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OZET: Bezelye gesitlerine (Sprinter ve Utrillo) 10 giin siire ile 50 mM ve 100 mM NaCI uygulanarak
bitki yapraklarinda malondialdehit, hidrojen peroksit, total fenolik bilesik, antosiyanin ve sinapoil ester
miktarlar1 arastirildi. Tuz stresi her iki ¢esitte malondialdehit miktarini kismi olarak azaltmustir. Hidrojen
peroksit miktari artan tuz miktarina bagli olarak Sprinterda 6nemli oranda artarken, Utrilloda kismi olarak
artmustir. Bezelye ¢esitlerinde tuz stresi konsantrasyona bagli olarak toplam fenolik madde miktarini
onemli oranda artirirken antosiyanin ve sinapoil ester miktarlar1 izerine etkisi olmamistir.

Anahtar kelimeler- Bezelye, fenolik bilesikler, lipid peroksidasyonu, tuz stresi

The Effect of Salt Stress on the Phenolic Compounds
in Pea (Pisum sativum L.) Varieties

ABSTRACT: The amount of malondialdehyde, hydrogen peroxide, total phenolic compound,
anthocyanin and synapoyl ester in plant leaves was investigated by applying 50 mM and 100 mM NacCl
for 10 days to pea varieties (Sprinter and Utrillo). Salt stress slightly decreased malondialdehyde content
in both pea cultivars. The amount of hydrogen peroxide increased remarkably with the increased salt
concentration in Sprinter cultivar whereas it was not considerably changed in Utrillo cultivar. In pea
varieties, salt stress significantly increased the total amount of phenolic depending on salt concentration
and had no effect on the amount of anthocyanin and synapoyl ester.
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1. Giris

Tuzluluk bitkilerin topraktan su alimimini smirlandirarak bitki biiylime ve gelismesini
olumsuz etkiler ve verim kayiplarina neden olur. Tuzlu topraklarda yasayan bitkiler
topraktan su alinim1 kolaylastirmak ve dokulardaki suyu uzun siire muhafaza edebilmek
igin ¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik mekanizmalara sahiptirler (Ashraf ve Foolad,
2007). Tuz stresi bitki su dengesinin korunmasi igin stomalarin kapanmasina yol
agmaktadir. Stomalarin kapanmasi yapraklara CO, girisini sinirlandirir ve fotosentetik
elektron taginim sistemini agsir1 indirgeyerek aktif oksijen tiirlerinin olusmasina neden
olur (Ahmad ve ark. 2008; Noreen ve Asraf, 2009). Indirgenmis Fotosistem | ve
Fotosistem Il oksijeni indirgeyerek siiperoksit radikalini tretirler. Siiperoksit radikali
sliperoksit dismutaz enziminin katalizledigi reaksiyonla hidrojen peroksite (H20,)
doniistiiriiliir. Stiperoksit anyonu diisik pH’da proton alarak lipit peroksidasyonunu
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baslatabilme 6zelligine sahip perhidroksil radikalini (HO; ) olusturur. Hidrojen peroksit
ortamda demir (Fe*"), bakir (Cu®) gibi metallerle ve siiperoksit radikali ile reaksiyon
vererek daha aktif hidroksil radikalini (OH") olusturabilmektedir (Hichem ve ark. 2009).
Tuz stresi mitokondride de elektron tasimini etkileyerek reaktif oksijen tiirlerinin
tretimini artirir (Ahmad ve ark. 2008). Radikalik karakterdeki atom ve molekiiller
niikleik asitler, proteinler ve lipidlerle etkileserek yap1 ve fonksiyonlarini bozarlar.
Membran lipitlerinin ¢ift baglar1 radikalik molekiillerin hedefidir ve peroksidasyona
ugrarlar. Lipid peroksidasyonu membran yapisini1 bozar ve gegirgenligini artirip hiicre
6liimiine kadar varabilen olaylara sebep olabilmektedir (Hichem ve ark. 2009).

Bitkiler serbest oksijen tiirlerinin baglattigi oksidatif hasar1 azaltmak i¢in gelismis bir
antioksidan savunma sistemine sahiptirler (Neto ve ark. 2006). Antioksidan savunma
sistemi antioksidan bilesik ve enzimlerden olusur. Antioksidan bilesikler glutatyon,
askorbat, a-tokoferol, flavonoidler, fenolik asitler ve karotenoidler gibi metabolitlerden
olusur (Oueslati ve ark. 2010). Antioksidan enzimler siiperoksit dismutaz, katalaz,
askorbat peroksidaz, peroksidaz, glutatyon rediiktaz gibi ¢ok sayida enzimi icermektedir
(Esfandiari ve ark. 2007; Oueslati ve ark. 2010).

