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Oz

C. sinensis yapraklarindan elde edilen ¢ayimn antioksidatif ve antikarsinojenik gibi degisik farmakolojik etkileri vardir. Bitkilerin biiyiime ve ge-
lismesi i¢in gereksinim duyulan bor elementinin eksikligi reaktif oksijen tiirlerini meydana getirir. Yiiksek bor konsantrasyonunun antioksidan
enzim aktivitesini arttirdigi ve membran fonksiyonlarini reaktif oksijen tiirlerinin zararlarindan korudugu bilinmektedir. Calismamizin amact;
borik asit uygulanan yesil ¢ayin farkli donemlerde hasat edilen yapraklarindaki biyokimyasal degisikliklerin incelenmesidir. Rize-Cayeli ilce-
sinde Caykur deneme bahgesi 20 parsele ayrildi. Gruplar, C. sinensis’e 0 (A grubu), 100 (B grubu), 300 (C grubu) ve 500 (D grubu) mg/m?2 kon-
santrasyonlarda borik asit uygulanarak olusturuldu. Ug farkl1 hasat déneminde yesil ¢ay yapraklari toplandi ve stvi nitrojende fikse edildi. Yesil
cay ekstrelerinden katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitelerinin ve glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA) miktarlarmin
tayini yapildi. SOD enzim aktivitesi ve GSH miktar1 &zellikle 3. hasat doneminde yiiksekti, ayrica B ve D gruplarinda A grubuna gore anlamli
artig vardi (p < 0.05). MDA miktarinda 1. hasat doneminde B, C ve D gruplarinda, A grubuna gére bir azalma goriildii (p < 0.01). Bulgularimiza
gore, yesil ¢ay yapraklarinin yetistigi topraklarda meydana gelen borik asit eksikligi cayin koruyucu 6zelligini diisiirebilir. Borik asit uygula-
nan bolgelerden elde edilen ¢ay yapraklari ile antioksidan 6zelligine sahip daha kaliteli iiriinler elde edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Borik asit, yesil cay, C. Sinensis, oksidatif stres, antioksidan

Abstract

Tea obtained from C. sinensis leaves has different pharmacological effects such as antioxidative and anticarcinogenic. The lack of boron el-
ements required for the growth and development of plants causes the production of reactive oxygen species. It has been reported that high
boron concentration also increases the antioxidant enzyme activity and protects the membrane functions from the damage of reactive oxy-
gen species. The aim of this study was to investigate the biochemical changes of green tea leaves treated with boric acid in different harvest
periods. Caykur trial garden was divided into 20 parcels in Rize-Cayeli district. Groups were formed by applying boric acid to C. sinensis
at concentrations of 0 (group A), 100 (group B), 300 (group C) and 500 (group D) mg/m?. During three harvests, green tea leaves were col-
lected and fixed in liquid nitrogen. The catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) enzyme activities and glutathione (GSH), malondial-
dehyde (MDA) levels of green tea extracts were determined. SOD enzyme activity and GSH level were high especially in the 3rd harvest
period, and also B and D groups were significantly higher than A group (p <0.05). There was a decrease in the B, C and D groups at the
MDA level in the 1st harvest period compared to the A group (p <0.01). According to our findings, the lack of boric acid in the soil where
green tea leaves grow can reduce the protective properties of tea. Better quality products with antioxidant properties can be provided with
tea leaves obtained from boric acid applied areas.
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I. GIRIS

Yesil ¢ay, Camellia sinensis L. olarak bilinen bitkinin yap-
raklarindan elde edilmektedir. Diinyada tiikketimi en fazla
ikinci igecek olan ¢ayin faydali tibbi 6zellikleri bulunmak-
tadir [1]. Yesil ve siyah ¢ay iilkemizde fazla miktarda tii-
ketilen ve ekonomik olarak ulasimi kolay bir icecektir. Cay
icerigindeki flavonoidlerin tiirleri ve miktarlari; ¢ayin bitki
tiiriine, yetisme ortamina, iglenmesine, iiretimine ve dem-
lenmesine bagl olarak degisiklik gdsterir. Caymn antioksi-
dan aktivitesi ve fenolik bilesiklerinin igerigi ¢cayin kalite-
sinin degerlendirilmesi i¢in 6nemli bir gostergedir. Ayrica,
cevre kosullart (sicaklik, yagis ve giines 15181 miktari), ye-
tistirme faktorleri (glibreleme, toprak, koparma standartlart
ve cografi konumu) ve ¢ay toplamaya bagli olarak diinyada
triin fiyati ile baglantili sektorel pazarlarin olusumu s6z ko-
nusudur [2]. Bu nedenle, ¢ayin antioksidan aktivitesini art-
tirmak ¢ay sektoriinde kalite i¢in 6nem tagimaktadir.

