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Bu calismada Akdeniz iklimi etkisindeki Cukurova Universitesi Kampiisiinde
yetisen U¢ farkli Laurus nobilis L. (Defne) bitkisinin topraklari, yapraklari ve
yapraklarinin etken maddesi olan 1.8-Cineol ve yaprak ekstraktlari kullamlmustir.
Bunun igin toprak karbonuna ve yarisina esdeger karbon iceren yaprak ve 1.8-Cineol
topraklara  karistirillarak  karbon — mineralizasyonu  respirasyon  yontemiyle
belirlenmistir. SOmix yoklugunda yaprak ekstrakti insan periferal lenfositlerinde
genotoksik etkileri kardes kromatid degisimi (KKD) testiyle arastirilmistir. Bu
amacla yaprak ekstraktinin 3,0, 6,0 ve 12,0 pL/mL’lik dozlar1 24 ve 48 saatlik
muamele stirelerinde denenmistir.

Tum toprak Orneklerinde karbon mineralizasyonu 30 gunlik inkibasyon
boyunca yukselmis, 6zellikle toprak karbonu kadar yaprak ve 1.8-Cineol eklenen
topraklarda tamga oranla hizla artrmistir. Karbon mineralizasyon oram tarmkta %
2,22; toprak karbonuna esdeger ve yarisi kadar karbon iceren yaprak karistirilmis
toprakta % 2,16 ve % 2,94; aym sekildeki 1.8-Cineol karistirilan topraktaise % 3,23
ve % 3,84 bulunmustur.

S9mix yoklugunda, Laurus nobilis yaprak ekstrakti ttim dozlarda ve muamele
sirelerinde KKD sayisim arttirmamustur.

Anahtar Kelimeler: Laurus nobilis, 1.8-Cineol, Karbon mineralizasyonu, insan
periferal lenfositleri, kardes kromatid degisimi
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In this study, soils of three different Laurus nobilis L. (Bay leaves), growing
in Cukurova University Campus under the influence of Mediterranean climate were
investigated by using its leaves and 1.8-Cineole, main constituent of leaves, and |eaf
extracts. Therefore, carbon mineralization was studied by adding the same and half
amounts of carbon containing leaves and 1.8-Cineole, using respiration method. The
genotoxic effects of leaf extract was tested in the absence of SOmix using sister
chromatid exchange (SCE) test system. For this purpose, the lymphocytes were
treated with 3.0, 6.0 and 12.0 pl/ml concentrations of Sf leaf extract for 24h and 48h
treatment periods

In all soil samples, carbon mineralization increased during the 30 days of
incubation period, especially in soils added with the same and half amounts of
carbon containing leaves and1.8-Cineole compared with the control soil. Carbon
mineralization rate was 2.22 % in control soil; 2.16% and 2.94% added same and
half amounts of carbon containing leaf added soils and were 3.23% and 3.84% in
soils added with the same amounts of carbon containing and 1.8-Cineole added soils
respectively.

Laurus nobilis leaf extract alone didn’'t increase SCE frequency at all
concentrations and treatment periods in the absence of SOmix.

Key Words. Laurus nobilis, 1.8-Cineole, carbon mineralization, human peripheral
lymphocytes, sister chromatid exchange
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1. GIRIS Burak KOCAK

1. GIRIS

Toprak organik maddesi (TOM) genellikle organik karbon ya da toplam azot
icerigi olarak ol¢ulur ve uzunca bir siredir toprak verimliliginin en 6nemli indikatoru
olarak One sirulmektedir. Toprak organik maddesi katyon degisim kapasitesi,
tamponlama kapasitesi, metallerle olusan ¢dzinebilir ve ¢dziinemeyen kompleks
maddeler ve ksenobiyotiklerle etkilesimleri (pestisitler gibi), ayrica agregat
formasyonu ve stabilizasyonu, su tutma, 1sisal 6zelliklere kars1 direng ve esnekligi
etkilemektedir. Organik maddenin en dnemli biyolojik dzellikleri ise mikrobiyal ve
faunal aktivitede enerji deposu olarak roli, enzim aktivitesini dengelemedeki etkisi
ve mineralizasyon yoluyla bitkiye aktarilmis azot, kikirt ve fosfor kaynag: olarak
degeridir (Huang, 2008).

Toprak organik maddesi degisken ve dengeli fraksiyon olarak iki biyik
havuzdan olusur: Aslinda toprak organik maddesi cok miktarda ayrisabilen ve tam
tersine ayrismaya direng gosteren materyalleri bir arada icermektedir. Degisken
fraksiyon temel olarak, taze bitki artiklar1 ile dengeli organik madde arasindaki
geciste yer alan materyallerden meydana gelmektedir. Cogunlugunu ayrismanin
cesitli asamalarinda olan bitki ve mikrobiyal dokular olusturur. Genellikle kisa bir
devir (turnover) zamanina sahip oldugu bilinir. Degisken fraksiyon olarak
tanimlanan organik madde havuzlari, partikillenebilen organik madde, ¢ozinebilir
karbon, potansiyel olarak mineralize olabilen karbon, cesitli reaktiflerle
¢ozinebilenler, mikrobiyal biyomas (biyokitle) karbonu ve ¢dzinebilir formlarda
olan enzimlerdir.

Dengeli organik madde ise, kimyasal yapilarindan dolay: ve/veya toprak
mineralleriyle iliskilerinden dolay1 mikrobiyal ayrismaya cok direncli materyallerden
olusur. Diger bir ifadeyle, bitki ve hayvan artiklarimin biyolojik ayrisimindan ve
mikroorganizmalarin sentezledigi fenolik polimerlerin olusturdugu yuksek molekiler
agirhga sahip kompleks sistemlerden, yani humik maddelerden olusmaktadir
(Baldock ve Nelson 2000). Humik maddeler toprak organik maddesinin en buyuk
kismini (%70-80) olusturdugu icin, toplam organik maddedeki (Organik karbon ve
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toplam azot icerigi) degisimler, ozellikle mevcut humik materyal miktarlarindaki
degisimleri yansitmaktadir.

Fiziksel olarak yogunluklari 1.6 g/cm®den kiicik olan toprak organik
maddesi hafif fraksiyon, 1.6 - 2 glcm® arasinda olanlar ise agir fraksiyon olarak
adlandiriimaktadir (Von Litzow ve ark, 2007). Hafif fraksiyon genelde ylUksek
karbon konsantrasyonuna sahip bitki benzerli olan az stabil fraksiyon olarak bilinir.
Ayni zamanda yuzey topraklarinin toplam organik maddesinin %2-17’lik kismina
karsilik gelir ve ayrismamis artiklar ve humusa déniismis toprak organik maddesi
(TOM) arasindaki bir havuz ortamini temsil eder. Agir fraksiyon ise daha stabil ve
dustk karbon konsantrasyonuna sahip yiksek yogunluklu organo-mineral
fraksiyondur. Ayrica daha c¢ok islenmis TOM igerir ve daha az mineralize
oldugundan karbon depolanmasinda 6nemli bir havuz olabilecek yapidadir. Hafif
fraksiyon ise toprak solunumunu sirdiren guc olarak dustnulmektedir. Hafif
fraksiyonun toprak striktirinin dengelenmesi ve diizenlenmesindeki 6nemi genis
bir sekilde bilinmektedir (Tan ve ark, 2007).

Toprak solunumu dis ortamdan oksijenin alimp karbondioksidin salinimi
olarak tammmlanmaktadir. Ancak toprak ekosisteminde CO,, fermentasyon ve
abiyotik islemler gibi sirecler sonucunda da olusabilmektedir. Buna ek olarak
anaerobik solunumunun birkag tipi de NOs™ ve SO,%1 elektron akseptorii olarak
kullanan mikroorganizmalarca gerceklesmekte ve buna bagli olarak oksijen aerobik
solunumda  kullamilmamaktadir. iste CO, ve O, solunum indikatorii olarak
kullanildiginda aslinda karbon mineralizasyonunu ve aerobik solunumu temsil
etmektedir. Toprak solunumu fungi, bakteri, protozoa ve alg gibi ¢ok g¢ssitli
mikrooganizmalara baglidir. Bununla beraber toprak faunasinin dnemli miktarda
katkist bulunmaktadir. Genelde CO, nin toplam salimmina mikroorganizmalarin
katkist (k6k solunumu harig) %90, faunanin ise %10 olarak dustnulmektedir. Fungal
biyokitle bazen mikrobiyal biyokutleyi baskilamasina ragmen, solunuma bagli
olarak fungi-bakteri iliskisi, toprak yonetimi veya ekosistem tipi gibi 6zellikler
disUndldiginde, oldukca cesitlilik gostermektedir. Arazide solunum yoluyla salinan
toplam COy'in %12-30’luk kismini ise bitki kokleri saglamaktadir (Bloem ve ark,
2005)
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Karbon mineralizasyon kapasitesi toprak solunumu yoluyla 6l¢ildigiinde,
topragi CO, havuzu olarak dusiinmek oldukca dnemlidir. Clinki hem kemolitotrofik
ve fototrofik bakteriler, hem de bitkiler kendi biyokditlelerine CO'i fikse etmektedir.

Toprakta ¢ok sayida ve cesitli tirde solunum yapan mikroorganizmalar
bulundugundan bazal aktivitedeki en ufak bir degisiklik bile cok ciddi etki olarak gtz
onunde bulundurulmalidir. Toprak solunumu bundan dolayr toprak kalitesi
konseptinin (1ISO TC 190 gibi) olduk¢a dnemli bir bileseni olmakta ve toprak
kalitesinin yam sira ¢esitli dogal ve antropojenik etkilere karsi verilen tepkileri
belirlemek igin uygulanan programlarda yer almaktadir (Brookes, 1995)

Toprak solunumu, karbonun atmosfere dogru akisindaki énemli bir siregtir.
Toprak su igerigi, oksijen konsantrasyonu, karbonun biyolojik olarak ortamda
bulunusu toprak solunumunu dizenleyen temel faktorlerdir. Belki en 6nemli
diizenleyici olarak su gosterilebilir, ¢linki organik karbonun yanm sira oksijen suda
¢Ozunebilir ve diflizyonla bu maddelerin hiicrelere erisim oranim kontrol edebilir.
Bundan dolay1 su, organik karbon ve enerjinin bulunabilirligini kolaylastirirken
oksijene erisimi simirlandirmaktadir. Bundan baska su, toprak ylzeyi ile atmosfer
arasindaki CO, degisimini geciktirir. Toprakta solunum igin gereken optimal su
miktari, topragin su tutma kapasitesinin %50-70’'i arasinda olmalidir (Orchard ve
Cook, 1983).

