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Yiksek Lisans Tezi
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Danisman: Dog. Dr. Rahmi DUMLUPINAR

Bu calismada, iisiime sicakliklarina hassas oldugu bilinen bazi bitki tiirleri (fasulye,
mercimek ve nohut) ve soguga dayanikli bir bugday varyetesi secildi ve arastirmalar bu
bitkilerin fideleri lizerinde yiiriitiildii. Her bir tiire ait 10 giinliik fideler dort farkl stirede (5
sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) UV uygulamalarina birer saat araliklarla 5 defa maruz birakilmis ve
ardindan soguk kontrol grubu ve UV uygulanan fideler iklim dolabina aktarilarak iisiime
sicakliklarinda (10/4°C, 14/10 saat 1sik/karanlik) 3 giin siire ile biyiitiilmiistiir. Soguk
uygulamasinin ardindan herbir farkli uygulamaya ait fidelerin yapraklari antioksidan enzim
(katalaz, siiperoksit dismutaz, peroksidaz) aktiviteleri, total protein tayini ve lipid
peroksidasyon seviyelerinin belirlenmesinde kullanilmistir. Kontrol fidelerine kiyasla, UV
uygulamas olmaksizin sadece iislime sicakligl uygulamas: tiim fidelerin antioksidan enzim
aktivitelerinde onemli derecede artislara yol agti. Diger taraftan UV uygulandiktan sonra
tislime sicakliklarina maruz birakilan bitki yapraklarindaki (UV+ soguk) antioksidan enzim
aktivitelerinin, genel kontrol ve soguk kontrolle kiyaslandiginda, uygulanan UV siiresine
bagli olarak degisen artis ve azalislarin oldugu belirlenmistir. Antioksidan enzim
aktivitelerindeki artisin yani sira soguk kontrol bitkilerinde ki protein miktarlar1 genel
kontrole kiyasla artigla sonuglanmistir. Ayrica bu protein artiglarinin kontrole kiyasla UV+
soguk uygulanan tiim bitki tiirlerinde de olustugu (Nohut hari¢), ancak soguk kontrole
kiyasla, uygulanan UV siiresine bagli olarak degisen artis veya azalislarin oldugu tespit
edilmistir. Diigiik sicaklik stresinin, kullandigimiz bitkilerdeki hiicre zar1 hasarlarim
belirlemek amaciyla tiim bitkilerdeki lipid peroksidasyon seviyeleri 6l¢iildii. Genel kontrole
nazaran soguk kontrol bitki yapraklarindaki LPO seviyelerinin 6nemli seviyelerde artmis
oldugu belirlendi. Bugday bitkisi hari¢ diger bitki tiirlerinde, uyguladigimiz farkli UV
stirelerine bagli olarak, LPO seviyelerinin, soguk kontrole gore diisiis gosterdigi
belirlenmistir.

Bu arastirmada, listime sicakliklarina aklimasyon saglamak i¢in diisiik sicaklik uygulamak
yerine, UV uygulamalarinin diisiik sicaklik aklimasyonunun yerini alip alamayacagi
belirlenmeye calisilmistir. Elde ettigimiz sonuglardan 6zellikle LPO seviyelerinde gézlenen
degisiklikler dikkate alindiginda, UV uygulamalar1 bugday bitkisi hari¢ diger lislimeye
hassas olan bitki tiirleri i¢in 6n stres olabilecegi, boylece iislime hasarina karsi hassas
bitkilerin korunmasinda, soguk aklimasyonunun yerini alabilecegi soylenebilir.

2016, 106 sayfa
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THE INVESTIGATION OF USING UV LIGHT TO ENSURE ACCLIMATION ON
SOME CHILLING-SENSITIVE PLANTS

Tuba AVCI

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Botany of Science

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Rahmi DUMLUPINAR

In this study, some chilling-sensitive plant species; bean (Phaseolus vulgaris), lentil (Lens
culinaris),chickpea (Cicer arietinum) and chilling-tolerant wheat variety (Triticum aestivum
..... ) seedlings were selected and the investigations were carried out on seedlings of these
plants.

The 10-d old seedlings of each species were exposed to UV application for four different
times (5, 10, 15 and 20 second) for five times at 1-h interval and then they were transferred
to climate cabin set up 10/4°C for temperature and 14/10 h for day/night period. These
seedlings were grown for 3 day in this media. On the other hand, control seedlings were
grown at optimal conditions for plants. After chilling stress, activities of antioxidant
enzymes (superoxide dismutase, peroxidase and catalase), total protein content and lipid
peroxidation levels were determined in the plant leaves obtained from each different
application. Compared to the control seedlings, the chilling-stresses without UV pre-
treatments led to an important increase in antioxidant enzymes’ activities of all seedlings.
On the other hand, the antioxidant enzyme activities in UV pre-treated seedlings exhibited
different changes depending on application time. Besides the increases in antioxidant
enzyme activities, chilling stress resulted in a marked elevation in the protein content in
comparison to their controls. Also, this protein increases were determined in all (except
chickpea) of UV+cold applications as compared to control. Whereas, UV application had
different effect on the protein content depending on application time in all plants as
compared with the chilling-stressed seedlings alone. To determine membrane damage, lipid
peroxidation levels were also measured in the all used plants. As compared to the control,
chilling stress caused to significant increases in the LPO levels in the all used plants.
Depending on application time, UV pre-treatment markedly suppressed this elevation in
LPO levels in all seedlings except wheat.

The present findings based on the changes in LPO content particularly showed that UV
applications may be used as a precursor stress and replace cold acclimations to protect
chilling-sensitive plants from cold damage.

2016, 106 pages

Keywords: Reactive oxygen species, antioxidant enzyme, catalase, peroxidase, lipid
peroxidation, acclimation, cold stress
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1. GIRIS

Tim canh organizmalar, degisebilen g¢evresel kosullara tepkiler vermek suretiyle
yasamlarina yon vermekte ve hayatlarini siirdiirebilmektedir. Bitkiler en iyi
gelisimlerini kendileri i¢in optimum olan sartlarda gosterirler. Normal metabolizmanin
isleyisinde tepkisel farkliliklar olusturma yetenegine bagl olarak, giinliik ve mevsimsel

degisimler karsisinda canliliklarini ve gelisimlerini devam ettirebilirler.

Bitkiler hareketsiz olduklarindan dolay:1 istenmeyen cevresel kosullara bulunduklari
yerde sabit kalarak maruz kalirlar. Bitkilerin yetistigi ortamlarda genellikle bazi
faktorler eksik ve bazi faktorlerde ideallikten oldukga uzaktir. Beklenmedik bir kosula
stirekli veya kisa siireli maruz kalmalart sonucunda, gelisimlerini ve hayatta kalmalarini
etkileyecek hastaliklar, hasarlar veya fizyolojik degisimler meydana gelebilir (Shao et
al. 2008). Bu elverissiz kosullara sebep olan faktorlere “stres” denir. Diger bir tanimla
stres; bitkilerin diizenli isleyen biyolojik sistemlerini ve normal fonksiyonlarini

kisitlayan veya engelleyen kosullardir (Jones et al. 1984).

Ayrica dogadaki ¢ok ¢esitli biyotik ve abiyotik ¢evre etmenleri bitkilerde strese neden
olmaktadir. Levitt’e gore stres, biyotik ve abiyotik faktorlerin tek tek ya da birlikte
fizyolojik ve biyokimyasal olaylarda belli degisimleri meydana getirmesi ya da
organizmada hasar olusturmasidir (Levitt 1980). Bir diger ifadeyle bitkide
metabolizmayi, biiylime ve gelismeyi etkileyen veya engelleyen uygun olmayan
herhangi bir durum ya da madde stres sebebi olarak kabul edilir (Lichtenhaler 1998).
Stres herhangi bir bi¢imde tiim organizmalar {izerinde giiglii bir bask1 uygular (Gaspar
et al. 2002). Hale ve Orcutt (1987) ise stresi, ¢evresel ya da biyolojik faktorlerin
etkisiyle bitkilerde fizyolojik anlamda olusan anormal degisimler olarak
tanimlamiglardir. Bu stres faktorleri bitkilerin biyosentetik kapasitelerini azaltip, normal
fonksiyonlarint degistirerek, bitkide 6liime yol acacak hasarlara sebep olabilmektedir

(Kalefetoglu ve Ekmekg¢i 2005).



Stres; bitkilerin fizyolojisini etkiler, onlarin genetik ifadelerini degistirerek,
verimliliklerini kisitlar ve oOliimlerine yol acarak biiyiikk oranlarda iiriin kayiplarina
neden olur (Kirbag vd 2003) Ayrica; stres faktorleri yapisal ve metabolik hasarlara
neden olmaktadirlar (Kog ve Ustiin 2008). Stresin siddeti, siiresi, strese maruz kalan
doku ya da organ tipi ile bitkinin stres kosullar1 altinda iken bulundugu gelisim evresi

ve ayni tiire ait farkli gesit veya genotipler bu faktorler arasindadir (Bray et al. 2000).

Stres tipine bagh olarak c¢evresel degisikliklere yanitin tiirden tiire degistigi ¢ok aciktir.
Cevresel stres incelenirken “ne zaman?” sorusu 6nem teskil etmektedir. Cevresel
degerler ne kadar siire devam ederse durum stres halini alir. Strese karsi verilen tepki,
doku ve organin stresten etkilenmesine, stresin seviyesine ve siiresine bagli olarak

degisir.

Biyolojik stres kuvvetinin hesaplanmasi olduk¢a zordur. Ciinkii biyolojik kosullar bir
bitki tiirinde stres olustururken, farkli bir tiir icin normal olabilmektedir (Mahajan and

Tuteja 2005).