Cayin bilinen farmakolojik etkileri arasinda; antioksi-
datif, antiinflamatuar, antimutajenik, antikarsinojenik, an-
tianjiyojenik, apoptotik, antiobezite, hipokolesterolemik,
antiaterosklerotik, antidiabetik, antibakteriyel, antiviral, yas-
lanmay1 geciktirici ve proliferasyonu inhibe edici gibi farkli
etkiler bulunur. Yapilan arastirmalarda; C. sinensis yaprak-
larinin kalp damar hastaliklari, karaciger hasari, hipertansi-
yon ve ¢esitli kanser tiirleri gibi bir¢ok hastaliga kars1 koru-
yucu etki yaptig1 bildirilmistir [3-9].

Bor bitki yetistirilmesinde temel mikro elementlerden
biri olup bitkide vejetatif biiyiime, doku farklilagmasi, enzi-
matik reaksiyonlarin diizenlenmesi, membran biitiinliigliniin
saglanmasi, seker tasinmasi ve niikleik asit sentezi gibi bir-
cok farkli goreve sahiptir. Ayrica, bitkilerde fenolik bilesik-
lerin konsantrasyonunda ve metabolizmasinda rol oynayan
6nemli elementlerden biri de olan bor dogal kosullarda bit-
kilerin topraginda ve sulama suyunda bulunmalidir [10]. Fa-
kat bitkilerde bor elementinin fazlasi toksik etkiye sebep ol-
maktadir. Bor toksisitesi, diinyanin farkli bolgelerinde borca
zengin topraklarda veya borca zengin sulama sulari, giibre-
ler, kanalizasyon camuru veya ugucu kiile maruz topraklarda
olusan iriin verimliligi agisindan 6nemli bir tarim sorunu-
dur. Toprakta (pH 5.5-7.5) ¢esitli formlarina rastlanan bo-
run en fazla bulunan formu borik asit (B(OH)3)’tir. Yapilan
arastirmalarda farkli bitki tiirlerinde bor toleransinin ¢esitli-
lik gosterdigi, bir tiir i¢in toksik olan borik asit konsantras-
yonunun farkli bir tiir i¢in optimum olabildigi rapor edilmis-
tir [11-13].

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), fotosentez ve solunum gibi
enerji liretim siireclerinin en temel yan iirlinleri olarak {ire-
tilir. Bitkilerde kloroplastlar, peroksizomlar ve mitokondri
gibi ana organeller ROS direticileridir [14]. Hiicrelerde
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bilinen baslica ROS’lar siiperoksit anyonu (O27), hidrojen
peroksit (H202), singlet oksijen ve hidroksil radikali (OH
—)’dir. O27’lerin H202’e ¢evrilmesi katalitik aktivitesi gok
yiiksek bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) tarafin-
dan katalizlenir [15,16]. Stres kosullar1 altinda olusan za-
rarlt H202’nin su ve O2’ye doniisiimii ise katalaz (CAT) en-
zimi tarafindan saglanir. Bu enzimler hiicreleri strese karsi
korumada gorevli en 6nemli enzimatik antioksidanlardan-
dir [15]. Han ver ark. [17]’nin ¢alismasina gore, bor eksik-
ligi olan yapraklarda antioksidan sistemlerin oksidatif ha-
sara kars1 yeterli koruma saglayamadigi rapor edilmistir.
Tewari ve ark. [18]’nin Morus alba ile yaptiklart ¢alisma-
larinda, bor eksikliginin dut olusumunu ve dut bitkilerinin
kuru madde verimini diisiirdiigiinii bildirmislerdir. Ayrica
bor eksikliginin ROS olusumunu fazlalastirarak oksidatif
stresi artirdigini bildirmislerdir.