Toprak solunumu genellikle topragin CO, Uretiminin 6lciimiyle saptanmakta
olup bu konuda degisik yontemler gelistirilmistir (Domsch, 1962; Jaggi, 1976).
Yontemlerin hepsi kapali bir dizenek icinde toprakta dretilen CO;'nin bir baz
tarafindan absorbe edilmesi ve titrasyonla saptanmasina dayanmaktadir.

Insanlar yizyillardan beri hastaliklara kars1 elde ettikleri bitkilerle care
bulmaya calismislar ve bu yontemler oldukca basarili sonuglar vermistir. Bundan
dolay: bitkilerin tedavide kullammi ginimize kadar devam etmistir. Birgogu
tesadifen, bircogu da merak sonucu denenerek etkileri anlasilan dogal ilaglar,
kulaktan kulaga yayilarak herkes tarafindan taninmis ve yillar gegtikge daha farkl
bitkilerin baska dertlere de deva olduklar1 anlasilmstir. Diger bir gelisme de bu
bitkilerin, beslenmede lezzet, koku, tat verici ve istah agici 6zelliklerinin anlasiimasi

ve kullanmiminin yayginlasmasidir.
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Sifali bitkilerin 6zellikleri ve kullammlar: hakkindaki ilk Avrupali bilimsel
eser olan De Materia Medika (Sifal1 Bitkiler) Yunanli hekim Dioscorides tarafindan
M.S. I. ylzyilda derlenmis, 17. yizyila kadar onun 500’ den fazla katalogu yetkin bir
basvuru kaynagi olarak kalmustir. Orta ¢agi takip eden yuzyillarda, Ozellikle 15.
ylzyilda matbaanin icadh ile yUzlerce sifal1 bitkiler kitabimin basiimast sonucu sifali
bitkilerin 6nemi genis bir kitle tarafindan fark edilmistir. Theophrastus un “Bitkiler
Tarihi” bu kitaplardan biridir. 20. yizyillda tip bilimi muazzam bir sekilde
gelismesine ragmen bitkilerin geleneksel tipta kullamimi devam etmektedir (Jain ve
ark, 2007 ).

Geleneksel halk hekimliginde kullamlan bitkiler bilimsel bir slizgegten
gecirilerek yeniden degerlendirilmis ve fitoterapi adli bir bilim dali1 haline gelmistir.
Bu bilim dal1 giderek gelismekte ve daha fazla 6nem kazanmaktadir. Dinya saglik
orgutt (WHO) verileri, gelismekte olan Ulkelerde insanlarin % 80'nin bu terapi
yontemlerini kullandigini ve 3.3 milyar insanmin da tibbi bitkilerden terapi araci olarak
yararlandigini ortaya koymustur (Celik ve Celik, 2007).

Bitki dinyasinda en fazla yaygin dogal bilesiklerden olan monoterpenler
guzel koku ve tat veren bilesiklerden birisidir. Bir monoterpen olan 1,8-cineol
Eucalyptus turlerinden elde edilen ucucu yaglarin en énemli maddelerinden birisidir.
Bu ylizden eucalyptol olarak da adlandirilir. Eucalyptus tdrlerinin disinda Laurus
nobilis L. bitkisinde de oldukca yiksek miktarda bulunmaktadir (Sangun ve ark,
2007).

Fakat ucucu yaglarin bazi1 yan etkileri de bulunmaktadir (Leal-Cardoso ve
Fonteles, 1999). Bu maddelerin en blytk tehlikeleri de mutasyon ve/veya kansere
sebep olabilme riskleridir. Bitkilerin tedavi amagli kullamilmalarimin  yamisira,
bunlarin insan genomunda mutasyonlara sebep olup olmadiklarinin  ortaya
¢ikarilmasi da son derece 6nemlidir. Bir kimyasal maddenin boyle bir etkisinin olup
olmadiginin  belirlenmesi, kisa sireli genotoksisite testleri ile  mimkin
olabilmektedir. Bugtin kisa siireli genotoksisite testleri olarak bilinen ve bir kimyasal
maddenin genotoksik veya anti-genotoksik olup olmadiginin belirlenmesinde
kullamlan metodlar kardes kromatid degisimi (KKD) (Sister Chromatid
Exchange=SCE) (Tucker ve ark, 1993), kromozom aberasyonu (KA) (Chromosome
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Aberration=CA) (Carrano ve Natargjan, 1988; Anderson, 1988; Hagmar ve ark,
1994) ve mikronukleus (MN) (Heddle ve ark, 1991, Fenech, 2002) testleridir.

Kardes kromatid degisimi (KKD), DNA cift zincir kiriklarinin homolog
rekombinasyon yoluyla onarilmasim gosteren kardes kromatidlerin  homolog
lokuslar: arasinda DNA replikasyon drdnlerinin degisimidir (Sonoda ve ark, 1999,
Helleday, 2003). Mutajen ve kanserojen oldugu bilinen maddelere maruz kalan insan
ve hayvanlarin hicrelerinde KKD frekansinin arttigi ve tek-gen mutasyonlarinin
artis1 ile KKD frekansi arasinda lineer bir iliski oldugu saptanmustir (Perry ve Evans,
1975; Carrano ve ark, 1978; Albertini ve ark, 2000). Benzer bir iliskinin KKD’nin
artistyla in vivo timdrlerin olusumu arasinda da oldugu Cheng ve ark. (1981)
tarafindan bildirilmistir. KA’ nin aksine KKD tek basina genotoksik riski belirlemede
yetersizdir. Fakat deneysel calismalarda, indikator test olarak KKD insanlarda
genotoksik etkileri gostermede uygun bir yontem olarak kullanilmaya devam
etmektedir (Norppave ark, 2006).

Laurus nobilis Avrupa ve Turkiye'de calilik arazilerde yetisen ve Akdeniz
Bdlgesine 6zgu bir bitkidir. Avrupa, Amerika ve Libya dan Fas a kadar genis bir
bicimde kalttr yapilmaktadir (Bailey 1963). Laurus nobilis'in tatlandirict 6zellikleri
antik zamanlardan beri bilinmektedir. incil zamannda defne bolluk ve giinahkarligin
semboliydi. Eski Roma devrinde kahramanlar ve fatihler defne taciyla
onurlandirilmis, yemeklerde kullamimastiyla birlikte, defne diinya ¢apinda tibbi bitki
olarak degerlendirilmistir. Demlendiginde terletici, gaz giderici etkilere sahip oldugu,
ayni zamanda gastrik salgi uyaricisi olarak gorev yaptig: bilinmektedir.

Dunyada en 6nemli kaliteli defne yaprag: dissatimi yapan birkag tlkeden biri
olan Turkiye diinya defne gereksiniminin yaklasik % 90’ 11 karsilamaktadir. Son bes
yillik tibbi ve aromatik bitkiler dissatim degerlerine gore, defne yapragi miktar
olarak kimyon, kekik, kegiboynuzu ve kapariden sonra en fazla satilan besinci Urtin
konumundadir. 1999 yilinda 3783 ton ve 7.246 milyon $' 1k digsatim degeri, yillarla
birlikte artmis ve 2003 yilinda 5099 ton ve 8.233 milyon $ degerine ulagsmistir. Defne
yaprag1 satin alan ulkelerin basinda Hong Kong, ABD, Almanya ve Brezilya
gelmektedir. 2001-2003 yillarina ait dis ticaret verilerine gore Ulkemizden yillik
ortalama 500 bin $ degerinde defne ugucu yag: ihrag edilmektedir. Ayrica, defne
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meyvelerinden sikma veya suyla kaynatma yoluyla Uretilen sabit yag sabun
yapiminda kullaniimak tizere 6zellikle Arap Ulkelerine ihrag edilmektedir (Ozgiven
ve ark, 2005).

Bu ¢aligmanin birbirini destekleyen iki amaci bulunmaktadir. Birincisi, Dogu
Akdeniz Bolgesinde yer alan Cukurova Universites Kampiisi' nde yetisen Laurus
nobilisL. (Defne, Lauraceae) bitkisinin etken maddelerinden birisi olan 1,8-cineol ve
yapraklarint  belli oranlarda ayr1 ayr1 topraga karistinp organik madde
mineralizasyonuna etkisini belirlemeye calismaktir. Ikincisi ise Laurus nobilis
yaprak ektraktlarimin insan periferal lenfositlerinde genotoksik etkiye sahip olup
olmadigini metabolik aktivator yoklugunda in vitro kardes kromatid degisimi (KKD)
tegiyle ile arastrmaktir. Boylece bitkilerdeki bazi etken maddelerin toprak
mikroflorasina etki yollariyla ilgili yeni bilgilere (varsayimlara) ulasiimas

amaclanmis, ekosisteme yeni bir bakis acisi getirilmeye calisil mistur.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Karbon Mineralizasyonu ile Ilgili Onceki Calismalar

Tiwari ve ark (1989), mevsimsel degisikliklerin topraktaki mikrobiyal
populasyon, CO, miktar: ve enzim aktivitelerine etkilerini arastirmak amaciyla farkli
derinliklerden 12 ay boyunca ayda bir kez 6rnek almiglardir. Sonugta, mikrobiyal
populasyon, CO, miktar1 ve enzim aktivitelerinin ylzey topraklarinda alt katmanlara
oranla daha fazla oldugunu ve bahar-yaz doneminde maksimum diizeye ulasirken kis
déneminde azaldigin belirlemiglerdir.

Korn (1994), topraktaki organik karbon iceriginin biitin toprak tdrlerinde
derinlikle azaldigim tespit etmislerdir.

Rovira ve Vallgjo (1997), karbon mineralizasyonun toprak derinligini
iliskisini arastirmiglardir. Eucalyptus globulus Labill., Quercus ilex L. ve Pinus
halepensis Mill. topraklarinin karbon minerilazasyonunu 5 cm derinlikte dustigini
saptamuslardir. Akdeniz kosullarinda mikrobiyal aktivitenin derin tabakalarda tst
tabakalara gore daha fazla oldugunu ve Ust tabakalardaki kurakligin 6nemli bir
sinirlayici faktor oldugunu belirtmislerdir. Ayrica diisik oksijen miktarinin ayrismayi
ve mineralizasyonu engellemedigini gbzlemlemislerdir.

Vokou ve ark (2002), Lavandula stoechas L. bitkisinin esansiyel yagini ve
yaginin ana bilesenlerinin toprak metabolizmasi ve mikrobiyal buylime Uzerine
etkileri arastirmiglarcir. Toprak orneklerine ilave edilen esansiyel yagin ve ana
bileseni ve bir monoterpen olan fenchone, toprak solunumunda dikkat gekici bir
artisa sebep oldugunu saptamislardir. Bununla beraber, toprak solunumundaki bu
artisin, topraktaki bakteri populasyonunun 1000 kat artmasi sonucu gerceklestigini
belirtmiglerdir.

