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Stevia rebaudiana Bertoni Bitkisinin Yaprak Ekstraktinin Caenorhabditis elegans
Bireylerinde Yumurtadan Cikma ve Fiziksel Biiyiime Uzerine Etkisi
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Stevia rebaudiana Bertoni yapraklarinin su ve metanol ekstraktlari, Caenorhabditis elegans'in yumurta liretimi
ve fiziksel gelisimi tizerinde test edildi. S. rebaudiana su ekstraktlarmin farkli konsantrasyonlart C. elegans'm
yumurta firetimini control grubuna gore 6nemli 6lgiide azalttigr goriildii (p <0.05). S. rebaudiana yapraklarmin
0.1, 0,25 ve 0,5 gr / 100 ml metanol ekstreleri incelendiginde, 0.25 gr / 100 ml konsantrasyonunda yumurta
veriminde belirgin bir azalma gozlendi (p <0,05). Test edilen tiim konsantrasyonlarla kontrol gruplar1 arasinda
onemli farkliliklar bulundu. S. rebaudiana'nin su ve metanol ekstrelerinin farkli konsantrasyonlart C. elegans'm
fiziksel bilylimesi lizerinde herhangi bir etki géstermedi. Halk hekimliginde kullanilan S. rebaudiandnin su
ekstraktinin C. elegans tizerinde olumlu bir etkisi olup olmadig: siiphelidir. Gelecekte in vitro ve in vivo ¢aligma-
lar, S. rebaudiana'yr tedavi edici bir ilag olarak kullanabilmek i¢in gereklidir.
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Orijinal article Abstract

Water and methanol extracts of Stevia rebaudiana Bertoni (S. rebaudiana )leaves were tested on the egg pro-
duction and physical growth of Caenorhabditis elegans (C. elegans). It could be demonstrated that the different
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concentrations of the water extracts significantly reduced the egg production of C. elegans as compared to the
controls (p<0.05). When the 0.1, 0.25 and 0.5 gr/100 ml methanol extracts of S. rebaudiana leaves were exam-
ined, a significant decrease in egg yield was observed at concentration of 0.25 gr/100 ml (p<0,05). Significant
differences were found between all the concentrations tested and the control groups. The different concentra-
tions of water and methanol extracts of S. rebaudiana did not show any effect on the physical growth of C.
elegans. It is doubtful whether the water extract of S. rebaudiana, which are being used in folks medicine have a
positive effect on C. elegans. Future in vitro and in vivo studies are necessary to be able to use S. rebaudiana as

Antihelmintik aktivite a therapeutic remedy.

GIRIS

Bitkilerin tedavi amaciyla kullanimlari insanlik tarihi kadar
eskidir. ik ¢aglardan kalan arkeolojik bulgular, insanlarin be-
sin elde etmek ve saglik sorunlarini gidermek i¢in bitkileri kul-
landigin1 gostermektedir. Paraguay Kizilderilileri "Tatli ot" ve
"Ball1 yaprak" ismiyle adlandirdig:1 Stevia bitkisini uzun yillar
boyunca dogal tatlandirici olarak kullanmiglardir. Stevia bitki-
sini incelemek ve arastirmak amaciyla, Bridel ve Lavieille
isimli iki Fransiz kimyaci1 1931 yilinda bitkinin yapraklarindan
elde ettikleri 6ziitler lizerinde ¢alismislar ve ¢aligma sonucunda
beyaz kristal yapiya sahip "Stevioside" ismiyle bilinen saf bir
iiriin elde etmislerdir '. Bu madde viicudumuz igerisindeki tat
duyular1 bakimmdan bildigimiz anlamda rafine sekerin 100-
150 katina ulasacak kadar daha sekerli olarak tanimlanmaktadir
2. Tatlandirici olarak kullanilan Stevia bitkisinin 6ziitii ve stevi-
osidin insan sagligi iizerine oncelikle antihiperglisemik olmak
iizere antihipertansif, antioksidan, anti-human rota viriis aktivi-
tesi gibi yararh etkileri oldugu ve saglikli bir yasam sagladigi
goriilmiistiir *.

Stevia yapraklarindan kurutularak elde edilen ekstrakt-

lar flavonoit, alkoloit, suda ¢6ziinen klorofil ve ksantofil, hid-
roksisinnamik asit (kafeik, klorojenik, vs), notral suda ¢6ziinen
oligasakkarit, serbest seker, aminoasit, lipit, esansiyel yaglar ve
iz e}ementleri (aliiminyum, demir, ¢inko vs.) ihtiva etmektedir-
ler ™.

