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TEZ BEYANI

Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu tezin yazilmasinda bilimsel ahlak
kurallarima uyuldugunu, baskalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulunuldugunu, tezin igerdigi yenilik ve sonuglarin baska
bir yerden alinmadigini, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigini, tezin
herhangi bir kisminin bu {liniversite veya bagka bir {iniversitedeki baska bir tez ¢alismasi
olarak sunulmadigini beyan ederim.

[brahim TETIKTABANLAR



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TUZ STRESININ BEZELYEDE (Pisum sativum L.) FENOLIK BILESIKLER
UZERINE ETKISI

Ibrahim TETIKTABANLAR

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilimdali

Danisman: Dog. Dr. Lokman OZTURK

Bu calismada, iki bezelye ¢esidine (Utrillo, Sprinter) 10 giin stire ile 50 mM ve 100 mM
NaClI uygulandi. Bitkilerin yapraklarinda malondialdehit, hidrojen peroksit, total fenolik
bilesik, antosiyanin ve sinapoil ester miktarlar1 arastirildi. Tuz stresi her iki g¢esitte
malondialdehit miktarin1 hafifce azaltmistir. Hidrojen peroksit miktar1 artan tuz
miktarina bagl olarak sprinterde 6nemli oranda artarken, utrilloda fazla degismemistir.
Bezelye c¢esitlerinde tuz stresi konsantrasyona bagli olarak toplam fenolik madde
miktarin1 6nemli oranda artirmistir. Bezelye c¢esitlerinde, fenolik bilesik olan
antosiyanin ve sinapoil ester miktarlari tuz uygulamasi sonucu degismemistir.

2011, 53 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bezelye, Hidrojen peroksit, Fenolik bilesik, Tuz stresi,
Antosiyanin, Sinapoil esterler.
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ABSTRACT
Ms Thesis

EFFECT OF SALT STRESS ON PHENOLIC COMPOUNDS IN PEA
(Pisum sativum L.)

Ibrahim TETIKTABANLAR

Gaziosmanpaga University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supercisor: Assoc. Prof. Dr. Lokman OZTURK

In this study, 50 mM and 100 mM of NaCl were applied to two different types of pea
(Utrillo, Sprinter) during ten days. Quantities of malondialdehyde (MDA), hydrogen
peroxide (H,0O,), total phenolic compound, anthocyanin and sinapoyl esters in leaves of
plants were investigated. 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. Salt stress depending on salt concentration significantly elevated total
phenolic compound in pea cultivars. The amounts of anthocyanin and sinapoyl ester,
that are phenolic compound, did not change as a result of salt treatment in both pea
varieties.
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1. GIRIS

Bitkiler acisindan stres terimi abiyotik (tuzluluk, agir metal birikimi, radyasyon,
kuraklik, diisiik ve yiiksek sicaklik gibi) ve biyotik (hastalik yapan mantarlar, bakteriler,
viriisler vb. zararlilar) faktorler tarafindan bitkilerin biiylimesine, gelismesine ve

verimine etki eden sartlar olarak tanimlanabilir.

Topraktaki tuzluluk problemi insanlarin zirai faaliyetlere baslamasindan Onceki
zamanlarda da mevcuttu. 6000 yillik tarihsel kayitlarda, dogal kaynaklari tahrip eden
tuzlulugun insan yerlesimini etkiledigine dair kanitlara rastlanmistir. Topragin
islenmesiyle olusan tuzlulugun etkisi daha kisa zamanda ortaya c¢ikarken islenmemis
topraklarda tuzluluk yiizyillar1 askin bir siire sonunda hissedilmistir. Ginimuzde
diinyadaki tuzlu topraklarin alani diizenli olarak artmaya devam etmekte ve tahil
uretiminde tuzluluk 6nemli bir problem olmayi siirdiirmektedir. Birlesmis Milletler
Gida ve Tarim Orgitii (FAO, 2008) verilerine gore dinyadaki arazilerin % 6’s1
tuzluluktan etkilenmektedir. Bu bilgiye ek olarak sulama yapilan 45 milyon hektarlik
alan, yerine gore degisen siddetlerde tuzlulugun etkisi altindadir (Athar ve Ashraf,
2009). Tirkiye’deki 1,5 milyon hektarlik alan tuzlulukla karsi karsiyadir. Bu alanlarin
% 60’1 tuzlu, % 19,6’s1 orta derece tuzlu, % 0,4’0 orta derece alkali, % 12’si hafif tuzlu

alkali, % 8’1 orta derece tuzlu alkali olarak siniflandirilmaktadir (Kusvuran, 2010).

Toprak tuzlulugu, topragin saturasyon ekstraktinin elektrik iletkenligi ile (EC: Electrical
conductivity) ifade edilir. Suyun tuz yogunlugu ne kadar fazla ise elektrik iletkenligi o
kadar yuksektir ve ozmotik potansiyeli de o oranda disiiktiir. Tuzlu topraklarin
saturasyon ekstraktlarinin elektrik iletkenligi 4 dS/m’den daha yiksektir. Toprak
tuzlulugu problemi; sulamak i¢in kullanilan sularin mineral igerigi, kanalla sulanan zirai
ekosistemlerde hatali drenaj, sahil kesimlerine deniz suyunun kasirgalarla girmesi,
kurak ve yar1 kurak bolgelerde yiiksek evaporasyonun neden oldugu kok bolgesinde tuz
birikimi ve yagmur sularinin bu tuzlar1 yikamada yetersiz kalmasi nedeniyle artmaktadir

(Akman ve ark., 2001; Hirt ve Shinozaki, 2004).



Bitkilerdeki fizyolojik ve biyokimyasal olaylar tuz stresinden etkilenmektedir.
Tuzlulugun etkisi ile bitkilerin filiz ve kok gelisimi yavagslar, yapraklar kiigiik kalir,
tomurcuk olusumu azalir. Ayrica klorofil, protein, sitokinin miktarlarinda ve fotosentez
oraninda azalmalarin oldugu kaydedilirken absisik asit ile etilen miktarlarinda artiglarin

meydana geldigi belirtilmektedir (Ekmekgi ve ark., 2005; Frary ve ark., 2010).

Tuz stresinin hiicrede iyon zehirlemesine ve osmotik stres sonucu iyon dengesizligine

yol actig1 bilinmektedir. Bitkilerde tuzun ayirt edici ¢ etkisi mevcuttur:

1. Osmotik etki: Rizosferde osmotik potansiyeli azalttigi i¢in bitkinin su alimin

zorlagtirmaktadir.

2. Toksik etki: Hiicre fonksiyonlar1 agisindan gerekli olan baglanma boélgeleri igin

sodyumun (Na*) potasyumla (K") yarisma yeteneginden kaynaklanir.

3. Besin etkisi: Bir taraftan Na* ile gerekli diger katyonlarin diger taraftan klor (C1°) ile
gerekli diger anyonlarin arasindaki rekabetten dolayr besin alinimi ve taginmasi

sinirlanir (Xue ve Liu, 2008; Oueslati ve ark., 2010).

Tuz stresi bitki dokularinda reaktif oksijen tiirleriyle ortaya cikan oksidatif stresi
olusturur. Reaktif oksijen tlrleri hicre igerisinde kloroplastlarda, mitokondride,
sitozolde, peroksizomlarda meydana gelir. Reaktif oksijen tirleri bir ya da daha fazla
sayida eslenmemis elektrona sahiptirler ve bu elektronlarini eslemek icin kararli halde
bulunan bilesiklere saldirirlar (Oueslati ve ark., 2010; Polesskaya ve ark., 2006).
Hiicrede bulunan DNA, protein, lipid gibi makromolekiiller bu saldirilarin hedefi
olabilirler. Sonugta bu molekiillerin yap1 ve fonksiyonlarinda 6nemli degisiklikler

meydana gelebilir.

Reaktif oksijen tiirlerinin kararli duruma gegmeye c¢alismalari hiicre igersinde herhangi
koruyucu mekanizmanin olmamasi durumunda olduk¢a zarar verici olabilir. Hiicreler
reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu hasarlar1 antioksidan sistemleri ile en aza
indirmeye calisirlar. Bu antioksidan sistemlerin icerisinde flavonlar, antosiyaninler, a-
tokoferol, askorbat, glutatyon ve polifenolik bilesikler ile antioksidan enzimlerden
stperoksit dismutaz, katalaz, askorbat peroksidaz, peroksidaz gibi ¢ok sayida enzim
bulunur (Hichem ve ark., 2009; Akgul, 2010).



Reaktif oksijen tlirleri membran lipitlerine saldirarak lipid peroksidasyonunun
baslamasina yol agar. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan {riinlerden biri olan
malondialdehit (MDA) hiicrenin serbest radikal seviyesi hakkinda bilgi edinmek icin
kullanilmaktadir. Stres durumunda hiicredeki malondialdehit (MDA) miktar1 lipit
peroksidasyonundaki artig ile orantili bir sekilde artar (Meloni, 2003; Xue ve Liu,
2008).

Farkli ¢evresel faktorler ve stres durumlarinda fenilpropanoid metabolizmasinin daha
aktif calismasindan o&tiirli fenolik bilesik miktarlarinda artiglarin oldugu goriilmiistiir.
Bazi flavonoidler ve isoflavonlar bitki yaralandigir ya da enfeksiyon kaptiginda daha
fazla miktarda sentezlenmektedir (Michalak, 2006). Stres sartlarinda fenilpropanoid ya
da sikimat yollartyla sentezlenen ¢oziiniir fenolik bilesikler bitki dokularindaki giiclii
antioksidanlardir. Fenolik bilesiklerin diger antioksidant metabolitlerden daha yiiksek
aktiviteye sahip olmasi fenolik bilesiklerin ¢ok iyi hidrojen verebilmelerine ve

radikalleri kararli duruma getirebilmelerine baglanmaktadir (Ashraf ve ark., 2010).

Flavonoidler arasinda yer alan antosiyaninler sikimat yoluyla flavonoid onciillerinden
tirevlenen pigmentlerdir. Suda c¢ok iyi derecede ¢ozinirler ve vakuolde depolanirlar.
Antosiyaninlerin bitkideki Uretimi, senesens sirasinda yapraklari oksidatif hasardan
korumasi ve ultraviyole-B (UV-B) 1smlarin1 absorbe ederek fotosentetik sistemdeki
hasar1 azaltmasi bakimindan yararhidir. Antosiyaninler osmotik olarak aktif olduklar
icin sentezlerindeki artis osmotik kontrol artisin1 saglayarak dayanikliligi artirabilir
(Wahid ve Ghazanfar, 2006). Ayrica antosiyaninlerin antioksidan 06zelliklerinin
askorbattan daha iyi oldugu ve sinapoil esterlerin de antioksidan ozellikte oldugu

bilinmektedir (Posmyk ve ark., 2009).

Bezelye Leguminosae familyasinin Papilionoideae alt familyasindaki Pisum cinsine ait
bir tlrdir. Bezelye tohumlar1 neolitik ¢agdan beri gida maddesi olarak tiiketilmektedir.
Kiiltiir sebzeleri arasinda protein ve vitamin bakimindan zengin olan bezelye iliman
bolgelerde yetistirilebilmektedir. Ulkemizin daha ¢ok sirasi ile Marmara, Ege,
Karadeniz, Akdeniz bolgelerinde yetistirilmektedir (Ozdemir, 2002). Bezelye bitkisi
diger baklagiller gibi tuza hassastir ve ilimli tuz stresi verim kaybina neden olur

(Noreen ve ark., 2007).



Bu c¢aligmada farkli tuz konsantrasyonlarinda buydtilen utrillo ve sprinter bezelye
cesitlerinin yapraklarinda malondialdehit, hidrojen peroksit, total fenolik bilesik,

antosiyanin, sinapoil ester miktarindaki degismeler incelenmistir.