Darici ve Aka (2003), Ceratonia siliqua L. topraklarina Pinus halepensis
Mill. ve Quercus coccifera L. yapraklarim karistirarak CO, solunumu yontemiyle (30
gun, 28°C) karbon mineralizasyonunu belirlemigler, yapraklarin mikrobiyal
aktiviteyi arttirdigim saptanmuslardir.
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Darict ve Aka (2005), Dogu Akdeniz Bolgesinde farkli anakayadan (marn,
konglomera) olusan toprakta yetisen Olea europaea L. Pinus brutia Tenore ve
Pistacia terebinthus L. topraklarinda karbon mineralizasyonunu arastirmislardir.
Sonucta bitkilerin organik madde kalitesinin artis1 ile mikrobiyal aktivitenin arttigini,
marnli topraklarda organik maddenin konglomeral: topraklardan daha siki baglandig:
ve biyolojik parcalanmaya kars1 daha dayanikli oldugunu ifade etmislerdir.

Song ve ark (2010), disardan eklenen karbon ve azotun Alp gayir topraginin
karbon mineralizasyon potansiyelini arttiracagin ileri sirmisler, bunun icin 2 doz
Azot ve karbon destegiyle 5°C, 10°C ve 25°C sicakliklarda bir inkibasyon
yuritmislerdir. Sonugta CO, emisyonunda disardan eklenen azotun hicbir etkisinin
olmadig1 ortaya cikmug, fakat karbon desteginin CO, emisyonunu arttirdigin
bulmuslardir. Buna bagl olarak, azot destegi g6z ardi edildiginde, mikrobiyal
ayrismanin ilave edilen karbonun miktarina bagli oldugunu belirtmislerdir. Karbon
desteginin Alp cayrr topragindan CO, cikisim daha fazla arttirabilecegini
Ongormislerdir.

Wang ve ark (2010), Buyuk Hing'an daglarinin strekli don boélgesinden
secilen torf Orneklerinin inkibasyonu ile sicaklik ve nemin potansiyel CO;
emisyonuna etkisini arastirmiglardir. Karbon mineralizasyon orammn toprak
derinligine bagl olarak azaldigini, sicaklikla arttigim ve ayni sicaklikta topragin su
tutma kapasitesinin %60 oramnda yiksek oranlara ulastigim saptamuslaridir. Toplam
karbon mineralizasyonunun 40 gunlik inkibasyon siresince 10,3'ten 95,0 mg
seviyelerine ulastigini ve toprak nemi ve sicakligindan etkilendigini bulmuslardir
(P < 0.001). Turbaliklarda karbon mineralizasyonunun yikselen sicaklikla paralel

olarak arttigini belirlemislerdir.

2.2. LaurusnobilisL. flelgili Onceki Calismalar

Gurbuz ve ark (2002), Laurus nobilis L. ekstraktlarimn anti-Ulsergenik
potansiyelini arastirmiglar, bitkinin metanol ekstraktinin sicanlarin - midelerini
etanolle indiklenmis Glser olusumuna karst %100 korudugunu saptarmislardir.

Ertirk (2006), Laurus nobilis ekstraktlarimin Candida albicans ve Aspergillus
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niger turlerine kars1 standart antifungal Nystatin’e gére daha guclu bir inhibitor etki
gogerdigini ortaya koymustur.

Tanaka ve ark (2006), Laurus. nobilisin etanolle yapilmis ekstraktlarinin
insanda lanosterol sentezleyen rekombinant enzimini inhibe ettigini saptamuslardir.
Laurus nobilis'in metanol ekstraktindaki bilesikleri silika jel kromatografisi ve
HPLC ile ayirmislar ve elde edilen 10 bilesikten biri olan Eremanthine’in 500 M
konsantrasyonda %70 inhibisyonla en gucli etkiye sahip oldugunu ortaya
cikarmiglardr.

Sangun ve ark (2007), Antakya' da, Y ayladag:’ nda ve Samandagi’ nda yetisen
Laurus nobilis yaprak ve meyvelerinin GC-MS analizini yapmuslardir. 3 yerden
ainan meyve ve yaprak Orneklerinin kimyasal iceriklerinin birbirlerine yakin
ciktigim ve %50 konsantrasyonla 1.8-Cineol’in ana bilesenleri  oldugunu
saptamuglardir.

Zaitoun (2007), tibbi amacla kullamilan 21 bitkinin etanol ekstraktlarimn
Galleria mellonella L. ve Apis mellifera syriaca tirlerinin gelisimlerine etkilerini
arastrmiglardir. Laurus nobilis ekstraktlart glvelere karsi insektisit Ozelligini
saptamustir. Laurus nobilis ekstraktlariyla muamele edilen Galleria mellonella
bireyleri metamorfozlarint sirdirmtis, fakat yetiskinlige eristikten sonra éldiklerini
tespit etmistir.

Rozman ve ark (2007), 1.8-Cineol’iin Stophilus oryzae, Rhyzopertha
dominica ve Tribolium castaneum tirlerinin yetiskin bireylerine karsi etkilerini
arastirmiglardir. 1.8-Cineol’in 24 saatlik en dusik dozunun (0.1 mL/720 mL
hacimde) Stophilus oryzae tirine ¢ok etkili oldugunu ve 7 gin boyunca bu 3 tir
cineol ile maruz birakildiginda %92.5 6ltm orant gergeklestigini belirtmislerdir.

Al-Kalaldeh ve ark (2010), L. nobilis'i kimyasal olarak analiz etmis ve gogls
hicre dizisinin (MCF 7) adenokanserine karsi antiproliferatif aktivitesini
incelemislerdir. Hidrodistilasyonla elde edilen ucucu yagda 1,8- Cineol %40,91
konsantrasyonla L. nobilis'in ana bileseni olarak bulmuslardir. Ayni calismada L.
nobilisin kaba etanol ekstrakti, 24,49 pg/mL IC50 degeriyle MCF 7'ye Karsi
antiprolifeatif etki gosterdigini, ucucu ve sulu ekstraktimn sitotoksik —etki
gostermedigini gbzlemlemislerdir.
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Hassiotis ve ark (2011), L. nobilisin iki mikoriza tori olan Glomus
deserticola ve Glomus intraradices’in gelisimlerine etkilerini arastirmuglardir. Fungi
kolonilesmesine ve konakta blylimeye verilen tepki, L. nobilis yapraklarinin ve
esansiyel yaglarinin farkli konsantrasyonlarinda izlenmistir. Bitkilerin topraklarina
karistirilan L. nobilis yapraklarimin mikorizay: inhibe ettigi ve inhibisyon diizeyinin
eklenen yaprak miktariyla uyumlu oldugu, esansiyel yagin da yapraklara gore daha
yuksek inhibisyona sebep oldugunu belirlemislerdir.

2.3. Genotoksisite Ileflgili Calismalar

Kanaya ve ark (1992), Vicia faba L.ve Zea mays L. turlerinin ekstraktlarinn,
Cin  hamster'inin  yumurtalik  hicrelerinde  kardes  kromatid — degisiminin
indiklenmesini arastirmislardir. Vicia faba’'mn kok ve yaprak ekstraktlari bu
hiicrelerde KKD'’yi induklemistir.  Misir  bitkisinin -~ Vicia’'ya gore KKD
indiiksiyonunda daha etkili oldugu belirlenmistir.

Gomes-Carneiro ve ark (1998), Cineol’ in’de bulundugu 6 monoterpeni, S9
varliginda ve yoklugunda Salmonella mikrozom testi kullanarak mutajenite testi
yapmuslardir. 1.8-Cineol’ in Ames testinde mutajenik olmadigim saptamuslardir.

Prates ve ark (1998), Cineol’in, depolanmis bugdaylara zarar veren
Rhyzopertha dominica F. ve Tribolium castaneum Herbst tirlerine kars: etkilerini
incelemiglerdir. 1.8-Cineol’iin direk temas ve sindirim yoluyla insektisid Ozelligi
oldugunu saptamuglardir.

Filistin'de baz1 hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla kullamlan bitkilerden
secilen 24 tirdn anti-tumor (sitotoksik) ve anti-inflamatuar aktiviteleri farelerde
fibroblast hicreleri (L929sA) ve insanda iyi huylu (MCF7) ve kétd huylu (MDA-
MB231) gogus kanseri hiicreleri Uzerinde test edilmis ve yapilan galismalarda L.
nobilis'in yiksek sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir (Kaileh ve ark, 2007).

Di Sotto ve ark (2008), Laurus nobilis'in esansiyel yaginda bulunan linalool
ve linalil asetat maddelerininin mutajenik ve antimutajenik etkilerini Salmonella
typhimurium TA 98 ve TA 100 ve Escherichia coli WP2uvrA suslarinda bakteri geri
mutasyon testi uygulayarak arastirmuslardir. Linalool, herhangi bir mutajenite

10
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gostermezken, linalil asetat WP2uvrA suslarinda revertant koloni sayilarim, hem
S9'lu hem S9'suz ortamda, istatistiksel acidan 6nemli bir artisa neden oldugunu
saptamuglardir. Linalool’un 2-nitroflorene (2NF), sodyum azide (NA), metil metan
silfonata (MMS) ve 2-aminoantrasine karsi zayif antimutagjenik etkisi oldugunu
saptamuglardir (Di Sotto ve ark, 2010).

11
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Arastirma materyali Cukurova Universitesi kampiisiinda dogal olarak yetisen
3 farkl: Laurus nobilis L. (Lauraceae, Defne)’ in yapraklar: ve 0-10 cm derinlikten
alinan topraklaridir (29.01.2010). Ayrica genotoksisite calismast icin defnenin
yaprak ekstrakti ile sigara igmeyen, 22 yasinda saglikli bir erkek ve bir kadindan
alinan periferik kan kullanilmstir.

Laurus nobilis L. Akdeniz Bolgesi’ ne 6zgu bir bitki olup ¢ali formunda 5-10
m boylanabilen bir bitkidir. Herdem vyesil olan lanseolat yapraklar: alternat
dizilislidir.

3.1.1. Arastirma Alamnmin Cografik Konumu ve Ozellikleri

Arastirma alam Dogu Akdeniz (Adana) Bolgesinde bulunan Cukurova
Universitesi Balcal1 Kamptisii (yiizolgiimii 18.024 da) icinden secilmistir.

Denizden yuksekligi en fazla 170 m olan arastirma alam deniz teraslari,
egimli teras yamaglari, nehir teraslari, allviyol taban arazileri ve vadi taban
dolgularindan olusmustur (Ozbek ve ark, 1974).

Kuzey ve orta kisminda pliosen yasli, deniz orijinli eski deniz teraslar: ve
teras yamaglar: yer almaktadir. Burada anakaya kireg tas1 ve kiregle ¢cimentolasmis
konglomeradir. Alamin kuzey yoniinde ise yiksek miktarda kireg igeren yumusak kil
taslart bulunur. Guneye gidildikce deniz terasi sonrasinda yan dereler ve Seyhan
nehrinin olustugu pleistosen devrine ait eski altivyon teraslar1 yer alir. Bunlarin
hemen guineyinde de holosende, kil, kum ve cakil depozitlerinden olusmus yeni
aluviyoller dikkati ¢eker. Cakillarin orijini genellikle kireg tas1 olup rengi gri ile
beyaz arasinda degismektedir (Ozbek ve ark, 1974).