C. sinensis tropik, subtropik ve 1liman iklimlerde nemli
veya yar1 nemli bolgelerde yetistirilir [19]. Fazla yagis alan
bdlgelerde borun yikanarak toprakta eksikliginin ortaya ¢ik-
tig1 bildirilmistir [20]. Yesil ¢ay tlilkemizde bol yagis alan
Karadeniz Bolgesi’'nde yetismektedir. Bu bolgenin bol ya-
gisa maruz kalmasi sebebiyle ¢ay bitkisinin yetistirilme-
sinde bor eksikligi meydana gelebilecegi diisiiniilmektedir.
Bitkilerin biiylime ve gelismesi i¢in gereksinim duyulan bor
elementi yoksunlugunda reaktif oksijen tiirlerinin olusumu
ve birikimi meydana gelebilir [21,22].

Calismamizda, farkli konsantrasyonlarda borik asit uy-
gulanarak yetistirilen yesil ¢ayim farkli donemlerde hasatin-
dan elde edilen yapraklarindaki antioksidan seviyeleri iize-
rindeki degisikliklerin tespit edilmesi amaglanmustir.

II. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Ornek Hazirlanmasi

Rize-Cayeli ilgesinde bulunan Caykur deneme bahgesi
tesadiif bloklar1 deneme desenine gore 2x2 m boyutlarin-
daki 20 parselde 5 tekrarlt olacak sekilde olusturuldu. Grup-
lar olusturulurken sira iistlerinde ocaklar 25 cm arayla iiggen
dikim yapildi, sira aralar ise 1.5 m olacak sekilde diizen-
lendi. Sira aralar1 otlanmaya karsi naylon orti ile ayrildi.
Deneylere kontrol ve uygulama gruplari olarak baslandi.
Nisan 2013 tarihinde kontrol grubunda (A grubu) topraga 0
mg/m2, diger gruplarda ise topraga borik asit olarak 100 (B
grubu), 300 (C grubu) ve 500 (D grubu) mg/m?2 olacak se-
kilde 3 farkli dozda sodyum tetraborat uygulandi.

Mayis, Temmuz ve Eyliil aylarinda toplanan 1., 2. ve 3.

hasat taze ¢ay yapraklari sivi azot (-196°C) igerisinde fikse
edilerek, Marmara Universitesi Biyoloji Béliimii’nde — 80°C
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de caligma giiniine kadar saklandi. Dondurulmus yaprak or-
negi 1 gr tartilarak sivi azot yardimiyla 0.1 mM Na-EDTA
iceren 50 mM (pH 7.6) fosfat tampon ¢ozeltisi ile (10 ml)
homojenize edildi. Homojenize edilen 6rnekler 20 dakika
siiresince 15000 g ve +4°C’de santrifiij edildikten sonra sii-
pernatant alinarak biyokimyasal analizlerde kullanildi.

2.2. Biyokimyasal Analizler

Calismada ¢ay yapraklarinda antioksidan parametreleri ola-
rak; katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri,
glutatyon (GSH) ve lipid peroksidasyon iiriinii olan malon-
dialdehit (MDA) miktarlar1 6l¢iildii ve elde edilen sonuglar
toplam protein miktarina oranlanarak hesaplandi.

CAT Aktivite Tayini: Reaksiyon, orneklerin potasyum
fosfat tamponu (pH 7.0) ve H202 (0.5 M) ile karistirilma-
styla baslatildi. CAT aktivitesi 25°C’de, 240 nm dalga bo-
yunda meydana gelen absorbans degigsimlerinin gézlenme-
siyle belirlendi [23].