Fenolik bilesikler sekonder metabolizma iiriinlerindendir, en az bir aromatik halka ve bu
halkaya bagli bir ya da daha fazla sayida hidroksil grubu igerirler. Fenolik bilesikler
oksidasyon sonucu olusan serbest radikallere hidrojen vererek onlart sondiiriirler (Es-
Safi ve ark. 2007). Fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri molekiiliin yapisi,
hidroksil gruplarin sayisi ve konumuna bagli olarak degismektedir (Mili¢ ve ark. 1998).

Flavonoidlerin bir {iyesi olan antosiyaninler bitkilerde ¢evresel stres faktorlerine karsi
dayanikliligin artirtlmasina katkida bulunur (Chalker-Scott 1999). Antosiyaninlerin
sentezi 151k, sicaklik, besin durumu, hastalik, kuraklik gibi ¢esitli cevresel faktorlerden
etkilenmektedir (Hara ve ark. 2003). Antosiyaninler fotoinhibisyon ve ultraviyole
radyasyonuna karsi g¢esitli bitki dokularinin korunmasini saglamaktadir (Song ve ark.
2005). Antosiyaninler demir ve bakir1 selatlar, kloroplast ftizerine diisen 1s1k
yogunlugunu azaltirlar ve serbest oksijen tiirlerinin temizleyerek oksidatif hasari
onlerler (Posmyk ve ark. 2009).

Tuz stresi domates ve kirmizi ldhanada antosiyanin miktarini artirmistir (Eryilmaz
2003). Tuz uygulamast misir ¢esitlerinde antosiyanin miktarinda artisa neden olmustur.
Tuza dayanikli musir ¢esidinde polifenollerin, flavonoidlerin, antosiyaninlerin ve
proantosiyanidinlerin daha fazla birikimi tuza dayaniklikta 6nemli bir 6zellik oldugu
belirtilmektedir (Hichem ve ark. 2009).

Bakir stresi uygulanmig kimizi lahanada antosiyanin ve sinapoil ester miktar1 artmistir
(Posmyk ve ark. 2009). Sinapoil esterler fenolik bilesikler igerisinde yer almaktadir.
Sinapoil malat, sinapoil kolin yaygin olarak bulunan sinapoil esterlerdir.

Bu calismada, Utrillo ve Sprinter bezelye ¢esitlerinde tuz stresinin lipid peroksidasyonu
ve hidrojen peroksit miktar1 {izerine etkileri arastirildi. Oksidatif hasarin 6nlenmesinde
onemli rolleri olan fenolik bilesik, antosiyanin ve sinapoil ester miktarindaki degisimler
incelendi.
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2. Materyal ve Metot

Bitkilerin Yetistirilmesi

Ticari olarak satin alinan Utrillo ve Sprinter ¢esidi bezelye tohumlart % 5°lik sodyum
hipoklorit ¢ozeltisinde 10 dakika bekletilerek steril edildi ve ¢esme suyuyla ii¢ kez
durulandi. Tohumlar, kurutma kagidi yerlestirilen petrilerde ¢imlendirildi. Cimlenen
tohumlar 1/1 oraninda torf ve bahge topragi iceren saksilara 5 adet olacak sekilde
yerlestirildi. Bezelyeler 14/10 giindiiz/gece periyodunda (25, 19°C) yetistirildi. Bezelye
fidelerine 1liml1 ve orta derecede tuz stresi olusturacak iki farkli tuz konsantrasyonu
uygulandi. 17 giinlik fidelere 150 ml 50 mM ve 100 mM’lik NaCl ¢6zeltisi verildi;
kontrol grubuna ise 150 ml saf su verildi. Bu islem tiger giin arayla iki kez tekrar edildi.
Incelenecek her bir parametre igin bezelye yapraklari ilk tuz uygulamasinin 10. giiniinde
hasat edilerek -20°C’de saklandi.