2. KAYNAK ve LITERATUR OZETLERI

2.1. Toprak Tuzlulugunun Nedenleri

Tuzlulasmaya neden olan faktorlerin baginda arazide drenajin zayif olmasi gelmektedir.
Topragin su gegirgenligi az veya taban suyu diizeyi yuksek oldugunda toprakta tuzlar
birikir. Drenaj yollar1 iyi olusmamis kapali havzalarda etraftaki yiiksek araziden sizan
sular, arazinin algak yerlerinde toplanmakta ve taban suyunu yukseltmektedir. Boyle
kosullar altinda tuzlu taban suyunun yukariya dogru hareketi veya yiizey suyunun
buharlagsmasi, tuzlu topraklarin olusumuna yol agmaktadir. Tuzlulugun olmadigi
topraklarda elverigsiz sulama sularinin kullanilmasi, uygun olmayan sulama sistemleri
ya da yetersiz drenaj gibi faktorler kisa siirede topragin c¢oraklagmasina yol agabilir
(Ekmekgi ve ark., 2005; Yakupoglu ve Ozdemir, 2007).

Tuzlar yagisl bolgelerde yagmur sulari ile yikanarak yer alt1 sularina karigir ve sonra da
akarsularla denizlere ulasir. Bu ylizden tuzlulagsma pratik olarak yagish bolgelerde
olusmaz. Topraklarin deniz suyu etkisinde kaldiklar1 nehir deltalar1 ve denize yakin

alcak yerlerde tuzlulagsma goriilebilir (Kagar ve ark., 2006).

Tuzlar, evaporasyon ve transpirasyondan kalan kalintilar olarak bitki binyesinde
birikebilmektedir. Bitkilerin yaprak ve diger kisimlarinin Olerek yere dusmelerinden
sonra tuzlar yagislarla topraga tekrar geri donebilir. Kurak bolgelerde toprak tuzlulugu
evaporasyonun yil boyunca topraga gecen yagis miktarindan fazla olmasi yiiziinden

artar (Yediyildiz, 2008). Tiirkiye’deki topraklarin durumu Cizelge 2.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Tiirkiye’de sorunlu arazilerin dagilimi (S6nmez, 2004)
Sorunun Niteligi Alan (ha) Sorunlu Alanlara Gore %
Hafif Tuzlu 614 617 41
Tuzlu 505 603 33
Alkali 8641 0,5
Hafif Tuzlu-Alkali 125 863 8
Tuzlu-Alkali 264 958 17,5
Toplam 1518 722 100




2.2. Tuz Stresinin Bitkide Olusturdugu Zararlar

Tuzluluk bitkide, buylmeyi engelleyecek ve ileri asamada o6liime Yyol acabilecek
osmotik stres, iyon zehirlemesi, mineral aliminda dengesizlik gibi sorunlara neden olur.
Bitkilerde tuz stresi pek ¢ok fizyolojik ve biyokimyasal degisiklige yol agar. Tuz stresi
bitkilerin stoma sayisini, k6k, govde ve surgliin uzunlugunu, yaprak alani ve sayisini,
klorofil miktarini, ¢imlenme, mutlak ve bagil biiyiime oranlarini azaltarak verimi
diislirir. Meyve ve tatta bozulmalara neden olur (Hernandez ve Almansa, 2002;
Eryilmaz, 2003; Ashraf ve Harris, 2004).

Yiiksek konsantrasyonlu tuz cozeltilerinde su osmotik olarak tutuldugu i¢in tuzlu
kosullarda bitkilerin su alimi1 zorlasmaktadir. Tuz stresi su alimimi azaltarak ortamda
sodyum katyonunun, buna bagh CI” ve S0~ anyonlarinin artmasin1 saglayarak
protoplazmada iyon dengesinin (K*+ Ca**/Na*) bozulmasina neden olur. Sonucta enzim
aktivitesi azalirken, protein sentezi geriler, zar gecirgenligi azalir ve diger onemli
hiicresel yapilar da zarar goriir. Iyonik denge bozuldugunda tuzu olusturan iyonlarla
bitki icin gerekli besin elementleri arasinda rekabet olusur ve bitkiler kendileri i¢in

gerekli olan besin elementlerini yeterli miktarda alamazlar (Kacar ve ark., 2006).

Tuz stresi solunuma ait zincirlerde fotofosforilizasyon ve fosforilizasyon ile ¢cok az
enerji Uretilmesine, azot asimilasyonunun bozulmasina, protein metabolizmasinda
karisikliklarin - olugsmasina, putresin, kadaverin gibi diaminlerin ve poliaminlerin
birikmesine yol acar. Tuzluluk sadece stomalarin kapanmasimna neden olarak
fotosentezin azalmasini saglamaz; kloroplastlar {izerine elektron taginmasini Vve
sekonder olaylart etkileyerek de fotosentezin bozulmasina neden olabilir. Solunumla
ilgili glikoliz ve trikarboksilik asit dongulerinin enzim sistemleri tuzluluga karsi
hassastir. Tuzluluktan etkilenen faktorden biri de bitkinin hormonal dengesidir.
Sitokinin miktarinda azalma ve absisisik asit, etilen miktarlarinda artis gézlenmektedir
(Kacar ve ark., 2006; Shahid ve ark., 2008).



2.3. Tuz Stresine Kars1 Gelistirilen Adaptasyonlar

Tuzluluga maruz kalan bitkiler, tuzun zararli etkilerinden kaginamayabilirler. Bu
nedenle tuzlu topraklarda yetisen bitkiler en azindan bir miktar tuza dayaniklilik
gostermek zorunda kalirlar. Tuzlulukla karsi karsiya kalan bitkilerde biiyiime ve
metabolizmanin korunabilme derecesine ‘tuza dayaniklilik’ denir. Bitkiler yiiksek tuz
konsantrasyonlarina dayanikliliklart bakimindan, halofitler (tuzcul bitkiler) ve
glikofitler (tuza hassas bitkiler) olmak iizere iki gruba ayrilirlar (Taiz ve Zeiger, 2008).
Halofitler ylksek tuz konsantrasyonlu topraklarda yasarken tuz diizeyi diisiik
topraklarda yasayamazlar. Tuzlu habitatlarda yasayan obligat halofitlerde blyiume,
tuzun 1limhi miktarda alimiyla gergeklesebilir. Ancak bitkinin tuz alimi ylksek
seviyelere ulasirsa biytime bozulur, antosiyanin Gretimi ya da klorofil pargalanmas gibi
stres sinyalleri meydana gelir. Glikofitler tuzluluga hassas bitkilerdir ve yiuksek tuz
konsantrasyonlarinda yasamlarmi devam ettiremezler. Bitkilerde tuza dayaniklilik;
protoplazmadaki asir1 tuz miktarinin diizenlenmesi, artan iyon konsantrasyonu ile bir
araya gelen toksik ve ozmotik etkilerin tolere edilme yetenegi ile saglanmaktadir
(Akman ve ark., 2001; Girel ve Avcioglu, 2004). Sirginlerden, meristemlerden,
fotosentez yapan yapraklardan tuz disar1 atilarak bitkideki hasarlar en aza indirilmeye
calisilir. Tuza hassas bitkiler topraktaki orta derece tuzlulugu, zararli iyonlar1 kokten
stirgune gondererek tolere ederler. Tuza direngli baz1 bitkiler iyonlar1 koklerinden disari
atamazlar. Bu bitkilerin yaprak ylizeylerinde tuz bezleri bulunur. Bu bezlere taginan

iyonlar kristallestirilerek zararsiz hale getirilir (Taiz ve Zeiger, 2008).

Tuz stresine kars1 biyokimyasal stratejileri Parida ve Das (2005) soyle siralamiglardir:
1. Segici iyon birikimi veya disar1 atilmasi. 2. Koklerden iyon alimmin ve yapraklara
tasiniminin kontroli. 3. Hiicrede ve tum bitkide iyonlarin belirli bdlgelerde tutulmasi.
4. Uygun solusyonlarin sentezi. 5. Fotosentetik yolda degisiklikler. 6. Membran
yapisinda degisiklik. 7. Antioksidan enzimlerin indiksiyonu. 8. Bitki hormonlarinin

indiksiyonu.

Zehirleyici duzeydeki Na' iyonuna karsi bitkiler dort farkli mekanizma ile tepki
vermektedir. Bitkide tuzlulukla artan Na’ iyonlari, Na® pompalar1 ile koklerden

uzaklastirilarak tolere edilebilir seviyede tutulur. Na* vakuolde biriktirilerek bitkilerdeki



tuz zarar1 azaltilabilir. Na* ve K* iyonlarinim hiicre zarindan gegisinin engellenmesi icin
hiicre zarinin gecirgenliginin degismesi de tuza karst korunma mekanizmalarindan
birisidir. Bitkilerin tuzdan korunmak igin kullandiklar1 bir diger mekanizmada hizl

blytime gostererek birim hacimde alinan tuzun biinyede seyreltilmesidir (Kusvuran,
2010).

2.4. Bitkilerde Tuz Stresinin Algilanmasi ve Sinyal Iletim Yollari

Tuz ve kuraklik stres sinyalleri fonksiyonel olarak 3 sekilde simiflandirilabilirler.
Birincisi stres sonucu bozulan homeostasisin tekrar saglanabilmesi i¢in ozmotik ve
iyonik stres sinyalleridir. Ikincisi stres hasarlarmi kontrol ve tamir eden detoksifiye
sinyallerdir. Ugiinciisii  belirli stres kosullarinda hiicre béliinme ve uzamasini
diizenleyen sinyallerdir. Homeostasis ve detoksifikasyon sinyalleri strese tolerans saglar
(Sekil 2.1), (Zhu, 2002).

[yonik Sinyall .
i ™ | Iyon ve Osmotik
P 4 Homeostasis
, Osmotik Sinyaller
Iyonik Stres
Osmotik Stres
Tuz ve
Kuraklik
Stresi T ?tres
Hiicre Biliinmesi Biiyiime inhibisyonu —
Yaralwa) = | Bijviime Dizenlenmesi —»
Detoksifikasyon N :
Sinyallei > Hasar kontrolii ve tamir

Sekil 2.1. Tuz ve kuraklik sinyal yollarinin fonksiyonel ayrimi (Zhu, 2002)

Tuz stresi hiicrenin osmotik ve iyon homeostasislerini etkilemektedir. Na* ve CI”
iyonlarinin hiicreye fazla miktarda girisi proteinlerin yapilarinda bigimsel degisikliklere

ya da plazma membraninda elektriksel degisimlere yol acar. Osmotik ve iyonik sinyal



yollar1 igin baslangi¢ iyonik (Na* fazlalig1), osmotik (6rnegin turgor) degisikliklerdir
(Akman ve ark., 2001; Zhu, 2002).

Yiksek tuz konsantrasyonlarinda Na® hiicreye spesifik olmayan kanallarla girerek
membran depolarizasyonuna neden olur. Membran polarizasyonundaki degisiklikler
kalsiyum kanallarin1 aktive ederek tuz stres sinyallerini olusturur (Sanders ve ark.,
1999).

Osmotik stresin neden oldugu turgor kayb1 hiicre hacminde degisime yol acar ve hiicre
duvarindan plazma membrani igeri ¢ekilir. Hiicre duvarindan membran igeri ¢ekilmesi
hiicre duvart ile temas halinde olan membrana bagli reseptor kinazlarm, iyon
kanallarinin, iyon tastyicilarinin bigimsel olarak degisime ya da birlikte kiimelenmesine
yol agar. Proteinlerdeki bu degisimler osmotik stresin algilanmasini saglar. Iyonlarin
gecisi ve osmotik stresle ortaya ¢ikan turgor degisiklikleri tuz stres sinyali igin
baslangic gorevi goriir. Iyon kanallari, iyon tasiyicilari, hiicre i¢i ya da plazma
membrani {izerindeki iyon bagli proteinler iyonik stresin ilk algilayicilaridir (Hirt ve
Shinozaki, 2004).