SOD Aktivite Tayini: Ornekler {izerine sodyum fosfat
tamponu (pH 7.8), 0.1 mM EDTA, 97 mM L-methionin, 120
mM riboflavin ve 2mM nitroblue tetrazolyum (NBT) ekle-
nerek reaksiyon baslatildi ve 350 umol m-2 s-1 1s1k sidde-
tinde 10 dakika 25°C’de tutuldu. SOD aktivitesinin 1 {ini-
tesi, 560 nm dalga boyunda, 151k altinda bekletilen NBT nin
%50’sinin indirgenmesi icin gerekli olan enzim miktar1 ola-
rak tayin edildi [24].

GSH Miktarmin Tayini: Glutatyondaki stilfidril (SH)
gruplarmin 5.5’-dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile
olusturdugu sar1 renkli bilesigin absorbanst 412 nm’de
spektrofotometre ile lgiildi [25].

MDA Miktarinin Tayini: Ornekler cam tiipler igerisine
almip, tizerine 1,5 ml TBA ¢6zeltisi, 1 ml TCA ¢ozeltisi ve
0.2 ml HCI eklenerek vortekste iyice karistirildi. Tiiplerin
kapaklari sikica kapatilarak su banyosunda (95°C) en az 30
dk olacak sekilde kaynatildi. Olusan pembe renkli ¢6zeltinin
absorbansi 532 nm’de okundu [26].

Protein Miktar Tayini: Proteinlerin alkali ortamda bakir
iyonlart ile biiire tepkime vermesi esasina dayanan Lowry
metodu kullanildi. Ornekler spektrofotometrik olarak 500
nm’de okundu ve BSA standartin absorbansi ile kiyaslana-
rak mg/mL olarak hesaplandi [27].
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2.3. istatistik

Bulgularin istatistiksel analizleri i¢in GraphPad Prisma 5
programi kullanildi. Coklu karsilastirmalar Kruskal-Wallis
ve ikili kargilagtirmalar Mann Whitney U Testi ile degerlen-
dirildi. Veriler ortalama =+ standart hata (SEM) olarak gdste-
rildi. p < 0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

III. BULGULAR

Birinci hasat dénemi olan Mayis ayinda toplanan yesil ¢ay
yapraklarinin CAT aktivitesi D grubunda A grubuna gore
anlamli bir artis gosterdi (p < 0.05). Diger B ve C grupla-
rinda A grubuna gore herhangi bir degisiklik gézlenmedi.
Temmuz ayindaki 2. hasat doneminde elde edilen yesil ¢ay
yapraklarinin CAT aktivitesi en yiiksek A grubundaydi. D
grubunda ise B grubuna gore anlaml bir artis saptandi (p
< 0.01). Ugiincii hasatta ise D grubunun CAT aktivitesi en
yiksek seviyedeydi ve A grubu ile kiyaslandiginda anlamli
bir artig gézlendi (p < 0.05) (Sekil 1)
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Sekil 1. Borik asit uygulamasinin yesil ¢ay yapraklarindaki
katalaz (CAT) aktivitesine etkisi. 2p < 0.05 A grubuna gbre, °p
<0.01 B grubuna gore ve °p < 0.05 A grubuna gore. Veriler

ortalama + SEM olarak gosterilmistir.

Yesil cay yapraklarini SOD aktivitesi birinci hasatta bo-
rik asit uygulanan B, C ve D gruplarinda kontrol grubuna
gore anlaml bir azalma gésterdi (p < 0.05). Ikinci hasatta
ise B ve D gruplarinda A grubuna gére anlamli olmayan bir
arts tespit edildi. Uciincii hasat doneminde elde edilen ¢ay
yapraklarinin SOD aktivitesinde tiim borik asit uygulanan
gruplarda A grubuna gore artis gozlendi. Bu artig 6zellikle
B ve D gruplarinda kontrole gore anlamliydi (p < 0.05). C
grubunda ise kontrol grubuna gore anlamli olmayan bir ytik-
selme gozlendi (Sekil 2).
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Sekil 2. Borik asit uygulamasinin yesil ¢ay yapraklarmdaki
stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesine etkisi. °p < 0.05 A
grubuna gore. Veriler ortalama + SEM olarak gosterilmistir.

