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Anahtar kelimeler: Ozet. Baklagiller familyasinda yer alan tas yoncalari igermis oldugu ikincil metabolitler ile hayvan
Aktas yoncasl, genotip, yem besleme ve sagligi acisindan 6nem teskil etmektedir. Diger taraftan, kirag ve fakir topraklarda
bitkisi, antioksidan,

kurulacak kisa streli meralarin kalitesinin artirlmasinda kullanilan tas yoncalarinin yem kalitesi
kondanse tanen. yiksek olmakla birlikte, yonca ve ticgul tiirlerine gére sisme problemi daha azdir. Bu arastirma,
Bilecik ili dogal florasindan toplanan 17 adet aktas yoncasi genotipinin (Melilotus alba Desr.)
toplam fenolik, toplam flavonoid, radikal kovucu aktivite (DPPH) ve kondanse tanen iceriklerinin
belirlenmesi amaci ile yapilmistir. Arastirma sonucuna gore, genotiplerin ortalama fenolik,
flavonoid, DPPH ve kondanse tanen igerikleri sirasiyla 3.901 mg GA g, 17.962 mg QE g7,
%26.523 ve %0.611 olarak belirlenmis olup, s6z konusu bilesikler bakimindan aktas yoncasi
genotipleri arasinda farkliliklar olmustur. Ayrica, calismada belirlenen bu bilesikler yem kalitesi
ve hayvan saghgi agisindan ¢ok énemli olup, sonuclar ileride yapilacak calismalara 1sik tutacak

niteliktedir.
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Evaluation of White Sweet Clover (Melilotus alba Desr.) Genotypes in terms of
Secondary Metabolite Contents.

Keywords: Abstract. Sweet clovers are belonging to the fabaceae and are important for animal nutrition
White sweet clover, and health in terms of the secondary metabolites it contains. Besides, sweet clovers increase the
genotype, forage crop,

o quality of short-term pastures to be established in arid and poor soils, and their feed quality is
antioxidant, condensed

tannin high and the swelling problem is less than compared to the alfalfa and trefoil species. In this

study, it was aimed to determine the total phenolic (TP), total flavonoid (TF), radical scavenging
activity (DPPH) and condensed tannin contents (CT) of 17 white sweet clover (Melilotus alba
Desr.) collected from the natural flora of Bilecik. As a result, the average TP, TF, DPPH, and CT
contents of white sweet clover genotypes were determined as 3.901 mg GA g™ 17.962 mg QE g’
',26.523%, and 0.611%, respectively, and there were differences between the white sweet clover
genotypes in terms of these compounds. Besides, these compounds determined in the study are
very important in terms of feed quality and animal health, and the results will shed light on future
studies.
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GiRIS

Artan nifus, ekonomik gelismeler ve beslenme bilinci, hayvansal Urlinlere olan talebi her gegen giin
artirmaktadir. Bu durum su ve toprak gibi sinirli Gretim kaynaklarinin daha verimli kullaniimasi gerekliligini ortaya
¢lkarmaktadir. Bu nedenle, degisen ekolojik kosullar ve kiiresel i1sinma ile birlikte hayvanlarin beslenmesinde en
etkili stratejilerin basinda dogru yemlerin secimi gelmektedir.

Tohumun toprak ile bulusmasindan hasada kadar gecen sire icerisinde tarim, esas olarak iklim kosullarina
gore sekillenir. Bu nedenle iklim degisikliginin, 1sinma derecesine bagl olarak bdlgeden bdélgeye degisen
dizeylerde bitkisel Gretim sistemlerini dogrudan etkilemesi beklenmektedir (Wheeler ve Reynolds, 2013). Tim bu
degisiklikler ve riskler, insanlar yem bitkileri de dahil olmak Uzere bitkisel lretimde yeni alternatifler aramaya
itmektedir. Hayvan sayilari ile birlikte kaba yem ihtiyacinin artmasi ile birlikte Gretim kaynaklarinin yetersizligi,
farkli iklim ve toprak kosullarinda ekonomik ve bu kosullar altinda tatmin edici verime sahip bitkilere olan ilgiyi
artirmistir. Bu baglamda, tas yoncalarn (Melilotus sp.) gibi ihmal edilmis ve az kullanilan bitkiler son zamanlarda
ilgi gérmeye baslamistir. Mueggler ve Stewart (1978) tas yoncalarinin hayvanlar igin ylksek kaliteli ve lezzetli bir
kaba yem kaynagi oldugunu belirtmistir.