Ya hicre ici depolardan ya da hiicre disindan Kkalsiyum alinmasiyla meydana gelen
sitozolik kalsiyum artis1 kuraklik, soguk ve tuz streslerinde ikinci mesajci olarak islev
gormektedir. Bitki hiicrelerindeki kalsiyum salinimi stres ¢esidine, stresin gelisme
derecesine, Onceden strese maruz kalip-kalmadigina ve doku gesidine bagl olarak
degisir. Tuz stresinde kalsiyum saliniminin ¢ok kisa zamanda meydana gelmesi ve 1-10
dakika devam etmesi tuz sinyalinin olusturulmasinda baslangi¢ olaylarindan biri oldugu
diistiniilmektedir (Hirt ve Shinozaki, 2004).

Tuz stresi ile olusan kalsiyum sinyali kalsiyum bagl protein kinazlar (CPDK)
tarafindan algilanir. Kalsiyum bagli protein kinazlar kalsiyum sinyalini fosfoproteinlere
aktarirlar. Protein fosforilasyonuyla enzimatik aktiviteyi etkileyen ve ge¢ embriyogenez
(LEA: late embryogenesis abundant) proteinlerini sifreleyen genlerinde aralarinda
bulundugu genlerin ifadeleri degiserek sinyale karsi hiicresel cevaplarin olusmasi
saglanir. CPDK osmotik ve iyonik stres siiresince osmoregulasyonda ¢ok dnemli rol
oynayan tastyict proteinleri (aquaporinler, iyon kanallari, H'-ATPaz) dizenler (Xiong
ve ark., 2002; Hirt ve Shinozaki, 2004; Mehlmer ve ark., 2010).
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Tuz stresinde iyonik sinyal bakimindan SOS (Salt Overly Sensitive) genlerini temel
alan bir sinyal yolunun bulundugu kanitlanmistir. SOS sinyal yolunun muhtemelen
baslangici, ca® sinyalini tetikleyen hiicre i¢i ya da hiicre dis1 Na* fazlaligidir. Bu yolda
tuz stresi sonucu ortaya c¢ikan sitosolik Ca** sinyali, Ca** baglayan SOS3 proteini
tarafindan algilamir. Ca®* bagli SOS3 proteini bir serin/treonin kinaz olan SOS2 ile
etkileserck SOS2’yi aktive eder ve SOS3-SOS2 kompleksini olusturur. Aktiflesen
SOS2 kinaz daha sonra sodyumu sitozolden pompalayacak olan Na'/H* tasiyicisi
SOS1°i fosforiller. SOS3-SOS2 kinaz kompleksi SOS1 ve diger genlerin transkripsiyon
seviyesini duzenler. Ayrica SOS3-SOS2 kinaz kompleksi NHX1 aktive ederek
sodyumun vakuolde tutulmasini saglayabilir ve plazma membraninda sodyum tasiyicisi
HKT1 aktivitesini inhibe ederek sodyumun hiicre igersine girmesini sinirlayabilir (Sekil
2.2), (Zhu, 2002; Hirt ve Shinozaki, 2004).

Apoplast mxaa"

Plazma 9 Tuz
Membran Algilayic1 ?

Sitoplazma 3 §083 5082
/

Vakuol

Gen ifadesinin
diizenlenmesi
ornegin SOS1

Sekil 2.2. Tuz stresi altinda iyon homeostasisinin diizenlenmesinde SOS yolu (Hirt ve
Shinozaki, 2004)

Olusan kalsiyum sinyalinin algilayicilarindan bir tanesi de osmotik ve oksidatif stresle
diizenlenen mitogen-aktive edici kinaz (MAPK) sinyal yoludur. Bu sinyal yolu ile
MAPK birimleri strese karsi osmolit ve antioksidanlarin {iretilmesine katkida
bulunabilir. Basit olarak bir MAPK kaskati yukari yondeki reseptdrlere ve asagi
kisimdaki hedef molekiillere ¢esitli yollarla baglantili olan MAPKKK, MAPKK,
MAPK birimlerinden olusur. MAPK kaskatinin aktiflesmesi stresle ilgili genleri aktive
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eder ve osmolit sentezi ile birikimi meydana gelir (Nakagami ve ark., 2005). Bitkide
MAPK yolu hiicre bélinmesiyle, sinyalin gelisimiyle, hormonlarla, abiyotik ve biyotik
stresle iliskilidir. Tuz stresi hizli bir sekilde MAPK yolunu aktive eder. Yapilan
caligmalar tuz stresi altinda reaktif oksijen tiirleri aracilikli sinyallerin MAPK yoluyla
meydana geldigini ortaya c¢ikarmistir. Osmotik stres altinda degismis MAPK sinyali
hiicre dongiisiinlin diizenlenmesine ve biiylimenin engellenmesine katkida bulunabilir

(Xiong ve ark., 2002; Hirt ve Shinozaki, 2004).

2.5. Tuz Stresinde Osmotik Dengeyi Saglamaya Yonelik Mekanizmalar

Stres ortaminda bulunan bitkiler, hiicrelerinin igerisindeki osmotik dengeyi
saglayabilmek icin sitoplazma ve organellerinde c¢esitli ¢Oziinebilir maddeleri
biriktirirler. Bu maddeler membran biitiinligiinii saglayarak ve enzimlerin daha iyi
calismasina yardim ederek stres kosullarindaki bitkinin osmotik diizenleme yapmasinda
rol oynarlar. Strese tolerans ile glisinbetain, prolin gibi organik maddelerin
sentezlenmesi arasinda pozitif bir iliskinin oldugu pek ¢ok c¢alismada gosterilmistir
(Ashraf ve Foolad, 2007). Tuz stresiyle basa ¢ikmak i¢in ¢oziinebilir maddelerden biri
olan mannitol, kerevizde mannoz-6-fosfat rediiktazin aktivasyonu yoluyla

sentezlenmektedir (Parida ve Das, 2005).

Bitkiye direng yetenegi saglayan prolin genellikle stres kosullarinda miktar1 artan suda
¢oOziinebilir bir aminoasittir. Bitkide prolin birikimi bitki hiicresinin stresten etkilendigi
anlamini tasimaktadir. Prolin organizmada glutamattan, glutamat y-semialdehit’ten
sentezlenmektedir. Ozmolit olarak gorev yapmasinin yani sira prolin hiicrelerin osmotik
dengede olmasini, sitozolik pH’nin ayarlanmasimi ve hidroksil radikallerinin
diizenlenmesini saglamaktadir (Matysik ve ark., 2002). Prolinin koruyucu rollerinden

birisi de proteinlerin ¢oziintirligiini artirmasidir (Ulusu, 2007).

Fruktanlar, trehaloslar, ononitoller ve ektoinler gibi osmolitler hiicrede olusan oksidatif
hasar1 gidermeye c¢alismaktadirlar. Bu osmolitler reaktif oksijen tlrlerinin

temizlenmesinde de aktif rol oynarlar (Zhu, 2001).
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2.6. Serbest Oksijen Radikalleri ve Hicreden Temizlenmesi

Bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinin normal sartlarda tretimi ve yikimi dengede
seyretmektedir. Ancak g¢evresel stresler altinda reaktif oksijen tiirlerinin iretimi ve
antioksidan sistemin baskilama aktivitesi arasindaki denge bozulmaktadir (Harinasut ve
ark., 2003). Tuz stresi mitokondri ve kloroplastlardaki oksijene elektronlarin kagisini
artirma yoluyla reaktif oksijen tiirlerinin miktarin1 artirir (Ahmad ve ark., 2008). Tuz
stresi stomalarin  kapanmasimna yol agmaktadir. Stomalarin kapanmasi bitki
hlcrelerindeki CO,/O, oranimi diisiiriir ve yuksek miktardaki oksijen, aktif oksijen

tiirlerinin olugmasina neden olur (Frary ve ark., 2010).

Kloroplastlarda fotosistem I ve fotosistem II’deki oksijenin indirgenmesi ile olusan ilk
aktiflesmis oksijen molekiilii stiperoksit radikalidir. Siiperoksit radikali stperoksit
dismutaz enziminin Kkatalizledigi dismutasyonla hidrojen peroksite (H20,)
donustiirilmektedir. Ayrica mitokondri ve peroksizomlarda siiperoksit radikalinin
potansiyel kaynagidir. Bu organellerde siiperoksit, elektron tasinmasi sirasinda ve
enzimatik reaksiyonlarla Uretilmektedir (Reza ve ark., 2006). Siiperoksit indirgenmis
niikleotidleri, baz1 amino asitleri antioksidan bilesikleri oksitler (Kiling ve Kiling,
2002). Siiperoksit anyonu diisik pH’da proton alarak lipit peroksidasyonunu
baglatabilme 6zelligine sahip perhidroksil radikalini (HO;") olusturur (Eryilmaz, 2007).

Enzimatik olarak oksijenin iki elektron almasiyla ya da siiperoksitlerin (O,") enzimatik
ve enzimatik olmayan dismutasyonlar ile meydana gelebilen hidrojen peroksit diger
reaktif oksijen tiirlerine nazaran daha kararlidir. Fakat hidrojen peroksitin hiicre
membranlarindan gecerek diger hiicrelere de yayilabilmesi onu tehlikeli yapmaktadir
(Kiling ve Kiling, 2002; Michalak, 2006). Hidrojen peroksit ortamda demir (Fe?*), bakir
(Cu") gibi metallerin varh@inda siiperoksit radikali ile reaksiyon vererek daha aktif

hidroksil radikalini (OH") olusturabilmektedir (Hichem ve ark., 2009).
Fe?* + H,0, T————>> Fe®* + OH + OH" (Fenton Reaksiyonu) (2.1.)

O, +H,0, C——— > "0OH+ 0,+ OH" (Haber-Weiss Reaksiyonu) (2.2)
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Hidrojen peroksitin hiicrelerden temizlenmesi katalaz ve peroksidaz enzimleri yoluyla
olmaktadir (Ahmad ve ark., 2008).

Biyolojik sistemlerde iiretilen hidroksil radikalinin énemli bir kismi canlilarda hidrojen
peroksitin eksik indirgenmesi sonucu olusmaktadir. Elektronca zengin molekiillere
saldiran hidroksil radikali niikleik asitler, proteinler ve lipidlerle tepkimeye girerek
binlerce farkli ara {iriin olusturabilmektedir. DNA ile tepkimeleri sonucunda baz
modifikasyonlari, baz delesyonlar1 ve zincir kirilmalari meydana gelir (Eryilmaz, 2007;
Diken, 2008). Hidroksil radikalinin verdigi hasarlardan en iyi bilineni serbest radikal
zincir reaksiyonu olarak da bilenen lipid peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu
membranin yapisina, biitiinliigiine, se¢i¢i gegirgenligine zarar vererek hiicrenin 6liimiine

kadar varabilen olaylara sebep olabilmektedir (Kisa, 2010).