13
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3.1.2. Toprak

Cukurova Universitesi Kampiis topraklari Entisol, Vertisol ve Alfisol
ordolarina dahil olup Pliyosene ait kirli beyaz ve pembe traverten, ¢ok kiregli
yumusak kil ve konglomera ile holosene ait ¢akil, kum ve kil serisinden ibaret yeni
aliiviyoller tizerinde olusmuslardir (Ozbek ve ark, 1974).

Orneklik alamn topraklar: “ Typic Rhodoxeralf” grubunda Karaburun tasli tin
olarak tammlanms olup %2-6 egimli, siddetli erozyonlu cok sig topraklardir (Ozbek
ve ark, 1974).

3.1.3. iklim

Cukurova bolgesinde yazlar1 sicak ve kurak, kislari ilik ve yagish olup
yagislar kisin Bat1 Akdeniz e gore az, ilkbahar ve sonbaharda daha fazladir.

Cukurova Universitesi Kampiisii kuzeyde Toros Daglar ile cevrili oldugu
icin normalden daha sicaktir. Genellikle yagmur seklindeki en yagish aylar Aralik,
Ocak, Subat, en kurak aylar ise Haziran, Temmuz, Agustos ve Eyluldir. Yillik
ortalama toplam yagis 646.8 mm, yillik ortalamanemise % 66’ dir.

Bolgede ortalama sicaklik yillik 18.7 °C, aylik 9.3 °C (Ocak) ile 28.1 °C
(Agustos) arasindadir. Ortalama distk sicaklik 4.8°C (Ocak), ortalama yiiksek
sicaklik ise 34.8 °C (Agustos) 'dir. Kurak donem mayis sonu-ekim sonu, yagish
donem kasim-nisan arasi yasanmaktadir. Mutlak don olay: yoktur (Walter, 1960,
Meteoroloji Bilteni, 1974) (Sekil 3.1).

14
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4 4 6 7 8 9
Aylar

Sekil 3.1. Adana ili iklim Diyagram

3.1.4. Kullanilan Kimyasal M addeler ve Deney Ekipmanlari

3.1.4.1. Etanol (Merck)

Laurus nobilis yapraklarimin ekstraksiyonunda ve c¢ozict kontrol olarak

kullanil mastur.

3.1.4.2. Kromozom Besiyeri

Bu calismada Gibco firmasinin Urettigi PB-Max Besiyeri (cat. no. 12552-
013), htcre kdltard icin kullanilmstir. PB-Max igerisinde Fetal Bovine Serum, L-
glutamine, Gentamicin sulfate (35 ng/mL) ve Phytohemagglutinin bulunmaktadir.
Bu medyum steril kdltar tdplerine 2.5 mL olacak sekilde paylastirilarak

kullanlmastur.
3.1.4.3. Kalsisin

Kromozom preparatlarimin hazirlanmasinda mitotik zehir olarak Colchicine
(kolsisin) (Sigma Cat. No. C9754) kullanilmistir. Kolsisin eriyigi saf su icerisinde

hazirlanmis ve kromozom besiyerine her mL’sinde 0.06 ng olacak sekilde (0.06
ng/mL) 2.5 mL’lik kromozom besiyerine ilave edilmistir.

15
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3.1.4.4. Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak %0,4’' |k KCI (Merck) kullanilmustir. Eriyik bidistile
su iginde stok halinde hazirlamp agz1 kapali bir cam kapta buzdolabinda (+4 °C)
saklanmistir. Her preparasyondan yaklasik 2 saat 6nce gerekli miktarda alimp
37°C’ deki inkubatorde 1sitilip kullanilmistar.

3.1.4.5. Fiksatif

KKD igin kullamlan fiksatif, 1 kisim glasial asetik asit 3 kissm metanol ile
karistirilarak hazirlanmustir. Fiksatif her seferinde preparat yapim isleminden iki saat
once hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmustir.

3.1.4.6. 5 -Bromo-2 -deoxyuridine (BrdUrd)

BrdUrd Sigma firmasindan (Cat. No. B 5002) temin edilmistir. BrdUrd
eriyigi bidistile su icerisinde hazirlanmis, daha sonra por ¢ap1 0,2 mm olan membran
filtre (Sartorius marka) ile siizilerek steril edilmistir. Bu eriyikten kilttr tdpleri

icerisindeki kromozom medyumuna 10 ng/mL olacak sekilde ilave edilmistir.

3.1.4.7. Sorensen Tamponu

KKD’ni incelemek amaciyla preparat yapimi sirasinda preparatlar Sorensen
tamponu igerisinde UV lambasi ile isinlandirilmistir. Ayrica bu tampon %5’ lik
Giemsa boyasi hazirlanmasinda da kullamlmustir. Bu tampon eriyik, tampon A ve
tampon B olmak Uzere iki stok ¢ozelti halinde hazirlanmis olup bu c¢ozeltiler
caligmanin amacina gore farkli miktarlarda karistirilarak kullanilmistir. Hazirlansi:
Tampon A:11.34 g KH,PO, 250 mL saf su iginde ¢ozilmustir (pH=4.8).

Tampon B:14.83 g NapHPO,4.12H,0 250 mL saf su iginde ¢ozulmustdr (pH=9.3).

16
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3.1.4.8. Standart Saline Citrate (SSC) Eriyigi

Bu eriyik 1sinlamadan sonra kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini
arttirmak amaciyla kullamlmustir. SSC eriyigini hazirlamak igin 11,05 g trisodyum
sitrat (CgHsNaz0;,.2H,0) ve 21,9 g NaCl kullamlmistir. Bu iki madde ayr1 ayri
kaplarda bir miktar saf su igerisinde ¢ozllmis, daha sonra aymi kaba aktarilarak
birbirleriyle karistirilmis ve tUzerlerine 500 mL oluncaya kadar saf su ilave edilmistir.
Hazirladigimiz bu stok eriyik 5xSSC yogunlukta olup buzdolabinda saklanmis, bu
stoktan 20 mL alinip Uzeri 100 mL’ye kadar saf su ile tamamlanarak elde edilen 1x
SSC kullanimugtir.

3.1.4.9. Giemsa

Giemsa boyast Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmis olup
deneylerimizde Sorensen tamponu icinde hazirlanmis olan %5'lik boya eriyigi
preparatlarin boyanmasinda kullanil mistir.

3.1.4.10. Entellan

Preparat kapatma solisyonudur (Merck, Cat. No. 7961). Preparatlar daimi
hale getirilirken lam ve lamelin birbirlerine yapistirilmasinda kullani mistir.

3.1.4.11. Nitrik Asit (HNO3)

Lamlar: temizlemek amaciyla 1 N ¢ozelti olarak hazirlanmistir. Plastik sisede

saklanarak her defasinda tekrar tekrar kullanil mistir.

3.1.4.12. Mitomycin C (MM C)

S9mix yoklugunda pozitif kontrol olarak kullanilmistir. MMC (Sigma,
MO0503) suda eritilerek hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmustir. MMC  stok
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cozeltisi calisma baslangicinda taze olarak hazirlanmis ve kullanilmustir. MMC
kaltdr thplerine 0.2 pg/mL olacak sekilde ilave edilmistir.

3.1.4.13. 1.8- Cineol (Merck)

Laurus nobilis L. nin yapraklarinin etken maddesi olan 1.8-Cineol, karbon

minerilazasyonda topraklara ilave edilmek amaciyla kullanmlmstir.

3.1.5. Kullanilan Deney Ekipmanlari

3.1.5.1. Hassas Terazi

Hava akimlarina karsi 6zel cam kabinli ve 0,0001 g hassasiyetli GEC
AVERY markaterazi kullamlmustir.

3.1.5.2. Santrifuj

Rotor ¢api1 21 cm olan ve 4000 rpm’ e kadar yukselebilen devir hizi, 99 dk.’ ik
zaman ayarlayici, acilabilir bashga sahip ve 28 tup kapasiteli HETTICH
UNIVERSAL marka santriftij kullanilmistur.

3.1.5.3. Mikroskop

Preparatlar koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLY MPUS marka
binokdler 151k mikroskobu ile incelenmis ve fotograflari dijital olarak gekilmistir.

3.1.5.4. inklibatér

Kan hiicreleri 37°C’ de INCUCELL marka inktibatorde inkiibe edilmistir.
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3.1.5.6. Flow Kabin (Steril Kabin)

Hucre kudltard tdplerine kromozom besiyeri  konulmasi, kan ekiminin
yapilmas, test eriyikleri ve kilttr tuplerine ilave edilmesi sirasinda steril bir ortam
olarak, % 99.9 partikiil tutma zellikli, 1500 m*h emis kapasiteli, UV ve floresan
ampult olan LABORMED marka steril kabin kullamlmustir.

3.1.5.7. Su Banyosu

Hucre kiltlrh preparatlart hazirlandiktan sonra, kardes kromatidlerin farkl:
boyanmasinda kullanilan SSC eriyiginin 58-60°C’de sabit kalmasim saglamak
amaciyla BM 302 NUVE marka 0-60°C ayarlanabilir, zaman ayarli su banyosu

kullanil mastur.

3.1.6. Lamlarin Temizlenmes

Kultur stiresinin bitiminden iki giin dnce etiketli olan lamlar saleye dizilerek
Uzerlerini iyice Ortecek sekilde 1 N nitrik asit konmus, agz1 kapatilarak 24 saat
bekletilmistir. Stre bitiminde lamlar yarim saat akan ¢esme suyunda iyice yikanmus,
daha sonra 3-4 defa saf sudan gegirildikten sonra sale saf su ile doldurularak
buzdolabinda saklanmustir.

3.2. Metod
3.2.1. Orneklik Alamn Secimi ve Orneklerin Ahinmas

Orneklik aan olarak Cukurova Universitess Kampiisii icinde agag
topluluklarimi en iyi sekilde temsil eden, ayrica dogal ve insan tahribinden
olabildigince uzakta olmasina dikkat edilmistir.

Orneklik alanlardan Laurus nobilis'in 3 farkli bireyinin altindan, yiizeydeki
dokuntiler iyice temizlendikten sonra, 0-10 cm derinlikten toprak Ornekleri
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alinmigtir. Yaprak ornekleri ise agaclarda 1,5 m yukseklige kadar olan bolgelerden
agaci en iyi temsil edecek sekilde, agacin tim cevresinden alinmustir. Bu 6rnekler
naylon torbalarda laboratuvara getirilmis ve kagitlarin Uzerine serilerek havada
kurutulmustur.