Tas yoncalar (Melilotus sp.) baklagiller familyasinda yer alan iki yillik bir tir olup, dogal florada kendiliginden
gelismektedir. Tariminin diinyada ¢ok az, tlkemizde ise hic¢ yapilmadidi tas yoncalarinin en yaygin bilinen iki tra
ise saritas (Melilotus officinalis L.) ve aktas yoncasi(Melilotus alba Desr)'dir.

Son doénemlerde ruminantlarin beslenmesi Uzerine yapilan ¢alismalar, bitkilerin icermis oldugu ikincil
metabolitlerin (flavonoidler, isoflavonideler, fenolik bilesikler ve tanenler gibi) rumen sagligi ve hayvan uretkenligi
acgisindan ¢ok dnemli oldugunu ortaya koymustur (Rochfort ve ark., 2008, Patra ve ark., 2006, Lee ve ark., 2017).
Bazi arastiricilar bu maddelerin hayvanlarda, yem alimini ve verimini arttirdigini vurgularken (Dohi ve ark., 1997;
Robbins, 2003), farkli arastiricilar ise bu bilesiklerin antioksidan ve antimikrobiyal etkilere sahip oldugunu
belirtmektedir (Santos Neto ve ark., 2009; Frozza ve ark. 2013). Flavonoidler ile fenolik bilesikler, rumen
fermantasyonu, siskinlik ve asidoz gibi beslenme streslerini kontrol altina alirken (Seradj ve ark., 2014; Paula ve
ark., 2016), bitkilerin blnyesinde bulunan kondanse tanenlerin ise rumenden salinan metan gaz (retici
organizmalari engelledigi ve sera gazi salinimini azalttigi bilinmektedir (Martin ve ark., 2016). Nitekim kiresel
iIsinmanin 1/4'G ruminantlarin sindirim sisteminde Uretilen ve dogaya salinan metan gazindan kaynaklandigi
tahmin edilmektedir (Lascano ve Cardenas, 2010). Ayrica kondanse tanenler antihelmintik etki gostererek hayvan
i¢ parazitlerini azaltmakta ve hayvanlarda verim artisi saglamaktadir (Luscher ve ark., 2016).

Bu calismada, Bilecik dogal florasindan toplanan aktas yoncasi genotiplerinin antioksidan oOzellikleri ile
kondanse tanen igeriklerinin belirlenmesi amaclanmistir.

MATERYAL VE METOT

Calismada bitkisel materyal olarak, Bilecik ili dogal florasindan 2019 yili Agustos ayi icerisinde toplanan 17 adet
aktas yoncasi (Melilotus alba Desr.) kullanilmistir (Sekil ve Cizelge 1).
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Sekil 1. Bilecik ili ve ilceleri (Anonim, 2021).
Figure 1. Bilecik province and districts.
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Cizelge 1. Aktas yoncasi genotiplerinin toplandigi yerlere ait cografi bilgiler.
Table 1. Geographical information of the places where white sweet clover genotypes were collected.