Bitkiler serbest oksijen tiirlerinin baslattigi oksidatif hasar1 azalmak ig¢in gelismis bir
antioksidan savunma sistemine sahiptirler (Neto ve ark., 2006). Antioksidan savunma
sistemi antioksidan bilesik ve antioksidan enzimlerden olusur. Antioksidan bilesikler
glutatyon, hidrokinonlar, askorbat (Vitamin C), vitamin E (a-tokoferol), flavonoidler,
karotenoid pigmentler, alkoloidler ve fenilpropanoid yolunun baz1 ikincil
metabolitlerinden olusur (Oueslati ve ark.,, 2010, Kusvuran, 2010). Antioksidan
enzimler slperoksit dismutaz, katalaz, askorbat peroksidaz, peroksidaz ile askorbat
glutatyon  dongusunin  ¢ok  6nemli enzimleri olan glutatyon redlktaz,
monodehidroaskorbat reduktaz, dehidroaskorbat rediktaz, guaiakol peroksidazlardir
(Esfandiari ve ark., 2007).

Bitkide stres sonucu olusan siiperoksitin giderilmesini saglayan stperoksit dismutaz
enzimatik yolla siperoksit radikalini hidrojen peroksit ve oksijene donistiiriir.
Superoksit dismutazin katalizledigi tepkimeyle olusan hidrojen peroksit; katalaz veya
askorbat-glutatyon  dongist ile  temizlenerek  hicredeki  birikimi  6nlenir.
Peroksizomlarda, sitozolde, mitokondride bulunan katalaz hidrojen peroksitin su ve
oksijene doniisiimiinii katalizler. Askorbat peroksidaz askorbat-glutatyon dongusunun
baslangicinda askorbati indirgeyici olarak kullanir. Askorbat peroksidaz hidrojen
peroksitin hem sitozolde hemde kloroplastta zehirsizlestirilmesini saglar (Michalak,
2006). Askorbat peroksidaz hidrojen peroksiti suya indirgerken elektron verici olarak

kullandig1 askorbati, monodehidroaskorbata (MDHA) doniistiirtir. Askorbat okside
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oldugunda monodehidroaskorbattan dehidroaskorbat (DHA) meydana gelir.
Dehidroaskorbat glutatyonu (GSH) substrat olarak kullanan dehidroaskorbat rediiktazin
aktiflesmesi ile askorbata indirgenir. Bu reaksiyon sonucu olusan okside glutatyon
(GSSG) NADPH tarafindan tekrar glutatyona dondstiiriiliir (Reza ve ark., 2006; Kog¢ ve
Ustiin, 2008), (Sekil 2.3).

( %\lu)lb'lt NADP
onode]ndro
askorba reduktaz

MD HJ, NADPH

DHA

Sekil 2.3. Askorbat-glutatyon donguisi

GSSG NADPH

(S NADP

2.7. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler en az bir aromatik halka ve bu halkaya bagli bir ya da daha fazla
sayida hidroksil grubu igerirler (Sekil 2.4). Aromatik halka benzen halkasidir. Fenolik
hidroksil gruplart mevcut aromatik halkadan etkilenmektedir. Aromatik halka ytziinden
fenolik hidroksillerin hidrojenleri kararsizdir ve bu ylzden fenoller zayif asidik 6zellik

gosterirler (Vermerris ve Nicholson, 2006).
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OH

Fenol Kuarsetin

Sekil 2.4. Fenol halkas1 ve kuarsetin

Bitkilerde yaygmn bir sekilde bulunan fenolik bilesikler sekonder metabolizma
urtnlerindendir ve ekolojik, fizyolojik olaylarda gorev alirlar (Ruiz ve ark., 2003;
Nizamlioglu ve Nas, 2010).

Fenolik bilesikler bitkinin meyve, tohum, gévde, dal, yaprak ve ¢i¢ek gibi organlarinda
bulunurlar. Hiicre igerisinde ise sitoplazma, hiicre duvari, vakuolde yer alirlar

(Ellialtioglu, 1999; Nizamlioglu ve Nas, 2010).

Bitkisel fenolik bilesikler yaklagik 10000 cesit bilesigin yer aldigi kimyasal olarak
heterojen bir gruptur. Bazilar1 sadece organik ¢oziiciilerde ¢oziiniirken, digerleri
karboksilik asit ve glikozitleri sayesinde suda cozinurler. Son grup ise buyuk,
coztinmez polimerlerdir (Taiz ve Zeiger, 2008). Fenolik bilesikler karbon sayisina ve

karbon atomunun diizenlenmesine gore siniflandirilabilir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. Fenolik ve polifenolik bilesiklerin temel yapilari (Goldberg, 2003)

Karbon Yap1 Siniflandirma Ornek Genel Formulu
Sayist | iskeleti
7 Ce-Cy Fenolik asitler Gallik asit
@COOH
8 Cs-C, | Asetofenonlar Xanthoxylin /O
C OCHjy

8 Cs-C, | Fenilasetik asit | p-hidroksifenil- COOH

asetik asit @_/

9 Cs-C3 Hidroksi Kafeik asit Y COOH
sinnamik @J
asitler

9 C6-Cs Kumarinler Eskuletin 0.__©O

| =

10 Cs-Ca Naftokinonlar Juglon ?

|
)
13 Cs-C1-Cs Xanthones Gentisin ‘ @) l
I
O
14 Cs-Co-Cs Stilbenler Resveratrol O
o
15 Ce-C3-Cs | Flavonoidler Kuarsetin O
94
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2.7.1. Fenolik Bilesiklerin Bitkideki Rolleri

Fenolik bilesiklerin halka yapilarinda olusan oksidasyon, glikosilasyon, metilasyon ve
hidroksilasyonlar bu bilesiklerin bitkide pek ¢ok biyolojik fonksiyonda rol almalarin
saglamaktadir (Eryilmaz, 2007).

Bitkide fenolik bilesiklerin en 0Onemli Ozelliklerinden birisi antioksidan aktivite
gostermeleridir. Hicrelerde metabolizma olaylar1 sonucu reaktif oksijen tirleri olusur
(Sekil 2.5). Fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri, oksidasyon sonucu olusan

serbest radikallere hidrojen vererek onlar1 sondiirmesinden ileri gelmektedir (Es-Safi ve
ark., 2007).

Fenolik bilesikler metalleri selatlama egilimindedirler. Hidroksil ve karboksil gruplara
sahip fenolik bilesikler demiri selatlayarak etkisizlestirebilir ve Fenton reaksiyonlarini
baskilarlar. Fenolik bilesiklerin selatlama yetenekleri muhtemelen aromatik halkanin

yuksek nikleofilik yetenegi ile iliskilidir (Michalak, 2006).

Sitosol /mol\\

Kloroplast /
Sitosol
Napp NADPH 7 PO+HO
AsA \
Askorbat radikali % f ﬁ_ f I
APX \ ’/‘ |‘ ‘MD / \
bty ———— 10 { DA< A | \ \ POH+HO,. |
/ \G”_% DHAR ‘ \, |
4 /
; DHA /
Fitofenolicer Fenoksﬂ radikali
NOAR NADPH, MDAy ¢HO \ ‘
Apoplast ;t MDAR Apx

Vikul ) e *aa B, s

Sekil 2.5. Hidrojen peroksitin vakuol, kloroplast ve sitosolde temizlenmesi POX,
peroksidaz; PhOH, fenolik bilesikler; PhO, fenoksil radikalleri; AsA,
askorbat; APX, askorbat peroksidaz; GuPX, guaiakol peroksidaz; MDA,
monodehidroaskorbat; MDAR, monodehidroaskorbat rediktaz; DHA,
dehidroaskorbat; DHAR, dehidroaskorbat rediiktaz; GSH, indirgenmis
glutatyon; GSSG, oksitlenmis glutatyon; GR, glutatyon rediiktaz; PSc,
fitoselatinler (Eryilmaz, 2007)
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Metal iyonlart oksijen-oksijen baglarinin homolitik parcalanmasiyla lipid
hidroperoksitleri yikar ve lipid alkoksil radikallerini olusturur. Fenolik bilesikler lipid
alkoksil radikallerini yakalayarak lipid peroksidasyonunu inhibe eder (Michalak, 2006).
Flavonoidlerin igerdikleri yapisal ve elektrokimyasal 6zellikleri lipit peroksidasyonunu
baskiladigi, lipid oksidasyonunu indirgeyerek membran yapisini koruyan antioksidan
etkinliklerde rol oynadigi ileri siirilmektedir (Eryilmaz, 2007). Lipid
peroksidasyonunun indirgenmesi flavonoidler tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin
temizlenmesinden ve lipid peroksidasyonu siresince Uretilen lipid radikallerinin
azaltilmasindan kaynaklanmaktadir. Antioksidan aktivite fenolik gesitlerinde bulunan
hidroksil ~gruplarin  sayisi, konumu ve molekiiliin yapisina bagli olarak

gerceklesmektedir (Mili¢ ve ark., 1998; Takahama ve Oniki, 2000).

Fenolik Dbilesikler igersinde yer alan flavonoidler reaktif oksijen tdrlerini
temizleyebilirler. Polifenoller reaktif oksijen tirlerini temizlemek icin ideal kimyasal

yapiya sahiptir (Sekil 2.6), (Rice-Evans ve ark., 1997).

Yiiksek aktiviteye sahip flavonoidlerin vapisal 6zellikleri:
Serbest radikal temizleme. metal ivonlarini gelatlama.enzim inhibisyonu

Hidrojen bagivla kararl
flavonoid fenoksi radikali

Kararli kinon yvapisi

3. 4'-dhhidroksi polifenollerin antioksidan etki mekanizmasi

Sekil 2.6. Fenolik bilesiklerin reaktif oksijen turlerini temizleme mekanizmas: (Anonim,
2008).
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Flavonoidlerin antioksidan 6zelliklerini belirlemede 6nemli olan ii¢ yapisal 6zellik;
1. B halkasindaki 3°,4"-dihidroksil yapis1 (Katesin, kuarsetin vb.).
2. C halkasindaki 4-0kso grubuyla bitisik 2,3 ¢ift baglari.

3. C halkasinda bulunan 3-OH grubu ve A halkasinda bulunan 5-OH grubu (Michalak,
2006).

Reaktif oksijen tirlerinden olan hidrojen peroksit askorbik asit, fenolikler ve

peroksidazlarin is birligi ile temizlenir (Eryilmaz, 2007).
2 FlavOH+ H,0 ——— > 2 FlavO'+ 2 H,0 (2.3.)

Hidrojen peroksiti etkisizlestirmek icin flavonoidler guaiakol peroksidazlara elektron
vermekte ve flavonoid fenoksi radikali (FlavO") olusmaktadir. Olusan flavonoid fenoksi
radikali (FlavO") askorbik asit (AsA) tarafindan indirgenir ve monodehidroaskorbik asit
radikali (MDA") olusur.

FlavO" + 2 AsSA —— 2 FlavOH + 2 MDA’ (2.4)
MDA" — AsA + DHA (2.5)

Olusan monodehidroaskorbik asit radikali (MDA") kendiliginden askorbik asite (AsA)
ve dehidroaskorbik asite (DHA) doniisiirken; olusan dehidroaskorbik asit (DHA)
sitozolik dehidroaskorbat rediktaz enzimi ile tekrar askorbik asiti (AsA) meydana

getirmektedir (Yamasaki ve ark., 1997; Eryilmaz, 2007).

Hiicrede metabolizma olaylar1 ile olusan radikaller de fitofenolikler ve flavonoidler
tarafindan temizlenebilir. Reaksiyon esnasinda olusan fenoksi radikalleri (PhO°) ise

askorbat tarafindan indirgenmektedir (Eryilmaz, 2007).
FlavOH+R* — FlavO'+ RH (2.6.)
ROO+ PhOH ——»ROOQH+ PhO (2.7.)