Bitki parcalar1 ve taslarindan arindirilmis toprak ornekleri havada kuruduktan

sonra 2 mm'’ lik elekle elenmis ve naylon torbalarda muhafaza edilmistir.

3.2.2. Toprak Orneklerinin Fiziksel ve Kimyasal Analizleri

Topraklarin toplam N igerigi (%N) Kjeldahl metodu, organik C icerigi (%C)
Anne metodu ile belirlenmistir (Duchaufour, 1970). Topraklardaki karbon
mineralizasyonu 30 gin boyunca CO, respirasyonu metodu ile kontrollti kosullar
altinda (28 °C, sabit nem) incelenmistir (Schaefer, 1967).

Topraklarin biinye tipi mekanik analiz (hidrometre yontemi) ile (Bouyoucos,
1951), toprak pH’si 1:2,5'lik toprak-su karisiminda InoLab pH metresi ile (Jackson,
1958), kireg igerigi (%) Scheibler kalsimetresiyle (Allison ve Moodie, 1965), toprak
renkleri Munsell renk skalasi ile (Munsell, 1975), tarla kapasitesi (TK, %) 1/3 atm.
basingli vakum pompas: ile belirlenmistir (Demiralay, 1993). Tum O&lgiimler 3
tekrarli olarak yapilmistir.
Organik Karbon (% Corg) Tayini (Anne yontemi) icin;
- Kurutulup elenmis toprak orneginden yaklasik 0.8 g rodajli balona konmustur.
- Uzerine 20 ml % 8'lik K»Cr,07 ve 15 mL konsantre H,SO, eklenmistir.
- Rodgjli balon bek alevi Uzerindeki geri sogutucuya baglanarak bek alevinde
yakilmistir. Y akma islemi 1stnma sonucu olusan ilk yogunlasma damlasindan sonra 5
dakika devam etmistir.
- Balondaki toprak ornekleri beklenerek dibe ¢okertilmistir. KoCr,O; 1n turuncu
rengi kayboluncaya kadar pek ¢ok kez damitik su ile azar azar calkalanarak 100
ml’lik balon jojede toplanmis ve son hacim damitik su ile 100 mL’'ye
tamamlanmustur.
- Balon joje iyice calkalandiktan sonra stizintiden 20 mL alimp icinde 200 mL
damitik su bulunan 600 mL’lik behere aktarilmistir. Uzerine bir spatiil ucu NaF ve 8
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damladifenilamin stilfurik eklenmistir.
- Karisim karistiricida homojenlestirildikten sonra 0.2 N Mohr tuzu ile titre
edilmistir. Titrasyonda ilk renk oldukca koyudur ve titrasyon sonunda agik ve parlak
yesil bir renk elde edilmistir (Titrasyonda harcanan Mohr tuzu miktar: not edilir).
- Dikkat edilmes gereken nokta Orneklerin titrasyonunda kullamlan 0.2 N Mohr
tuzunun titrasyonunun da aynm anda yapilmasidir. Bunun i¢in 600 mL’lik behere 200
mL damitik su, 2 mL K,Cr,O7, 3 mL saf H,SO4, bir spatul ucu NaF ve 8 damla
difenilamin stlfarik konulmustur. Mohr tuzu ile titre edilerek harcanan Mohr tuzu
miktar1 not edilir.

- Hesaplama Duchaufour (1970)’ e gbre yapil mistir:
T = 960/(294 x M)
T : Mohr tuzu titri (T @0.2 N)
M : Titrasyonda harcanan Mohr tuzu miktar: (mL)
%0C =15,375" T(V1'-Vi)/P
V4': Tanik igin harcanan Mohr tuzu miktar: (mL)
V; : Ornek icin harcanan Mohr tuzu miktar: (mL)
P : Baslangigta kullanilan firin kurusu toprak agirlig: (g)
Toplam Azot (%) Tayini (Kjeldahl yontemi) 3 asamalidir: 1. Organik Azotun
minerallesmesi: Katalizor (K,SO; + Cu,SO4 ) ve konsantre H,SO, karisiminda
kaynatilan organik madde azotunu (NH4").SO,; formunda serbest birakir. 2. NH3
distilasyonu: NH3'tin NaOH ile yer degistirerek Kjeldahl cihazinda distilasyonla geri
kazamlmasina dayanir. Distilasyon esnasinda NH; borik asit ¢ozeltisi ile
komplekslestirilip NH4H.BOs; formuna getirilir. 3. Titrasyon: Borik asitle
komplekslestirilen azot N/50'lik H,SO, ile titre edilerek tekrar baslangictaki
(NH4")>S04 formuna déniistrlir.
Islemler soyle yapilir:
- Toz haline getirilmis toprak Orneginden 5g, bitki icin de 0,04 g tartilip yakma
balonuna aktarilmistir.
- Uzerine bir kasik Wieninger katalizorii (10 birim K,SO4 + 1 birim Cu,SO4 + 1
birim Se) ve 30 ml H,SO, eklenip 24 saat 1slanmaya birakilir.
- 24 saat sonunda Ornek geker ocakta 15 dakika hafif isitildiktan sonra isitici  350-
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400 °C ye yukseltilerek yakma islemi parlak agik yesil renkli sivi ortaya ¢ikana kadar
sirdurdlmdstir. Yakma sirasinda balon sik sik karistirilarak boyun kismindaki
organik maddenin balonun haznesine diusmesi ve bdylece tamamimin yanmasi
saglanmistir. Dikkat edilecek nokta, agik yesil renk elde edildikten sonra yakma
isleminin 1 saat daha devam ettirilmesidir.
- Yakma sonunda balon sogutulmustur ve igindeki yanmis ornege yaklasik 30 mL
damitik su ilave edilmistir. Tekrar sogumas: beklendikten sonra, ¢oktirme yontemi
ile Gstteki sivi 100 mL’lik balon jojeye aktarilmistir ve yakma balonu 2-3 kez
damitik su ile yikanarak ayni islem tekrarlanmistir. Balon joje tamamen soguduktan
sonra hacmi damitik su ile 100 mL’ye tamamlanmustur.
- Digtilasyon islemi icin 250 mL’lik behere 20 mL % 4'lik H3BOs (Borik asit) ve
birka¢ damla Ma ve Zuazaga indikatérii konulmustur. Bu beher distilasyon esnasinda
azotun toplandig1 kisma konulmustur.
- Geri sogutucu calistirildiktan sonra analiz edilecek siizikten 10 mL aliip yari
otomatik Kjeldahl distilatérintin rezervuarina konulmustur.
- Digtilasyon cihazinda haznede bulunan siizik Gzerine, esmer bir ¢okelti ortaya
cikana kadar, %60’ ik NaOH ilave edilip distilasyona baslanmistir. Distilasyon
islemi 5-7 dakika (yaklasik 100-150 cc olana kadar) strdirilmdstir. Distilasyon
sonunda beherde mavi renkli bir ¢dzelti olusmustur.
- Beherdeki mavi renkli ¢ozelti N/50’lik H,SO, ile baslangigtaki parlak kirmizi renk
elde edilinceye kadar titre edilmistir.
- TUm bu islemler 6rnek konmadan hazirlanan tanik igin de tekrarlanmustir.
- Buna gdre toplam azot miktar: su formdl ile hesaplanmistir (Duchaufour, 1970) :

% N = (0.28xT)/P
0.28 : Toplam azot hesabinda kullanilan sabit sayi,
T : Ornekle tamk arasindaki titrasyon farki,
P : Baslangigta kullanilan kuru toprak agirlig1 (g).

Toprakta CO, Metodu (Respirasyon) ile Karbon Mineralizasyonu:

- 500 ml hacimli, lastik contali cam mineralizasyon kavanozlarina elenmis
toprak drneginden hava kurusu 80 g konmustur.
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- Toprak tarla kapasitesinin % 80 i oraminda nemlendirilmistir ve cam bir baget
yarchimiylaiyice karistirilip kimelenmemesine dikkat edilmistir.
- 50 mL’lik bir cam behere 40 mL Ba(OH), konup mineralizasyon kavanozlarinin
ortasina yerlestirilmis ve kapag: sikica kapatil mistir.
- Tanik i¢in bir kavanoza toprak olmadan sadece 40 ml Ba(OH), konulmustur.
- Kavanozlar 28°C'’ lik etlivde inkiibasyona birakilmis, 1-3 gunlik periyotlarla 30 glin
boyunca CO, 6lgtlmustir. Boylece her dlgim gini kavanozlar agildiginda havalar
datazelenmis olmaktadir.
- Titrasyon icin kavanozdaki Ba(OH),' den otomatik pipetle 2 mL alimp 50 mL’lik
cam behere aktarilmustir. Uzerine 1 damla Fenolftalein indikatorii damlatilarak,
¢cozelti rengi pembelesmistir ve N/22' lik Oksalik asit ile 6rnek titre edilmistir.
- Cozelti rengi pembeden beyaza dontince titrasyon islemi bitirilmistir.
- 40 ml’lik Ba(OH),' ye gére % CO, miktar1 su formille hesaplanmustir:
% CO,=x.20" 100 x: Harcanan Oksalik asit miktar1 (ml)
KT 20: Seyreltme katsayisi
KT: Kuru toprak (105 °C)

CO," 0,2727 carpimi ise 100 g toprakta minerallesen karbon miktarin
[mg C(COy) / 100g K T] verir.

- Her 6l¢im gtintinde hesaplanan C(COy) degerleri birbirleriyle toplanarak 30
gunlik minerallesmis C(CO,) miktar1 belirlenir. Bu degerin topragin toplam
karbonuna oram karbon mineralizasyon oramdur.

C(CO2) " 100 formull ile 30 gunlik karbon mineralizasyonu oranlar
Ctoplam hesaplanir.

3.2.3. Ekstraksiyon ve Kromatografik Ayirmave Tammlama

Laurus nobilis L. yapraklar1 havada kurutulduktan sonra bitki degirmeninde
Ogutilmistr. 5 g 6gutulmis yaprak 25 dakika araliklarla iki defa 25 mL ve 7 defa
15 mL %96’ ik etanol kullamlarak (Toplamda 165 mL etanol) Whatmann No:42
filtre kagidiyla sztUlmustir. Ardindan rotary evaporator cihazina takilarak 4 saat
boyunca icindeki etanol buharlastirilip geri kazamlmistir. Elde edilen 6zit 10 mL
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etanolle karstirilarak 1 mL’lik ependorflara aktarilmis ve +4°C’'de buzdolabinda
saklanmistir. Bu 6zt KKD (kardes kromatid degisimi) testlerinde kullanilmistir
(Elmastas ve ark, 2006).