Stevia ekstrakt1 yiiksek oranda diterpen steviol gliko-
zitlerini igerir. Diterpen steviol glikozit bilesenleri; Steviol,
Steviolbioside, Stevioside, Rebaudioside A, B, C, D, E, F, Ru-
busoside, Dulcoside A olarak tanimlanir. Baglica tatlilik 6zelli-
gine sahip bilesenler Stevioside ve Rebaudioside A’dir °. Stevi-
oside’in tatlilik orani, sakkarozdan 110-270 kez, Rebaudioside
A’nm ise, 150-320 kez daha fazladir. Bunun yaninda Rebaudi-
oside C, sakkarozdan 40-60 kez, Dulcoside A ise 30 kez daha
tathidir. Diger steviol glikozitler de diisiikk oranda tatlilik 6zelli-
gine sahiptir. Stevia yapraklarmda bulunan (kurumadde esasima
gore) Stevioside, Rebaudioside A, Rebaudioside C ve Dulcosi-
de A miktarlari sirasiyla %9.1, %3.8%0.6 ve %0.3’diir °. Stevi-
osidin yaygm kullanimi, steviosid ve bilesenlerinin fertiliteye
etkisi ve olasi teratojenik etkileri hakkindaki tartigmalari, soru-
lar1 ve arastirmalar1 da beraberinde getirmektedir.

Model organizma olarak kullanilacak olan Caeno-
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rhabditis elegans (C. elegans) son zamanlarda yapilan bir¢cok
bilimsel ¢aligmalarda da yaygm bir sekilde kullanilmaktadir. C.
elegans genlerinin 6nemli bir kismi insan genlerine biiyiik ben-
zerlik gostermektedir. C. elegans genlerinin %60-80'inin insan-
da homologlar1 tammlanmustir . Iliman bolgelerde toprakta
serbest olarak yasayan, parazitik olmayan, yaklasitk 1 mm bo-
yunda, mikroskobik, seffaf, gozlenmesi kolay, hermafrodit ve
erkek olmak iizere iki cinsiyete sahip bir organizmadir *. Biiyii-
me ve lireme icin nemli bir ¢evre, oda sicaklifi, atmosferik
oksijen ve besin olarak da genellikle Escherichia coli susu olan
OP50’ye ihtiyag duyarlar °.

MATERYAL VE METOD

Bitki Orneklerinin Eldesi

Calismamizda kullanilacak olan Stevia rebuadiana Bertoni
bitkisi yapraklari KunAna Ciftligi Tarim ve Ticaret Sirketi'
nden satin alinmistir.

Bitki Orneklerinin Ekstraksiyonu
Kurutulmus 6rnekler laboratuvar tipi degirmende oOgiitiilerek
kiiglik parcalara ayrilmig, daha sonra 100 gr. tartilarak cam
kavanozlara alinmig, iizerlerine 200 ml methanol eklenmistir.
24 saat maserasyonda bekletilen Ornekler filtre kagitlariyla
stiziilerek, siiziintii icerisindeki methanol evaparatorle ugurul-
mus, elde edilen kuru ekstreler +4 °C de saklanmistir.

Su ekstraksiyonu i¢inde ayni yontem izlenmistir. Sa-
dece yontemde methanol yerine su kullanilmustir.

Bitki Orneklerinin Dozlarinin Ayarlanmasi

Elde edilen kuru ekstrelerden doz ayarlamak amaciyla 6n dene-
meler yapilmis, yapilan 6n denemeler sonucunda yaprak met-
hanol ekstrelerinden 0,1 gr, 0,5 gr, 0,25 gr, 0,125 gr tartilmig
ve bu dozlar C. elegans bireylerinin besi ortamina katilmistir.

C. elegans Suslarninin Eldesi
Yaban tip C. elegans N2 susu Ceanorhabditis Genetic Center
(University of Minnesota, Minneapolis, USA)’dan almmustir.

NGM Hazirlanmasi

2,5 gr Peptone, 3 gr NaCl, 20 gr Agar 1 L distile su igerisinde
eritilmig ve 125 °C de 15 dakika otoklavlandiktan sonra 55 °C’
a kadar sogutulmustur. Daha onceden hazirlanan ve 0,2 pm
gozenekli filtrelerden siizillen ImL MgSO4(1M), 1 mLCholes-
terol (5 mg/mL), 1 mL CaCl2 (1M), 25 mLKPO4 tampon
(pH:7) besiyerine eklenerek homojenizasyonu saglanmistur.
Calisma igin besiyerineViscum album L. ssp. austriacum yap-
rak ve meyve kuru ekstreleri ayr1 ayr1 eklenmistir (0,2 gr/100
ml, 0,1 gr/100 ml, 0,5 gr/100 ml, 0,25 gr/100 ml, 0,125 gr/100
ml).