Lokalite
ilce Toplama yeri Kisa ismi Kuzey Dogu Yiikseklik (m)
Merkez Abbaslik-1 Ab-1 40° 7' 25.50" 29° 58' 40" 432
Merkez Abbaslik-2 Ab-2 40° 7' 14.13" 29° 58' 38.49" 450
Pazaryeri Pazaryeri-1 Pz-1 39° 59' 58.78" 29° 53" 16.44" 800
Pazaryeri Pazaryeri-2 Pz-2 40° 0" 41.88" 29° 53'2.74" 793
Pazaryeri Bozcaarmut-1 Ba-1 39° 55'47.63" 29° 47' 8.87" 972
Pazaryeri Bozcaarmut-2 Ba-2 39° 55' 28.54" 29° 47' 2047 950
Boziylk Boziyuk-1 Bz-1 39° 53" 40.65" 29° 51" 15.41" 854
Boziylk Boziyuk-2 Bz-2 39° 55' 28.18" 30° 2'45.53" 910
Boziylk Dodurga Dd 39°47' 30.94" 29° 56' 20.96" 1100
Golpazari Karaagag Ka 39° 51" 22.47™ 30°0' 22.34" 876
Bozuyiik Ormanguzle Og 29° 53' 20.21" 29° 55'21.16" 800
Bozuyiik Gunyarik Gy 39° 57' 56.92" 30°7'8.19" 1030
Sogut Sogut St 40° 1' 29.55" 30° 9' 49.05" 645
inhisar inhisar ih 40° 4' 38.78" 30° 17" 32.68" 160
Sogut Akgasu As 40°5' 27.21" 30° 18' 9.49" 326
Sogut Hamitabat Ht 40° 6' 2.24" 30° 12' 59.07" 158
Sogut Kire Kr 40° 4' 48.02" 30° 7' 47.16" 450

Genotiplerin toplanmasinda Tan (1992)"in belirttigi esaslar dikkate alinmistir. Buna gore, toplama calismasi iki
durak arasinda en az 8 km mesafe olacak ve durak alani 5 dekari gegmeyecek sekilde gergeklestirilmistir. Aktas
yoncalari yol kenarlarinda olduk¢a yogun bulunmaktadir. Bu nedenle, toplama islemi ilk etapta yola yakin yerlerde,
daha sonra yola uzak dogal alanlarda yapilmistir. Bitkiler araziden ciceklenme déneminde ve ayni alandan 3 tekrar
olarak toplanmistir.

Toplanan bitkiler kese kagidina konulduktan sonra Bilecik Seyh Edebali Universitesi Ziraat ve Doga Bilimleri
Fakultesi Tarla Bitkileri Bolimi Laboratuvarina getirilmistir. Daha sonra bu drnekler ettive konularak 60 °C'de sabit
agirliga gelene kadar kurutulmus ve 1 mm gapindaki degirmende 6gutilerek analizler icin hazir hale getirilmistir.

Toplam Fenolik iceriginin Belirlenmesi

Orneklerin toplam fenolik madde iceriklerinin tespiti Singleton ve Rossi (1965) tarafindan énerilen metotta
kismi modifikasyonlar uygulanarak gerceklestirilmistir. Buna gére, optimize edilmis solvent karisimi ile elde edilen
sivi ekstrakttan 0.2 mL alinarak ve lzerine 1.8 mL saf su 1 mL seyreltilmis (1:10) Folin Ciocalteu ayiraci eklenmistir.
5 dk sire sonunda 6rneklere 2 mL %2’'lik NaCOs ilave edilerek tliplerin agizlan sikica kapatilip vortekslendikten
sonra karanlik ortamda 2 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda érneklerin absorbans
degerleri spektrofotometre ile (UV-1700, Shimadzu, Japonya) kore karsi okunmus ve toplam fenolik madde
miktarlari 6dnceden hazirlanmis olan gallik asit standart egrisi kullanilarak (20-40-60-80-100-250-500 ppm
konsantrasyonda 7 adet gallik asit standardi ile hazirlanmis) mg GAE g™' kuru 6rnek olarak hesaplanmustir.

Toplam Flavonoid igeriginin Belirlenmesi

Quercetin stok ¢ozeltisi 200 mg L' konsantrasyonda hazirlanmis ve bu konsantrasyondan seyreltme ile bes
farkli konsantrasyon elde edilmistir. Bitki ekstraktlari 1 mL %2'lik AICls ile karistirilarak oda kosullarinda 10 dakika
bekletilmistir. Numuneler absorbans degerleri spektrofotometre ile 415 nm’de okunmustur. Ayniislemler standart
Quercetin icin de yapilarak érneklerin flavonoid igerikleri Quercetin esdegeri (mg QE g") olarak hesaplanmistir
(Arvouet-Grand ve ark., 1994).