Y apraklarin 1.8-cineol igerigini belirlemek igin 6gutilmis yapraklardan 20 g
tartilmig, 250 mL saf suyla beraber balon jojeye konularak Clevenger cihazinda 3
saat kaynatilmistir. Daha sonra yapraklarin ugucu yaglart 10 ml’lik cam tuplere
aktarilmis ve -20°C’ de buzdolabinda saklanmustir.

Elde edilen ugucu yaglar, GC-MS analizleri Termo Scientific Triplus Trace
GC Ultra I SQ marka kiitle spektrometresinde elektron impakt (70 eV) ile yapilmistir.
Kromatografik ayirma TR-MS-5 (60m x 0,25 mm x 0,25 um, %5 fenil polisiloksan)
kolonda gergeklestirilmistir. Bunun icin sicaklik programm 50°C de 1 dakika
bekletilir, 3°C/dk 1sitma hiziyla 160 °C ye cikarilir, burada 3 dakika bekletildikten
sonra 5°C/dk 1sitma hiziyla 250 °C ye cikarilip 10 dakika bekletilir. Enjeksiyon
sicakligi 240°C ve oplitl0 modunda calisilmistir. Her bir bilesen, kitle
gpektrumlarinin - Wiley07 ve NIST(2005) kituphanesinden  yararlamilarak
tanimlanmustir. Ugucu yagda cineol miktari i¢ standart ekleme metodu kullamilarak
GC-MS de belirlenmistir. I¢ standart olarak toluen kullanilmustr.
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3.2.4. Genotoksisite Calismalari

3.2.4.1. Metabolik Aktivator Yoklugunda Test Metodu

3.241.(1). Kardes Kromatid Degisimini (KKD) (Sister Chromatid
Exchange=SCE) Saptamak Amaayla Hucre Kultdrdndn
Yapilmas, Test Maddéderinin  Kiiltire ilave Edilmes ve

Preparatlarin Hazirlanmas

Ayni yas grubunda, saglikli ve sigara igmeyen insanlardan alinan (1 bayan, 1
erkek) 1/10 heparinize edilmis periferik kanin 0.2 mL’si kromozom medyumuna PB-
Max (Gibco cat. no. 12552-013) ilave edilmistir (Renclizogullar1 ve Topaktas,
1991). Kanin ilavesinden hemen sonra son konsantrasyonu 10 pg/mL olacak sekilde
steril 5-bromo-2-deoksiuridin ilave edilerek kiiltir 37°C’de 72 saat inkiibe edilmistir.
Test maddesinin 6n c¢alisma sonucu belirlenen toksik olmayan 3 konsantrasyonu
(3.0, 6.0 ve 12.0 pL/mL) kultdr ortamina kiltirtin baslangicindan 24 ve 48 saat sonra
ilave edilmis ve hicrelerin test maddesiyle 24 ve 48 saat boyunca muamele
edilmeleri saglanmustir. Kilttr stresinin bitiminden 2 saat 6nce (yani kaltirin 70.
saatinde) her tiupe hazirlanan kolsisin eriyiginden ilave edilmis (0.06 ng/mL) ve
tipler hafifce sallanarak iyice karistirilmistir. Hiicreler 2 saat stiresince (37°C’ de)
kolsisin ile 6n muameleye tabi tutulmustur. Kiltdr siresi olan 72. saatin bitiminde
kaltdr topleri 2000 devir/dk (rpm)’da 5 dk santriflij edilmis, sipernatant atilmistir.
Dipte kalan ve hicreleri ihtiva eden 0.5-0.7 mL’lik siv1 iyice karistirildiktan sonra
tuplere, etlivde 37°C’ de tutulan hipotonik eriyik ilave edilmistir. Bu eriyigin ilavesi
damla damla ve karistirilarak yapilmistir. Aksi halde hiicrelerde kiimelesme olmakta
ve amaca uygun olmayan preparatlar elde edilmektedir. Her tipe 5 mL hipotonik
eriyik ilave edildikten sonra tipler, agz1 kapatilarak inklbatdre konulmustur.
Hucreler 4 dk hipotonik eriyikte 37°C'de muamele edilmistir. Strenin sonunda
tipler 10 dk 1200 devir/dk’da santrif(ij edilmis, stpernatant atilmistir. Bu sefer
hipotonik eriyik ilavesi gibi yavas yavas ve karistirarak her tipe 5 mL olacak sekilde
soguk fiksatif ilave edilmistir. Oda sicakliginda 20 dk fiksatif ile muamele edilen
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hiicreler 1200 rpm’de 10 dk santrifilj edilmis ve stipernatant atildiktan sonra tiiplere
tekrar fiksatif ilave edilmistir. Bu islem 3 kere tekrarlanmustir. 3.fiksatif
muamelesinin sonunda tlpte kalan sivinin tamamen berraklastigi gorulmuistir. Eger
sivi berraklasmamissa tekrar fiksatif muamelesine devam etmek gerekir. Her fiksatif
ilavesinden sonra tupler santriftj edilerek Ustteki sivi atilmustir. Son santrifiijden
sonra dipte 0.5-0.7 mL sivi kalacak sekilde slpernatant atildiktan sonra preparat
yapma islemine gecilmistir.

TUpUn dibinde toplanan hiicreler Pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale
getirilmistir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre slispansiyonundan
cekilmistir. Ozel olarak hazirlanmis diizenege tutturulan Pasteur pipetinden daha
Once temizlenmis ve saf su icerisinde buzdolabinda saklanmis lamlarin Gzerine 45
cm youkseklikten farkli alanlara 1'er damla olmak Uzere hiicre slispansiyonu
damlatilarak (her lama 3-4 damla) hiicrelerin ve dolayisiyla kromozomlarin lam
Uzerinde yayilmasi saglanmistir. Hicre stispansiyonunun lamlara damlatiimasi
esnasinda damlalarin Ust Uste dismemesine dikkat edilmistir.

Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak Uzere 24 saat oda sicakliginda
bekletilmistir.

3.2.4.2. Preparatlarin Boyanmas

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasim (sister chromatid
differentiation=SCD) saglamak amaciyla Speit ve Haupter (1985)'in gelistirdikleri
metod modifiye edilerek kullanilmistir. Bu amagla bir gunlik preparatlar 1sinlama
kabina konarak Uzeri bir film gibi Ortilecek seklide Sorensen tamponu ile
kapatilmistir. Isinlama eriyigi, 5 mL tampon A, 5 mL tampon B’den alimip bu
karisimin distile su ile 100 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlanmistir (pH=6.8).
Isinlama eriyiginin fazla veya az olmasinin kardes kromatidler arasindaki kontrast
farkim O6nemli derecede etkiledigi gorulmustur. Bu sekilde ince bir tabaka halinde
isinlama eriyigi ile ortilen preparatlar, karanlikta 15 cm yukseklikten 30W’ ik 254
nm dalga boyunda 1s1k yayabilen tek ultraviyole lambasi ile 30 dk isinlanmustir.
Isinlama bittikten sonra preparatlar 1xSSC eriyigi icerisinde 58-60°C arasindaki
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sicakliklarda 60 dk inkiibe edilmistir. Inkibasyon siiresi bitmeden 15 dk 6nce %5’ lik
Giemsa boya eriyigi hazirlanmistir. %5'lik Giemsa boyasi, 5 mL tampon A, 5 mL
tampon B ve 5 mL Giemsanin karstirilarak Gzerleri 85 mL saf su ile
tamamlanmasiyla hazirlanmistir (pH=6.8). Sonra bu boya dik bir sale icine filtre
kagitlarr ile stzUlmistir. Inkibasyon sliresinin sonunda preparatlar  1xSSC
eriyiginden alinarak dogrudan boya icerisine konmus ve yaklasik olarak 30 dk boya
icerisinde bekletilmistir (kardes kromatidler arasindaki en iyi kontrast fark: bu stirede
saglanmustir). Bu stirenin sonunda preparatlar boyadan cikarilmus, ¢ ayri kaptaki saf
su iginden gegirilerek fazla boyamin akmasi saglanmistir. Bundan sonra preparatlar
dik vaziyette konularak kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar entellan ile
kapatilarak daimi  hale getirilmistir. Entellan kuruduktan sonra bu daimi
preparatlarda mikroskobik incelemeler yapilmistir.

3.2.4.3. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis daimi preparatlar Olympus marka binokdler 1gik mikroskobunda
immersiyon objektifi ile (MB :10x100) incelenmistir.

<

2 EED 1 EET EED Yok

Sekil 3.2. Kardes kromatid degisiminin oldugu ve olmadig: durumun sematik
olarak gosterilmesi (Topaktas ve Speit, 1990).

KKD sayisi, her kisinin kan kilttrtine ait preparatlardan iyi dagilmis ve ikinci
mitozu gegiren 25 hiicrede (2 kisiden toplam 50 hticrede) saptanmustir. KKD sayisi
bir kromozomun agik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis parcalarin veya koyu
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boyanmis kromatidindeki agik boyanmus parcalarin sayilmasiyla belirlenmistir
(Topaktas ve Speit, 1990). Ortadan bir parca degisimi olmus ise bu iki KKD olarak
degerlendirilmis (Sekil 3.2.a), uctan parca degisimi olmus ise bu da bir KKD olarak
sayilmistir (Sekil 3.2.b). Ancak bu incelemeler esnasinda kromatidlerin primer
bogum bdlgelerinden donim yapip yapmadiklarina dikkat etmek gerekir. Bu
durumdaki kromozomlarda KKD yoktur (Sekil 3.2.c).

Laurus nobilis L. yaprak ekstraktimin DNA replikasyonu tzerindeki etkilerini
saptamak amaci ile proliferasyon indeksi (PlI) bulunmustur. Bunun icin tesadufi
secilmis 100 hiicre incelenmistir. Bu incelemeler sirasinda gozlenen birinci, ikinci ve
UcUncti metafaz devresindeki hiicreler sayilmustir. Bu verilerden yola ¢ikarak Pl su
sekilde hesaplanmustir:

= (IM1+2M2+3M3)/100

M;: 1. Mitozdaki hiicre sayisi

Ma: 2. Mitozdaki hiicre sayisi

Ms: 3. Mitozdaki hiicre sayisi

Birinci, ikinci ve Uglincl metafazlar su sekilde ayirt edilmistir (Topaktas ve
Speit, 1990): BrdUrd, deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin analogu
olan bilesiklerdir (Sekil 3.3). BrdUrd, dT ve dU arasindaki tek fark tasidiklar: benzen
halkasindaki 5.C atomuna dT'de CH3;, BrdUrd de Br ve dU’da H atomunun bagl
olmasindan kaynaklanmaktadir.