Birinci hasat doneminde elde edilen yesil cay yaprakla-
rinin GSH miktart B, C ve D gruplarinda A grubuna gore
azalma gosterdi (p < 0.05, p < 0.01, p < 0.01, sirasiyla).
ikinci hasat doneminde ise C grubundaki yesil ¢ay yaprak-
larinin GSH miktar1, A (p < 0.05) ve B (p < 0.05) gruplarina
gore anlamli olarak daha diisiiktii. D grubunun GSH mik-
tar1 ise A grubuna benzerdi. Ugiincii hasatta elde edilen yap-
raklarda GSH miktar1 A grubu ile kiyaslandiginda B ve D
gruplarinda anlamli (p < 0.05), C grubunda ise anlamli ol-
mayan bir artig gosterdi. En yiiksek GSH miktar ise D gru-
bundaydi (Sekil 3).
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Sekil 3. Borik asit uygulamasimin yesil ¢ay yapraklarindaki
glutatyon (GSH) miktarina etkisi. ?p < 0.05 B grubuna gore,
°p < 0.05 A grubuna gore ve 9p < 0.01 A grubuna gore. Veriler
ortalama + SEM olarak gosterilmistir.

Lipid peroksidasyon belirteci olan MDA miktarmin bi-
rinci hasat déneminde B, C ve D gruplarinda A grubuna ki-
yasla diisiik oldugu tespit edildi (p < 0.05). Ikinci hasat do-
neminde ise C grubunun MDA miktari, B grubuna gore
anlamli olarak dusiikti (p < 0.05). D grubunun MDA mik-
tar1 ise A grubu ile benzerlik gosterdi. Ugiincii hasat déne-
minde toplanan yesil ¢ay yapraklarinin MDA miktari, A ve
C gruplarinda hemen hemen esitti. Fakat D grubunun MDA
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miktari, A grubuna gore anlamli bir yiikselme gosterdi (p <
0.05) (Sekil 4).
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Sekil 4. Borik asit uygulamasinin yesil ¢ay yapraklarmdaki
malondialdehit (MDA) miktarima etkisi. *p < 0.05 B grubuna gore,
°p < 0.05 A grubuna gére ve 9p < 0.01 A grubuna gore. Veriler
ortalama + SEM olarak gosterilmistir.

IV. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda, yetistirilmesi sirasinda topraga farkli kon-
santrasyonlarda uygulanan borik asitin ii¢ ayr1 donemde ha-
sat1 yapilan yesil cay yaprak ekstraktlarinda olusturdugu an-
tioksidan enzim aktivitelerine etkisi tespit edildi. Yapilan
aragtirmalarda, bitkilerin bilylime ve geligsmesi i¢in gereksi-
nim duyulan bir mikro element olan borun eksikliginde, re-
aktif oksijen tiirlerinin gelisebilecegi veya birikiminin arta-
cag1 rapor edilmistir [16,17]. Ardig ve ark. [28] yiiksek bor
seviyesi lizerine yaptiklari ¢aligmalarinda borun bitki kokle-
rini oksidatif stresten korudugunu ve antioksidan enzim ak-
tivitelerini arttirdigint saptamislardir. Ardi¢ ve ark. [28]’nin
caligmasina benzer olarak domates bitkisinde yapilan farkli
bir ¢aligmada yiiksek bor konsantrasyonunun antioksidan
enzim aktivitesini arttirdig1 gézlemlenmistir [29]. Diger ta-
raftan Reid ve ark. [30] ¢aligmalarinda bitkideki bor kon-
santrasyonu fazlaliginin bitki biiylimesini inhibe ettigini
gostermislerdir. Ayni kosullar altinda yetistirilen beyaz, si-
yah ve yesil caylarin antioksidan profillerinin karsilastiril-
dig1 bir calismada antioksidan miktarlar1 yesil cay > beyaz
cay > siyah cay olarak siralandigi ileri siiriilmistiir [31].
CAT ve SOD enzimatik antioksidan savunma sisteminin
ana elemanlar1 olarak kabul edilmektedir. Bu sistem reak-
tif oksijen tiirlerinin uzaklastirilmasini ve bdylece bitkinin
oksidatif hasardan korunmasini saglar. Rumex obtusifolius
L. nin antioksidan potansiyelinin ortaya koydugu ¢alismada
CAT, SOD, polifenol oksidaz ve peroksidaz enzim aktivi-
teleri tayini yapilarak medikal bir bitki olarak tedavi ama-
ctyla kullanilabilecegi onerilmistir [32]. Calismamizda uy-
gulanan borik asit konsantrasyonunun CAT ve SOD enzim
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aktivitelerini arttirmaya yonelik etkisinin olabilecegi goste-
rilmistir. Giines ve ark. [33]’nin liziim asmasi (Vitis vinifera
L.) lizerine yaptiklart arastirmalarinda da bor toksisitesinin
lipid peroksidasyonunu arttirarak oksidatif stresi indiikledi-
gini, CAT ve SOD enzim aktivitelerini arttirarak oksidatif
hasara kars1 bitki hiicrelerini korudugunu rapor etmislerdir.