Radikal Kovucu Aktivitelerin (DPPH) Belirlenmesi

Orneklerin radikal kovucu aktivitesi Faller ve Fialho (2009) tarafindan &nerilen metot yardimiyla tespit
edilmistir. Buna gore, deney tiipiinde bulunan 0.1 mL ekstrakt, 3.9 ml DPPH (Sigma, ABD) solisyonu (0.1 mM ve
%80'lik metanolde hazirlanmis) ile karistirilarak, aliminyum folyo ile kaplanmis ve karanlik bir ortamda 30 dakika
streyle bekletilmistir. Sire sonunda deney tiplerinin absorbans degerleri, metanol ile sifilanmis UV-Vis
spektrofotometrede 517 nm'de okunarak belirlenmistir. Orneklerin DPPH radikalini kovucu aktivitesi, %inhibisyon
olarak asagida verilen formil vasitasiyla hesaplanmistir (1).
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%]Inhibisyon= [(Abskontrol-Absekstrakt) /Abskontrol] (M

Ekstrakte Edilebilir Kondanse Tanenlerin Belirlenmesi

0.01 gr ornek tartilarak izerine 6 ml tanen ¢dzeltisi (1.5 mL Bitanol-HCl ayraci, 250 pL tanen ekstrakti, 50 pL
Fe FeCls ¢Ozeltisi) dokilmus ve bir tlipe konularak vortexte karistirilmistir. Test tipUnin agzi sikica kapatilip 1 saat
100 °C de tutulmus ve 6rnekler sogutulmustur. Daha sonra ornekler spektrofotometrede 550 nm absorbans
degerinde okutulmustur (Bate-Smith,1975)(2). Absorbans degerleri belirlenen 6rneklerin kondanse tanen igerikleri
ise asagidaki formil yardimiyla hesaplanmistir.

Kond . B Asorbans(550nm x 156,5 x seyreltme faktorii) 5
onaanse tanen = Kuru agirlik (%) @

Verilerin Degerlendirilmesi
Elde edilen sonuclar SAS paket programi kullanilarak iki yonlu varyans analizine tabi tutulmustur.

BULGULAR VE TARTISMA

Bilecik ili dogal florasindan toplanan 17 adat aktas yoncasi genotiplerinin toplam fenolik, toplam flavonoid,
DPPH ve kondanse tanen icerikleri ile bu 6zelliklere ait ortalama, en dusik, en yiksek, standart sapma ve
varyasyon katsayisi degerleri Cizelge 2'de verilmistir. Genotiplerin toplam fenolik, toplam flavonoid, DPPH
kondanse tanen igeriklerinin ortalama degerleri sirasiyla 3.901 mg GA g, 17.962 mg QE g, %26.523 ve
%0.611 olarak belirlenmistir. S6z konusu Ozelliklerin varyasyon katsayilari ise sirasiyla %2.50, %4.33, %3.33 ve
%4.30 olmustur.

Cizelge 2. Aktas yoncasina ait toplam fenolik, flavonoid, DPPH ve kondanse tanen icerikleri.
Table 2. Total phenolic, flavonoid, DPPH and condensed tannin contents of white sweet clover.

Genotipler Toplam fenolik Toplam flavonoid DPPH Kondanse tanen
(mgGA g™ (mg QEg™) (%) (%)
Abbaslik-1 3.163 25.621 22.305 0.613
Abbaslik-2 5.400 20.459 26.512 0.886
Pazaryeri-1 2.891 17.768 27.607 0.660
Pazaryeri-2 4.015 13.444 42.638 0.401
Bozcaarmut-1 1.909 9.900 19.369 0.734
Bozcaarmut-2 2400 10.238 19.325 0.553
Boziiyiik-1 3.997 18.797 20.771 0.821
Boziiyiik-2 3.225 17.974 19.895 0.372
Dodurga 4.069 18.474 30.368 0.722
Karaagac 3.409 23.679 34.794 0.763
Ormangiizle 7111 18.885 43.909 0.594
Giinyarik 4.151 14.694 23.120 0.623
Sogut 5.198 16.282 20.684 0.504
inhisar 2.934 20.341 24.803 0.650
Akcasu 3.006 20.400 22.699 0.483
Hamitabat 2.024 16.650 18.054 0.559
Kiire 7427 21.753 34.049 0.448
Ortalama 3.901 17.962 26.523 0.611
En disiik 1.868 9.900 13.590 0.266
En yiiksek 7.489 25.640 44.789 0.897
Standart sapma 1.559 4.140 7.961 0.142
Varyasyon katsayisi (%) 2.50 4.33 3.33 430