Bitkiler dogal ve tarimsal kosullarda, stirekli veya araliklarla fiziksel, kimyasal veya
biyolojik streslere maruz kalabilirler. Bu degisiklikler belirli degerlerin {izerinde
oldugunda, bitkiler genellikle ¢esitli stres yanitlar1 yani tepki verirler. Bitkiler stresten
sakinmak veya stresin olusturdugu zararlar1 azaltmak i¢in etkili mekanizmalar
gelistirmistir. Bilindigi gibi stres etmenlerinin olusturdugu zarar bitkinin genetik olarak
cevreye adaptasyon yetenegine bagli olarak degismektedir. Bu yetenek farkli bitkilerin
degisik cevresel kosullara sahip bolgelerde en iyi sekilde yetismelerinin izahini saglayan
en temel faktordiir. Herhangi bir organizma hayatta kalmak i¢in kaginma, kars1 koyma
ya da tolerans mekanizmalar gelistirir. Burdan anlasiliyor ki bitkilerin strese verdikleri

cevaplar farkli sekillerde olabilmektedir (Taiz and Zeiger 2002).

Bitkide stres kavramini tanimlayan {i¢ terim vardir. Bunlar stres, tepki ve zarardir. Stres,

bitki biliylime ve gelismesini engelleyen madde veya durumdur. Tepki, bitkinin maruz



kaldig1 olumsuz kosula kars1 gosterdigi cevaptir. Zarar ise bitkinin daha fazla iistesinden

gelemedigi ¢ok yiiksek stresin sonucudur (Lichtenthaler 1998).

Stres kosullar1 bitkilerin hem biiyliyiip gelismesini hem de verimliligini olumsuz yonde
etkilemekte, yeryiiziindeki yayiliglarini sinirlamaktadir. Stres, 6nemli fizyolojik ve
metabolik degisimlere yol agarak bitkilerde biiylime ve gelismeyi olumsuz sekilde
etkilerken, irlin kalitesinin ve miktarinin azalmasina, bitkinin veya organlarinin

Oliimiine yol acabilmektedir.

Diinyada kullanilabilinen alanlarin farkli stres faktérlerinden etkilenme oranlarina
bakildiginda; kuraklik %26 oranla en yiiksek paya sahipken, bunu %20 oranla mineral
madde stresi, %15 oranla soguk ve don stresi takip etmektedir. Bunlarin disinda kalan
%29’luk alan diger stres etmenlerinden etkilenirken toplam kullanilabilen alanlarin
sadece %10’luk kismi1 herhangi bir stres etkisi altinda degildir (Blum 1986; Kalefetolu
ve Ekmekgi 2005).

Bitkisel iiretimde amag, birim alandan maksimum iiriin elde edebilmektir. Bu amaci
gerceklestirmek igin de bitkinin ihtiya¢ duydugu optimum kosullarin saglanmasi, bitki

gelisiminin stres faktorleri etkisinden uzak tutulmasi gerekmektedir.

Stres faktorleri; bitkide tepki, onarim ve bitis fazi olmak {izere li¢ farkli fazi
tetiklemektedir. Zarar ¢ok siddetli yani oldiiriicii olglide degilse stres etmenlerinin

ortamdan uzaklastirilmasindan sonra dordiincii faz olan rejenerasyon fazi devreye girer.

1.1. Stres Fazlari ve Etkileri

1.1.1. Tepki fazi (stresin baslamasi)

Alarm reaksiyonu olarak karsimiza cikar. Yasamsal etkinlikler azalmaya baglar.

Katabolizmanin anabolizmaya tistiin oldugu bir stres reaksiyonu ile baglayan bu fazda,



normal yagsamsal etkinlikler i¢in gereksinim duyulan yapisal (protein, biyo-membranlar)
ve fonksiyonel (biyokimyasal olaylar, enerji metabolizmasi) kosullarda sapmalar

meydana gelir. Ayrica bu fazda canlilik gerilemektedir.

1.1.2. Onarim fazi (devam eden stres)

Bu fazda stres devam etmektedir ve bitki dayaniklilik ve adaptasyon siirecine girer.
Eger stresin yogunlugu degismez ise protein veya koruyucu maddelerin sentezi gibi
tamir olaylar1 bu fazda gerceklesir. Ayrica bu fazda adaptasyon olaymin gerceklesmesi

saglanarak devam eden stres kosullar altinda dayaniklilik fazina gecis meydana gelir.

1.1.3. Bitis faz1 (uzun siireli stres)

Bu evrede bitis fazi, ¢ok yiiksek stres siddeti adaptasyon kapasitesinin asilmasi ve
kronik hasar veya o6liim karsimiza ¢ikmaktadir. Eger stres donemi fazla uzun siirerse
veya stres faktoriiniin yogunlugu artarsa, bitis faz1 ortaya c¢ikmaktadir. Tolerans
limitlerinin ve adaptasyon kapasitenin asildigr durumlarda, kalic1 zararlar ve hatta 6liim

de meydana gelebilmektedir.

1.1.4. Rejenerasyon fazi

Kismi ya da tamamen rejenerasyon fazi; hasarlarin ¢ok yiiksek olmadigi ve stres
etkenlerinin ortamdan uzaklastirildigi bir durumdur. Bu fazda fizyolojik fonksiyonlarin
kismi ya da tamamen rejenerasyonu gerceklesir (Edreva 1998; Giirel ve Avcioglu
2001).

Organizmanin biitliin fonksiyonel diizeylerinde meydana gelen degisiklikler ve tepkiler,
baslangigta geri doniistimlii olmalarina ragmen daha sonra kalic1 hale gelebilirler. Stres

olay1 gegici olarak meydana gelse bile, bitki canliligi gerilemeye baslar. Bitki,



kapasitesinin sonuna ulagtiginda ise o ana kadar belirti gdstermeden (latent) kalan zarar,

kronik hastali§a veya geri doniigtimsiiz bir zarara doniisebilir (Giirel ve Avcioglu 2001).

1.2. Stres Faktorleri

1.2.1. Stres faktorlerinin siniflandirilmasi

Bir ekosistemde bitkileri etkileyen pek ¢ok stres kaynaklari bulunabilir.
Bu stres kaynaklari Lichdenthaller (1996)’a gore dogal ve antropojenik (insan

kaynakli) stres faktorleri olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir.

Cizelge 1.1. Lichdenthaller (1996) gore stres faktdrlerinin siniflandirilmasi

Dogal Stres Faktorleri Antropojenik Stres Faktorleri
Su Herbisitler

Sicaklik Funguslar

Besin maddesi noksanligi Hava kirleticiler

Uzun yagish dénemler Ozon

Viriisler Agir metaller

Funguslar Agir giibreleme

Bakteriyel etmenler Uv artigt

Co2

Bitkilerde strese neden olan faktorler Levitt’in siiflandirmasma gore ise; biyotik
faktorler (fungus, bakteri, virlis gibi mikroorganizmalar; bocek, nematod gibi zararlilar)
ve abiyotik faktorler (kuraklik, tuzluluk, diisik ve yiiksek sicakliklar, besin
elementlerinin eksikligi veya fazlalig1) olarak gruplandirilmaktadir (Levitt 1980).

Genel olarak bitkiler kuraklik, tuzluluk, yiiksek ve diisiik sicaklik, yogun 151k ve asiri
karbondioksit (CO;) ya da ozon gibi ¢evresel streslere maruz kaldiklarinda canliliklarini
korumak ve biliyiimeyi siirdiirmek i¢in fizyolojik, metabolik ve savunma sistemlerini

aktive etmektedirler.



Abiyotik strese duyarlilik ve tolerans olduk¢a karmasik bir sistemdir. Abiyotik stres
diinya genelinde iiriin kaybinin baglica nedenini olusturmaktadir, temel {iriinlerin
ortalama veriminin %50’den fazlasinin kaybina neden olmaktadir (Boyer 1982; Bray et

al. 2000; Valliyodan and Nguyen 2006).

Dogal stres faktorlerini yiiksek 1s1ma, yliksek ve diisiik sicakliklar, ani donma, su kitligi
ve mineral eksikligi olustururken; hava kirleticileri, asir1 azot verilmesi, fotooksidantlar,
reaktif oksijen tiirleri ve agir metaller insan kaynakli stres faktorlerini olusturmaktadir

(Kog ve Ustiin 2008).

Bitkide strese yol agan diger faktorler ise sicaklik, tuz, 1s1k, hastalik, oksijen kithigi, agir
metal ve hava kirleticilerdir (Taiz and Zeiger 2008; Cokuysal 2010). Bitkiler abiyotik

streslere karmasik cevaplar verirler.

Bu istenmeyen ¢evresel kosullar ger¢ek ve potansiyel {iriin verimi arasinda %70°e varan
kayiplara sebep olmaktadir.Bitkilerin bu kotii ¢evresel kosullari tolere edebilme
yeteneginde de genetik farkliliklar gozlenmektedir. Bitkiler yiiksek 1sik yogunlugu,
ekstrem sicakliklar, tuzluluk, kuraklik, herbisit uygulamasi veya mineral element
eksikligi gibi cevresel stres kosullarina maruz kaldiklarinda, reaktif oksijen tlirevlerinin
uretimi ile antioksidantlarin ve antioksidatif enzimlerin bunlari yok etme aktivitesi
arasindaki denge bozulur ve bu olay siklikla oksidatif hasar ile sonuglanir (Spychalla
and Desborough 1990; Cakmak and Marschner 1992; Polle et al. 1992; Guetadahan et
al. 1997; Doinisio et al. 1998; Rodriguez et al. 1999; Sreenivasalu et al. 1999,2000).

1.3. Strese Dayamikhihk

Tim bitkiler belirli derecelerde stres hasarlarina karsi koyma ve canli kalabilme
ozelligindedirler. Bir bitkinin bazi kisimlart (tohumlar, tomurcuklar ve dormant
hiicreler) strese dayanikli iken, diger kisimlari(meristemler,sukkulent organlar ve
fideler) daha hassas olabilir.Ayrica,strese dayaniklilik mekanizmasi bitkilerde iki

sekilde etkili olmaktadir. Bitkiler ya gelistirdikleri 6nleyici mekanizmalarla stres



faktorlerinin etkinligini Onlemekte ya da tolerans mekanizmalariyla yasamlarini
stirdiirmektedirler (Sivritepe 1995; Soylemezoglu vd 2010) Bitkilerin strese verdikleri
cevaplar farkli sekillerde tanimlanmaktadir (Taiz and Zeiger 2002). Strese dayaniklilik;

sakinma ve tolerans olmak tizere ikiye ayrilir (Levitt 1972).