Malondialdehit Tayini

Kontrol, 50 mM ve 100 mM tuz uygulama gruplarindan alinan 0,4 g yaprak 4 ml % 0,1
(w/v) TCA ile homojenize edilerek 10000xg’de 20 dakika santrifiij edildi. 0,5 mL
siipernatant tizerine 1 mL % 0,5 TBA igeren TCA ilave edildi. Karigim 95 °C’de 30
dakika inkiibe edildikten sonra buz banyosunda sogutulmak suretiyle reaksiyon
durduruldu. Karigim 10000xg’de 10 dakika tekrar santrifiij edildikten sonra
spektrofotometrede 532 nm’de absorbanslar dlgiildii. Non-spesifik absorbsiyonlar igin
her bir numunenin 600 nm’deki absorbansi da oOlgililerek absorbanstan diisiildii.
Malondialdehit konsantrasyonu 155 mM™cm™ ekstinksiyon katsayisi kullanilarak
hesaplandi (Sreenivasulu ve ark. 1999).

Hidrojen Peroksit Miktarinin Belirlenmesi

Kontrol ve tuz uygulanan gruplardan 0,25 g yaprak 2,5 mL % 1’lik (w/v) TCA ile
homojenize edilerek homojenat 12000xg’de 15 dakika santrifiij edildi. 0,5 mL
stipernatant {izerine 1 mL, 10 mM (pH=7) fosfat tamponu ve 1 mL, 1 M Kl ilave edildi.
Karigimin absorbansi 390 nm’de 6l¢iildii. Daha sonra hidrojen peroksitten hazirlanan
standart grafikten yararlanilarak kontrol ve uygulama gruplarinda hidrojen peroksit
miktar1 hesaplandi (Velikova ve ark. 2000).

Total Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Total fenolik madde miktar1 Folin-Ciocaltaecu yontemine gore yapildi. Kontrol ve tuz
uygulanan bezelye bitkilerinin yapraklarindan 1 g alinip 21 mL metanol-kloroform
karisimi (2:1) ile homojenize edildi. Homojenat manyetik karistiricida 1 saat boyunca
karistirildi. Karigim siiziilerek tizerine 21 mL metanol-kloroform karsimi (2:1) ilave
edildi ve tekrar 1 saat boyunca manyetik karistiricida karistirildi. Bu islem ¢ozeltiler
renksizlesinceye kadar tekrarlandi. Siiziintillerdeki c¢oziiciiler rotary evaporatérde
ucuruldu. Her bir numunenin madde miktart mg/ml olacak sekilde iizerine metanol ilave
edilerek kuru maddeler ¢6ziildii. Fenolik madde tayini i¢in her tiipe 200 pl karisim
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¢ozeltisi, 300 pl su, 2,5 ml Folin-Ciocaltaeu, 2 ml % 7,5 (w/v) Na,COj3 ilave edildi.
Karigim 10 saniye vortekslendikten sonra 45 °C’de 15 dakika su banyosunda bekletildi.
Tiplerdeki karisimin absorbanslari 765 nm’de Olgiilerek gallik asitten hazirlanmig
standart grafik yardimiyla numunelerdeki toplam fenolik madde miktar1 belirlendi
(Pennycooke ve ark. 2005).

Antosiyanin ve Sinapoil Ester Miktarlariin Belirlenmesi

Bezelye yapraklarindaki antosiyanin ve sinapoil ester tayini Posmyk ve arkadaslarinin
(2009) metoduna gore yapildi. Kontrol ve muamele gruplarindan 0,7 g yaprak % 1
oraninda asitlendirilmis 30 mL metanol ile havanda ekstrakte edildi ve aliiminyum folyo
ile tamamen kapatilan beherlere konularak agizlar1 kapali sekilde bir gece buzdolabinda
saklandi.

Antosiyanin tayini igin ekstraktlarin absorbansi 525 nm’de o6lgiildii. Numunelerdeki
antosiyanin miktar1 Siyanidin-3-glikozitten hazirlanan standart grafik yardimiyla
hesaplandi.

Sinapoil ester tayininde ekstraktlarin absorbansi 328 nm’de olgiildii. Kontrol ve
uygulama gruplarindaki sinapoil ester miktar1 klorogenik asitten hazirlanan standart
grafik yardimiyla belirlendi.

Istatistik Analiz

Gruplar arasindaki farkliliklar tek yonlii varyans analizi (one-wayANOVA) ile
belirlendi. Farkli ¢ikan gruplar arasindaki dagilim Duncan coklu aralik testine gore
p<0.05 o6nemlilik degerinde belirlendi (Duncan, 1955). Calismada her grup i¢in iig
tekrar yapildi (n=3). Istatistiki analizlerde SPPS for Windows 18.0 Standart version
paket programi kullanildu.