DPPH: Radikal kovucu aktivite.
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Toplam Fenolik

Aktas yoncalarina ait toplam fenolik icerikleri Sekil 2'de verilmistir. En yiksek fenolik icerigi 7.427 mg GA g
ile Kure, en disik ise 1.909 mg GA g'ile Bozcaarmut-1 lokasyonundan elde edilmistir. Fenolik bilesikler bitkilerin
hayatlarini devam ettirebilmelerini saglayan enerji kaynagidir. Ozellikle stres kosullarinda bitkiler sentezledikleri
fenolik bilesikler ile gelisimine devam ederken, olumsuz iklim sartlarina karsi da dayanikliigini arttirmis olur
(Mammadov, 2014). Kuhnen ve ark. (2014) yemlerde bulunan fenolik bilesiklerin hayvan sagligi tizerinde olumlu
etkilere sahip oldugunu ve hayvansal Griinlerin verim ve kalitesini arttirdigini bildirmektedir. O'Connell ve Fox
(2001) fenolik bilesiklerin st ve st Uriinlerin tadina katkida bulundugunu vurgulamistir. Al-Snafi (2020) sari tas
yoncasinda (Melilotus officinalis L.) toplam fenolik igeriginin 19.66 mg GA g' oldugunu bildirmistir. Farkliliklarin
genetik 6zelliklerden kaynakladigi tahmin edilmektedir.
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Sekil 2. Aktas yoncalarina ait toplam fenolik icerigi (mg GA g™).
Figure 2. Total phenolic content of white sweet clover.

Toplam Flavonoid

Bilecik ili dogal florasindan toplanan aktas yoncasi genotiplerinin toplam flavonoid icerigi 9.900-25.621 mg QE
g™ arasinda degisirken, en yiksek toplam flavonoid icerigi Abbaslik-1, en dlsuk ise Bozcaarmut-1 lokasyonundan
elde edilmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Aktas yoncalarina ait toplam flavonoid icerigi (mg QE g").
Figure 3. Total flavonoid content of white sweet clovers.

Flavonoidler bitkilerde tozlasmaya yardimci olmak, cevresel stres etmenlerine karsi direng olusturmak ve hicre
blytmesini diizenlemek gibi farkl rollere sahiptir (Kumar ve Pandey, 2013; Xiao ve ark., 2013; Zhan ve ark., 2017).
Diger taraftan flavonoidlerin, antimikrobiyal ve antioksidatif 6zelliklerinden dolayi hayvan sagligi tGzerinde olumlu
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etkisi bulunurken, hayvansal riinlerin de kalitesini artirmaktadir (Ahmadipour ve ark., 2015; Ahmadipour ve ark.,
2017). Sonju ve ark. (2017) kiclk tas yoncasi (Melilotus indica) bitkisinde farkli ekstraksyon yéntemleri ile
belirledikleri toplam flavonoid iceriginin 0.63-1.18 mg QE g™" arasinda degistigini bildirmistir. Calismada belirlenen
toplam flavonoid icerikleri Sonju ve ark. (2017)'nin bulgularindan yiiksek olmustur. Bu durumun ise genotipik
Ozelliklerden ve toplama alanlarinin farkli olmasindan kaynaklandigi tahmin edilmektedir.

