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ÖZET 

De-etiyole fasulye fidelerinde antioksidan enzim aktiviteleri, hidrojen peroksit, malondialdehit ve total fenolik 

madde miktarları araştırılmıştır. De-etiyole fasulye yapraklarında katalaz (CAT), peroksidaz (POD) ve askorbat 

peroksidaz (APX) aktiviteleri kontrol (ışık) grubuyla karşılaştırıldığında kısmi olarak yüksek olduğu 

görülmüştür. De-etiyole fasulye bitkisinde lipid peroksidasyonu kontrol grubundan önemli oranda yüksek 

olmasına rağmen hidrojen peroksit miktarında önemli bir fark yoktur. Total fenolik bileşikler kontrol ve de-

etiyole bitkilerde yüksek oranda gözlenirken etiyole fidelerde belirlenememiştir. Karanlık-ışık geçişlerinde 

oksidatif hasar azalırken total fenolik bileşik miktarında artış meydana gelmiştir.  

Anahtar kelimeler: De-etiyole, fasulye, fenolik bileşikler, 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. 

Keywords: Bean, de-etiolation, hydrogen peroxide, lipid peroxidation, phenolic compound 

1. Giriş  

Işık, bitkiler için hayati öneme sahiptir ve büyüme ve gelişme olaylarında anahtar rol oynar. 

Bitkiler ışığı fitokrom (˃520 nm), kriptokrom (340-520 nm) ve UV-B reseptörleriyle (290-

350 nm) algılar (Symons ve Reid, 2003). Karanlıkta büyüyen fideler (etiyole) açık renkli, 

oldukça uzun, zayıf ve ince görünümlüdürler. Etiyole bitkilere çok kısa süreli ışık uygulaması 

normal görünümlü bitkilere dönüşümü başlatabilir (Taiz ve Zeiger, 2008). 

Karanlıkta büyüyen fideler ışıklı ortama alındıklarında kloroplast gelişimi hızlanır. Ancak 

fotosentez aygıtının bileşenleri farklı oranda gelişme gösterir. De-etiolasyon sürecinde 

pigmentler ve elektron taşınım sistemleri karbon fiksasyonunu sağlayan enzimlerden daha 

önce gelişir (Maricle, 2010).  
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Kloroplastlar, mitokondri, peroksizom ve glioksizom gibi organeller oksidasyon 

tepkimelerinin olduğu ve reaktif oksijen türlerinin meydana geldiği hücresel yapılardır. 

Bitkilerde reaktif oksijen türlerinin üretimi kuraklık, tuzluluk, ışık ve sıcaklık gibi çevresel 

faktörlerin etkisiyle teşvik edilir. Bitkiler sahip oldukları antioksidan sistem sayesinde reaktif 

oksijen ve azot türlerini yok eder veya hasarlarını minimize eder. Antioksidan sistem, 

antioksidan enzim ve bileşiklerden oluşur.  Antioksidan enzimler; süperoksit dismutaz, 

katalaz, askorbat peroksidaz, peroksidaz gibi çok sayıda enzimi içerir. Antioksidan bileşikler 

ise α-tokoferol, askorbat, glutatyon ve flavonlar, antosiyaninler gibi polifenolik bileşikleri 

kapsar. Bitki savunma mekanizmasında fenolik bileşiklerin de önemli katkıları vardır (Parida 

ve Das, 2005). Radikal karakterdeki bileşikler hücre zar sistemlerini ve makromoleküllerin 

yapılarını bozarak etkilerini gösterirler (Parida ve Das, 2005). 

Nohut fidelerinin gövdelerinde epidermal diaminoksidaz ve peroksidaz aktiviteleri üzerine de-

etiolasyonun etkisi araştırılmıştır (Angelini ve ark., 1990). Etiyole fasulye fidelerinin kök ve 

gövdelerinin plazma membranlarında redoks aktiviteleri karşılaştırılmıştır (Asard ve Bérczi, 

1998). Karabuğdayda de-etiolasyon süreci, flavonoidlerin birikimini uyarmıştır. Maricle 

(2010) fasulye ile birlikte altı bitki türünde de-etiolasyonun ilk dört gününde günlük askorbat 

peroksidaz ve katalaz aktivitelerini araştırmıştır. Bu çalışmalarda bitki türü, karanlık periyot 

ve de-etiolasyon süreleri incelenen parametreleri farklı şekilde etkilemiştir. 

 

Karanlık periyot bitki için bir stres kaynağıdır ve bitki metabolizmasında önemli 

değişikliklere sebep olur. Bu çalışmada; çimlenme sonrası karanlıkta büyütülen ve karanlıktan 

ışığa çıkarılan de-etiyole fasulye fidelerinde strese cevap vermede önemli rolleri olan bazı 

antioksidan enzimlerin aktiviteleri, lipid peroksidasyon, hidrojen peroksit ve total fenolik 

bileşik miktarları araştırılmıştır. 