1.3.1. Kagqis (escape)

Bitki dokularinda stres faktorlerinin azaltilmasina veya onlenmesine yonelik olarak

gerceklesir. Kacinmanin mekanizmasi daha cok stresin etkisini azaltma yoniindedir

(Kiling ve Kutbay2004).

1.3.2. Sakimim (avoidance)

Bitkilerin stres faktorlerinin olumsuz etkilerini azaltmasi veya engellemesidir. Eger bir
bitki fiziksel ya da metabolik bir engellemeyle olusan stresi disarida birakabiliyorsa, bu
olay stres sakinmasi olarak adlandirilir. Dis ¢evrede stres olusturabilecek kosullar
olmasima ragmen bitki hiicrelerinin stresten uzak bir i¢ ortam olusturmasidir. Kisaca
stres sakinmasi bitkiye distan uygulanan olumsuz bir faktoriin etkisini, stres
olusturmadan 6nleme yetenegidir (Street and Opik 1984). Ornegin bir bitkinin yapragi,
transpirasyon yaparak i¢ sicakligini korur ve bdylece sicakliktan sakinir (Ayaz 1999).
Ayni sekilde kaktiis bitkisi su stresi esnasinda hiicre i¢indeki su miktarim1 koruyarak

kurakliktan sakinabilir (Bidwell et al. 1987).

Strese tepki olarak; yaprak ayasmin kalinligi, stomalarin biyiiklik ve sikligl,

kutikulanin inceligi ve kimyasal bilesimi gibi 6zellikler degisim gosterebilmektedir.

1.3.3. Tolerans

Karmasik bir olay olup, organizmaya ilk olarak oldiiriicii olmayan yiiksek derecede

stresin  (subletal) uygulanmasinin ardindan uygulanan o&ldiiriicii  strese  (letal)



organizmanin dayanma yetenegidir. Stres toleransi, bitkinin kendisi i¢in uygun olmayan
ortam kosullar ile basa ¢ikma potansiyelidir. Eger bir bitki stres sonucu olusan hasarlari
azaltabilme veya hi¢ hasar olusturmama 6zelliginde ise bu durum stres toleransi olarak
isimlendirilir. Diger bir deyisle tolerans distan uygulanan bir strese canlinin

dayanabilme yetenegidir (Street and Opik 1984). Tolerans daha ¢ok genotiple ilgilidir.

Bitkilerin ¢evresel streslere karsi reaksiyonlar1 olduk¢a karmasik olup, basit kimyasal ya
da biyokimyasal direkt cevaplar, hormonal veya gelisim cevaplari ile genetiksel olarak
ortaya cikan kalitsal etkilere kadar birgok fizyolojik cevapla ilgilidir. Bu asamadaki
degisimler; doku ile organel diizeyinde ve molekiiler seviyede meydana gelmektedir
(Levitt 1980; Lichtenthaler 1996; Edreva 1998; Edreval998; Acar 1999).

Strese kars1 gosterilen tepki bakimindan bitki tiirleri ve gesitleri,hatta organlari arasinda

fizyolojik ve metabolik olarak 6nemli farkliliklar bulunmaktadir (Belkhodja et al.1994).

Bitkilerin olumsuz gevre kosullarina gesitli mekanizmalarla direng ya da dayaniklilik
gosterdiginden soz ettik. Bir bitkinin strese karsi gosterdigi direnci bir ¢ok faktor
belirler (Hale and Orcutt).Ayrica bazi bitki tiirleri, yasamak zorunda olduklar1 ¢evreye

adapte olabilme veya tam olarak uyabilme 6zelligine sahiptirler (Bidwell et al. 1987).

Bitkiler stresli kosullarda stresle bas edebilmek ve hayatta kalabilmek i¢in hareketli
organizmalara nazaran daha karmasik metabolik cevaplar gelistirmislerdir. Tolerans
mekanizmasi; organizmanin stres faktoriinden zarar gérmeden canliligini siirdiirmesine
olanak verir. Kac¢inma mekanizmasinda strese maruz kalma oOnlenirken, direng
mekanizmasinda daha etkin onlemler s6z konusudur (Madlung and Comai 2004).
Tolerans bitkinin asir1 dis stres kosullarinda oldugu kadar igsel stres altinda da bir
dereceye kadar fonksiyonlarmi ya da canliligini devam ettirme, yani strese dayanma
kapasitesidir. Yani tolerans, dayanikli olmayan tiirler ya da bireyler i¢in letal ya da
inhibitor olan kosullar altinda organizmalarin canli kalmasi i¢in 6zel biyolojik
mekanizmalarin gelisimini ifade eder (Kadioglu 2007). Tolerans; bitkide olusturulan

dokusal seviyedeki degisimler (regine, yara peridermi olusumu vb.), hiicresel seviyedeki



degisimler (c¢eper apozisyonlari, hiicre c¢eperi ve membrant ile kloroplast yapi
degisimleri), molekiiler seviyedeki degisimler (flavanoidler, fenilamidler, poliaminler,
fitoaleksinler gibi sekonder metabolitlerin, kalloz gibi polisakkaritlerin ve lignin-siiberin
gibi fenol polimerlerin veya stres protenlerinin sentezi) ve submolekiiler diizeydeki
degisimler ile (antioksidanlar ile SOD, CAT, POX gibi koruyucu enzimlerin
sentezlenmesi) saglanmaktadir (Levitt 1980; Tal 1983; Edreva 1998).

Ka¢inmanin mekanizmasi daha ¢ok stresin etkisini azaltma yoniindedir (Kiling ve
Kutbay 2004). Bunu dis ortamda stres olusturabilecek kosullar olmasina ragmen bitki
hiicrelerini stres altina sokmayan bir i¢ ortam1 meydana getirmekle saglar (Kadioglu
2007). Bitki yaprak laminasinin yiizeyi ve kalinliginda, stomalarin biyikligi ve
yerinde, kok ve gdvdenin boyutlarinda meydana gelen farkliliklar sakinma
mekanizmasina Ornek olmaktadir. Direng gdsterme durumunda ise bitkide stresin

yarattig1 etkilerin onarilmasi veya ortadan kaldirilmasi vardir (Kiling ve Kutbay 2004).

Ayrica stres faktorleri ile bunlarin kombinasyonu da direng mekanizmasini etkileyen
faktorlerdendir. Bitki bu durumda adaptasyon veya uyum mekanizmalarini devreye
sokar. Bu iki kavram her ne kadar ayn1 gibi bilinse de aralarinda énemli farklar vardir.
Adaptasyon uzun siiren g¢evresel degisiklikler sonucu kendini gosteren genotipik

farklilig: ifade eder (Huner 1998).

Uyum (acclimation) ve adaptasyon (adaptation): Uyum genetik olarak nesilden nesile
aktarilamayan; adaptasyon ise; genetik olarak bir sonraki nesillere aktarilabilen stres
cevaplarini ifade etmektedir. Onciil bir strese maruz kalmanin sonucu olarak tolerans
artmigsa, bitki uyumlanmis (veya hardened) olarak kabul edilir. Adaptasyon ise,
genellikle pek ¢ok nesil boyunca se¢ilim sonucu kazanilan, genetik olarak belirlenmis

direncin diizeyini belirler.

Diren¢ mekanizmasi ile iligskili olan bitki O6zellikleri birden fazla genin kontrolii
altindadir ve bu nedenle deneysel anlamda kontrol edilmeleri c¢ok zordur.

Transkriptomik, proteomik ve gen ekspresyon galismalari, genellikle iki temel grup
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altinda siniflandirilan , gesitli streslerle iliskili transkriptlerin ve proteinlerin kontroliinii
ve aktivasyonunu tanimlamaktadir. Bunlardan birinci grup hiicre sinyal mekanizmasi ve
transkripsiyonel kontrolii kapsar, diger grup ise membran korunumundaki
ozmoprotektanlar, antioksidantlar ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) siipiiriiciileri gibi
fonksiyon gostermektedir (Valliyodan and Nguyen 2006) Bu asamadaki degisimler;
doku ile organel diizeyinde ve molekiiler seviyede meydana gelmektedir (Levitt 1980;

Edreva 1998; Acar 1999; Kadioglu 1999).

Stres kosullar1 altinda bitkinin hayatta kalabilmesi, ¢evresel sinyalleri algilamasina, bu
sinyallerin iletilmesine ve c¢esitli fizyolojik ve kimyasal degisimleri baslatmasina
baglidir (Jiang and Zhang 2003). Bitkilerin bu uyaranlara verdikleri yanitlar, stres
kosullarina uyum saglamasini kolaylastirmaktadir (Arora et al. 2002; Scavalios 2005)

Bir¢ok bitki, stresin Oldiiriicii olmayan dozlarina maruz kaldiktan sonra strese daha
dayanikli olabilir. Bu olay kuvvetlenme (hardening) veya aklimasyon (uyum veya
alisim) olarak adlandirilir. Diger bir yaklasimla aklimasyon yeni bir gevreye maruz
kalan bitkideki kalitsal olmayan degisikliklerdir. (Hale and Orcutt 1987; Salisbury and
Ross 1992; Kocagaliskan 2004).

Stres altindaki bitkiler lizerinde ¢aligma yapilmasinin iki 6nemli nedeni vardir. Birincisi
bitkilerin strese karsi direng mekanizmasmm &grenilmesidir. Ikincisi ise tarimsal
alanlarda stres altinda bulunan bitkilerin s6z konusu streslere dayanma yeteneklerinin

Olciilmesi ve dolayisiyla daha verimli iiriin elde edilmesidir.