Radikal Kovucu Aktivite (DPPH)

En yiksek radikal kovucu aktivite degeri %43.909 ile Ormanglzle, en disik ise %18.054 ile Hamitabat
lokasyonundan elde edilmistir (Sekil 4). DPPH, bitkilerin antioksidan &zelliklerinin degerlendiriimesinde en 6nemli
yontemlerden biridir. Antioksidanlarin hem insan hem de hayvansal hastaliklarin dnlenmesinde ¢ok 6nemli etkileri
vardir. Son zamanlarda arastirmacilar antioksidanlarin rumen saghgi tzerindeki etkilerini arastirmak igin yem
bitkilerinin antioksidan igerikleri Gzerinde yogun calismalar baslatmislardir (Xing-zhou ve ark., 2018). Sonju ve ark.
(2017) kicuk tas yoncasinda (Melilotus indica) DPPH igerigini %0.085, Mladenovi¢ ve ark. (2016) sar tas
yoncasinda %11.72-93.59 arasinda, Heydari ve ark. (2015) ise mirdumiukte %0.0035-0.0057 arasinda oldugunu
bildirmistir. S6z konusu arastirici ile mevcut ¢alisma arasindaki farkliliklar genetik cesitlilikten kaynaklanmis olabilir.
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Sekil 4. Aktas yoncalarina ait DPPH icerigi (%).
Figure 4.DPPH content of white sweet clovers

Kondanse Tanen
En ylksek kondanse tanen icerigi %0.886 ile Abbaslik-2, en disulk ise %0.372 ile Boziiylk-2 lokasyonundan
toplanan aktas yoncasi genotiplerinde belirlenmistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Aktas yoncalarina ait kondanse tanen igerigi (%).
Figure 5. Condensed tannin content of white sweet clovers.
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Ruminant beslemede %2-3 gibi diusiik tanen seviyesi, rumendeki protein bozulmasini azalttigi icin yararl bir
etkiye sahip olurken (Barry, 1987), yiiksek miktardaki tanen seviyesi ise protein sindirimi ile birlikte mikrobiyal ve
enzim faaliyetlerini olumsuz sekilde etkilemektedir (Kumar ve Singh, 1984). Calismada aktas yoncalarinin
tamaminin tanen icerigi %1'nin altinda olmustur. Kékten ve ark. (2017) farkli mese tirlerine ait kondanse tanen
icerigini %0.21-1.45, Yildiz ve ark. (2021) ise yabani armut ve kavak agaclarindan farkli zamanlarda topladiklari
Okse otunun kondanse tanen icerigini %0.882-1.086 arasinda degistigini bildirmistir. Bal ve ark. (2006) korunganin
farkli olgunluk dénemlerine (vejetatif, ciceklenme ve ge¢ olgunluk dénemi) ait kondanse tanen igeriklerini
sirastyla %10.51, %6.96 ve %4.26 oldugunu bildirmistir.

SONUC

Yem bitkilerinde kalite, bitki tirline, besin icerigine ve hayvanlar tarafindan tiketilme istegine gore
degisebilmektedir. Nitekim yemin kalitesi hayvansal trline déntsebilme orani ile dogru orantilidir. Diger taraftan
son yillarda Ureticilerin hayvan saglgi ve beslenmesi lizerinde daha bilincli hale geldigi ve bu bilincin arkasinda
ise antioksidanlarin etkisinin oldugu bilinmektedir. Antioksidanlar hayvanlarda oksidatif stresi 6nlerken, hayvansal
drlnlerin kalitesini de dogrudan etkilemektedir. Bu calismada, Bilecik ili dogal florasindan toplanan aktas yoncasi
genotiplerinin, toplam fenolik, toplam flavonoid, radikal kovucu aktivite ve kondanse tanen igerikleri belirlenmis
olup, genotiplerin s6z konusu igerikler bakimindan zengin oldugu gortlmustir. Ayrica hem bdlge hem de llkemiz
dogal florasinda oldukca yaygin bulunan aktas yoncasi genotiplerinde belirlenen bu bilesikler hayvan sagligi ve
beslenmesi acisindan yeterli olup, ileride yapilacak galismalara isik tutacak niteliktedir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar arasinda herhangi bir cikar ¢atismasi bulunmamaktadir.

YAZAR KATKISI

Dordlncl ve besinci yazar bitki materyalinin toplanmasina ve makalenin yazilmasina, ilk ic¢ yazar ise
laboratuvar calismalarina katki sunmustur.
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