O o O

CH3 Br L _H

HN HN |

o//k N

//k
HO— c:H2 HO— c:H2 HO—CH,
| o o

OH
Deoxyt|md|n dm Bromodeoxymdln (BrdUrd) Deoxyuridin (dU)

Sekil 3.3. Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdUrd) ve Deoxyuridin (dU)’in
kimyasal yapilari.
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BrdUrd, DNA'min yapisinda bulunan timin bazlarimn analogu oldugundan
dolay: kultdr ortamina BrdUrd koydugumuzda hiicre DNA’sinmi replike ettigi sirada
(1.S fazinda) yeni sentezlenen polintkleotid ipligi igine timinin yerine ortamda
bulunan BrdUrd ni alacaktir. BoOyle hiicrelerin kromozomlari boyandiginda bir
kromozomun her iki kromatidi de (BrdUrd/dT:dT/BrdUrd) homojen koyu renkte
boyanacaktir. Bu hicreler 1. mitoz bolinmeyi gegiren hicrelerdir (Sekil 3.4 A).
Birinci mitoz bolinmeyi gegiren hiicrelerden meydana gelen yavru hiicreler tekrar S
fazina girdiginde (BrdUrd'lu ortamda 2.S fazi) timin ihtiva eden polinikleotid
ipligine komplementer olarak sentezlenen yeni DNA ipliginde BrdUrd yer alacaktur.
Bu iki polinikleotid ipligi bir kromozomun koyu boyanan kromatidini (BrdUrd/dT)
olusturacaktir. BrdUrd'lu iplige komplementer olarak sentezlenen yeni iplige de
BrdUrd girecektir ve bir kromatidi olusturan iki polintkleotid ipligi de BrdUrd ihtiva
ettiklerinden (BrdUrd/BrdUrd) bu kromatid aym kromozomun agik boyanan
kromatidini olusturacaktir. Iste bu hiicrenin metafaz devresinde preparat yapildiginda
hiicrenin tim kromozomlarinin (BrdUrd/dT:BrdUrd/BrdUrd) kromatidlerinden biri
koyu digeri ise acik renkte boyanacaktir. Bunlar da ikinci mitoz bolinmeyi geciren
hicrelerdir. (Sekil 3.4.B). Bu hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd'lu ortamda
3.S fazi) ikinci mitozda agik boyanan kromatidden tim polintkleotid ipliklerine
BrdUrd girmis olan bir kromozom meydana gelecektir ve bu kromozomun her iki
kromatidi de acik renkte boyanacaktir (BrdUrd/BrdUrd:BrdUrd/BrdUrd). Ikinci
mitozda koyu boyanan kromatidden ise, bir kromatidin her iki ipligi BrdUrd'li ve
diger kromatidin bir ipligi BrdUrdli diger ipligi timinli olan bir kromozom
olusacaktir. Bu kromozom da boyandiginda bir kromatidi koyu renkte, bir kromatidi
de acik renkte boyanacaktir (BrdUrd/BrdUrd:dT/BrdUrd). Iste boyle hiicrelerin
metafaz devresinde preparat yapildiginda bazi kromozomlarin her iki kromatidi agik
renkte, bazi kromozomlarin bir kromatidi acik, diger kromatidi de koyu renkte
boyanacaktir. Bu hiicrelerde 3. mitoz bolinmeyi geciren hicrelerdir (Sekil 3.4.C).
Iste bu sekilde 1., 2. ve 3. mitoz bolinmeyi geciren hiicreler ayirt edilmis, bu
hicrelerin 100 hiicre icindeki sayisi saptanmis, bundan da yukarida belirtilen formtile
gore proliferasyon indeksi (PI) hesaplanmustir.
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Sekil 3.4. BrdUrd in DNA yapisina girmesi ile 1., 2. ve 3. mitoz bolunmeyi gegiren
hiicrelerin ayirt edilmesinin sematik olarak agiklanmasi (During 1985'e
gore Topaktas ve Speit 1990’ den).

3.2.4.4 istatistik Analiz ve Sonuclarin Deger lendirilmesi

Genotoksisite Analizinde mikroskobik inceleme sonucunda muameleli
gruplardan elde edilen KKD ve Pl degerleri ile kontrol, ¢dzicl ve pozitif
kontrollerin degerleri arasindaki farkin 6nemi t-testi ile arastirilmistir. Doz etki
iliskisi ise korelasyon ve regresyon test sistemi ile saptanmis ve sonuclar grafik ile
verilmistir.

Ayrica mikroskobik incelemelerden elde edilen sonuclar cizelge ve grafikler
halinde verilmistir.

Karbon mineralizasyon analizi sonuclarinin istatistiksel analizi SPSS paket
programu ile yapilmistir. Toprak karbonuna esdeger ve ¥z si oramnda karbon igeren

yaprak ve cineol ilave edilen toprak Orneklerinde organik madde mineralizasyonu
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sonuclarinin ortalamalar1 arasinda farklarin 6nem dizeyi Varyans analizi (One Way
Anova) ve Tukey HSD tedti ile belirlenmistir. Her bir bitki icin alinan topragin (3
tekrarli) ortalamalar1 + standart hatalariyla cizelge ve sekillerde sunulmustur. TUm

istatistik analiz icin 6nemlilik diizeyi p £ 0.05, 0,01 ve 0,001 seklindedir.
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4BULGULAR VE TARTISMA

29.02.2010 tarihinde alinan Laurus nobilis L. toprak orneklerinin fiziksel ve
kimyasal analizleri ile yaprak ve 1.8-cineol’ in kimyasal analizleri istatistiksel olarak
degerlendirilmis, ortalama ve standart hata degerleri hesaplanmis (Cizelge 4.1) ve P
degerine (0,05; 0,01; 0,001) gore 6nem dereceleri belirlenmistir.

Toprak karbonuna esdeger ve yarisi kadar karbon igeren yaprak ve 1.8- cineol
karstirilmug topraklarin 30 gunlik kumulatif karbon minerallesme grafikleri (Tukey
HSD) cizilip kiyaslanmis (Sekil 4.1) ve P degerine (0,05; 0,01; 0,001) gdre dnem
dereceleri belirlenmistir (Cizelge 4.1).

4.1. Topraklarin Fiziksel ve Kimyasal Analizlerinin Sonuclari

Laurus nobilis L. topraklart kumlu tinl: binyeli, Munsell renk skalasina gore
koyu sarimsi kahverengidir (10YR 4/4). Topraklar bazik  reaksiyonlu olup
aralarinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir (Cizelge 4.1 ). Topraklarin tarla
kapasiteleri arasinda istatiksel olarak bir fark yoktur. Karbon ve azot icerikleri
acisindan topraklar arasindaki fark anlamli iken, yapraklar arasinda anlamsiz
bulunmustur.

Karbon mineralizasyonu igin karbon igerigi %3.70 olan L1 toprag:
kullanilmustir. Bu topragin karbon degerlerine esdeger ve % si oramnda karbon
iceren yapraklar (Cyaprak) ogitilip toz halinde, 1.8-cineole (Merck) ise sivi olarak
topraklara karistirilmistir. Buna gore inkiibasyona birakilan toplam karbon miktarlar:
asagida verilmistir (g C/ 100 g Kuru toprak) :

Toprak karbonu : 3,70

Toprak + %2 Cigcinesl : 3,70+ 1,85=5,55
Toprak + 1Cigcinest : 3,70+ 3,70=7,40
Toprak + %2 Cyaprak : 3,70+ 1,85=5,55
Toprak + 1Cyaprak  : 3,70+ 3,70=7,40
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Cizelge 4.1. Defne Toprak ve Yapraklarinin Fiziksel ve Kimyasal Analizlerinin
Ortalama Sonugclar1 ve Standart Hata Degerleri

Laurus
Analizler L1 | L2 L3 P
Toprak Rengi (Munsell) | 10 YR 4/4 (koyu sarimsi-kahverengi)
% Kum 77,21 67,18 79,06
Tekstir % Silt 8,21 18,27 7,89
% Kil 14,58 14,55 13,05
Tekstir Tipi SL SL SL
Toprak | TK (%) 53,42 38,39 46,36
pH 7,52+0,05 | 7,80+0,02 | 7,84+0,05 | 0,003
CaCO; (%) 5,73+0,02 | 10,73+0,04 | 7,37+0,90 | 0,003
% C 3,70+0,08 | 3,93+0,02 | 4,46+0,07 | 0,001
% N 0,57+0,03 | 0,35+0,03 | 0,53+0,04 | 0,004
CIN 6,49+0,04 |11,40+0,09 | 8,48+0,05 | 0,005
%C 49,70+6,34 | 43,80+6,91 | 58,49+6,39 | 0,346
Yaprak
%N 1,88+0,00 | 1,62+0,02 | 0,85+0,11 | 0,195

Cizelge 4.2. Defne yapraklarinin ugucu yag ve bu yagdaki GC-MS analizi ile elde
edilen 1.8-cineol miktarlar:

Ormekler Elde Edilen Ugucu Yag Miktari (ml/20 g Yagdaki Cineol Miktari
yaprak) (mg /10 ul yag)
L1 0.15 6,05
L2 0.12 7,55
L3 0.30 4,93

Topraklara karistirilan yapraklar ve 1.8-Cineol miktarlar1 asagidaki gibi
hesaplanmustir:

Yaprak % 49,70 karbon icermekte olup topragin % 3,70 karbonuna esdeger
karbona sahip yaprak miktar1 7,44 g’ dir. Toprak karbonunun %2 si oraninda karbon
iceren yaprak i¢in de bu miktarin yarisi (3,72 g) amnmustur.

100 g yaprakta 453,45 mg Cineol bulundugu icin 3,72 g yaprak topraga
karistirldiginda 16,86 mg, 7,44 g yaprak ile de 33,72 mg cineol
olmaktadir.

1.8-Cineol’ in mol. agirlig1 154 g olup 120 g karbon igermektedir. Topraktaki

eklenmis

3,70 g karbona esdeger karbon iceren (1 X) cineol miktart 4,75 g'dir. Cineol
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solusyonu % 98 saflikta oldugu icin bu miktar cineole karsilik 4,85 ml cineol
kullamlmistir. Toprak karbonunun Y2 sine esdeger karbon iceren cineol icin de bu
degerlerin yarist kullamlmustir.

30
—_T

== 15 1.8-Cined

1C1.8-Cineal

=120 yaprak f‘,,-'

=1 Yaprak _/,.-»

mg CICD?HJ’IMg KT
i

=)
=

0 3 5] 9 12 13 18 21 24 27 3

Ginler

Sekil 4.1. 1.8-Cineol ve defne yapragi Kkaristirnlmis topraklarda karbon
mineralizasyon egrisi (T:Toprak)

Toprak karbonuna esdeger ve % si oraminda karbonlu yaprak ve cineol
karistirilmis topraklarda karbon mineralizasyonunun zamana bagli olarak yukseldigi
gozlenmektedir (Sekil 4.1). Bu durum istatistiksel olarak incelenmis; hem tanikla
hem de toprak karbonuna esdeger ve yarisi kadar karbonlu yaprak ilave edilmis
topraklar arasinda anlamli bir fark bulunmustur. ¥2 Cis.cined V€ 1 Cigcined ile %2
Cyaprak arasinda istatistiksel olarak anlaml: bir fark bulunmustur. Bunun yaminda %%
Ciscineo UN 1 Cyayac ile arasinda anlaml: bir fark varken 1 Cigcinea’NiN 1 Cyapra il€
arasindaki fark anlamsizdr.