Yeryiiziinde artan insan niifusuna karsin tahil liretimi, ¢evresel streslerin neden oldugu
olumsuz etkiler nedeniyle azalmaktadir. Bu nedenle olusacak olan gida diizeyindeki
azalmanin giderilmesi icin strese karst toleransli varyetelerin gelistirilmesi

gerekmektedir (Mahajan and Tuteja 2005).
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1.4. Soguk (Usiime) Stresinin Bitkiler Uzerinde Etkileri

Her bitki kendi biiylime ve gelismesi i¢in optimum olan belirli bir sicaklik noktasina
ihtiya¢ duyar. Belirli sicaklik kosullar1 bir bitki i¢in optimum olurken, diger bitki i¢in
strese neden olabilir (Mahajan and Tuteja 2005). Bu sicaklik derecesinin altindaki
sicakliklar bitkilerde, soguk stresi olarak algilanmaktadir (Mahajan and Tuteja 2005)
Soguk stresi iiriin verimini, kalitesini, hasat sonras1 dayanikliligin1 ve tiirlerin dagilimini

kisitlayan gevresel streslerden biridir (Pearce 1999; Chinnusamy et al. 2006)

Bir bitkinin soguk duyarliligi, baz tiirlerin soguga kars1 uyum yetenegi olsa da, maruz
kalma zamani ve yapisal hasarin ortaya ¢ikmasina gore hafif, orta ya da siddetli olarak
sonuglanir (Wise 2000). Bitkiler soguk stresinden etkilenmelerine gore 3 gruba
ayrilirlar; soguga hassas olanlar (12°C’nin altindaki sicakliklardan zarar goriirler),
soguga dayanikli fakat dona duyarli olanlar (12°C’nin altindaki sicakliklara uyum
saglayabilir, fakat donma sicakliklarinda hayatta kalamazlar) ve dona dayanikli olanlar
(donma sicakliginin altindaki sicakliklarda hayatta kalabilirler ve bu sicakliklara uyum
saglayabilirler.Soguk zararlanmasini olusturan sicakliklar O derecenin iizerinde ve liriine
gore degismekle birlikte 5 ve -15 derecenin altindaki sicaklik dereceleridir (Kader 1992;
Skog1998).Soguk  zararlanmasinin  esas nedeni;hiicre membranlarinin  zarar
gormesidir.Bu olay etilen {iretimi,solunumda artma,fotosentezde azalma,enerji
tiretiminde sorunlar,etanol ve asetaldehit gibi toksik bilesiklerin birikimi ve hiicre
yapisinda degisim gibi reaksiyonlara yol acar (Raison and Orr 1990; Skog 1998). Kisa
stireli soguga maruz kalma durumunda bitki zararlanmay1 onarabilir. Ancak bu siire
uzadiginda geri doniisimii olmayan zararlanmalar meydana gelebilir. Soguk
zararlanmasinin belirtileri iiriin daha yiiksek sicakliga transfer olduktan hemen sonra
yada birka¢ giin icinde olusabilir. Soguk zararlanmasimin etkisi diisiik sicaklikta

bekleme siiresi ve lirlinlin zararlanmaya neden olan sicakliklara kars1 dayamikliligina

baglidir (DeEIll 2004).

Soguk; bitkilerin gelisimini, verimini ve yayilmasini kisitlayan en 6nemli abiyotik

faktorlerden biridir. Bitkiler yasadiklar1 ortamlarda yaygin olan sicakliklar tolere etmek
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icin cesitli stratejiler gelistirmis olmalarina ragmen, asir1 sicakliklarla karsi karsiya
kaldiklarinda hasar goriirler. 12 derecenin altindaki sicakliklarda meydana gelen soguk
(istime) hasari, bitkinin soguga maruz kalmasiyla tetiklenen fiziksel ve fizyolojik
degisiklikler olarak ortaya ¢ikar. Fizyolojik degisiklikler primer ve sekonder olarak
diistiniilir. Primer hasar, bitkide bir fonksiyon bozukluguna neden olan ilk tepkidir.
Fakat, bu fonksiyon bozuklugu geri doniisiimlii olup sicakligin normal kosullara
yiikselmesi sonucunda kolayca diizelebilir. Sekonder hasar, primer hasarin bir sonucu
olarak olusan fonksiyon bozukluklaridir. Geri doniisiimlii olmayabilir. Karakteristik

soguk hasarinin gorsel belirtileri, ikincil soguk hasarindan kaynaklanir.

Soguk hasarinin belirtileri, bitkinin maruz kalma siiresinin artmasi ve sicakliginin daha
da azalmasiyla artar (Rab and Saltveit 1996). Soguk hasar1 belirtileri; sicakliga, maruz
kalma siiresine, bitkiye (genotipe), bitkinin gelisim evresine, soguk uygulanan
dokuya(yaprak, kok, govde), riizgara, suya, besinlere ve 1sik gibi diger c¢evresel

kosullara bagl olarak degisir (Saltveit and Morris 1990).

Genel olarak soguk hasart belirtilerini; yaprak genisliginin azalmasi bitki biiylime
hizinin azalmasi, , hiicresel otolizin ve yaslanmanin artmasi, programlanmis hiicre
Olimleri, 151kta fotooksidasyonun sonucu olarak klorofilin kaybi nedeniyle klorozis
olusumu, hiicre zar yapilarinin bozulmasi ve bunun sonucu olarak hiicresel biitiinliiglin
bozulmasi, protoplazmik akigin en alt diizeye inmesi ve nekrozis olarak siralayabiliriz.

(Kratsch and Wise 2000; Mahajan and Tuteja 2005).

Distik sicaklik; ozellikle tropik ve yari tropik bolge bitkilerindeki {irtin miktarini ve

kalitesini en ¢ok kisitlayan abiyotik stresler arasinda yer almaktadir (Yang et al. 2005a).

Bununla birlikte, bitkilerin diisiik fakat donma derecesinde olmayan sicakliklara belirli
bir slire maruz kalarak soguga kars1 dayaniklilig1 arttirma yetenegi olarak tanimlanan
soguk uyumunun, cesitli bitki tiirlerinde sogugun neden oldugu hasar1 azalttig

bilinmektedir (Thomashow 1999).
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Bitkilerde soguk stresinin; biiyiime ve gelismeyi zar yapisini ve fotosentetik aktiviteyi
olumsuz etkiledigini ve soguk uyumunun ise sogugun neden oldugu bu olumsuz etkileri
azalttigin1 bildiren bir ¢ok arastirma bulunmaktadir (Scebba et al. 1999; Venema et al.
2000; Kratsch and Wise 2000; Allen and Ort 2001; Domisch et al. 2002; Kuk et al.
2003; Provart et al. 2003; Mahajan and Tuteja 2005; Nayyar et al. 2005a; Posmyk et al.
2005; Huang and Guo 2005; Goulas et al. 2006; Martz et al. 2006; Hu et al. 2006;
Lundmark et al. 2006; Bertamini et al. 2007; Morsy et al. 2007; Rymen et al. 2007;
Bertamini et al. 2007).

Bowler (1992)’e gore diisiik sicaklik, bitkilerde zar lipidlerinin peroksidasyonuna,
proteinlerin denatiirasyonuna ve yigilmalarina, DNA zincirlerinin kirilmasina, ve
enzimlerin inaktivasyonuna neden olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) [siiper oksit
radikali (02.-), singlet oksijen (*O,), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali
(OH.) gibi olusumlara neden olarak oksidatif hasarlara yol agmaktadir. Ozellikle lipid
peroksidasyonu (Bailly et al. 1996; Kuk et al. 2003; Posmyk et al. 2005; Nayyar et al.
2005a; Hu et al. 2006) ve dehidrasyon (Mahajan and Tuteja 2005) sonucu olusan zar
biitiinligiiniin bozulmasi, soguk stresinin bitkiler tizerindeki en 6nemli etkilerinden
biridir.

Ayrica 1sikta distik sicakliga maruz kalma sonucunda ROT [PSI’in verici bolgesinde
oksijenin indirgenmesi ile siiperoksit radikali veya klorofil molekiiliiniin enerjisini
oksijene transfer ederek singlet oksijen olusumu] {retiminin artmasinin, hiicresel
bilesenlerde oksidatif reaksiyonlara ve fotoinhibisyona neden oldugu bilinmektedir
(Wise 1995; Kratsch and Wise 2000; Foyer et al. 2002; Hogewoning and Harbinson
2007). Fotokimyasal olmayan yol ile enerjinin 1s1 olarak dagitildigi 1s1ik-koruyucu
mekanizmalar, diisiik sicaklik stresi sirasinda olusan 1sik zararlarina karsi korumada
yardimci olabilirler, ancak bu mekanizma tek basma hasarlar1 onlemek igin yeterli

olmamaktadir.

Soguk (iisiime) ve donma streslerinin dogas1 farklidir. Soguk stresi hiicreler iizerine

diisiik sicakligin dogrudan etkisidir. Donma ise dolayli olarak rol oynar, hiicreleri buz
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olusumu ile hasara ugratir (Pearce 1999). Sicaklikla ilgili stresin ii¢ tipi vardir: Is1
(ylksek sicaklik), istime (diisiik pozitif sicaklik) ve don (diisiik negatif sicaklik). Her
bir stres tipi igin bir esik sicakliginin belirlenmesi gerekir. Wery vd (1993) soguk
donemde  yetistirilen  yemeklik  tane  baklagiller i¢in  sicakliklar  su

sekilde 6nermistir:

Don: Kar ortiisi olmadan 0°C’nin altindaki gilinlik minimum sicaklik olarak

tanimlanmaktadir.

Usiime: 0-10°C arasindaki giinliik ortalama sicakliktir.

Is1: 25°C’nin tstiindeki giinliikk maksimum sicaklik olarak ifade edilir.

