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OZET

De-etiyole fasulye fidelerinde antioksidan enzim aktiviteleri, hidrojen peroksit, malondialdehit ve total fenolik
madde miktarlar1 arastirilmigtir. De-etiyole fasulye yapraklarinda katalaz (CAT), peroksidaz (POD) ve askorbat
peroksidaz (APX) aktiviteleri kontrol (151k) grubuyla karsilastirildiginda kismi olarak yiiksek oldugu
goriilmiistir. De-etiyole fasulye bitkisinde lipid peroksidasyonu kontrol grubundan 6nemli oranda yiiksek
olmasina ragmen hidrojen peroksit miktarinda énemli bir fark yoktur. Total fenolik bilesikler kontrol ve de-
etiyole bitkilerde yiiksek oranda goézlenirken etiyole fidelerde belirlenememistir. Karanlik-1g1k gegislerinde
oksidatif hasar azalirken total fenolik bilesik miktarinda artis meydana gelmistir.

Anahtar kelimeler: De-etiyole, fasulye, fenolik bilesikler, hidrojen peroksit, lipid peroksidasyonu,

Changes in Total Phenolic Compound and Antioxidant Enzyme Activities
in Bean (Phaseolus vulgaris L.) Leaves in De-etiolation Progression

ABSTRACT

Antioxidant enzyme activities, hydrogen peroxide, malondialdehyde and total phenolic compounds in de-
etiolated bean seedlings were investigated. Catalase (CAT), peroxidase (POD) and ascorbate peroxidase (APX)
activities in de-etiolated bean leaves were observed_to be relatively high compared to control (light) group.
Although lipid peroxidation is significantly higher in the de-etiolated bean plant than in the control group, there
is no significant difference in the amount of hydrogen peroxide. Total phenolic compounds were highly observed
in control and de-etiolated plants, however; not detected in the etiolated seedlings. In the dark-light transition,
the total amount of phenolic compounds increased while oxidative damage was reduced.
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1. Giris

Isik, bitkiler i¢in hayati dneme sahiptir ve biiylime ve gelisme olaylarinda anahtar rol oynar.
Bitkiler 15181 fitokrom (>520 nm), kriptokrom (340-520 nm) ve UV-B reseptorleriyle (290-
350 nm) algilar (Symons ve Reid, 2003). Karanlikta biiyliyen fideler (etiyole) agik renkli,
olduke¢a uzun, zayif ve ince goriinimlidiirler. Etiyole bitkilere ¢ok kisa siireli 151k uygulamasi
normal goriiniimlii bitkilere doniistimii baslatabilir (Taiz ve Zeiger, 2008).

Karanlikta biiyiiyen fideler 151kl ortama alindiklarinda kloroplast gelisimi hizlanir. Ancak
fotosentez aygitinin Dbilesenleri farkli oranda gelisme gosterir. De-etiolasyon siirecinde
pigmentler ve elektron tasiim sistemleri karbon fiksasyonunu saglayan enzimlerden daha
once gelisir (Maricle, 2010).
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Kloroplastlar, mitokondri, peroksizom ve glioksizom gibi organeller oksidasyon
tepkimelerinin oldugu ve reaktif oksijen tiirlerinin meydana geldigi hiicresel yapilardir.
Bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi kuraklik, tuzluluk, 151k ve sicaklik gibi ¢evresel
faktorlerin etkisiyle tesvik edilir. Bitkiler sahip olduklar1 antioksidan sistem sayesinde reaktif
oksijen ve azot tiirlerini yok eder veya hasarlarini minimize eder. Antioksidan sistem,
antioksidan enzim ve bilesiklerden olusur. Antioksidan enzimler; siiperoksit dismutaz,
katalaz, askorbat peroksidaz, peroksidaz gibi ¢ok sayida enzimi igerir. Antioksidan bilesikler
ise a-tokoferol, askorbat, glutatyon ve flavonlar, antosiyaninler gibi polifenolik bilesikleri
kapsar. Bitki savunma mekanizmasinda fenolik bilesiklerin de dnemli katkilar1 vardir (Parida
ve Das, 2005). Radikal karakterdeki bilesikler hiicre zar sistemlerini ve makromolekiillerin
yapilarini bozarak etkilerini gosterirler (Parida ve Das, 2005).