Insanda hastaliklara sebep olan serbest radikallere kars1 da fenolik bilesikler koruyucu
etki gostermekte ve yaslanmayr geciktirmektedir. Fenolik bilesiklerin anti-karsinojen,

anti-atherojen,  anti-ulser,  anti-inflamator,  anti-mikrobiyal etkileri  oldugu



20

belirtilmektedir (Ksouri ve ark., 2007). Epidemiyolojik ¢aligmalarda diyetteki fenolik
bilesiklerin diizeyi arttikca koroner kalp hastaliklarindan 6liim oranmin azaldig

goriilmiistiir (Uylaser ve Ince, 2008).

Fenolik bilesikler bitkinin yaralanmasi halinde kimyasal bir bariyer olusturarak bitkiyi
hastaliklara ve ciirtimelere kars1 korumaktadir. Fenolik bilesiklerin bitki hastaliklarinda
etkin rol oynama sebeblerinden bir tanesi de oksidasyon wrunlerinin yiksek toksik
etkiye sahip olmasidir. Bitki hastalandigi zaman fenolik bilesiklerin sentezlerinde ve
aktivitelerinde artiglar meydana gelmektedir. Bu 0Ozellikleri ile fenolik bilesikler

bitkilerin hastaliga kars1 dayanikliligini artirmaktadir (Baydar, 2010).

Fenollerin polifenol oksidazlarla oksitlenmesi meyvelerde 6nemli kayiplara neden olan
doku kararmasmni meydana getirir. Fenolik bilesikler polifenol oksidazlar ve
peroksidazlar tarafindan kinonlara pargalanmaktadir (Ruiz ve ark., 2003). Fenollerin
okside olmasiyla olusan kinonlar yiiksek diizeyde reaktif maddeler olup hizla
polimerize olabildikleri gibi, ortamda protein olmasi halinde kovalent baglar1 bigiminde

onlara baglanabilmektedir (Ellialtioglu, 1999).

Ayrica fenolik bilesikler bitkiye ve bitkinin olusturdugu iriinlere renk verme,
polinasyon igin hayvansal tastyicilarin cezbedilmesi, tohum yayilmasi, azot fiksasyonu
icin Rhizobium bakterilerinin uyarilmasi, polen tlpl gelisimi, bitki yapilarina destek
saglama gibi fonksiyonlara sahiptir (Gould ve Lister, 2006; Vermerris ve Nicholson,
2006).

2.8. Antosiyaninler

Antosiyaninler (Latince anthos = gigek ve kyanos = mavi) ilk kez 1835’te Marquant
tarafindan tamimlanmgtir. Insan goziiyle goriilebilen bitkisel pigmentlerden olan
antosiyaninler fenolik bilesiklerin flavonoidler sinifina dahildir. Bitkilerde 6zellikle
mavi, kirmiz1 ve mor renklerden sorumlu olan bu pigmentler kok, govde, yaprak, ¢icek,
meyve gibi biitiin bitki organlarinda bulunabilmektedir (Castafieda-Ovando ve ark.,
2009; Tahkokorpi, 2010).
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Renkleri ve kararliliklari pH derecesine gore degisen antosiyaninler ortam asidik

oldugunda kirmizi, n6tr durumda mor, bazik ortamlarda ise mavi renk almaktadirlar (Li,

2009).

Flavonoid biyosentez yolu sonunda sentezlenen antosiyaninler aktif tasima ile vakuole
tagiir ve ergastik depo maddesi olarak biriktirilirler. Suda ¢6ziinebilir bir yapida, hiicre
sitoplazmasi igerisinde glikozit formda da bulunabilirler (Marrs ve ark., 1995, Eryilmaz,
2007).

Antosiyaninlerin ana yapisini antosiyanidinler olusturur. Antosiyanidinler oksijen i¢eren
heterosiklik bir halka (C) ile birbirine baglanmis c¢ift karbon baglari bulunduran iki
aromatik halkadan (A ve B) meydana gelmektedir. Antosiyanidin molekiiliine sekerler
bagladiginda antosiyaninler olusur. Antosiyaninlere sekerlerden baska bazen organik ve
fenolik asitlerde baglanabilmektedir. Antosiyanin molekiiliine baglanan sekerler
genelde ramnoz, galaktoz, ksiloz ve arabinozdur. Sekerler genelde {igiincii karbon
atomundaki hidroksil grubundan baglanmaktadir (Sekil 2.7), (MacDougall, 2002,
Castafieda-Ovando ve ark., 2009).

4
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Aglikon 3 4' s

Delfinidin OH OH OH OH
Sivanidin OH OH OH H
Pelorgonidin OH H OH H
Malvidin OH OCH; OH OCH,
Peonidin OH OCH; OH H
Petunidin OH OCH; OH OH

th
iy

Sekil 2.7. Antosiyanidinin genel formili (Koca ve ark., 2006)

Dogada olaganiistii ¢esitlilikte antosiyaninler mevcuttur. Antosiyanin ¢esitlerinin bu

kadar ¢ok olma nedeni molekul yapilarindaki hidroksil gruplari sayisinin farkli
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olmasindan, yapilarindaki seker baglarinin sayist ve konumundaki farkliliklardan,
molekiildeki sekerlere baglanmis alifatik ya da aromatik Kkarboksilatlardan ve bu
baglarin konumundan kaynaklanmaktadir. Bitkilerde en yaygin olan antosiyanin
cesitleri pelargonidin (Pg), siyanidin (Cy), peonidin (Pn), malvidin (Mv), petunidin (Pt)
ve delfinidin (Dp)’dir (Castafieda-Ovando ve ark., 2009).

Flavonoid biyosentezinin ilk adiminda 4-kumarat CoA ile 3 molekil malonil CoA
birlesir. Bu reaksiyonu kalkon sentetaz enzimi katalizler ve reaksiyon sonucunda 2', 4',
6', 4-tetrahidroksilkalkon meydana gelir. Daha sonra kalkon naringenine izomerize olur.

Naringeninde gesitli antosiyaninlere doniisiir (Sekil 2.8), (Holton ve Cornish, 1995).

ANTOSIYANIN BIYOSENTEZI
C‘Oz Sikimik asit
1
Fotosentez —s Asetat = ©—>7 oy, —a=  Protein
(C2 Bitiri) oA sentezi
F enilz;lanin

lFenilalanin amonyum livaz (PAL)

©—\— COOH

Sinnamdk asit
l Sinnamik asit 4 hidroksilaz

3 (s
<O~
S

1 . p-kumatik asit
3 I\;‘(Ialgnﬂ E‘O'A l Koenzim A (Co)
(3 karbon bitimi) p-kumarik asit-Cod ligaz

)
HO@ A\ CO —CoA
p-kumarnl CoA
' »| Kalkon sentaz (CHS)
OH
HO, on /O

OH O
Kalkon
l Kalkon isomeraz (CHI)
. OH
HO o M
QOksidazlar

Antosiyaninler
OH O

Naringenin

Sekil 2.8. Antosiyaninlerin biyosentezi (Sullivan, 1998).
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Antosiyaninler bitkiye ve bitkinin olusturmus oldugu iiriinlere renk vermenin yan1 sira
tozlasmada hayvanlarin cezbedilmesinde ve tohumlarin yayilmasinda da gorev yaparlar.
Antioksidan ve antibakteriyel etkenler olarak islev gorebilirler. Antosiyaninler diger
flavonoidlerle birlikte bitkilerin bocek saldirilarina karsi direng gostermesinde dnemli
bir rol oynayabilmektedir (Kong ve ark., 2003; Jordheim, 2007). Gelisim evrelerinde
olan genc¢ yapraklarin, siirgiin uglarmin ve sonbaharda senesense ugrayan yapraklarin
sahip oldugu kirmizi renk fotooksidan zararlara karsi sentezlenen antosiyaninlerden

kaynaklanir (Eryilmaz, 2007).

Bitkide antosiyaninler cevresel stres faktorlerine karst dayaniklilifin artirilmasina
katkida bulunur (Chalker-Scott, 1999). Antosiyaninlerin sentezi 151k, sicaklik, besin
durumu, hastalik, kuraklik gibi ¢esitli ¢evresel faktorlerden etkilenmektedir (Hara ve
ark., 2003; Song ve ark., 2005). Antosiyaninler fotoinhibisyon ve ultraviyole
radyasyonuna karsi cesitli bitki dokularinin korunmasini saglamaktadir (Gould ve

Lister, 2006).

En yaygin ve bol bulunan ii¢ flavonoid sinifindan; antosiyaninler fotosentezde aktif
bolgedeki 1sinlari absorblarken, flavonollar daha kisa dalga boylu 1sinlari, flavonlar ise

en kisa dalga boyundaki 1sinlar1 absorbe ederler (Sheahan, 1996).

Antosiyaninlerin bitkilere ve bu bitkilerden yararlanan insanlara faydali biyolojik
etkileri vardir. Senesenste bitkinin besin dagiliminin denetimi, aliiminyum toksine karsi
bitkinin korunmasi, polen veriminin artirilmasi, oksinin polar taginiminin kontrolii gibi
olaylarda antosiyaninler rol oynamaktadir. Insanlarda antioksidan &zellikleri ile
antosiyaninlerin sinirsel hastaliklari, kalp-damar hastaliklarini, kanseri ve diabeti
6nlemede 6nemli bir rol oynadig1 belirtilmistir (Eryilmaz, 2003; Castafieda-Ovando ve
ark., 2009).

Antosiyaninler serbest oksijen ve azotun hemen hemen biitiin ¢esitlerini temizlemede
askorbik asit ve a-tokoferolden dort kat daha etkili olan giiclii antioksidanlardir.
Antosiyaninler demir ve bakir1 selatlayarak, kloraplast lizerine diisen 151k yogunlugunu
azaltarak, serbest oksijen tiirlerinin temizlenmesini saglayarak oksidatif hasar1 azaltirlar

(Gould ve Lister, 2006), (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Antosiyaninlerin antioksidan etkinliklerde rol alan yan gruplari (daire
icerisinde gosterilmistir), (Eryilmaz, 2007)

2.9. Sinapoil Esterler

Sinapoil esterler fenolik bilesikler icerisinde yer almaktadir ve sinapoil malatla, sinapoil
kolin yaygin olarak bulunan sinapoil esterlerdir. Sinapoil malat bitkilerin yapraklarinda
birikirken sinapoil kolin tohumlarda birikir. Sinapoil malat bitkileri UV radyasyonuna
karst korurken; sinapoil kolin tohumda kolinin depo formu olarak kullanilabilir.
Sinapoil kolin tohum gelisimi sirasinda sentezlenirken ¢imlenme sirasinda sinapik asiti

tiretmek i¢in yikilir (Lim ve ark., 2001; Li ve ark., 2010).