Sicaklik bitki topluluklarinin yeryiiziindeki dagilisinda c¢ok etkili olan bir faktordiir.
Diinya iizerinde karasal alanin yaklasik %25°lik kism1 15°C’nin altina diismeyen ve don
zarar1 olan bolgelerden olusmaktadir. Geri kalan bolgelerde ise sicakligin 0°C’nin altina
diismesi nedeniyle 6zellikle hassas bitkiler zarar gorebilmektedir (Sakai and Larcher
1987; Scebba et al. 1998; Zhao 1998; Pearce 1999; Vagujfalvi et al. 1999; Pearce 2001;
Szalai et al. 2001; Puhakainen 2004).

Bitkisel iiretimde soguk stresinin onemi artmis ve bu konu arastiricilar tarafindan
kapsamli sekilde ele alinmaya baslanmistir. Bu konuda bitkilerde soguga dayanimin
saglanmas1 amaciyla klasik 1slah veya molekiiler teknikler ile ilgili bir¢ok farkl bitkiler

tizerinde ¢aligmalar yiiriitiilmeye devam etmektedir (Szalai et al. 2001).

Antioksidant enzimler bir¢ok tlirde sogukla tesvik edilir ve bunun sonucunda da
oksidatif stres direncinde bir artis meydana gelir (Hull et al. 1997; Prasad 1997). Ayrica
flavanoid, antosiyanin ve ksantofiller gibi antioksidantlar da soguk uyumu sirasinda

tesvik edilir ve bitkinin soguk toleransini arttirirlar (Leng et al. 2000).
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Sogukta ve kontrol sartlarinda depolanan elmalarda depolama sonunda POD
aktivitesinin diistiigli bulunmustur (Leja et al. 2003). Soguk etkisiyle siiperoksit
dismutaz (SOD) enziminin aktivitesi lizerine yapilmis arastirmalarda bulunmaktadir.
Alp ¢iminde aylik olarak SOD aktivitesindeki degisimlere bakilmis ve havalarin
sogudugu sonbahar mevsiminde aktivitenin arttigt kaydedilmistir (Zhou and Zhao
2004). Fasulye fidelerine uygulanan diisiik sicakliklar, bitkinin yapraklarinda kontrol
bitkileriyle kiyaslandiginda CAT ve POD aktivitelerinde istatistiki anlamda onemli
diizeyde artiglara yol agmistir. Diisiik sicakliklarda ROT olusum orani artar, ¢iinkii
absorblanan enerjinin gonderilecegi yerler azalir (Hull et al. 1997; Scebba et al. 1998).
Soguk stresi gibi ¢evresel stresler metabolik fonksiyon bozukluklarina ve reaktif oksijen

tiirlerinin (ROT) iiretiminin artmasina neden olurlar.

Bugiine kadar yapilan bircok calismada, soguga direncli bitkilerin soguk stresine kars1
tolerans saglamak i¢in 0zel mekanizmalar gelistirdikleri ¢ok sayida arastirmaci
tarafindan bildirilmistir (Griffith 1997; Ewart 1999; Yu and Griffith 2001; Atict and
Nalbantoglu 2003; Tasgin et al. 2006; Mutlu 2009; Esim 2011). Kislik bitkilerde soguk
toleransinin artmasi, diigiik sicakliga 6nemli bir uyum (aklimasyon) periyodundan sonra
olusur. Bu peryod, bir¢cok farkli mekanizmanin yaninda, diisiik sicaklikta sentezi artan
proteinlerin toplamimm1 da saglar. Bu proteinlerin bazilari, donmadan koruyucu
kriyoproteinler, kinaz diizenleyicileri (regiilatorleri), dehidrin icerenler ve intraseliilar
olanlardir (Jarillo 1994; Close 1997; Wisniewski 1999; Mutlu 2009; Esim 2011).
Ayrica, soguga karst dayanikliligin kazanilmasinda artan antioksidan savunma
sistemlerinin de bu mekanizma igerisinde belirgin role sahip oldugu bir¢ok arastirmaci
tarafindan belirtilmistir (YYang et al. 2001; Posmyk et al. 2005; Tasgin et al. 2006;
Morsy et al. 2007; Mutlu 2009; Esim 2011). Peroksidaz (POD) enziminin ¢ok sayida
fizyolojik olayda rol oynadigi ve bircok metabolik olayin gerceklesmesine yardimei
oldugu aciktir. Stres altindaki bitkilerde POD aktivitesinin arttig1 bilinmektedir (Gaspar
etal. 1991).
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1.5. UV-B Stresi

Gorunar
ISik

uv
y-v;um* X-isini *1( Kirmizi étesi 4 Mikrodalga
10 12 100 100

10° 106 107

101 1
uv Dalga boyu (nm)
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100 200 280 320 400

Sekil 1.1. Elektromanyetik 151k spektrumu ve UV bolgesi (Alagik 2014).

Sekil 1.1’de goriildiigii gibi ultraviyole (UV) 1s1k spektrumu ve UV-B stresi, 151k
spektrumunun 200-400 nm arasindaki dalga boylarini kapsar. Genel olarak; UV, dalga
boyu araliklarina gore ii¢ gruba ayrilir. Canlilar i¢in en zararlis1 200-280 nm arasindaki
UV-C’dir ve normal kosullarda yeryiiziine ulasmaz. Ikinci grubu, bitkiler {izerinde
zararh degisikliklere yol agan 280-320 nm arasindaki UV-B ve sonuncu grup ise daha
az zararli olan 320-400 nm arasindaki UV-A’dir. Bu aralik insan goziiyle gériinmeyip,

sadece bazi boceklerin algilayabildigi dalga boylaridir.

Stratosferik ozon tabakasi diinya atmosferindeki UV-B absorbe eden temel tabakadir
(Devlet Meteoroloji Isleri Genel Miidiirliigii'ne gére 10 ppm ozon yogunluguna sahip
oldugu belirtilmistir) ve bu tabakanin incelmesi ile diinya ylizeyine ulasan, tarim iiretimi
ve dogal bitki oOrtiisii ig¢in potansiyel tehlike teskil edebilen UV-B radyasyonun

artmasina neden olur .

Stratosferik ozon tabakasindaki incelme, diinya yiizeyine ulasan UV-B diizeyini arttirir.

Bitkilerin UV-B radyasyonuna tepkisi, biiyiikk oranda hem yaprak morfolojisi hem de
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yaprak hiicrelerindeki fizyolojik ve biyokimyasal siirecteki degisiklikleri igeren koruma
mekanizmasinin gelismesine baglidir. UV-B radyasyonuna tolerans ¢esitli sekonder
maddelerin ve UV-B absorbe eden bilesiklerin (6zellikle flavonoidlerin) iiretimine
baglidir. UV-B absorbe eden bilesikler, asil olarak yaprak epidermisinde birikir ve
mezofilde UV-B kaynakli DNA zararini, fotosentetik araglari ve membran lipidlerinin
zarar gormesini Onlemek i¢in UV-B’ye etkili filtre gorevi yapar. Ayrica, flavonoidlerin

etkili bir serbest radikal tutucu aktiviteye de sahip oldugu bildirilmektedir.

Biyosferde diisiik diizeydeki UV-B, yiiksek diizeydeki UV-A (UV-B’nin 10-20 kat1) ve
PAR (UV-B’nin 60-600 kat1) ile birlikte DNA dimerizasyonu i¢in gereklidir. UV-A ve
PAR dalga boylar fotoreaktivasyonun devam etmesi ve fotoreaktivasyon kapasitesinin

kontrolii i¢in ¢ok uygundur.

1.5.1. UV-B stresinin bitkiler tizerine etkisi

UV-B radyasyonu
=

1

Ostres «——— ROS

Artan UV-B
Dozu

Stres

Sekil 1.2. UV-B radyasyonu dogrudan ROS olusumunu tetikler
*ROS, UV-B uyumuna veya oksidatif zarara sebep olur. UV-B yanit olarak da iiretilebilir. NADPH

oksidazi aktive eder veya metabolik yola (fotosentez elektron tasinmasi gibi) zarar verir (Hideg et al.
2013)



18

UV-B’nin bitkiler lizerindeki etkisi; biiylime, gelisme, morfoloji ve fotosentezdeki
degisiklikler ile, DNA, protein ve membran zararlarini igerir.(sekil 1.2.)

UV-B radyasyonu duyarlilig1 ya da dayanikliligi, bitkiler arasinda farklilik gostermekte,
hatta ayni1 familyadaki tiirler arasinda bile oldukg¢a farkli oldugu bildirilmektedir.
Gortinlir Radyasyon (Isik) ve Ultraviyole Radyasyon Stresi olmak iizere ikiye ayrilir.
Isik, yesil bitkilerin klorofilleri yardimiyla su ve havadaki COz’nini kullanilarak
fotosentez yapabilmeleri i¢in gerekli olan enerjidir. Bitkilerin gelismesinde 1s18in
renkleri, yogunlugu (intensitesi) giinliik 1s1iklanma siiresi (fotoperiyod) ve gelisme siiresi
boyunca gelen toplam 1siklanma siiresi 6nemlidir. Bitkilere ulagan 1s181in yogunlugu ve
stiresi bitki organlarinin morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerini etkiler. Isik yogunlugu

ekstrem seviyelere ulasirsa bitkinin normal fonksiyonlari yavaslar yada sona erer.

Tiirlerin hassasiyeti, yaprak kalinliklarina veya artan koruyucu pigmentlerin diizeyine

bagli olarak degisir.

Yasam dongiileri boyunca UV-B radyasyonuyla karsilasip, bunun etkisini biinyesinde
biriktiren ¢ok yillik bitkiler, tek yillik bitkilerden daha farkli etkilenirken; tropikal
bitkiler, UV-B 1sinindan az miktarda bile artsa onemli derecede etkilenmektedir.
Yiiksek seviyede UV-B radyasyonuna maruz Kkalan Triticum aestivum’um
biyokiitlesinde azalma saptanmistir (Correia et al.) Bu azalmanin nedeninin; yaprak
alanmin, fotosentez ve transpirasyon oranlarinin ve su kullanimin etkinliginin
azalmasiyla iliskili oldugu ileri sirilmiistiir. Bitkiler UV-B ile karsilagtiklarinda
peroksidaz (POD) ve siiperoksitdismutaz (SOD) igeren antioksidant enzim sistemlerini

aktive ettigi belirlenmistir.