Nohut fidelerinin gévdelerinde epidermal diaminoksidaz ve peroksidaz aktiviteleri lizerine de-
etiolasyonun etkisi arastirilmistir (Angelini ve ark., 1990). Etiyole fasulye fidelerinin kok ve
govdelerinin plazma membranlarinda redoks aktiviteleri karsilagtirtlmigtir (Asard ve Bérezi,
1998). Karabugdayda de-etiolasyon siireci, flavonoidlerin birikimini uyarmistir. Maricle
(2010) fasulye ile birlikte alt1 bitki tiiriinde de-etiolasyonun ilk dort giiniinde giinliik askorbat
peroksidaz ve katalaz aktivitelerini aragtirmistir. Bu ¢aligmalarda bitki tiirii, karanlik periyot
ve de-etiolasyon siireleri incelenen parametreleri farkli sekilde etkilemistir.

Karanlik periyot bitki icin bir stres kaynagidir ve bitki metabolizmasinda O6nemli
degisikliklere sebep olur. Bu ¢alismada; ¢imlenme sonrasi karanlikta biiyiitiilen ve karanliktan
1s18a ¢ikarilan de-etiyole fasulye fidelerinde strese cevap vermede 6nemli rolleri olan bazi
antioksidan enzimlerin aktiviteleri, lipid peroksidasyon, hidrojen peroksit ve total fenolik
bilesik miktarlar1 arastirilmistir.

2. Materyal ve Yontem

Bitkilerin Yetistirilmesi

Calismada kullanilan fasulyenin (Phaseolus vulgaris L.) baroma ¢esidi ticari olarak temin
edildi. Fasulye tohumlar1 %5°lik sodyum hipoklorit ile 10-15 dakika yiizeysel sterilize edilip
saf suyla durulandiktan sonra % 50 torf ve %50 bahge toprag: ihtiva eden saksilarin her birine
alt1 adet ekildi. Tohumlar karanlik ortamda ¢imlendirildikten sonra bir grup isikta (15 saat
151k, 9 saat karanlik) diger iki grup karanhikta biyiitiildii. Cimlenmeden sekiz giin sonra
karanlikta biyiitillen fasulye fidelerinden bir grup daha aydinliga ¢ikarildi (De-etiyole).
Ugiincii grup karanhkta biiyiitiildii (Etiyole). EKim yapildiktan 15 giin sonra hasat edilen
kontrol ve uygulama gruplarindaki fasulye yapraklar: analizler i¢in —80°C’de saklandi.

Enzim Ekstratlarimin Hazirlanmasi

0.3 g yaprak sivi azotla ogiitiilerek iizerine 1.5 ml 50 mM KH,PO, (pH=7) tamponu ilave
edildi. Homojenat 15000xg’de 20 dakika santrifiij edildi ve siipernatant enzim aktivitelerini
belirlemede kullanildi.

Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Aktivite 6l¢iimiinde reaksiyon karisimi (3 mL) 25 mM fosfat tamponu (pH=7), 15 mM H,0,
ve 50 ul enzim ekstrakt1 ihtiva eder. Reaksiyon karigimin absorbanst 240 nm’de o6lgiildii.
Numunelerdeki katalaz aktivitesi hidrojen peroksitin ekstinksiyon katsayist (0.036 cm*umol
') kullanilarak hesapland: (Havir ve Mchale, 1987).
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Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Peroksidaz aktivite olgiimiinde 3 mL’lik karisim 20 mM fosfat tamponu (pH=7), 7.5 mM
H,0,, 10 mM guaiacol ve 10 uL enzim ekstrakti i¢erir. Reaksiyon karisiminin absorbansi 470
nm’de kaydedildi. Bir enzim tinitesi dakikada 1 umol guaiacol’u katalizleyen enzim miktari
olarak hesaplandi. Tetraquaiacol’iin ekstinksiyon katsayist (26.6 mM™cm™) kullanilarak
numunelerdeki peroksidaz aktivitesi belirlendi (Angelini ve ark. 1990).

AskorbatPeroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz aktivite dlgiimiinde reaksiyon karisimi (3 mL) 33 mM fosfat tamponu
(pH=7), 3 mM H;0,, 0.5 mM askorbik asit ve 50 puL enzim ekstrakt: ihtiva eder. Karigimin
absorbans1 290 nm’de olgiildii. Numunelerdeki enzim aktivitesi askorbatin ekstinksiyon
katsayis1 (2.8 mM™cm™) kullanilarak hesaplandi (Wang ve ark. 1991).

Malondialdehit Miktarinin Belirlenmesi

Kontrol ve uygulama gruplarindan 0.5 g yaprak 5 mL %0.1 (w/v) TCA ile homojenize
edilerek 10000 xg’de 20 dakika santrifiij edildi. 0.5 mL siipernatanta 1 mL % 0.5 TBA ihtiva
eden TCA ilave edildi ve karisim 95°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Tipler buz
banyosunda sogutularak reaksiyon durduruldu. Daha sonra karisim 15 dk 10000 xg’de tekrar
santrifiij edildi. Numunelerin absorbanslar1 532 nm’ de o6l¢iildii ve spesifik olmayan
etkilesimler i¢in her bir numunenin 600 nm’deki absorbansi da Olgiilerck absorbanstan
¢ikarildi. Numunelerdeki malondialdehit miktar1 155 mM™cm™ ekstinksiyon katsayisi
kullanilarak belirlendi (Velikova ve ark. 2000).

Hidrojen Peroksit Miktarinin Belirlenmesi

Kontrol ve uygulama gruplarindan 0.3 g yaprak 3 mL %1’ lik (w/v) TCA’da homojenize
edilerek 12000 xg’de santrifiij edildi. Siipernatantan 0.5 mL alinarak {izerine 10 mM fosfat
tamponu (pH=7) ve 1 M potasyum iyodiir ilave edilerek karisimin absorbansi 390 nm’ de
oOlglildii. Hidrojen peroksitten hazirlanan standart grafik yardimiyla numunelerdeki hidrojen
peroksit miktar1 hesaplandi (Velikova ve ark. 2000).

Total Fenolik Madde Miktarmin Belirlenmesi

Total fenolik madde miktari belirlemek i¢in 2 g yaprak 10 mL metanol igerisinde homojenize
edildi. Homojenat erlene alind1 ve tizerine 1:2 oraninda kloroform ve metanol ilave edilerek
manyetik karistiricida 1 saat karnistirildi. Karisim siiziildii ve ¢ozeltiler darasi alinmig cam
balonlara konuldu ve rotary evaporatdrde ¢oziiciiler uguruldu. Kuru agirliklar tespit edildi.
Madde konsantrasyonu esit olacak sekilde cam balonlara metanol ilave edilerek ¢oziildii.
Fenolik madde tayini igin her tiipe 450 pL su, 2.5 mL Folin-Ciocaltaeu, 2 mL %7.5 (w/v)
Na,COs, 100 pL stok ¢ozeltiden ilave edildi. Karisgim 10 saniye vortekslenerek 45°C’del5 dk.
etiivde bekletildi ve 765 nm’de absorbanslar: dl¢iildii. Gallik asitten hazirlanan standart grafik
yardimiyla numunelerdeki total fenolik madde miktar1 hesaplandi (Pennycooke ve ark. 2004).