Sinapoil malat ve sinapoil kolinin onciilii sinapattir. Sinapat, aldehit dehidrogenaz
enzimi  vasitasiyla  sinapaldehitin  oksidasyonuyla  sentezlenir.  Sinapaldehit
fenilpropanoid yolu araciligiyla fenilalanin amino asitinden tiirevlenir. Sinapattan
sinapoil esterlerinin biyosentezindeki ilk basamak sinapik asitin glikosilasyonudur.
Reaksiyon sinapik asit glukosiltransferaz tarafindan katalizlenir ve 1-O-sinapoilglukoz
meydana gelir. Yapraklarda sinapoil glukoz, malat sinapoiltransferazla sinapoil malata
dontistiriilir.  Tohumlarda sinapoilglukoz kolin sinapoiltransferazla sinapoilkolini
olusturur. Sinapoilkolin sinapoilkolinesterazla tekrar sinapata doniisebilir (Sekil 2.10),

(Vermerris ve Nicholson, 2006).
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Sekil 2.10. Sinapoil ester metabolizmasi (a) UDP-glukoz: sinapik asit
glukosiltransferaz, (b) sinapoilglukoz: malat sinapoiltransferaz, (c)
sinapoilglukoz: kolin sinapoiltransferaz, (d) sinapoilkolinesteraz
(Vermerris ve Nicholson, 2006)

2.10. Onceki Calismalar

Hernandez ve ark. (1995) tuza hassasiyetleri farkli iki bezelye ¢esidinde 14 gunliuk 30-
300 mM tuz uygulamasinin kloroplastlar {izerine etkisini arastirmislar ve tuz stresinin
oksidatif hasar1 artirdigin1 belirtmislerdir. Tuza hassas tiirlerde oksidatif hasar daha

fazladir.
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Uzun donem tuz uygulamasinin tuza hassas ve tuza dayanikli bezelye ¢esitlerinde
antioksidan savunma sistemi iizerinde etkisi arastirilmis ve tuza dayanikli ¢esitlerde cok
sayida antioksidan enzimin daha fazla ifade oldugu gézlenmistir (Hernandez ve ark.
2000). Diger bir ¢caligmada, 70 mM’lar NaCl uygulanmis bezelye yapraklarinda 0, 8, 24,
48 saat sonra yaprak su iliskileri ve antioksidant sistem arastirilmistir. Ilave olarak tuz
stresi uygulamasindan sonra normal ortama alinan bitkilerin iyilesme o6zellikleri de
incelenmistir. Kisa donem tuz stresinin biiyiime, yaprak su iligkileri, superoksit
dismutaz ve askorbat peroksidaz aktivitelerinde tersinir bir etki meydana getirdigi

gozlenmistir (Herndndez ve Almansa, 2002).

Farkli konsantrasyonlarda tuz uygulanan (50, 100, 150, 200 mM NacCl) bezelyede bazi
fizyolojik ve biyokimyasal ozellikler arastirillmistir. Yuksek tuz konsantrasyonunda kok
ve yapraklarin kuru ve taze agirliklar1 6nemli oranda azalmigtir. Prolin gibi bazi
osmolitlerin miktarlar1 artmistir. Yapraklarda klorofil miktar1 ile nitrat rediiktaz

aktivitesinin azaldig1 tespit edilmistir (Ahmad ve Jhon, 2005).

Najafi ve ark. (2006) 10 gunluk bezelye fidelerine tuz stresi uygulamislardir. Yksek
tuz konsantrasyonunda (150 mM) bitkilerin tuza hassasiyet gosterip oldiklerini

belirtmisglerdir.

Tuza toleransi artirmak icin 11 yerel bezelye c¢esidine 5 farkli konsantrasyonda 15 giin
slireyle tuz stresi uygulanmis (60, 120, 180, 240 mM NaCl) ve tohumlarda ¢cimlenme
ylzdesi, ¢imlenme hizi Olgiilmiistiir. Tuz stresinde artisa bagli olarak tohumlarin
¢imlenme oranlarinda ve ¢imlenme hizlarinda azalmalar goriilmiistiir. Ayrica tuz stresi

kok ve fidelerin kuru, yas agirliklarini da azaltmistir (Noreen ve ark., 2007).

Ahmad ve ark. (2008) EC 33866 ve puget bezelye cesitlerinin yapraklarinda tuz
stresinin prolin, lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktiviteleri Gizerine etkilerini
aragtirarak iki bezelye cesidinde biyokimyasal parametreleri karsilagtirmislardir. Tuz

stresi iki bezelye ¢esidinde lipit peroksidasyonunu artirmistir.

Noreen ve Ashraf (2009) genetik olarak farkli 9 bezelye ¢esidine degisik oranda tuz
stresi (40, 80, 120 mM NaCl) uygulayarak antioksidan enzim aktivitelerinde ve
antioksidan bilesik miktarindaki degisikliklerin tuza toleransta 6nemli parametre olarak

degerlendirilip-degerlendirilemeyecegini belirlemek icin bir ¢calisma yapmislardir. Tuz
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uygulamasit 2001-20 (tuza ilimhi toleransli) ¢esidi hari¢ diger biitiin ¢esitlerde total
fenolik bilesik miktarin1 artirmistir. Bezelye ¢esitlerinde tuz uygulamasi sonucu
hidrojen peroksit miktarinda 6nemli degisiklik gézlenmemistir. Tuza dayanikli, 1limli ve
duyarli bezelye cesitlerinde tuz stresi farkli derecelerde lipid peroksidasyonuna neden
olmustur. Bu calismada lipid peroksidasyon miktarinin tuza toleransta onemli bir

parametre olmadig1 rapor edilmistir.

Kiltiiri yapilan ¢ok sayida bitkide tuz stresinin fizyolojik ve biyokimyasal etkileri ile
ilgili pek c¢ok calisma yapilmistir (Eryilmaz, 2003; Posmyk ve ark., 2009; Kisa, 2010;
Neves ve ark., 2010).

Tuz stresi ¢ogunlukla bitkilerde fenolik bilesik miktarmi artirmaktadir. Fenolik
bilesikler reaktif oksijen tiirlerini temizleyerek veya sondurerek antioksidan rol oynarlar
(Daneshmand ve ark., 2010). Antosiyaninler ve sinapoil esterleri 6nemli fenolik
bilesiklerdir. Domates ve kirmiz lahana bitkilerinde tuz stresi antosiyanin miktarini
artirmistir (Eryilmaz, 2003). Tuz stresi musir ¢esitlerinden tuza dayanikli olan Arper’da
antosiyanin miktarini tuza hassas olan Aristodan daha fazla artmistir (Hichem ve ark.,
2009). Arper ¢esidinde polifenollerin, flavonoidlerin, antosiyaninlerin  ve
proantosiyanidinlerin daha fazla birikimi tuza dayaniklikta 6nemli bir 6zellik oldugu

belirtilmektedir.

Bakir stresi uygulanmis kimiz1 lahanada antosiyanin ve sinapoil ester miktar1 artmigtir

(Posmyk ve ark., 2009).

Bu calismada utrillo ve sprinter bezelye cesitlerinde tuz stresinin neden oldugu lipid
peroksidasyonu ve hidrojen peroksit miktar1 belirlendi. Tuz stresinin zararh etkilerini
tolere edebilecek total fenolik bilesik, antosiyanin ve sinapoil ester miktarindaki

degisiklikler arastirildi.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Bu tez galismasinda bezelye (Pisum sativum L.) bitkisinin utrillo ve sprinter gesitleri
deney materyali olarak kullanilmistir. Bezelye tohumlarindan sprinter ¢esidi tohum
Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitisiinden, utrillo ¢esidi tohum ise yerel

tohumculardan alinarak laboratuar sartlarinda kontrollii bir sekilde yetistirilmistir.

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Arastirmamizda kullanilan kimyasallar; sodyum hipoklorit (NaClO), triklor asetik asit
(TCA, CCI;COOH), potasyum iyodldr (KI), hidrojen peroksit (H,0,),
potasyum di-hidrojen fosfat (KH,PQO,), sodyum hidroksit (NaOH), metanol (CH3OH),
kloroform (CHCI3), sodyum karbonat (Na,CQOs), thiobarbtirik asit (TBA, C4H4N20,S),
folin-ciocalteu, gallik asit (C;HgOs), hidroklorik asit (HCI), siyanidin-3-glikozit
(C15H110s ), klorogenik asit (C1sH150s), sodyum kloriir (NaCl)’diir.

3.1.2. Kullanilan Cihaz ve Aletler

Manyetik karistirict : Heidolph ~ (Almanya )

Etliv : Nive (Ankara, Turkiye)

UV spektrofotometre : Jasco530 V-UV/VIS Spectrophotometer
Sogutmali mikrosantrifiij : Hettich R22 (Almanya)

Buzdolabi : Regal (Tarkiye)

Otomatik pipetler : Epphendorf (Almanya)

pH metre : Hanna (Romanya)

Santrifij : Nlve (Ankara, Turkiye)
Hassas/Analitik terazi : Shimadzu  (Osaka, Japonya)

Evaporator : Enviromental shaker ES — 20 Biosan
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3.1.3. Kullanilan Cozeltiler

3.1.3.1. Hidrojen Peroksit Miktarinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

1. % 0,1 (w/v) Triklor asetik asit (TCA)
2. 1 M Potasyum iyodur (KI)
3. 10 mM KH,PO, (pH=7)

3.1.3.2. Malondialdehit Miktarinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

1. % 0,1 (w/v) Triklor asetik asit (TCA)
2. % 0,5’1ik Thiobarbiitirik asit (TBA)

3.1.3.3. Total Fenolik Madde I¢eriginin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

1. Folin-ciocalteu (1/10 seyreltme): Merck folin-ciocalteus reagent kullanildu.
2. % 7,5’luk Sodyum karbonat ¢ozeltisi (Na,CO3)

3. Methanol (% 99 MeOH)

4. Kloroform (% 99 CHClIs)

3.1.3.4. Antosiyanin ve Sinapoil Ester Iceriginin Belirlenmesinde Kullanilan

Cozeltiler

1. % 1°lik Hidroklorik asit (% 37 HCI) iceren Metanol (%99 MeOH) ¢ozeltisi
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3.2. Metot

3.2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

4 mm’lik elek yardimiyla ayr1 ayri elenen torf ve bahge topragi 1/1 oraninda homojen
bir sekilde karistirilarak saksilara konuldu. Saksilara ortam sicakligina uygun sekilde
2-3 gun araliklarla tarla kapasitesinin biraz Uzerindeki miktarda (45 ml) su verildi.
Utrillo ve sprinter gesidi bezelye tohumlart % 5’lik sodyum hipoklorit (NaClO) ile 10
dakika yuzey sterilizasyonuna tabi tutuldu. Daha sonra 30 dakika boyunca saf suda
bekletilerek sodyum hipokloritten (NaClO) arindirildi. Tohumlar, kurutma kagidi
yerlestirilen petrilerde ¢imlendirildi. Cimlenen tohumlar her saksida 5 adet ¢imlenmis
tohum olacak sekilde saksilara yerlestirildi. Kontrol ve tuz uygulama (50, 100 mM
NaCl) gruplarinin her biri igin 5 adet saksi kullanildi. Bezelyeler 12/12 gilindiiz/gece
peryodunda (25 +3°C, 19 £3°C) yetistirildi. 17 glnlik fidelere saksilarmin {ist
kisimlarindan toplam 150 ml 50 mM ve 100 mM’lik sodyum kloriir ¢ozeltisi verildi;
kontrol grubu bitkilere ise 150 ml su verildi. Tuz bezelye fidelerine esit hacimlerde ve
ucer giin arayla verildi ve 10. giinde bezelye yapraklar1 hasat edilerek aliminyum folyo

ile sarilarak gerekli analizler yapilincaya kadar -20 °C’de derin dondurucuda saklandi.

3.2.2. Malondialdehit Tayini

Kontrol, 50 mM ve 100 mM tuz uygulama gruplarindan alinan 0,4 g yaprak dokusu
4 ml % 0,1 (w/v) TCA ile homojenize edilerek eppendorf tiiplere konuldu ve
10000xg’de 20 dakika santrifiij edildi. 0,5 ml siipernatant lizerine 1 ml % 0,5 TBA
iceren TCA ilave edilerek 95 °C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra buz banyosunda
sogutulmak suretiyle reaksiyon durduruldu. Karigim 10 dakika 10000xg’de tekrar
santriftj edildikten sonra spektrofotometrede 532 nm’de 6l¢iim yapilarak absorbanslar
kaydedildi. Non-spesifik absorbsiyonlar igin her bir numunenin 600 nm’deki absorbansi
da olgulerek absorbanstan disiildi. Malondialdehit konsantrasyonu 155 mM™ cm™

ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak hesaplandi (Sreenivasulu ve ark., 1999).
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3.2.3. Hidrojen Peroksit Miktarinin Belirlenmesi

Kontrol ve tuz uygulamalarindan 0,25 g yaprak alinarak, 2,5 ml % 1’lik (w/v) TCA ile
havanda ezilerek homojenize edildi. Homojenat 12000xg’de 15 dakika santrifij edildi.
0,5 ml slipernatant tzerine 1ml, 10 mM (pH=7) fosfat tamponu ve 1ml, 1 M KI ilave
edildi. Karisimin absorbansi 390 nm’de Olculdi. Daha sonra hidrojen peroksitten
hazirlanan standart grafikten yararlanilarak kontrol ve uygulama gruplarinda hidrojen
peroksit miktar1 belirlendi (Velikova ve ark., 2000).