3. Bulgular ve Tartisma

Tuz stresi yaygin bir sekilde lipid peroksidasyonunu artirir. Membran lipitlerinin
peroksidasyonu sirasinda tretilen malondialdehit genellikle oksidatif hasarin bir
gostergesi olarak kullanilir. Bu ¢alismada, tuz stresi Utrilloda malondialdehit miktarini
kismi olarak azaltmistir. Fakat Sprinterda diisik tuz konsantrasyonu MDA’y1 kismi
oranda azaltirken yliksek tuz konsantrasyonu artirmistir (Sekil 1). Fakat tuz uygulamasi
bezelye ¢esitlerinde konsantrasyona bagli olarak hidrojen peroksit miktarini artmistir
(Sekil 2). Sprinterda ki artis istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Tarla sartlarinda
uzun dénem tuz uygulamas: bezelye bitkisinde MDA miktarimi azaltmistir (Oztiirk ve
ark. 2012). Tuz stresi Grevia ilicifolia bitkisinde de MDA miktarini azalttigi rapor
edilmistir (Kennedy ve De Fillippis 1999). Tuz stresinin neden oldugu lipid
peroksidasyonu stresin siddetine, siiresine bitki c¢esidine ve doku tipine bagli olarak
degisebilmektedir. Calismamizda, tuz stresinde malondialdehit miktarinin azalmasinin
muhtemel nedenleri antioksidan enzim aktivitelerindeki artislar ve fenolik bilesiklerin
sentezinin uyarilmasindan kaynaklanmis olabilir. Ashraf ve ark. (2010) yapraklardaki
malondialdehit miktarmin fenolik bilesik igerigi ile negatif iliskili oldugunu rapor
etmislerdir. Fenolik bilesiklerin lipid oksidasyonunu onlemeleri radikal giderici
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Ozelliklerinden kaynaklandigi cesitli ¢alismalarda belirtilmistir (Ksouri ve ark. 2007;
Daneshmand ve ark. 2010).
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Sekil 1. Tuz stresinin bezelye ¢esitlerinde malondialdehit miktarlar1 {izerine etkisi (Degerler aritmetik
ortalama# standart hata, n=3, p<0.05)

Fig. 1. The effect of salt stress on the amount of malondialdehyde in pea varieties (Values+ SE, n=3,
p<0.05).

Hidrojen peroksit siiperoksit radikallerinden enzimatik ve enzimatik olmayan
reaksiyonlarla tretilebilir. Bitki dokularinda yag asitlerinin p-oksidasyonu ve
fotorespirasyonla H,O, olusabilir. Hiicrelerde hidrojen peroksit miktari ¢ok sayida
antioksidan enzim vasitasiyla kontrol edilir (Hernandez ve Almansa 2002; Parida ve
Das 2005). Tuz stresi bugday (Sairam ve ark. 2005) ve Centaurea ragusina’da (Radic
ve ark. 2006) hidrojen peroksit miktarin1 artirmistir. Tuz stresi bezelye gesitlerinde
hidrojen peroksit miktarini ¢esit ve tuz konsantrasyonuna bagli olarak degistirdigi rapor
edilmistir (Noreen ve Ashraf 2009). Bu calismada, tuz uygulamasi hidrojen peroksit
miktarint Utrilloda kismi Sprinter ¢esidinde ise 6nemli oranda artirmistir.



TETIKTABANLAR ve Ark. /GBAD, 2020, 9(1), 85-94 90

Tuz konsantrasyonu

Sekil 2. Tuz stresinin bezelye ¢esitlerinde hidrojen peroksit miktarlar: lizerine etkisi (Degerler aritmetik
ortalama+ standart hata, n=3, p<0.05).

Fig. 2. Effects of salt stress on the amount of hydrogen peroxide in pea varieties (Values+ SE, n=3,
p<0.05).