Istatistik Analiz

Gruplar arasindaki farkliliklar tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ile belirlendi.
Farkli ¢ikan gruplar arasindaki dagilim Duncan g¢oklu aralik testine gore p<0.05 onemlilik
degerinde belirlendi (Duncan, 1955). Calismada her grup igin ii¢ tekrar yapildi (n=3).
Istatistiki analizlerde SPPS for Windows 18.0 Standart version paket programi kullanild.
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3. Bulgular ve Tartisma

Enzim Aktivite Sonugclar:

Etiyole fasulye yapraklarinda katalaz, peroksidaz ve askorbat peroksidaz aktiviteleri kontrol
ve de-etiyole bitkilere gore dnemli oranda yiiksek bulunmustur (p<0.05). Fakat kontrol ve de-
etiyole fasulye yapraklarinda enzim aktiviteleri arasinda 6nemli bir fark goézlenmemistir
(Sekil 1). Benzer sonuglar Maricle (2010) tarafindan rapor edilmistir. Tohumlar1 karanlikta
cimlendirilen ve karanlik ortamda biiyiitiillen bugday, misir ve fasulye yapraklarinda APX
aktivitelerinin 1sikta ¢imlendirilip ve 1s1kl1 ortamda biiyiitiilen bitkilerin yapraklarindaki APX
aktiviteleriyle kiyaslandiginda 6zellikle ilk iki giinde yiiksek oldugu goriilmistiir (Maricle,
2010). Ancak literatiirlerde bizim sonuglarimizi desteklemeyen veriler de bulunmaktadir.
Bezelye fidelerinde yapilan bir calismada; peroksidaz ve katalaz aktiviteleri etiyole fidelerde
daha azdir (Luhova ve ark. 2003). Diger bir ¢alismada ise yiiksek 151k yogunlugu tiitiin
bitkisinde antioksidan enzim aktiviteleri lizerinde farkli etki géstermis; yiiksek 151k yogunlugu
APX aktivitesini zamana bagli olarak tedrici olarak artirirken CAT aktivitesini baglangigta
azaltmis ancak ilerleyen siirecte artirdigi goriilmiistiir (Gechev ve ark. 2003).

Bu caligmada, etiyole bitkiler uzun siire karanlik ortamda biiyliimeye birakilmalar1 oksidatif
hasar1 artirmis ve bu ylizden CAT, POD ve APX aktiviteleri artmistir. De-etiolasyon
sirecinde yapraklarin normal fonksiyonlarini1 yapabilecek anatomik ve morfolojik 6zellik
kazanmalar1 hidrojen peroksit ve diger reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini sinirlandirmistir.
Bundan dolay1 de-etiolasyon sirasinda APX, CAT ve POD aktiviteleri azalmis olabilir.
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Sekil 1. De-etiolasyon sirasinda fasulye yapraklarinda katalaz, peroksidaz ve askorbat
peroksidaz aktiviteleri (Degerler aritmetik ortalama+ standart hata, n=3, p<0.05).

Figure 1. Catalase, peroxidase and ascorbate peroxidase activities in bean leaves during de-
etiolation (Values= SE, n=3, p<0.05).
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Malondialdehit ve Hidrojen Peroksit Miktar: Sonuglari

Etiyole fasulye yapraklarinda lipid peroksidasyon ve H,O, miktari, kontrol ve de-etiyole
bitkilerden Onemli derecede yiiksektir (Sekil 2 ve 3). De-etiyole fasulye yapraklarinda
malondialdehit ve hidrojen peroksit miktarlar 1s181n etkisiyle azalma gostermistir (p<0.05).
Ancak kontrol bitkilerine gore bu parametrelerin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Benzer sonuglar
Demir ve ark. (2017) tarafindan da ifade edilmistir. Mackerness ve ark. (1999) karanlik
ortamda alt1 giin bekletilen etiyole bezelye tomurcuklarindaki malondialdehit miktarinin yesil
bezelye tomurcuklarindan yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Bazi calismalarda artan
hidrojen peroksit miktarmin lipid perokidasyonunu artirdigi ve lipid peroksidasyonundaki
artisin hidrojen peroksitin Fenton ve/veya Haber-Weiss reaksiyonlariyla HO™ {iretimini
artirmasiyla ilgili olabilecegi belirtilmistir (Hajlaoui ve ark. 2009).
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Sekil 2. De-etiolasyon sirasinda fasulye yapraklarinda malondialdehit miktarlari (Degerler
aritmetik ortalama + standart hata, n=3, p<0.05).