Standart grafik icin 163 pM H,0; stok ¢ozeltisinden sirasiyla 50, 100, 200, 300, 400,
500 pl pipetlendi. Her bir tipe 1 ml 1 M Kl ilave edilerek son hacimler 10 mM fosfat
tamponu ile 2 ml’ye tamamlandi. Tiiplerdeki karisimin absorbansi 390 nm’de 6l¢ildu.

Absorbans degerlerine karsilik gelen mikromol hidrojen peroksit degerleri standart

grafik halinde verildi (Ulusu, 2007).

3.2.4. Total Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Total fenolik madde miktar1 Folin-Ciocaltaecu yontemine gore yapildi. Kontrol ve tuz
uygulanan (50, 100 mM NaCl) bezelye bitkilerinin yapraklarindan 1 g alinip havan
icerisinde 21 ml metanol-kloroform karigimi (2:1) ile homojenize edildi. Homojenat
erlene alindi ve manyetik karistiricida 1 saat boyunca karigtirildi. Karigim bir huniye
konulan kurutma kagidi yardimiyla siiziildii. Elde edilen siiziintii tekrardan erlene
alinarak Uzerine (2:1) 21 ml metanol, kloroform karsimi ilave edildi ve tekrar 1 saat
boyunca manyetik karistiricida karistirildi. Bu islem ¢ozeltiler renksizlesinceye kadar
tekrarlandi. SUzilintliler etrafi aliiminyum folyo ile sarilan erlende toplanarak agzi
kapatilip bir gece -20 °C derecede buzdolabinda saklandi. Daha sonra stizlintii darasi
alinmis cam balonlara konularak ¢Oziculer rotary evaporatérde ucuruldu. Cam balonlar
tekrar tartildi ve cam balondaki madde miktar1 mg/ml olacak sekilde metanol ilave
edilerek kuru maddeler ¢oziildi. Karigim deney tiiplerine aktarilarak buzdolabinda

Olctimler yapilincaya kadar saklandi.
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Fenolik madde tayini i¢in her tipe 200 pl karisim ¢ozeltisi, 300 pl su, 2,5 ml Folin-
Ciocaltaeu, 2 ml % 7,5 (w/v) Na,COj3 ilave edildi. Karisim 10 saniye vortekslendikten
sonra 45 °C’de 15 dakika su banyosunda bekletildi. Her 5 dakikada bir su banyosundaki
tipler c¢alkalandi. Tiiplerdeki karigimin absorbanslari 765 nm’de Olgllerek standart
grafik yardimiyla kontrol ve uygulama gruplarindaki total fenolik madde miktar

belirlendi.

Total fenolik bilesik miktar1 gallik asitten hazirlanan standart grafik yardimiyla
belirlendi. Standart grafik icin 1 ml’sinde 1 mg gallik asit bulunan stok cozelti
hazirlandi. Stok ¢dzeltiden 100 pl, 200 pl, 300 pl, 400 pl ve 500 ul tiplere pipetlendi ve
Uzerleri 500 pl’ye destile su ile tamamlandi. Daha sonra her tipe 2,5 ml Folin-
Ciocaltaeu, 2 ml % 7,5 (w/v) Na,COs; ilave edildi. Absorbanslar 765 nm’de Slgllerek
gallik asit konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbanslar yardimiyla standart grafik

hazirland1 (Pennycooke ve ark., 2005).

3.2.5. Antosiyanin ve Sinapoil Esterlerin Belirlenmesi

Kontrol, 50 mM ve 100 mM NaCl uygulanan gruplarda antosiyanin ve sinapoil ester
miktar1 Posmyk ve arkadaslarinin metoduna (2009) gore tayin edildi. Kontrol ve
muamele gruplarindan 0,7 g yaprak % 1 oraninda asitlendirilmis 30 ml metanol ile
havanda ekstrakte edildi ve aliminyum folyo ile tamamen kapatilan beherlere konularak
agizlan kapali sekilde bir gece buzdolabinda saklandi. Ekstrakt antosiyanin ve sinapoil

ester miktarini belirlemek i¢in kullanildi.

Antosiyanin tayini igin ekstraktlarin absorbansi 525 nm’de Olculdid. Numunelerdeki
antosiyanin miktar1 standart grafikten yararlanilarak hesaplandi. Standart grafik icin
2,06, 4,13, 10,33, 20,66, 41,32 pumol/ml siyanidin-3-glikozit kullanilarak absorbansa
karsilik konsantrasyon grafigi ¢izildi.

Sinapoil ester tayininde ekstraktlarin absorbansi 328 nm’de o6lgiildi. Kontrol ve
uygulama gruplarindaki sinapoil ester miktar1 hazirlanan standart grafik yardimiyla
belirlendi. Standart grafik icin 5,6, 11,2, 22,5, 45,1, 90,3, 180,6 umol/ml klorogenik asit

kullanilarak absorbansa karsilik konsantrasyon grafigi cizildi.
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3.2.6. istatistik Analiz

Kontrol ve uygulama gruplarindaki farkliliklar Duncan ¢oklu aralik testine gore p<0,05
onemlilik degerinde yapilmistir. Calismada her grup igin 3 tekerriir yapilmistir (n=3).
Istatistiki analizler SPSS for Windows 11.5 Standart version paket programi
kullanilarak kontrol ve uygulama gruplari arasindaki farkliliklar tek yonlii varyans

analizi (one-way ANOVA) ile yapildi (Duncan, 1955).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI

4.1. Malondialdehit Miktarinin Sonuclari

Tuz stresinin bezelye yapraklarinda lipit peroksidasyonu Uzerine olan etkisi, yikim
urinlerinden birisi olan malondialdehit miktar1 Olgiilerek tespit edildi. Kontrol ve
uygulama gruplar1 arasindaki malondialdehit miktarindaki degisimler Sekil 4.1.°de
gosterilmistir. Tuz stresi bezelye ¢esitlerinin yapraklarinda malondialdehit miktarini gok
az miktarda azaltmistir. 50 mM NaCl uygulamasi utrillo ve sprinter ¢esitlerinde lipit

peroksidasyon miktarini sirasiyla % 15,8 ve % 11,2 oraninda azaltmistir (p>0,05).

0.07

& Utrillo

i Sprinter
0.03 -

0.02 -

MDA miktar (umol/g yaprak)

0.01 -

Kontrol S0 mM NaCl 100 mM NaCl

Sekil 4.1. Tuz stresinin bezelye ¢esitlerinde malondialdehit miktarlari tizerine etkisi
(p>0,05)

4.2. Hidrojen Peroksit Miktarinin Belirlenmesinde Kullanilan Standart Grafik

Hidrojen peroksit miktarinin belirlenmesinde kullanilacak olan standart grafik Bolim

3.2.3.’te anlatildig1 gibi hazirlandi. Kontrol ve tuz uygulanan bezelye cesitlerinde
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hidrojen peroksit miktar1 standart grafikten yararlanilarak hesaplanmistir. Standart

cozeltilerin uM hidrojen peroksite karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.2.°de

gosterilmistir.
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~04 - *=0,9749
=04
=
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Hidrojen peroksit konsantrasyonu (pmol/ml)

Sekil 4.2. Hidrojen peroksit miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik

4.3. Hidrojen Peroksit Miktari1 Sonuclari

Kontrol ve tuz uygulanan utrillo ve sprinter bezelye cesitlerindeki hidrojen peroksit
miktarlar1  Sekil 4.3.’de gosterilmistir. Bezelye ¢esitlerinde tuz uygulamasi
konsantrasyonuna bagli olarak hidrojen peroksit miktarini artmistir (p<0,05). Bu artis

utrilloda kismi iken sprinterde Gnemlidir.
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Sekil 4.3. Tuz stresinin bezelye ¢esitlerinde hidrojen peroksit miktarlari iizerine etkisi
(p<0,05)

4.4. Total Fenolik Bilesiklerin Miktarinin Tayininde Kullanilan Standart Grafik

Standart grafik Bolim 3.2.4°de belirtildigi gibi hazirlandi. Kontrol ve uygulama
gruplarinda total fenolik bilesik miktarlart hazirlanan standart grafikten yararlanarak
hesaplandi. Standart ¢ozeltilerin pg gallik asite karsilik gelen absorbans degerleri Sekil
4.4.”de gosterildi.
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Sekil 4.4. Total fenolik madde miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik

4.5. Total Fenolik Bilesik Miktar1 Sonuclari

Kontrol ve uygulama gruplarindaki total fenolik bilesik miktarlar1 Sekil 4.5.°de
gosterildi. Tuz stresi sprinter ve utrillo bezelye ¢esitlerinde total fenolik madde
miktarlarini artan tuz konsantrasyonuna paralel olarak 6nemli oranlarda artirmistir
(p<0,05). Tuz uygulamasi sprinter ¢esidinde total fenolik madde miktarini utrillo

cesidine kiyasla daha fazla artirmistir.
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& Utrillo
« Sprinter

Total fenolik bilesik miktar: (pg/g yaprak)

Kontrol S0 mM 100 mM

Sekil 4.5. Tuz stresinin bezelye gesitlerinde total fenolik bilesik miktarlari lizerine etkisi
(p<0,05)

4.6. Antosiyanin Miktarinin Belirlenmesinde Kullanilan Standart Grafik

Antosiyanin miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik Bolim 3.2.5.°te
anlatilan sekilde hazirlandi. Kontrol ve tuz stresi uygulanan utrillo ve sprinter bezelye
cesitlerindeki antosiyanin miktarlar1 siyanidin-3-glikozit ile hazirlanan standart grafik
yardimiyla belirlendi. Standart ¢ozeltilerin pmol siyanidin-3-glikozite karsilik gelen
absorbanslar1 Sekil 4.6.’da gosterildi.
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Sekil 4.6. Antosiyanin miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik

4.7. Antosiyanin Miktar1 Sonuclari

Kontrol ve NaCl uygulanan utrillo ve sprinter bezelye gesitlerinin antosiyanin miktarlari
Sekil 4.7.°de gosterilmistir. Sprinter cesidinde antosiyanin miktar1 utrillodan kismi
olarak daha fazladir. Tuz stresi utrillo ve sprinter cesitlerinde antosiyanin miktarini

kismi olarak artirmistir (p>0,05).
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Sekil 4.7. Tuz stresinin bezelye g¢esitlerinde antosiyanin miktarlar1 iizerine etkisi
(p>0,05)

4.8. Sinapoil Ester Miktar Tayininde Kullanilan Standart Grafik

Sinapoil miktarini belirlemek icin kullanilan standart grafik Boliim 3.2.5.”te bahsedilen

sekilde hazirlanmistir. Belirli konsantrasyonlardaki klorogenik asite karsilik gelen

absorbanslar Sekil 4.8.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Sinapoil ester miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik

4.9. Sinapoil Ester Miktar1 Sonuglari

Sprinter ve utrillo bezelye cesitlerinde kontrol ve tuz stresi uygulanan gruplarda sinapoil
ester miktarindaki farkliliklar Sekil 4.8.’de gosterilmistir. Tuz uygulamalar1 her iki

bezelye ¢esidinde de sinapoil ester miktarlarini degistirmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.9. Tuz stresinin bezelye ¢esitlerinde sinapoil miktarlari tizerine etkisi (p>0,05)
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5. TARTISMA ve SONUC

Diinyanin ¢ogu bdlgesi tuzluluk problemi ile karsi karsiyadir. Tuzluluk bitkilerde pek
cok fizyolojik ve biyokimyasal parametreleri etkilemektedir. Tuz stresi altinda bitkiler
diisiik su potansiyeli ve iyon toksitesi ile miicadele etmek zorundadirlar. Tuz stresi
lizerine yapilan ¢ok sayida calisma olmasmna ragmen bitkilerin tuza tdlerans
mekanizmalar1 tam olarak anlasilamamistir. Osmotik stres ve iyon toksitesine neden
oldugu bilinen tuz stresi ayrica oksidatif strese de yol agmaktadir (Hernandez ve ark.,
2000; Xue ve Lui, 2008). Tum bu faktorler tuz stresinin zararlarini artirmaktadir.