 

2. Materyal ve Yöntem 

Bitkilerin Yetiştirilmesi 

Çalışmada kullanılan fasulyenin (Phaseolus vulgaris L.) baroma çeşidi ticari olarak temin 

edildi. Fasulye tohumları %5’lik sodyum hipoklorit ile 10-15 dakika yüzeysel sterilize edilip 

saf suyla durulandıktan sonra % 50 torf ve %50 bahçe toprağı ihtiva eden saksıların her birine 

altı adet ekildi. Tohumlar karanlık ortamda çimlendirildikten sonra bir grup ışıkta (15 saat 

ışık, 9 saat karanlık) diğer iki grup karanlıkta büyütüldü. Çimlenmeden sekiz gün sonra 

karanlıkta büyütülen fasulye fidelerinden bir grup daha aydınlığa çıkarıldı (De-etiyole). 

Üçüncü grup karanlıkta büyütüldü (Etiyole). Ekim yapıldıktan 15 gün sonra hasat edilen 

kontrol ve uygulama gruplarındaki fasulye yaprakları analizler için –80°C’de saklandı. 

 

Enzim Ekstratlarının Hazırlanması 

0.3 g yaprak sıvı azotla öğütülerek üzerine 1.5 ml 50 mM KH2PO4 (pH=7) tamponu ilave 

edildi. Homojenat 15000xg’de 20 dakika santrifüj edildi ve süpernatant enzim aktivitelerini 

belirlemede kullanıldı. 

 

Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi 

Aktivite ölçümünde reaksiyon karışımı (3 mL) 25 mM fosfat tamponu (pH=7), 15 mM H2O2 

ve 50 μl enzim ekstraktı ihtiva eder. Reaksiyon karışımın absorbansı 240 nm’de ölçüldü. 

Numunelerdeki katalaz aktivitesi hidrojen peroksitin ekstinksiyon katsayısı (0.036 cm
-2.

μmol
-

1
) kullanılarak hesaplandı (Havir ve Mchale, 1987). 
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Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi 

Peroksidaz aktivite ölçümünde 3 mL’lik karışım 20 mM fosfat tamponu (pH=7), 7.5 mM 

H2O2, 10 mM guaiacol ve 10 μL enzim ekstraktı içerir. Reaksiyon karışımının absorbansı 470 

nm’de kaydedildi. Bir enzim ünitesi dakikada 1 μmol guaiacol’u katalizleyen enzim miktarı 

olarak hesaplandı. Tetraquaiacol’ün ekstinksiyon katsayısı (26.6 mM
-1

cm
-1

) kullanılarak 

numunelerdeki peroksidaz aktivitesi belirlendi (Angelini ve ark. 1990). 

 

AskorbatPeroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi 

Askorbat peroksidaz aktivite ölçümünde reaksiyon karışımı (3 mL) 33 mM fosfat tamponu 

(pH=7), 3 mM H2O2, 0.5 mM askorbik asit ve 50 μL enzim ekstraktı ihtiva eder. Karışımın 

absorbansı 290 nm’de ölçüldü. Numunelerdeki enzim aktivitesi askorbatın ekstinksiyon 

katsayısı (2.8 mM
-1

cm
-1

) kullanılarak hesaplandı (Wang ve ark. 1991). 

 

Malondialdehit Miktarının Belirlenmesi 

Kontrol ve uygulama gruplarından 0.5 g yaprak 5 mL %0.1 (w/v) TCA ile homojenize 

edilerek 10000 xg’de 20 dakika santrifüj edildi. 0.5 mL süpernatanta 1 mL % 0.5 TBA ihtiva 

eden TCA ilave edildi ve karışım 95°C’de 30 dakika inkübasyona bırakıldı. Tüpler buz 

banyosunda soğutularak reaksiyon durduruldu. Daha sonra karışım 15 dk 10000 xg’de tekrar 

santrifüj edildi. Numunelerin absorbansları 532 nm’ de ölçüldü ve spesifik olmayan 

etkileşimler için her bir numunenin 600 nm’deki absorbansı da ölçülerek absorbanstan 

çıkarıldı. Numunelerdeki malondialdehit miktarı 155 mM
-1

cm
-1 

ekstinksiyon katsayısı 

kullanılarak belirlendi (Velikova ve ark. 2000). 