Figure 2. The amounts of malondialdehyde in bean leaves during de-etiolation (Values+ SE,
n=3, p<0.05).
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Sekil 3. De-etiolasyon sirasinda fasulye yapraklarinda hidrojen peroksit miktarlar1 (Degerler
aritmetik ortalama + standart hata, n=3, p<0.05).

Figure 3. Amounts of hydrogen peroxide in bean leaves during de-etiolation (Values+ SE,
n=3, p<0.05).
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Total Fenolik Bilesik Miktar1 Sonuclar

Karanlikta biiyiitiilen etiyole fasulye yapraklarinda total fenolik bilesikler tayin edilememistir.
Isikta biyiitillen (kontrol) ve sonradan 1sikli ortama ¢ikarilan (de-etiyole) fasulye
yapraklarinda 1s181n etkisiyle total fenoliklerin sentezlendigi goriilmiistiir (Sekil 4). Ancak de-
etiyole yapraklarin total fenolik bilesik miktar1 1sikta biiyliyen gruptan onemli derecede
diistiktir (p<0.05). Etiyole karabugday (Fagopyrum esculentum Moench) fidelerinin
kotiledon ve hipokotillerinde flavon ve flavonollar belirlenememistir. Fakat de-etiolasyon
stireci flavonoid ¢esitlerinin birikimini uyarmistir (Horbowicz ve ark. 2015). Bu ¢alismada da
etiyole fasulye yapraklarinda total fenolik madde miktar1 tespit edilemezken de-etiolasyon
stirecinde 15181n etkisiyle fenolik madde sentezinde artis meydana gelmistir.

Belirli fenolik bilesiklerin sentezi, oksidasyonu ve miktari stres ¢esidine ve bitki tiiriine bagl
olarak degismektedir (Pennycooke ve ark. 2004). Cimlenme sirasinda mercimekte
procyanidin-tipi bilesiklerde 6nemli yapisal degisiklikler meydana gelmesine ragmen, fenolik
bilesik igeriginde kayda deger bir degisiklik goriilmemistir (Bartolomé ve ark. 1997). Etiyole
elma govdelerinde (Sivaci ve ark. 2007) ve etiyole Cichorium endivia (Goupy ve ark. 1990)
yapraklarinda fenolik bilesiklerin azaldigi rapor edilmistir. Bu ¢alismada etiyole bitki
yapraklarinda fenolik bilesikler Folin Ciocalteu yontemiyle tespit edilememistir. Fakat de-
etiyole bitkilerde total fenolik bilesiklerin belirlenmesi fenolik bilesik sentezinde 1s18in
dogrudan rol oynadigin1 gostermektedir. Fenolik madde igerigi 151k ve 151k yogunluguyla
degismektedir.

Total Fenolik Bilesik Miktari
(ng/g yaprak)

-
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Sekil 4. De-etiolasyon sirasinda fasulye yapraklarinda toplam fenolik bilesik miktarlari
(Degerler aritmetik ortalama + standart hata, n=3, p<0.05).

Figure 4. The amounts of total phenolic compounds in bean leaves during de-etiolation
(Values+ SE, n=3, p<0.05).

4. Sonug¢

Karanlik-151k gecislerinde kloroplast ve fotosentez aygitinin olusumu ve bu aygitin fonksiyon
gbérmesine bagl olarak primer ve sekonder metabolitlerin sentezi gergeklesmektedir. Bu
yiizden de-etiolasyon siirecinde zamana bagli olarak fidelerin morfolojik ve anatomik
yapilarinda degisikler meydana gelmektedir. Isik pek cok biyokimyasal ve fizyolojik olay1
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dogrudan etkilemektedir. Isik de-etiolasyon sirasinda zamana bagli olarak fenolik bilesiklerin
sentezini artirmaktadir.
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