Glutatyonun indirgenmis formu olan GSH’in hiicre igi
ortamda en onemli antioksidan savunma molekiillerinden
biri oldugu bilinmektedir. GSH’1n bitkilerde oksidatif strese
karg1 6nemli bir metabolit oldugu ve hemen hemen bitki-
lerin biitiin hiicre kisimlarinda bulundugu rapor edilmistir
[34,35]. Bitkide ¢esitli nedenlerin sebep oldugu stres sonu-
cunda meydana gelen serbest radikaller hiicre membranla-
rinin yapisindaki doymamis yag asitlerine etki ederek, lipid
peroksidasyonuna sebep olurlar. Olusan lipit peroksitleri-
nin hizlica parcalanmasiyla reaktif karbon bilesikleri olu-
sur ve bunlarin en 6nemlilerinden biri MDA’dir. GSH, SOD,
glutatyon S transferaz gibi antioksidan sistemler tarafindan
bitki hiicrelerindeki lipid peroksidasyonu kontrol altinda tu-
tulur [36,37]. Farkli dozlarda topraga uygulanan borik asit
konsantrasyonlar1 C. sinensis bitkisinden elde edilen yesil
cay yaprak ekstrelerinde MDA miktarinda ilk hasatta diistise
yol agmistir. Bunun aksine son hasatta ise MDA miktarmin
borik asit verilen gruplarda yiikseldigi goézlenmistir. GSH
miktarinda ise MDA’ nin aksine ilk hasatta bir azalma gozle-
nirken son hasatta bir artis meydana gelmistir. Elde etti§imiz
verilere gore CAT ve SOD antioksidan enzim ve GSH mik-
tarindaki artis bitkiyi oksidatif hasardan koruyabilir. Bunun
aksine MDA miktarindaki artis ise sadece 500 mg/m2’de an-
lamlilik gostermistir. Bu artis stres sartinin olusumu i¢in ye-
terli bir gosterge degildir. Gozlemlerimiz CAT, SOD aktivi-
telerinde ve GSH miktarinda farkli donemlerde toplanan cay
yapraklarinda farklilik oldugu yoniindedir. Bu biyokimya-
sal parametrelerdeki degisikligin nedeninin uygulanan bo-
rik asitin topraktaki emilme siirecine bagli olabilecegini dii-
siinmekteyiz. Ayrica verilerimiz uygulanan 100, 300 ve 500
mg/m2 borik asit konsantrasyonlarinin C. sinensis i¢in tok-
sik dozlar olmadigin1 géstermistir.

Sonug olarak, giinlimiizde en fazla tiiketilen igeceklerin
basinda gelen ¢ayin elde edildigi C. sinensis bitkisinin yetis-
tigi topraklarda meydana gelen borik asit eksikligi ¢ayin ko-
ruyucu Ozelligini azaltmaktadir. Cay yetistirilen topraklara
toksik olmayan miktarlarda ki borik asit uygulanmasinin ¢ay
yapraklarinda antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigi i¢in
tiiketiminin daha faydali olabilecegi 6nerilmektedir. Antiok-
sidan enzim aktiviteleri arttirllmis yesil ¢aym faydalarinin
daha iyi anlasilabilmesi i¢in, borik asit uygulanan yesil ¢ay
ekstraktlarmin in vitro ve in vivo uygulamalarda ¢alisilma-
sina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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