1.5.2. UV-B stresinin bitkilerdeki fizyolojik etkileri

UV-B radyasyonu bitkilerin genetik materyal ve hiicre membranlarinda zarara sebep
olmakta ve bunun sonucu olarak hiicrede pek ¢cok metabolik siireci etkilemektedir. UV-

B radyasyonunun etkiledigi hedeflerden biri de DNA’dir. Asin UV-B radyasyonu
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dogrudan DNA ile bazlarinin yapisint bozmaktadir. Eger DNA’nin biitiinliigii korunmaz
ve foto-lezyonlar onarilmazsa, DNA’nin transkripsiyonu ve replikasyonu durur. Ayrica
bitkilerdeki hiicre zari, sitoplazmaya disaridan belirli maddelerin girmesini ve bazi
maddelerin disar1 atilmasini  saglayan segici gegirgen zardir. Zar yapisindaki
fosfolipidlerin hidrolizi veya pargalanmasi sonucu lipit yapist degisir. Ayrica lipid
sentezinde gorev alan enzimlerin aktivitesindeki degisimler de membran yapisinda
degisiklikler meydana getirir. Membran yapisindaki herhangi bir degisiklik membran
akiskanligini, gecirgenligini etkiler. Biyomembranlar, UV-B radyasyonun asil hedefidir.
Artan UV-B radyasyonu ile plazma membranlarinda ATPaz miktarinin azaldigi,
membran gegirgenliginin arttig1 ve doymamis yag asitlerinin etkilendigi bilinmektedir.
UV-B radyasyonunun fotosentezi de etkiledigi bilinmektedir. Bununla iliskili olarak,
yiiksek fotosentetik foton akis yogunlugunun (PPFR, 400-700 nm) UV-B’nin etkilerini
azalttigi bildirilmektedir. Bitkilerin UV-B radyasyonuna maruz kalmasi; fotosentetik
pigmentlerin miktarinda diisiis, membran hasariyla baglantili olarak tilakoid membran
biitiinligiinde kayip, stomatal iletkenlikte artma ve Rubisco aktivitesinde azalma ile
sonuglanir. UV-B’nin bu etkileri, yiksek UV-B ve disik PAR ile birlikte
goriilmektedir. Fotosentez gibi Onemli bir metabolik siirecin gerceklestigi hiicre
organeli olmasi nedeniyle, bitkilerin c¢evresel stres faktorlerine maruz kalmasi
durumunda kloroplastin yapisinin korunmasi ¢ok Onemlidir. Kloroplastlar gevresel
degiskenlerden ilk etkilenen organellerden biridir. Ciinkii kloroplastlar, oksijen
radikallerine en ¢cok maruz kalan hiicre organelidir. Yapraklarin canliligini yitirmesi
(senesens gibi) sirasindaki en Onemli olay, membran lipidlerinin pargalanmasiyla
kloroplastlarin yapisal biitiinliigiiniin bozulmasidir. Tilakoid membranin hasar gérmesi
mutlaka fotosentezde dnemli bir diisiise ve 6zellikle tarim bitkilerinde {iriinde azalmaya

sebep olmaktadir (An and ark).

Yiiksek UV-B kosullarinda PSII'nin fotosentetik yapisinin en hassas kismi oldugu
ortaya konulmustur. PSII, sudan plastokinonlara elektron transferini kataliz eden,
protein-pigment kompleksinden ibaret bir yapidir. Sudan oksijen oksidasyonunu
katalizledigi ve elektron taginmasini gergeklestirdigi i¢in PSII, fotosentezin temel

diizenleyicilerinden biridir. Yiiksek UV-B radyasyonunun 1sik reaksiyonlarini
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etkilemesinin yaninda, Calvin dongiisli enzimlerinin kaybina ve stomanin kapanmasina
neden oldugu da bilinmektedir. Calvin dongisii ile PSI ve PSII'nin gérev aldigi 1g1k
reaksiyonlarinin, degisen g¢evresel kosullarda dengeli olmasi 6nemlidir. Stres kosullari
ile bu denge bozuldugunda; CO; fiksasyonunda goérev alan enzimlerin aktivitesinin
degisiklige ugradigi ve sakkaroz sentezinin inhibe oldugu bilinmektedir. Bu nedenle,
kloroplast ile sitozol arasinda madde alisverisi olmadigindan ATP sentezinin
engellendigi ve kloroplastlarda fosforlanmig ara iirtinlerin biriktigi saptanmistir. Ayrica,
UV-B absorbe eden pigmentlerin birikiminde belirgin bir degisiklik olmadigi
saptanmustir. Klorofil sentezinin yapraklarin su iceriginden etkilendigine dair pek ¢ok
kanit vardir. Lay ve ark. yaptiklari ¢alismada, uzun siireli az miktarda su eksikliginin
klorofil a olusumunu inhibe ettigini ve PSII aktivitesini de etkiledigini gostermistir.
Keiller ve arkadaslari, orman agaglarinin uzun siireli (5 yi11) UV-B radyasyonuna maruz
kalmasi sonucu fotosentez, transpirasyon ve su kullanim etkinliginde azalmalar

meydana geldigini kaydetmislerdir

Bilindigi gibi diinya topraklarinin %10’undan daha azi tarima elverislidir. Bu nedenle
asir1 olumsuz sartlardan kaynaklanan streslere dayanabilen ya da bu stresleri tolere
edebilen bitkiler yetistirmeye ihtiyag vardir. Daha dayanikli ve toleransli bitkiler
yetistirmek i¢in strese dayaniklilik ve tolerans mekanizmalarinin iyi bilinmesi
gerekmektedir (Bidwell 19749). Bununla birlikte, UV-B uygulamasi oncesi diger bir
cevresel faktorlerle 6n uygulama yapilmasi durumunda bitkilerin UV-B stresinde daha
iyi performans sergiledigi belirlenmistir. Sicaklik stresi ile UV-B radyasyonu arasinda

potansiyel negatif bir iligki olabilecegi bildirilmektedir.

1.6. Radikaller

1.6.1. Radikal Kavram ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Atomlar, proton ve ndétronlardan olusan pozitif yiikli bir g¢ekirdek ile g¢ekirdegin
etrafinda hareket eden, partikiiller ve dalga 6zelligine sahip negatif yiiklii elektronlardan

olusur. Cekirdek etrafindaki yerleri tam olarak tarif edilemeyen elektronlarin, bulunma



21

olasiligimin en yiiksek oldugu yer orbital olarak adlandirilir. Elektronlar belirli enerji
diizeylerinde, birbirlerine zit hareketli ¢iftler halinde, ¢ekirdeklerinin etrafinda donerler.
En dis yoriingede bulunan elektron ¢iftinin dengesi, yoriingeye bir elektron girmesi
veya ¢ikmasi ile bozulursa, hareketin dengesini bozan bu tek elektron, ortama ya da
molekiile yiiksek bir aktiflik kazandirir. En dis yoriingede eslenmemis bir elektronu
bulunan molekiil gruplarina radikal adi verilir. (Valko et al. 2004). Dis orbitallerde
paylasilmamis elektron bulunmasi s6z konusu kimyasal tiirlin reaktivitesini olaganiistii
arttirdigi icin, radikaller reaktivitesi ¢ok yliksek olan kimyasal tiirlerdir (Cheeseman and

Slater 1993). Hiicreler i¢in toksik molekiillerdir (Prasad 1993).

Molekiiliin kimyasal simgesinin, sag - list kdsesine konulan nokta veya c¢izgi ile ifade
edilir (R* veya R) Radikaller negatif yiiklii, pozitif yiikli veya yiiksiiz olarak
bulunabilirler (Halliwell ve Gutteridge 1984; Southorn ve Powis 1988). Her tiirden
kimyasal ve biyokimyasal tepkime daima atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar
seviyesinde gerceklesir. Bu 6zellikleri nedeni ile reaktif oksijen molekiilleri, radikaller
ve radikal olmayanlar olarak iki grupta incelenebilir (Halliwell and Gutteridge 1984;
Halliwell 1991).

Radikaller Nasil Olusur Radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olusur:

Kovalent baglarin kirilmasi ile; Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek
sicaklik (500-600°C) kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag
yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar lizerinde kaliyorsa, bu tiir kirilmaya
homolitik kirilma denir ve her iki atom {izerinde de paylasilmamis elektron kalir.
Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile; Radikal 6zelligi bulunmayan bir
molekiilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa
radikal formu olusur. Ornegin askorbik asit, glutatyon ve tokoferoller gibi hiicresel
antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri indirgerken, kendilerinin de

radikal formu olusur.
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Normal bir molekiile elektron transferi ile; Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile
tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron olusuyorsa bu tiir
indirgenme radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin molekiiler oksijenin tek elektron
ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksidin olusumuna neden olur. Siiperoksit
radikalinin yapimindaki artis da, oksijenin diger radikal tiirlerinin ve diger atom
merkezli radikallerin olusumu i¢in uyarict fonksiyon goriir (Akkus 1995). Olusan
radikaller eslenmemis bir elektrona sahip olduklari i¢in ¢ok kararsizdirlar ve hizla
ortamdan kaybolurlar. Radikaller ortamdan kaybolurken sahip olduklar1 tek elektronu
ya bir baska molekiile vererek (oksidasyon olusturarak) ya da baska bir molekiilden
elektron alarak (rediiksiyon olusturarak), elektronlar1 ¢ift olarak bulundurma
egilimindedirler. Bu egilim sonucunda etkiledikleri durumdaki yapi, radikal yapiya
doniisiir. Icinde bulundugumuz cevrede ¢esitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar
nedeniyle devamli bir radikal olusumu vardir. Hiicrelerdeki metabolik olaylar sirasinda

farkl1 tiir ve miktarlarda radikaller olusmaktadir.