Tuz stresi Sprinter ve Utrillo gesitlerinde toplam fenolik madde miktarlarini artan tuz
konsantrasyonuna paralel olarak énemli oranlarda artirmistir (p<0.05). Tuz uygulamasi
total fenolik madde miktarin1 Sprinterda Utrilloya kiyasla daha fazla artirmistir (Sekil
3). Noreen ve Ashraf (2009) farkli tuz stresi uygulamasi sonucu tuza hassas, az direngli
ve direncli bezelye cesitlerinde total fenolik bilesiklerin miktarinda artis oldugunu ifade
etmiglerdir. Tuz stresi soya fasulyesinin koklerindeki total fenolik bilesik ve lignin
miktarin1 konsantrasyona bagli olarak artirmigtir (Neves ve ark. 2010). Tuzluluk gibi
abiyotik ya da biyotik stresler bitkilerde fenolik asitler, flavonoidler, proantosiyaninler,
antosiyaninler gibi fenolik bilesiklerin sentezini artirmaktadir. Bu bilesikler serbest
radikallerin temizlenmesinde 6nemli rol oynarlar (Ksouri ve ark. 2007; Neves ve ark.
2010). Fenolik bilesikler hidroksil ve karboksil gruplartyla agir metalleri selatlayabilme
Ozelligine sahiptir. Lipid alkoksi radikallerini yakalayarak lipid peroksidasyonunu
onleyebilirler (Michalak 2006).
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Sekil 3. Tuz stresinin bezelye cesitlerinde toplam fenolik bilesik miktarlari {izerine etkisi (Degerler
aritmetik ortalama+ standart hata, n=3, p<0.05).
Fig. 3. The effect of salt stress on total phenolic compounds in pea varieties (Values+ SE, n=3, p<0.05).

Tuz stresi Utrillo ve Sprinter bezelye ¢esitlerinde antosiyanin miktarmni kismi olarak
artirmustir  (p<0.05). Sprinterin antosiyanin igerigi Utrillodan daha fazla oldugu
goriilmustir (Sekil 4). Tuz uygulamalart her iki bezelye ¢esidinde de sinapoil ester
miktarlarim1 degistirmemistir (Sekil 5). Fenolik bilesiklerin flavonoid grubuna giren
antosiyaninler ve fenilpropanoid metabolizmasi iiriinii sinapoil esterlerin antioksidan
aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Ruegger ve Chapple 2001; Michalak 2006; Hichem
ve ark. 2009; Posmyk ve ark. 2009).

EENEN | B e

Kontrol 50 mM 100 mM
Tuz konsantrasyonu
Sekil 4. Tuz stresinin bezelye cesitlerinde antosiyanin miktarlar1 {izerine etkisi (Degerler aritmetik

ortalama+ standart hata, n=3, p<0.05).
Fig. 4. Effects of salt stress on anthocyanin content in pea varieties (Values+ SE, n=3, p<0.05).
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Tuz stresi Grevilea tiirlerinde antosiyanin miktarini artirdig1 rapor edilmistir (Parida ve
Das 2005). Baz1 bitki tiirlerinde tuz stresi fenolik madde miktar ve tiirlerini azalttig
goriilmektedir. Farkli konsantrasyonlarda NaCl uygulamasi Solanum stoloniferum,
Solanum bulbosum’da fenolik bilesik, flavonoid, antosiyanin miktarlarinda azalmaya
neden olmustur (Daneshmand ve ark. 2010). Literatiirlerde tuz stresinin siddet, siire ve
bitki cesidine bagli olarak bitki dokularinda antosiyanin ve diger fenolik bilesiklerin
miktarlarinda artis ya da azalma neden oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismada tuz stresi
Utrillo ve Sprinter gesitlerinde antosiyanin Ve sinapoil ester miktart lizerine dnemli bir
etkisi olmadigi goriilmistiir. Pek ¢ok ¢evresel stres faktoriiniin etkisiyle bitki
dokularinda fenolik bilesik, antosiyanin, sinapoil ester miktarlar1 degisebilmektedir.
Bazi tiirlerde antosiyanin miktarindaki artisin lipid peroksidasyonundaki azalma ile
iliskili oldugu belirtilmektedir (Posmyk ve ark. 2009).
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Sekil 5. Tuz stresinin bezelye ¢esitlerinde sinapoil miktarlari tizerine etkisi (Degerler aritmetik ortalama=
standart hata, n=3, p<0.05).
Fig. 5. The effect of salt stress on the amounts of sinapoil in pea varieties (Values+ SE, n=3, p<0.05).

4. Sonug¢

Tuz stresi Utrillo ve Sprinter bezelye gesitlerinde total fenolik bilesik miktarini
artirirken antosiyanin ve sinapoil ester miktarini degistirmemistir. Stres siiresince
fenolik bilesik miktarindaki artisla birlikte antosiyanin ve sinapoil ester miktarinin
muhafaza edilmesi yapraklarda lipid peroksidasyonunu engellemis olabilir. Utrillo ve
Sprinter bezelye cesitleri lipid peroksidasyonu dikkate alindiginda tuza hassasiyet
acisindan birbirine benzer 6zellik géstermislerdir.

5. Tesekkiir

Bu ¢aligma Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan
2010/25 nolu proje ile desteklenmistir.
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