Hazirlanan Nematot growth media (NGM), petri kutu-
larina yeteri kadar aktarilmig ve katilastiktan sonra hazirlanan
Escherichia coli OP50 susu NGM’ a eklenerek steril kabinde
kurutulmustur. Kontrol grubu hi¢ bir kuru ekstre eklenmemis
besiyerinde beslenmistir.

Yumurta Verimi Analizi

Yumurta verimi analizi i¢in, yumurta sayimi Koelle '° protoko-
liine gore yapilmistir. Buna gore Stevia rebuadiana Bertoni
bitkisi yapraklar1 su ve metanol ekstrelerinin farkli dozlar1 (0,1
gr/100 ml, 0,5 gr/100 ml, 0,25 gr/100 ml, 0,125 gr/100 ml.) ile
hazirlanmis her bir petriye 25 adet iyi beslenen L4 C. elegans
aktartlmistir. 36 saat sonra bunlarm 25 tanesi yeni bir petriye
aktarilarak, 20 °C’de 30 dk. bekletilmistir. Siire sonunda 20x
objektif ile yumurtalar sayilmistir. Petrilerdeki yumurta sayilar1
belirlendikten bir giin sonra ¢atlamayan yumurtalar tespit edile-

rek sayilmis ve yumurtadan ¢ikma ylizdesi hesaplanarak kont-
rol grubuyla karsilastirilmistir.

Fiziksel Biiyiimenin Kontrolii

Fiziksel biiylimenin kontrolii amaciyla hazirlanan yaprak ve su
ve metanol ekstrelerinin farkli dozlar1 (0,1 gr/100 ml, 0,5
gr/100 ml, 0,25 gr/100 ml, 0,125 gr/100 ml) NGM igerisine
petrilere esit miktarda C. elegans yumurtasi ilave edilmistir.
Icerlerinde 90-100’er adet yumurta bulunan petriler, yumurta-
dan yavrularin ¢ikisi ve fiziksel biiyiikliikleri agisindan her giin
kontrol grubuyla karsilastrmali olarak incelenmistir. Calisma-
lar Gi¢ kez tekrar edilerek, ortalamalar belirlenip SPSS programi
ile gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak karsilagtirilmis-
tir.

BULGULAR

Yumurta Verimi Analiz Sonuclari

Arastirmamiz sonucunda Stevia rebuadiana Bertoni yaprak su
ekstrakt1 analiz sonuglar1 incelendiginde caligmaya alman bii-
tiin dozlarin kontrol grubuna gére yumurta verimini doza bagl
olarak azalttig1 tespit edilmistir. Veriler istatistiksel olarak in-
celendiginde deney gruplarinin tamamu ile kontrol grubu ara-
sindaki farkin 6nemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Gruplar
arasi veriler incelendiginde ise biitiin gruplar kendi aralarinda
da istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmustur (p<0,05).
Stevia yaprak metanol ekstrakti analiz sonuglar1 incelendigin-
de 0,1 ve 0,5 gr/100 mI’ lik konsantrasyonlarda yumurta veri-
minde belirgin bir azalma goriiliirken ¢aligmaya alman diger
konsantrasyonlarda yumurta veriminde artma saptanmistir.
Calismada 0,25 gr/100 ml’lik konsantrasyonda yumurta veri-
minin en st seviyeye ulastig1 gdzlemlenmistir. Veriler istatis-
tiksel olarak incelendiginde deney gruplarinin tamami ile
kontrtol grubu arasindaki farkin 6nemli oldugu tespit edilmistir
(p<0,05). Gruplar arasi veriler incelendiginde ise biitiin gruplar
kendi aralarinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark olustur-
mustur (p<0,05, Tablo 1 Sekil 1).

Fiziksel Biiyiimenin Kontrolii Analiz Sonuc¢lan
Aragtirmamiz sonucunda Stevia rebuadiana Bertoni yapraginin
su ve methanol ekstresinin ¢esitli konsantrasyonlarina maruz
birakilan C. elegans bireyleri iizerinde herhangi bir fiziksel
biiytime geriligi saptanmamustir (Sekil 2).