Tuzluluk bitkilerin osmotik potansiyelini, yaprak su potansiyelini, transprasyon, yaprak
sicakligi ve fotosentetik aktivitede rol oynayan enzim, klorofil ve karatenoid
miktarlarini etkiler (Shahid ve ark., 2008; Flowers, 2004). Iyonik stresle bitki
yapraklarinda biriken toksik iyonlar yaprak senesensi ile uzaklastirilmaya caligilir.
Tuzlulugun neden oldugu fotosentetik aktivite kaybi; yaprak senesensi, klorofil
miktarinin azalmasi1 ve stomalarin kapanmasiyla iliskilidir. Fotosentezin azalmasi
elektron zincirinin asir1 indirgenmesine ve foton enerjisinin siperoksit, hidrojen
peroksit, hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tirlerinin olusumuna dolayli olarak
katk1 saglar (Demiral ve Tirkan, 2005; Hichem ve ark., 2009). Olusan aktif oksijen
tirleri hiicrede bulunan DNA, protein, yag, fotosentetik pigmentler gibi makro
molekdllere ve lipid peroksidasyonu ile membranlara zarar verir (Sairam ve ark., 2005).
Tuzlu kosullarda bitkiler hayatta kalabilmek icin tuz stresinin zararlarini antioksidant

sistemleri ile azaltirlar (Mohamed ve Aly, 2008).

Yag asitlerinin doymamisligi su ve tuz stresinden olumsuz etkilenirler. Olefinik baglarin
hidrojen atomlar1 oksidatif saldirilarin hedefidir. Oksidatif reaksiyonlar enzimlerle
kontrol edilemezse lipid peroksidasyonu meydana gelir ve pek ¢ok reaktif iiriin olusur.
Bu {irtinler protein ve DNA gibi makromolekiillerin yapilarinin bozulmasina neden olur

(Parida ve Das, 2005; Eraslan ve ark., 2007).

Tuza toleransli ve hassas bezelye cesitlerinin kloroplastlarinda yapilan bir calismada tuz
stresi hassas turlerin kloroplastlarinda lipid peroksidasyonunu artmistir (Hernandez ve

ark., 1995). Bu c¢alismada, tuz stresi utrillo ve sprinter ¢esitlerinde lipid
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peroksidasyonunu artirmamigtir. Diger bir ¢alismada farkli genotiplere sahip bezelye
cesitlerinde tuz stresinin etkisi ¢alisilmistir. Tuza duyarli bir gesitte lipid
peroksidasyonu artarken diger ¢esitte azalma goriilmiistiir. Ayni ¢alismada tuza direncli
bir tiirde lipid peroksidasyonu tuz konsantrasyonu ile azalirken digerinde artig
gostermistir. Lipid peroksidasyon miktart ¢esitler arasinda degisebilmekte ve cesitlerin
tuza toleransiyla lipid peroksidasyonu arasinda bir iliski olmadig1 ifade edilmektedir
(Noreen ve Ashraf, 2009).

Tuz stresinin bazi bitkilerde lipid peroksidasyonunu artirmadigi hatta azalttigi
literatiirlerde ifade edilmektedir. Bitkilerdeki malondialdehit miktar1 stresin
biyiikligine ve doku tipine baglh olarak degisebilmektedir. Calismamizdaki
malondialdehit azalmasmin muhtemel nedenleri superoksit dismutaz, askorbat
peroksidaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki artislar
sonucunda meydana gelebilecegi gibi fenolik bilesiklerin reaktif oksijen tlrlerini
temizleyerek lipid peroksidasyonunu azaltmasindan da kaynaklanabilir. Ashraf ve ark.
(2010) yapraklardaki malondialdehit miktarinin fenolik bilesik igerigi ile negatif iligkili
oldugunu tespit etmislerdir. Bu negatif iliskinin fenolik bilesiklerin antioksidan
ozellikleri ile reaktif oksijen tiirlerini temizlemesine dayandigi ve malondialdehit
miktarinin bu yizden azaldig: ifade edilmistir. Fenolik bilesiklerin lipid oksidasyonunu
geciktirmelerinin ve inhibe etmelerinin radikal giderici 6zelliklerinden kaynaklandig

cesitli caligmalarda belirtilmistir (Ksouri ve ark., 2007; Daneshmand ve ark., 2010).

Metal iyonlarinin yoklugunda stabil bir reaktif oksijen turu olan hidrojen peroksit
savunma ve gelisme olaylarinda rol oynamaktadir. Hidrojen peroksit Uretildigi yerden
diger hiicrelere ve hiicre igindeki gesitli organellere diflize olarak sekonder mesajci
islevide gormektedir. Yiksek konsantrasyonlarda hidrojen peroksit Fenton ve
Haber-Weiss reaksiyonlariyla hidroksil radikaline doniiserek lipid peroksidasyonunun
artmasina, nikleik asit, lipit ve protein gibi hucresel molekullerde oksidatif zarara yol
acar (Michalak, 2006; Hichem ve ark., 2009). Yapraklarda hidrojen peroksit miktarinin

10 uM’lar artmas fotosentezin % 50 azalmasina neden olur (Oztiirk, 2002).

Tuz stresi sonucu pek ¢ok bitkide hidrojen peroksit miktarinin artmasiyla ilgili raporlar
mevcuttur (Sairam ve ark., 2005; Radic ve ark., 2006). Ancak tuz uygulamasi sonucu

baz1 bitkilerde hidrojen peroksit miktarinin degismedigi veya azaldigr ifade
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edilmektedir (Radic ve ark., 2006; Noreen ve Ashraf, 2009). Farkli genotiplere sahip
bezelye ¢esitlerine uygulanan tuz stresi sonucu hidrojen peroksit miktarinda énemli bir
degisiklik olmamustir. Tuza direngli bir ¢esitte diger cesitlerden daha fazla hidrojen
peroksit miktari oldugu gozlenmistir (Noreen ve Ashraf, 2009). Bu calismada tuz
uygulamasi utrillo ve sprinter ¢esitlerinde hidrojen peroksit miktarini artirmustir.
Hidrojen peroksit miktar1 sprinter ¢esidinde artan tuz miktariyla orantili olarak artmistir

(p<0,05).

Hidrojen peroksit stperoksit radikalerinin enzimatik ve enzimatik olmayan
reaksiyonlariyla tiretilebilir. Ayrica yag asitlerinin [3-oksidasyonu ve fotorespirasyonla
olusabilir (Esfandiari ve ark., 2007). Hiicrelerde hidrojen peroksit miktar1 ¢ok sayida
antioksidan enzim vasitasiyla kontrol edilir (Hernandez ve Almansa, 2002; Parida ve
Das, 2005).

Bitkiler tuz stresinden kaynaklanan oksidatif hasar1 azaltmak igin farkli adaptasyon
mekanizmalarina  sahiptir.  Fenolik  asitler,  flavonoidler,  proantosiyaninler,
antosiyaninler gibi fenolik bilesikler serbest radikallerin temizlenmesinde 6nemli rol
oynarlar. Tuzluluk gibi abiyotik ya da biyotik streslere karsi cevap olarak bitkilerde
sentezleri artmaktadir (Ksouri ve ark., 2007; Neves ve ark., 2010). Bu g¢alismada tuz
stresi konsantrasyona bagli olarak utrillo ve sprinter bezelye cesitlerinde total fenolik
bilesik miktarini1 6nemli oranda artirmigtir (p<0,05). Sprinter ¢esidindeki fenolik bilesik
miktarindaki artis daha fazladir.

Noreen ve Ashraf (2009) yaptiklar ¢alismada farkli tuz stresi uygulamasi sonucu tuza
hassas, az direngli ve direncgli bezelye ¢esitlerinde total fenolik bilesiklerin miktarinda
artis oldugunu ifade etmislerdir. Tuz stresi soya fastlyesinin koklerindeki total fenolik

bilesik ve lignin miktarini konsantrasyona bagli olarak artirmistir (Neves ve ark., 2010).

Fenolik bilesiklerin flavonoid grubuna giren antosiyaninler ve fenilpropanoid
metabolizmasi {Uriinii sinapoil esterlerin antioksidan 6zellikte oldugu kaydedilmistir
(Ruegger ve Chapple, 2001; Michalak, 2006; Hichem ve ark., 2009; Posmyk ve ark.,
2009). Ug yabani patates tiiriinde yapilan calismada bitki gelisme ortamina farkli
konsantrasyonlarda NaCl uygulanmig Solanum stoloniferum, Solanum bulbosum’da

fenolik bilesik, flavonoid, antosiyanin miktarlarinda azalma meydana gelmistir. Ancak
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Solanum acaule’deki fenolik bilesiklerde bir artis olmustur. Bu tiirde disiik
konsantrasyondaki tuz miktar1 flavonoid miktarini artirmistir (Daneshmand ve ark.,
2010). Grevilea tirlerinde tuz stresi altinda antosiyanin miktarinda artis oldugu ifade
edilmektedir (Parida ve Das, 2005). Yukardaki literatiirlerde tuz stresinin siddet, siire
ve bitki tiiriine bagl olarak bitkilerde antosiyanin ve diger fenolik bilesiklerin
miktarlarinda artig-azalma oldugu goriilmektedir. Bu calismada tuz stresi utrillo ve
sprinter ¢esitlerinde antosiyanin, sinapoil ester miktarin1 degistirmemistir. Sprinterde
kismi olarak antosiyanin miktar1 daha fazladir. Diger bir ¢cok cevresel stresin etkisiyle
bitkilerde fenolik bilesikler, antosiyanin, sinapoil ester miktarlarinda degisiklikler
olmaktadir (Posmyk ve ark., 2009).

Fenolik bilesikler hidroksil ve karboksil gruplariyla agir metalleri selatlayabilme
Ozelligine sahiptir. Lipid alkoksi radikallerini yakalayarak lipid peroksidasyonunu
onleyebilirler (Michalak, 2006). Bazi tiirlerde antosiyanin miktarindaki artisin lipid
peroksidasyonundaki azalma ile iliskili oldugu belirtilmektedir (Posmyk ve ark., 2009).

Sonug olarak; tuz stresi utrillo ve sprinter bezelye cesitlerinde total fenolik bilesik
miktarmn1 artirirken antosiyanin ve sinapoil ester miktarint degistirmemistir. Stres
stiresince fenolik bilesik miktarindaki artigla birlikte antosiyanin ve sinapoil ester
miktarinin muhafaza edilmesi muhtemelen lipid peroksidasyonunu engellemis olabilir.
Utrillo ve sprinter lipid peroksidasyonu dikkate alindiginda tuza hassasiyet agisindan

birbirine benzer 6zellik géstermislerdir.
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