Monoterpenlerin = toprak  mikroorganizmalart  tarafindan  kolayca
parcalanabildigi bilinmektedir. Yapilan calismalarda mikroorganizmalardaki bazi
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parcalayict enzimlerin diger primer karbon kaynaklari bitmeden olusmadigi
saptanmustir. Bunun sebebi olarak cineol gibi bireysel bilesenlerin 6nce ani bir etkiye
sebep olmadigi, fakat toprak solunumunun artmasindan once belirli bir strenin
gerekli oldugu belirlenmistir (Vokou ve ark, 1984; Vokou ve Margaris, 1988).

0,6 -

0,46 0,47

ETanik

W 1/2 C1.8Cineol
B 1C18-Cineol
W1/2 CYaprak

m1CYaprak

Karbon Mineralizasyon Oran

Sekil 4.2. Laurus nobilistopraklarinda karbon mineralizasyon oranlar1 (30 giin,
n=3) ( mg C(CO)/ Top. C x 100) (Tamk: Kontrol)

Mineralizasyon grafigine gore; toprak karbonuna esdeger karbonlu yaprak
(1Cyaprak) karistirilmug toprakta karbon mineralizasyonu diger ortamlara gore daha
yiksekte seyretmesi yaprak bilesiminde kolay ayrisabilen, yeterli miktarda organik
bilesik bulundugunu gostermektedir. Fakat buna ragmen mineralizasyon oramnin
tanktan daha dusik cikmasi cineoliin antimikrobial etkisinin varligim da
cagristrmaktadir. Toprak karbonunun Y2 s oraminda karbon iceren yaprak
karstirilmus toprakta mikrobiyal faaliyet 21. gline kadar daha distk seviyede, fakat
artarak ilerlemis, sonra 27 ve 30. gunlerde 1Cyyax ‘1 ortamdan bile fazla olmustur.
Bu durum ortamda mevcut organik bilesiklerin ayristigini, 21. ginden sonra ise
mevcut cineoliin de inhibitér etkisi azaldigi icin ayrismaya baslamas: olarak

aciklanabilir. Gergekten bu durum mineralizasyon oram grafiginde cok net olarak
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yansimaktadir. Cineol daha dusik miktarda olmasina ragmen, gene de etkisini
gogerdigi ve bu ortamda karbonun ancak tamk kadar mineralizasyona ugradigi
anlasilmaktadir.

4.2. Metabolik Aktivator Yoklugunda (S9mix) Laurus nobilis (Ln) Yaprak
Ekstraktimn KK D Uzerindeki Etkis

Laurus nobilis yaprak ekstraktinin 3 farkli konsantrasyonu (3.0, 6.0 ve 12.0
pL/mL) ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan
ortalama kardes kromatid sayisi (KKD/Hiicre) cizelge 4.3'te gorilmektedir. Her iki
kontrol ile karsilastirildiginda; Laurus nobilis (Ln) yaprak ekstrakti insan
lenfositlerinde  KKD sayisim 24 saatlik muamele siresinde sadece 2.dozda
arttirmasina ragmen 48 saatlik muamelede tim dozlarda arttirmamustir (Cizelge 4.3.
ve Sekil 4.4). Hatta Ln 48 saatlik muamelede ortalama KKD sayisint doza bagli
olarak azaltmis (Sekil 4.5) ve bu etki istatistiksel bakimdan anlamli bulunmustur
(r=0.993, P£0.05).
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Cizelge 4.3. S9mix yoklugunda degisik dozlarda Ln yaprak ekstrakti ile 24 ve 48 saat
muamele edilen insan periferal lenfositlerinde ortalama kardes kromatid
degisimi (KKD) sayist

_ Sure Konsantrasyon Min-Max
Test maddesi KKD/HiicrexzSE
(saat)  pl/ml KKD

Kontrol - - 1-9 4.1+0.06
Etanol 24 10 1-26 5.02+0.30
MMC 24 10 14-72 41.72+8.24
Ln. 24 3 1-15 4.52+0.40

“ 24 6 2-11 5.30+0.02 a2bl

“ 24 12 2-12 4.94+0.50
Etanol 48 10 2-10 4.46+0.06
MMC 48 10 28-81 53.92+1.58
Ln. 48 3 1-11 6.08+0.80

“ 48 6 2-18 5.54+0.46

“ 48 12 1-11 4.76+0.76

a Kontrol ilekarsilastirmada fark 6nemli; b: Cozicl kontrol ile karsilastirmada fark énemli; 1.
P£0.05; 2: P£0.01; 3: PE0.001
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Sekil 4.3. SOmix yoklugunda farkli dozlarda Ln yaprak ekstrakti ile 24 Ve 48 saat
muamele edilen insan periferal lenfositlerinde KKD/Hiicre

Flttedi 1 1ne Mok
2= 6470 014431
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Sekil 4.4. SOmix yoklugunda farkli dozlarda Ln yaprak ekstrakti ile 48 saat muamele
edilen insan periferal lenfositlerinde ortalama KKD sayisinin doza etki
iligkisi
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Hollman ve ark. (1996) bitkilerden elde edilen flavonoidlerin anti-inflamatuar
etkileri yaminda anti-mutajenik ve hatta anti-allerjik 6zelliklerinin oldugunu ortaya
koymuslardir. Fakat bazi bitkilerin ugucu yaglarinin da insanlarda bazi istenmeyen
etkilere ve hatta 6lumlere yol acabilecek kadar zehirli maddeler icerebildikleri de
bildirilmistir (Qu ve ark, 1992; Chiang ve ark, 1997; Sarer, 1991; Leal-Cardoso ve
Fonteles, 1999).

Bu calismadan elde edilen sonuclar1 destekleyen ve monoterpenlerin
genotoksik olmadigini hatta anti-genotoksik etkiye sahip olduklarim gosteren bir ¢ok
calisma bulunmaktadir.

Gomes-Carneiro ve ark. (1998), monoterpenoid bilesikler olan (+/-) camphor,
citral, citronellal, 1,8 cineole ve (-) menthol’un Salmonella typhimurium'un TA97,
TA98, TA100ve TA102 suslarinda, SO mix varliginda ve yoklugunda mutajenik
olmadigini; fakat, bir monoterpen olan terpineolun TA102 susunda S9 mix.
varliginda ve yoklugunda hist+ revertant sayisimi konsantrasyona bagli olarak
arttirchgim bildirmislerdir. Aym c¢alisma grubu, p-myrcene, o-terpinene ve (+/-)-a-
pinene monoterpenlerinin de Ames testinde mutajenik olmadigim bulmuslardir
(Gomes-Carneiro ve ark, 2005). Linalool monoterpeni, bakteriyel reverse mutasyon
testine gore, Salmonella typhimurium TA98 ve TA100, ve Eschericha coli WP2uvr A
suslarinda ne mutajenik ne de antimutajenik etkiler gostermistir (Di Sotto ve ark.,
2008). Linalool, Salmonella typhimurium'un TA92, TA94, TA98, TA100, TA1535,
TA1537 ve TA1538 suslarinda S9 metabolik aktivasyon varliginda ve yoklugunda
mutajenik bulunmamustir (Eder ve ark, 1980, 1982a, 1982b, Heck ve ark, 1989,
Ishidate ve ark., 1984, Lutz ve ark., 1980).

Goruldagi gibi, monoterpenoid bilesikler Ames testinde genellikle negatif
sonuglar vermistir, yani bu maddeler genellikle mutajenik bulunmamstir. Fakat,
Uluslararast Toksikoloji Programi (NTP, 1990), bir monoterpen olan d-carvone
Uzerinde yaptiklar: ¢calismada Salmonella typhimurium’'da mutajenik etkiye sahip
olmadigint ancak kardes kromatid degisimine ve kromozomal aberasyonlara neden
oldugunu bildirmiglerdir.

Kauderer ve ark. (1991) tarafindan, p-myrcene monoterpeninin metabolik
aktivator varliginda ve yoklugunda kilttre alinmis insan lenfositlerinde 1.000 pg/ml

40



4.BULGULAR VE TARTISMA Burak KOCAK

konsantrasyona kadar KA ve KKD frekansim arttirmacig: bildirilmistir. Benzer
sekilde Murthy ve ark. (1991) tarafindan, 10 mM konsantrasyondaki mentholiin
metabolik aktivatdr varliginda ve yoklugunda insan lenfositlerinde KA ve KKD
frekansim  kontrollere gore istatistiksel olarak attrmadigini  bildirmiglerdir.
Calismamizda KKD frekansi bakimindan elde edilen sonuclar1 bu arastiricilarin elde
ettigi sonuclar desteklemektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calisma sonuglarina gore, toprak karbonu ve yarisi kadar eklenmis Laurus
nobilisin toprak mikroorganizmalarinin bu bitkinin yapraklarim 1.8-Cineol’e gore
cok dahakolay bir sekilde karbon kaynag: olarak kullandigi sdylenebilir.

Bu bitkinin yaprak Ozitlerinin insan sagligina yararli bilesikler igerdigi
onceki calismalardan anlasiimaktadir. Fakat yaprak ekstraktinin mutajen maddelerle
beraber kullanmildiginda ortaya c¢ikacak etkileri bilinmemektedir. Bu ytzden bu
bitkinin yaprak ekstraktlarinin genotoksisite ve antigenotoksisite testlerinin yapilmasi
bu tdrin alternatif tipta yeni bir tedavi segenegi olup olmayacagim belirlemesi
acisindan faydal1 olacag: bir gercektir.

Bu calismada Laurus nobilis L. yaprak ekstrakti insan periferal lenfositlerinde
genotoksik etki gostermezken ortalama KKD sayisin azaltarak koruyucu etkiye sahip
oldugu izlenimini vermektedir. Fakat KKD testi sadece indikator test oldugundan Ln
yaprak ekstraktimin genotoksik veya anti-genotoksik etkisinin olup olmadiginin
kromozom anormalligi ve mikronukleus testleri gibi diger genotoksisite testleri ile
denenmesi ve ona gore karar verilmesi uygun olacaktir.

Bunun disinda yapraklarin icerdikleri bilesenlerin (6zellikle terpenlerin),
farkli dozlarimin topraktan izole edilen bakteriler ve hatta mikoriza tirlerine
etkilerinin arastirilmasiyla elde edilecek bilgiler karbon mineralizasyonu konusunda
biraz daha genis perspektif saglayarak ekosistemlere farkl: yaklasimlar getirebilir.
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