TARTISMA

Bitkilerin tirettigi dogal {irlinler olan primer ve sekonder meta-
bolitler dogrudan ve dolayli olarak endiistrinin en temel tiriinle-
ridir. Bitkiler, topraktan aldiklar1 su, mineral ve bazi dgeleri
kendi metabolizmalarinda insan viicudunun 6ziimleyebilecegi
bilesimlere doniistiiriirler ''. Ozellikle 1990’1 yillardan sonra,
tibbi ve aromatik bitkilerin yeni kullanim alanlarinin bulunma-
s1, dogal iiriinlere olan talebin artmasi; bu bitkilerin kullanim
hacmini her gecen giin artrrmaktadir. Gliniimiizde tibbi bitkiler
piyasasinin yillik yaklasik 60 milyar dolarlik bir rakama sahip
oldugu tahmin edilmektedir.

Sekerin insan viicudu iizerindeki olumsuz etkilerini
azaltmak ve {irlin ¢esitliligini arttirmak amaciyla, bircok gida
sektoriinde oldugu gibi igecek sektoriinde de tatlandiricilarin
kullanimi1 giliniimiizde yaygnlasmistr. Calismamizda su an
piyasada bulunan bir¢ok tatlandiricinin yerini alan ve birgok
market Urlinii iceriginde gordiglimiiz S. rebaudiana bitkisinin
su ve methanol ekstraktlarmin bir model organizma olan C.
elegans bireyleri lizerinde yumurta verimi ve fiziksel biiyiime
iizerine olan etkileri calisilmustir.



Tablo 1: Stevia rebuadiana yaprag: su ve methanol e
kstraktimin C. elegans bireylerinde dogurganhk iizerine etkisi

Dozlar Su Ekstrakti Methanol
(gr/100ml) (Ort/ Adet) Ekstrakti
(Ort / Adet)
0,1 237% 388"
0.50 313° 393°
0.25 332°¢ 618°¢
0.125 420¢ 557¢
Kontrol 469° 469°

Farkl1 harfle belirtilen gruplar aras1 fark onemlidir (p<0,05),
One-Way Anova Test (SPSS-21), siitunlar kendi arasinda degerlendirilmistir.

Planas ve ark.'” tarafindan yapilan bir ¢alismada disi
fareler S. rebaudiana bitkisinin %S5 lik sulu ekstreleri ile beslen-
mis ve farelerde fertilite de azalma saptanmistir. Portella ve
Pereira " tarafindan yapilan disi fareler iizerindeki farkli bir
caligmada bu ¢aligmayi destekler niteliktedir.

Melis ' tarafindan erkek fareler iizerinde yapilan fark-
I1 bir ¢aligmada 60 giin boyunca her giin Stevia sulu 6ziitii veri-
len farelerde testis biiyiikliigiinde bir kiigiilme oldugu, sperm
sayisinin azaldigt ve plazma testesteron seviyelerinde de bir
diisiis oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligma verilerine gore Ste-
via bitkisinin fertilite {izerinde olumsuz etkileri oldugu sonucu-
na vartmistir. Yaptigimiz ¢alismada bu caligmayr destekler
niteliktedir. Ozellikle Stevia bitkisinin sulu ekstresinin biitiin
dozlarinda C. elegans bireylerinde yumurta sayisini diistirdiigii
Tablo 1 ve Sekil 1°de goriilmektedir.

S. rebaudiana, steviol glikozidleri olarak bilinen en az
sekiz degisik seker glikozidi iceren karmasik bir yapidadir. Ana
bilesenleri steviosid ve rebaudiosid A’dir '. Steviosid, steviosid
veya stevia Oziitli seklinde seker bileseni ve ticari tatlandirict
olarak nitelendirilmektedir. Meyve suyu, kurutulmus deniz
iriinleri, soya sosu, seker, sakiz, yogurt, dondurma, dis macunu
gibi bircok gida ve ¢esitli tirtinlerde kullanilmaktadir. Stevia
0ziitii ve steviosid Brezilya, Kore, Japonya ve Amerika Birlesik
Devletleri’nde gida katki maddesi olarak kullanimi onaylanmis
ve diyet destegi olarak tiiketimine izin verilmistir. FAO/DSO
Gida Katkilar1 Uzerine Uzman Ortak Komitesi (JECFA) tara-
findan steviosid i¢in kabul edilebilir giinliikk alim olan 5,0 mg/
kg kadar tiiketilebilecegi agiklanmustir '°. Yaptigimiz ¢alisma-
da, S. rebaudiana bitkisinin methanol ekstraktinda doza bagl
olarak farkli sonuglar ortaya ¢ikmistir. Stevia yaprak methanol
ekstrakt1 analiz sonuglar1 incelendiginde 0,1 ve 0,5 gr/100 ml’
lik konsantrasyonlarda yumurta veriminde belirgin bir azalma
goriiliirken ¢aligmaya alinan diger konsantrasyonlarda yumurta
veriminde artma saptanmistir. Caligmada 0,25 gr/100 ml’lik
konsantrasyonda yumurta veriminin en iist seviyeye ulastigi
gozlemlenmistir. Veriler istatistiksel olarak incelendiginde de-
ney gruplarmin tamami ile kontrtol grubu arasindaki farkin
onemli oldugu tespit edilmistir (p<<0,05). Gruplar arasi veriler

