi ve

poliploidiye yol agtiklarmi belirtmiglerdir.
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Interfaz sathasinda gozlemlenen diger bir bozukluk da biniiklear hiicre olusumudur.
Biniiklear hiicre olusumu normal sitokinez olaymm engellediginin bir gdstergesi olarak

kabul edilmektedir (Ateeg et al. 2002).

Sogan kok uclarindaki biiytimenin kontrol grubuna gore % 45’den daha fazla azalmas:,
biiyiik bir olasilikla bitkiler {izerinde subletal etkiye sahip toksik maddelerin varligma
isaret etmektedir (Fiskesjo 1985, Hidalgo et al. 1989, Wierzbicka 1988, Antonsiewicz
1990). Mitotik aktivitenin inhibisyonu, sitotoksik maddelerin varligna isaret etmektedir
(Linnainmaa et al. 1978). Arastirma sonucunda Achillea teretifolia bitkisinden
hazirlanan sulu ekstrenin Allium cepa kok uglarinda c-mitoz, prometafaz, bozulmus
anafaz-telofaz, yapisiklik, kalgin kromozom gibi mitotik anormalliklere neden olmustur.
Bunlardan 6zellikle yapisiklik, kullanilan kimyasalin toksik oldugunu gostermektedir
(Fiskesjo 1985). C-mitoz, poliploidiye yol agmakta (Fiskesjo 1985, Chauhan et al.
1990), kopriiler kromozomlarm yapisinda degisikliklere yol agmaktadir (EI-Ghamery et
al. 2000). Bu sonuglara gore, Achillea teretifolia bitkisinden hazirlanan sulu ekstrenin

genotoksik etkiye sahip oldugu soylenebilir.

Sonug olarak, eski¢aglardan bugiine kadar halk arasinda pek ¢ok hastaligin tedavisi i¢in
geleneksel ilag olarak kullanilan Achillea taksonlari, giiniimiize kadar yapilan in vivo ve
in vitro deneylerin bazilarinda negatif sonug, bazilarinda ise pozitif sonug vermistir. Bu
bulgular Achillea teretifolia bitkisinden hazirlanan ekstreler icin daha fazla ve farkh

sistemlerde arastirma yapilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.
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