Atomik oksijen; yer kabugunda c¢ok fazla bulunan bir elementtir. Su ve atmosferde
bulunan oksijen (O;) aerobik hayatin biitiin formlarinin devami i¢in zorunludur. Mevcut
oksijen rezervi, fotosentezin bir sonucu olarak sudaki oksijenin serbest birakilmasiyla
meydana gelir ve solunumda en son elektron alicisi olarak kullanilir. Bu nedenle reaktif
oksijen tiirleri (ROT) aerobik yasamin bir parcasit olmustur. Bitkiler ve tiim aerobik
canlilar igin atmosferik oksijen (O,) diizeyi olduk¢a 6nemlidir. O, normal kosullar
altinda bitki biiylimesi ve gelismesi icin gerekli iken, sentezi gereginden fazla arttigi
zaman, Oliim ile sonuglanabilecek hiicresel hasarlar olusmasina neden olabilir (Franca
2006). Bunun nedeni, molekiiler Oz’nin hiicrede siirekli indirgenerek cesitli aktif
oksijen tiirlerini olusturmasidir. Tiim hiicrelere kolayca girebilen ve hiicre igerisinde en
¢ok kullanilan molekiil olma 6zelligine sahip olan madde molekiiler oksijendir. Aerobik
metabolizmasindaki canlilar i¢in ise, serbest radikallerin en 6nemli kaynaklarindan
birisi oksijendir . Radikaller, biitiin organizmalarda yasamsal faaliyetlerin bir sonucu
olarak {iretilirler, aerobik hiicrelerin tiim fonksiyonlarinda, metabolizma sirasinda veya
patolojik durumlarda birer yan iiriin olarak meydana gelebilir ve hiicrelerde c¢esitli
degisikliklere neden olabilirler. Oksijenin elektron alarak indirgenmesi reaktif oksijen
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tiirlerinin (ROT) olusmasina neden olmaktadir. ROT’lar, DNA, pigmentler, proteinler
ve lipitler gibi diger hiicresel molekiillerle ve metabolitlerle etkilestiklerinden dolay1
dogada oldukga reaktiftirler (McCord 2000; Mitler 2002). Bu sekilde metabolizmaya
zarar verirler ancak sinyal iletiminde ikincil mesajc1 olarak gérev yapabilmektedirler
(Ashraf 2009). ROT ’lar normal kosullarda metabolik olaylar esnasinda tiretilirler ancak
diisiik konsantrasyonlar: bitkilerin faaliyetlerini etkilemez.

Yasadigimiz ¢evre kosullarinda nasil fiziksel ve kimyasal etkiler ile ¢esitli radikal
yapimi var ise, hiicre igerisinde de ciddi ve cesitli miktarlarda radikal iiretimi s6z
konusudur. Radikaller; elektron transfer edilirken, enerji iiretimi sirasinda ve diger

metabolik islemler ile tiretilebilmektedir (Halliwell 1996).

Bu radikaller bir ¢ift halde bulunan kararli elektronlardan bir elektron alarak reaksiyonu
durdurmakta ve kendi tek radikalini eslemekte geriye kalan tek elektrondan ise ortaya
yeni serbest radikal ¢ikabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda, serbest radikallerin yaslanma

ve dejeneratif hastaliklara yol a¢tig1 bilinmektedir (Harman 1956).

Bitkiler yasamlar1 boyunca hem ekzojen hemde metabolik siirecin bir pargast olarak
endojen radikal ve reaktif oksijen tiirlerine maruz kalirlar. Canlilar bu serbest radikaller
ve reaktif oksijen tiirlerinin etkilerini nétralize eden bir antioksidan sisteme sahiptir ve
bu sistem oksidanlar ile denge halindedir. Bu dengenin oksidanlar lehine kaymasi
sonucu oksidatif stres gelisir. Kuraklik, agir metal, agir1 sicak ve soguk gibi gesitli stres
faktorleri genel olarak bitki dokularinda reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini hizlandirarak
ortamda O2.- ve H,0, oraninin artmasina ve buna bagl olarak dokularda oksidatif

stresin meydana gelmesine neden olurlar (Gill and Tuteja 2010).

Oksijenli yasamla birlikte aerobik organizmalar ortaya ¢ikmis ve oksijen kaynakli
radikaller olusmaya baslamistir. Serbest radikaller bitkilerde herhangi bir stres sonucu
asir1 derecede Tretilirler (Scandalios 2002) ve notralize edilmedikleri zaman
hiicrelerdeki makromolekiillere ciddi zarar verirler. Bunun sonucunda ciddi hiicre, doku

veya organ hasar1 meydana gelebilir (Koch et al. 2004). Bu etkileri oksidatif stres olarak



24

bilinen durumla yakindan iliskili olup lipid peroksidasyonu, proteinler arasinda disiilfit
baglarinin olusumu, DNA hasar1 gibi sonuglara neden olmaktadir (Uysal 1998). Tiim bu
etkiler, serbest radikaller ile antioksidanlar arasindaki dengenin bozuldugunu

gostermektedir.

Oksidatif stres, serbest radikallerin, Ozellikle reaktif oksijen tiirlerinin [siiperoksit
molekiilii (02+), singlet oksijen (*O,), hidrojen peroksit (H,0,) ve hidroksil
radikallerinin (OH¢) olusumunu igeren ve reaktif oksijen tiirleri (ROT) araciligiyla
bitkilerde zararlara neden olan stres olarak tanimlanir. ROT, tepkimeye girmeye
oldukg¢a yatkindir ve lipidler, proteinler ve niikleik asitler iizerinde oksidatif hasara
neden olarak normal hiicresel metabolizmayi degistirebilmektedir (Alscher et al. 1997,
Raychaudhuri 2000; del Rio et al. 2003; Imlay 2003). Singlet oksijen (*O.), siiperoksit
molekiili (02.-), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH-), perhidroksil
radikali (HO,.); molekiiler O, nin HO olusturmak igin enerji veya elektron transferinin
gerceklestirdigi indirgenme reaksiyonlarinin ara iriinleridir (Breusegem et al. 2001;
Apel and Hirt 2004). Ayrica reaktif oksijen tiirleri; bitki gelisiminde 6nemli rol oynayan
hormonal sinyal {retiminde, hiicre duvari polimer yapisinin degisiminde, bitkinin
cevreyi algilamasiyla iligkili mekanizmalarda, gen ekspresyonlarinda, metabolik ve
fizyolojik diizenlemelerde kritik fonksiyonlara sahip olmasi nedeniyle “oksidatif sinyal
molekiilii” olarak da gorev alirlar (Foyer and Noctor 2005; Swanson and Gilroy 2010;
Palmer and Paulson 1997). Aktif oksijen ¢esitleri olarak adlandirilan superoksit radikali,
hidrojen peroksit ve hidroksit radikalleri, lipid peroksidasyonuna ve sonugta membran
zararlanmasina, proteinlerin degredasyonuna, enzimlerin inaktivasyonuna, pigmentlerin
azalmasina ve DNA zincirlerinin bozulmasina yol agmaktadir (Fridovich 1986; Liebler
et al. 1986; Davies 1987; Imlay and Linn 1988; Cheng and Song 2006; Turan 2007;
Cadenas 1989; Sairam and Saxena 2000; Johnson et al. 2003; Hansen et al. 2006).
Bitkiler stres kosullarinin yikici (zararli) etkilerini sinirlayabilmek i¢in metabolik yollar
gelistirmislerdir.Stres kosullar1 sonucu olusan ROT uzaklastirma mekanizmalarinin
yetersiz kalmasi yliziinden bitkide oksidatif stres meydana getirir. Oksidatif stres protein
karbonilasyonuna, disiilfit ve ditrozin kopriilerinin - olusmasina, hidrofobik

etkilesimlerden dolay1 protein yigilmalarina neden olur (Tambussi et al. 2004).
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Zar lipitleri ROT’larmn saldirisina ugrayan en énemli hedef molekiiller, hiicre zarindaki
lipid ¢ift tabakasinda yerlesmis bulunan ¢oklu doymamis yag asitleridir (Halliwell and
Gutteridge 2003). Bu c¢oklu doymamis yag asitleri (“poly unsaturated fatty acids”,
PUFA), OH- radikali tarafindan etkin bir sekilde hasara ugratilir ve bdylece lipid
peroksidasyon siireci baglamis olur. Lipid peroksidasyon siireci bagladiktan sonra, lipid
hidroperoksitlerin ve aldehitlerin olusumuna yol acan bir zincir reaksiyonu seklinde ve
bircok lipit molekiiliinii etkileyen tek bir oksidatif olay gibi devam eder. Hiicre
zarindaki hidroperoksitlerin artis1, zarin akigkanligini, transmembran (zar geg¢isli)
enzimlerin aktivitesini, tastyicilarin, reseptorlerin ve diger zar proteinlerinin islevini
belirgin sekilde etkiler (Wagner et al. 1994). Sonugta hiicre zarmin iletkenligi ve
seciciligi degisir, hiicre hacmi homeostasisinde ve hiicresel metabolizmada aksamalar

meydana gelir (Chen et al. 1995).

Ayrica, hidroperoksitler ve aldehitler, hiicre ve organeller lizerinde dogrudan toksik
etki gosterebilir (Aw 1998) ve sitokinin iiretimini diizenleyebilirler (Jayatilleke and
Shaw 1998). Hiicresel detoksifikasyon sistemlerinin, OH- ve 6zellikle H,O; dnciillerini
ortadan kaldirmada yetersiz kaldig1 durumlarda lipid peroksidasyonunda ¢ok miktarda

artis gozlenmektedir (Halliwell and Gutteridge 2003).