 

Hidrojen Peroksit Miktarının Belirlenmesi 

Kontrol ve uygulama gruplarından 0.3 g yaprak 3 mL %1’ lik (w/v) TCA’da homojenize 

edilerek 12000 xg’de santrifüj edildi. Süpernatantan 0.5 mL alınarak üzerine 10 mM fosfat 

tamponu (pH=7) ve 1 M potasyum iyodür ilave edilerek karışımın absorbansı 390 nm’ de 

ölçüldü. Hidrojen peroksitten hazırlanan standart grafik yardımıyla numunelerdeki hidrojen 

peroksit miktarı hesaplandı (Velikova ve ark. 2000). 

 

Total Fenolik Madde Miktarının Belirlenmesi 

Total fenolik madde miktarı belirlemek için 2 g yaprak 10 mL metanol içerisinde homojenize 

edildi. Homojenat erlene alındı ve üzerine 1:2 oranında kloroform ve metanol ilave edilerek 

manyetik karıştırıcıda 1 saat karıştırıldı. Karışım süzüldü ve çözeltiler darası alınmış cam 

balonlara konuldu ve rotary evaporatörde çözücüler uçuruldu. Kuru ağırlıklar tespit edildi. 

Madde konsantrasyonu eşit olacak şekilde cam balonlara metanol ilave edilerek çözüldü. 

Fenolik madde tayini için her tüpe 450 μL su, 2.5 mL Folin-Ciocaltaeu, 2 mL %7.5 (w/v) 

Na2CO3, 100 μL stok çözeltiden ilave edildi. Karışım 10 saniye vortekslenerek 45°C’de15 dk. 

etüvde bekletildi ve 765 nm’de absorbansları ölçüldü. Gallik asitten hazırlanan standart grafik 

yardımıyla numunelerdeki total fenolik madde miktarı hesaplandı (Pennycooke ve ark. 2004). 

 

İstatistik Analiz 

Gruplar arasındaki farklılıklar tek yönlü varyans analizi (one-way ANOVA) ile belirlendi. 

Farklı çıkan gruplar arasındaki dağılım Duncan çoklu aralık testine göre p<0.05 önemlilik 

değerinde belirlendi (Duncan, 1955). Çalışmada her grup için üç tekrar yapıldı (n=3). 

İstatistikî analizlerde SPPS for Windows 18.0 Standart version paket programı kullanıldı.  
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3. Bulgular ve Tartışma 

Enzim Aktivite Sonuçları 

Etiyole fasulye yapraklarında katalaz, peroksidaz ve askorbat peroksidaz aktiviteleri kontrol 

ve de-etiyole bitkilere göre önemli oranda yüksek bulunmuştur (p<0.05). Fakat kontrol ve de-

etiyole fasulye yapraklarında enzim aktiviteleri arasında önemli bir fark gözlenmemiştir 

(Şekil 1). Benzer sonuçlar Maricle (2010) tarafından rapor edilmiştir. Tohumları karanlıkta 

çimlendirilen ve karanlık ortamda büyütülen buğday, mısır ve fasulye yapraklarında APX 

aktivitelerinin ışıkta çimlendirilip ve ışıklı ortamda büyütülen bitkilerin yapraklarındaki APX 

aktiviteleriyle kıyaslandığında özellikle ilk iki günde yüksek olduğu görülmüştür (Maricle, 

2010). Ancak literatürlerde bizim sonuçlarımızı desteklemeyen veriler de bulunmaktadır. 

Bezelye fidelerinde yapılan bir çalışmada; peroksidaz ve katalaz aktiviteleri etiyole fidelerde 

daha azdır (Luhová ve ark. 2003). Diğer bir çalışmada ise yüksek ışık yoğunluğu tütün 

bitkisinde antioksidan enzim aktiviteleri üzerinde farklı etki göstermiş; yüksek ışık yoğunluğu 

APX aktivitesini zamana bağlı olarak tedrici olarak artırırken CAT aktivitesini başlangıçta 

azaltmış ancak ilerleyen süreçte artırdığı görülmüştür (Gechev ve ark. 2003). 

Bu çalışmada, etiyole bitkiler uzun süre karanlık ortamda büyümeye bırakılmaları oksidatif 

hasarı artırmış ve bu yüzden CAT, POD ve APX aktiviteleri artmıştır. De-etiolasyon 

sürecinde yaprakların normal fonksiyonlarını yapabilecek anatomik ve morfolojik özellik 

kazanmaları hidrojen peroksit ve diğer reaktif oksijen türlerinin üretimini sınırlandırmıştır. 

Bundan dolayı de-etiolasyon sırasında APX, CAT ve POD aktiviteleri azalmış olabilir. 