incelendiginde ise biitlin gruplar kendi aralarinda da istatistik-
-
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Sekil 1: Stevia rebuadiana yapragi su ve methanol ekstraktinin
C. elegans bireylerinde dogurganlik lizerine etkisi

sel olarak anlamli bir fark olugturmustur (p<0,05, Tablo 1, Se-
kil 1).

ABD’de resmi bir kurulus olan Gida ve Ilag Organi-
zasyonu (FDA) 23/02/2008 tarihinde stevya hakkinda bir uyar1
raporu yaymlamustir '°.  Stevia ile ilgili olarak daha 6nceki
raporlar1 yeniden diizenleyen bu rapora gore Stevia kabul edile-
bilir bir gida katki maddesi olmadigi ve ABD igerisinde
“GRAS (giivenli)” olarak kabul edilmedigi bildirilmis, gerekge
olarak ta bir gida katki maddesi olarak ya da GRAS statiisiinde
olmasi i¢in Stevia lizerinde yeterli toksikolojik bilginin mevcut
olmadigmni gosterilmistir. Fakat bir gida maddesinin bilesenle-
rinden biri olmasinin herhangi bir sakinca yaratmayacagi da
rapor edilmistir.

S. rebaudiana ve igerigindeki steviosidin saglikli bi-
reylerde kullanimi giivenli kabul edilse de mekanizmasi heniiz
tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Steviosid ve bilesenleri-
nin in vivo etkilerine, mekanizmalarina, toksik etkilerine yone-
lik bircok aydinlatma c¢alismasi devam etmektedir. Stevianin
hastalarda tedavi amaciyla kullanilabilmesi i¢in etkilerinin ya-
pilacak caligmalarda elde edilecek tutarli ve kabul edilebilir
sonuglarla desteklenmesi gerekmektedir. Caligmamiz sonugla-
rma gore Stevia rebaudiana bitkisinin yapraklarinin methanol
ve su ekstreleriyle yaptigimiz ¢alismada ekstre tiirii ve doza
bagli olarak farkli sonuglar ortaya ¢ikmistir. Buna gore Stevia
rebaudiana’ nin halk arasmda kullanim sekli olan su ekstrak-
tinda fertilite iizerine ¢ikan olumsuz sonug¢ diiglindiiriictidiir.
Biitiin dozlarda goriilen yumurta sayisindaki azalig, bu bitkinin
kullaniminda siirekliligin zararlarma isaret etmektedir (Tablo
1). Yaptigimiz calismayi destekler nitelikte pek ¢ok galismaya
yukarida deginilmistir. Ancak yapilacak daha fazla biyokimya-
sal analiz ve hayvan deneyleri ile ¢aligmalar devam ettirilmeli-
dir. Methanol ekstraktinda 0.1gr/ 100 ml ve 0.5 gr/100 ml doz-
larindaki yumurta sayisindaki diisiis ve 0.25 gr/100ml ve 0.125
gr/100ml dozundaki artis doza bagli olarak fertilite lizerindeki
degisimi gostermektedir (Tablo 1). Ozellikle piyasada bulunan
Stevia ekstrelerinin su mu yoksa methanol ekstresi mi oldugu
iizerinde durulmali, kullanim dozlarma ve kullanim sikligma
dikkat edilmelidir. Farkli ¢oziiciilerin kullanimi1 farkli etken
maddelerin ortaya ¢ikisina sebep olabilir.

Sekil 2:a. C. elegans Bireylerinin Kontrol Grubundaki Goriintiisii x4, b. C. elegans Bireylerinin Stevia rebuadiana Bertoni Yaprak Su Ekstresinin 0,1gr/100ml
Dozundaki Goriintiisii (x4) ¢. C. elegans Bireylerinin Stevia rebuadiana Bertoni Yaprak Methanol Ekstresinin 0,1gr/100ml Dozundaki Goriintiisii (x4)
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