 

 
 

Şekil 1. De-etiolasyon sırasında fasulye yapraklarında katalaz, peroksidaz ve askorbat 

peroksidaz aktiviteleri (Değerler 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 Miktarı Sonuçları 

Etiyole fasulye yapraklarında lipid peroksidasyon ve H2O2 miktarı, kontrol ve de-etiyole 

bitkilerden önemli derecede yüksektir (Şekil 2 ve 3). De-etiyole fasulye yapraklarında 

malondialdehit ve hidrojen peroksit miktarları ışığın etkisiyle azalma göstermiştir (p<0.05). 

Ancak kontrol bitkilerine göre bu parametrelerin yüksek olduğu görülmüştür. Benzer sonuçlar 

Demir ve ark. (2017) tarafından da ifade edilmiştir. Mackerness ve ark. (1999) karanlık 

ortamda altı gün bekletilen etiyole bezelye tomurcuklarındaki malondialdehit miktarının yeşil 

bezelye tomurcuklarından yüksek olduğunu rapor etmişlerdir. Bazı çalışmalarda artan 

hidrojen peroksit miktarının lipid perokidasyonunu artırdığı ve lipid peroksidasyonundaki 

artışın hidrojen peroksitin Fenton ve/veya Haber-Weiss reaksiyonlarıyla HO
. 

üretimini 

artırmasıyla ilgili olabileceği belirtilmiştir (Hajlaoui ve ark. 2009).        

 

 
Şekil 2. De-etiolasyon sırasında fasulye yapraklarında malondialdehit miktarları (Değerler 

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). 
 

 
Şekil 3. De-etiolasyon sırasında fasulye yapraklarında hidrojen peroksit miktarları (Değerler 

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 Bileşik Miktarı Sonuçları 

Karanlıkta büyütülen etiyole fasulye yapraklarında total fenolik bileşikler tayin edilememiştir. 

Işıkta büyütülen (kontrol) ve sonradan ışıklı ortama çıkarılan (de-etiyole) fasulye 

yapraklarında ışığın etkisiyle total fenoliklerin sentezlendiği görülmüştür (Şekil 4). Ancak de-

etiyole yaprakların total fenolik bileşik miktarı ışıkta büyüyen gruptan önemli derecede 

düşüktür (p<0.05). Etiyole karabuğday (Fagopyrum esculentum Moench) fidelerinin 

kotiledon ve hipokotillerinde flavon ve flavonollar belirlenememiştir. Fakat de-etiolasyon 

süreci flavonoid çeşitlerinin birikimini uyarmıştır (Horbowicz ve ark. 2015). Bu çalışmada da 

etiyole fasulye yapraklarında total fenolik madde miktarı tespit edilemezken de-etiolasyon 

sürecinde ışığın etkisiyle fenolik madde sentezinde artış meydana gelmiştir. 

 

Belirli fenolik bileşiklerin sentezi, oksidasyonu ve miktarı stres çeşidine ve bitki türüne bağlı 

olarak değişmektedir (Pennycooke ve ark. 2004). Çimlenme sırasında mercimekte 

procyanidin-tipi bileşiklerde önemli yapısal değişiklikler meydana gelmesine rağmen, fenolik 

bileşik içeriğinde kayda değer bir değişiklik görülmemiştir (Bartolomé ve ark. 1997). Etiyole 

elma gövdelerinde (Sivaci ve ark. 2007) ve etiyole Cichorium endivia (Goupy ve ark. 1990) 

yapraklarında fenolik bileşiklerin azaldığı rapor edilmiştir. Bu çalışmada etiyole bitki 

yapraklarında fenolik bileşikler Folin Ciocalteu yöntemiyle tespit edilememiştir. Fakat de-

etiyole bitkilerde total fenolik bileşiklerin belirlenmesi fenolik bileşik sentezinde ışığın 

doğrudan rol oynadığını göstermektedir. Fenolik madde içeriği ışık ve ışık yoğunluğuyla 

değişmektedir. 

 

 
Şekil 4. De-etiolasyon sırasında fasulye yapraklarında toplam fenolik bileşik miktarları 

(Değerler 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). 
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Karanlık-ışık geçişlerinde kloroplast ve fotosentez aygıtının oluşumu ve bu aygıtın fonksiyon 

görmesine bağlı olarak primer ve sekonder metabolitlerin sentezi gerçekleşmektedir. Bu 

yüzden de-etiolasyon sürecinde zamana bağlı olarak fidelerin morfolojik ve anatomik 

yapılarında değişikler meydana gelmektedir. Işık pek çok biyokimyasal ve fizyolojik olayı 
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doğrudan etkilemektedir. Işık de-etiolasyon sırasında zamana bağlı olarak fenolik bileşiklerin 

sentezini artırmaktadır. 
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