Protein oksidasyonunun yaslanma, oksidatif stres ve bir¢cok hastalik ile iligkili oldugu
iyi bilinmektedir (Linton et al. 2001). Protein oksidasyonu, bir proteinin dogrudan
reaktif oksijen tiirleri tarafindan veya dolayli olarak oksidatif stresin ikincil yan {irtinleri
tarafindan kovalent modifikasyona ugratilmasi olarak tanimlanmaktadir. Proteinlerdeki
bu yapisal degisiklikler, baglanma ve enzim aktivitelerinin inhibisyonu, agregasyon ve
proteolize karsi asirt duyarlilik, hiicre igine ¢esitli maddelerin artan ya da azalan
miktarlari, hiicre immiinogenetiginin degismesi gibi ¢ok g¢esitli islevsel sonuglar
dogurabilir (Shacter 2000). Protein oksidasyonuna yol agan ajanlar H,O, (Garrison et al.
1962) ve hipoklorit (HOCI) (Handelman et al. 1998) gibi reaktifleri, parakuat (Korbashi
et al. 1986), CCl4 (Hartley et al. 1997) ve asetaminofen (Tirmenstein and Nelson 1990)
gibi ksenobiyotikleri, Fe+2 (Berlett and Stadtman 1997) ve Cu+1 (Yan et al., 1997a)

gibi indirgenmis ge¢is grubu metallerini, O, varli§inda y radyasyonunu (Davies and
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Delsignore 1987), aktive olmus nétrofilleri (Oliver 1987), ultraviyole 15181 (Hu and
Tappel 1992), ozonu (Berlett et al. 1996), oksidorediiktaz enzimlerini (Fucci et al.

1983) ve lipit peroksidasyonu yan iiriinlerini (Berlett and Stadtman 1997) icermektedir.

ROT’lar, amino asitlerin yan zincirlerinde oksidasyona,protein-protein c¢apraz
baglantilarinin olusumuna, protein fragmentasyonu ile sonuglanan protein omurgasi
oksidasyonlarina neden olmaktadir (Berlett and Stadtman 1997; Stadtman 2006).
Proteinlerdeki amino asitlerin yan zincirleri oksidasyona c¢ok aciktir. Oksitlenerek

degisen amino asit yan zincirleri vardir.

Reaktif oksijen tiirleri icinde en zararli olanlart OH- (hidroksil radikali) ile 'O, (singlet
oksijen) formudur. Hiicrelerin bu formlarin uzaklastirilmasinda kullanabilecekleri bir
enzim sistemi yoktur. Bu nedenle olusan bu formlar biyolojik molekiiller ile etkilesime
girerek hiicresel faaliyetlerin aksamasina ve en sonunda durmasina neden olurlar.
Singlet oksijen, elektron tasima sisteminde gorevli olan oksijen molekiiliiniin fazladan
enerji almasi sonucu kendi doniis yOniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer
degistirmesi sonucu olusur (Arora et al. 2002). OH- radikali ise H,O, ve O2.-‘den metal
iyonlar varliginda Haber—Weiss (Cu+, Cu+2, Fe+2 ve Fe+3 iyonlar1) ve fenton (Fe+2
ve diger gecis metallerinin Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo iyonlar1) reaksiyonlari ile olusur

(Haber and Weiss 1934; Fenton 1894).

Haber—Weiss ve fenton reaksiyonu sonucu olusan hidroksil radikali organik
substratlarin oksidasyonunu baslatarak yapilarinin bozulmasina neden olur ve bu durum

iki yolla gergeklesir (Arora et al. 2002).
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Fe't3,Cut2 OH+OH-

Haber-Wei .
oo it Fenton Reaksiyonu

reaksiyonu

Fe,C (Fe. Cu, Zn, Mn,

(Fe.Cu) Fe?2,Cu* Cr, Co, Ni, Mo)
o HyO;

Sekil 1.3. Haber—Weiss ve fenton reaksiyonu (Haber and Weiss 1934; Fenton 1894).

1. Organik substrata hidroksil radikalinin eklenmesiyle; Hidroksil radikalinin

organik substrata baglanmasi ile kararsiz oksitlenmis bir molekiil olusur.

R+OH-—ROH:

Kararsiz okside molekiiliin hiicrede demir iyonu (Fest+) veya oksijen molekiilii ile

tepkimeye girmesi sonucu kararli bir okside molekiil olusur.

ROH-+Fes+— ROH+Fe,+ ROH-+0,— ROH+0,

Kararli okside {iriinii haline gelen yapisi bozulmus substratlar daha sonra birbirleri ile

bag yaparak hiicre i¢cinde birikim gosterirler. Bu birikim sonucunda hiicre ve doku

biitlinliigii bozulmaya baslar.

ROH+ROH+2H+ — R-R+2H,0

2. Hidroksil radikalinin organik substrattan bir hidrojen (H) atomu almasiyla;
Organik substrattan hidroksil radikalinin bir hidrojen atomu c¢almasi ile olusan

reaksiyonda bir molekiil su ile bir organik radikal olusur.

RH+OH-—R-+H,0
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Olusan organik radikalde tek bir eslesmemis elektron bulunur. Eslesmemis elektron ise
ortamda bulunan serbest oksijen molekiilii ile reaksiyona girerek peroksi radikalini

olusturur.

R-+0,—ROO0-

Peroksi radikali tekrar bir organik substrattan hidrojen atomu c¢alarak ikinci bir organik
radikalin olugmasini saglar. Bu sekildeki zincirleme reaksiyon, reaktif oksijen tiirlerinin

katalizledigi tiim reaksiyonlardan daha zararhdir.

ROO:-+RH—R:+ROOH

ROT belli redoks tepkimeleri sirasinda olugabildigi gibi oksijenin tamamlanmamis
indirgenmesi sirasinda, mitokondriada suyun yiikseltgenmesinde ya da kloroplastlarda

elektron aktarimi sirasinda da olusmaktadir (Apel and Hirt 2004).

ROT’lar bitki hiicrelerinin bir ¢ok béliimiinde, farkli yollarla sentezlenir. Bitki
hiicrelerinde, kloroplastlar en 6nemli hiicre i¢i serbest radikal tiretim bolgeleridir (Asada
1999). Plazma membrani, mitokondri, endoplazmik retikulum membranlarinda da
olusabilirler (McKersie and Leshem 1994). Kloroplastlar, ROT’larin en onemli
kaynagini olusturur ve bunlar, pigmentlerin yiiksek enerjili uyarilmasi ve elektron akist
sirasinda molekiiler O’nin indirgenmesi sonucu sentezlenir (Galvez-Valdevieso and
Mullineaux  2010). ROT’larin miktarindaki  artisin =~ CO,  fiksasyonunun
sinirlandirilmasina bagli olarak gerceklestigi ifade edilmektedir (Mittler et al. 2004).
Mitokondride de elektron tasima sisteminde yer alan kompleksler tarafindan ROT’larin
sentezi gerceklestirilir ve sentezlenme miktar1 digsal uyarimlara bagli olarak artar
(Blokhina and Fagerstedt 2010). Peroksizom ise ROT’larin sentezlendigi diger bir
organel olup burada piirin niikleotidlerinin yikiminda gorev alan ksantin oksidaz,
fotosolunumda glikolat oksidaz ve yag asidi oksidasyon enzimleri gibi ¢esitli enzimler
tarafindan sentezlenir. Ayrica ROT’larin sentezi; apoplastta amin oksidaz ile okzalat

oksidaz enzimleri tarafindan, hiicre duvarinda ise hiicre duvarina bagh peroksidazlar ve
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NADPH oksidazlar tarafindan gergeklestirilir (Mitler 2002; Desikan et al. 2005).
Molekiiler O, normal kosullar altinda ortamdan aldigi dort elektron ile H,O’ya
indirgenir. Ancak, eger O, bulundugu ortamdan sadece bir elektron alirsa siiperoksit
molekiiliine (O.-) indirgenir. O,.- dis yoriingesinde bulunan paylasilmamis bir
elektrona sahip olmasi nedeniyle kararsiz bir molekiildiir. Triptofan, histidin ve
metiyonin gibi amino asitlerin oksidasyonu ile hiicre zariin zayiflamasina neden olacak
lipid peroksidasyonu O,.- tarafindan katalizlenir. O,.- stabil bir molekiil olmadig1 i¢in
ya kendiliginden ya da siliperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan H,O’ye
indirgenir. H,O,’nin biyolojik toksisitesi -SH (tiyol) gruplarini okside etmesinden
kaynaklanir. H,O,’nin ortamdan uzaklagtirilmasi1 Katalaz (CAT), Askorbat peroksidaz
(APX), Glutatyon rediiktaz (GR), Peroksiredoksin (PrX) ve Tip-11l peroksidaz enzimleri
tarafindan gergeklestirilir. Diger ROT’lara gore daha kararli olan H ,0, (Blokhina and
Fagerstedt 2010) yiiksek konsantrasyonlarda oldugu zaman toksik bir molekiil olarak,
diisiik konsantrasyonlarda oldugunda ise sinyal molekiilii olarak gorev alir (Neill et al.
2002; Fedina et al. 2009). Ayrica, H,O, yiiklii bir molekiil olmadig: igin siv1 ve lipid
ortamlardan difiize olabilme 6zelligine sahiptir (Blokhina and Fagerstedt 2010). Bu
0zelligi sayesinde hiicreler arasindaki onemli mesafeleri difiizyon ile gegerek hiicresel
iletisimde sinyal molekiilii olarak goérev alabilir. Siiperoksit molekiilii ise ylikiinden
dolay1 zarlar1 gegebilecek Ozellige sahip olmamasina ragmen yiikseltgenerek yiiksiiz
perhidroksil radikalini (HO2.) olusturabilir (Breusegem et al. 2001; Desikan et al. 2004;
Dietz et al. 2006). Aktif metaller varhiginda H,0,, siiperoksit molekiilii ile birlikte
Fenton veya Haber-Weiss reaksiyonuyla hidroksil radikaline doniistiiriiliir (Breusegem
et al. 2001). Normal kosullar altinda ya da gesitli streslere (soguk ve donma, kuraklik,
kuruma, sel, herbisit uygulamalari, patojen saldirilar ve radyasyon,UV) maruz kalma
sirasinda hem kloroplast hem de mitokondri ROT(reaktif oksijen tiirleri) iiretir. Elektron
tasima zincirindeki aksakliklara bagli olarak CO, fiksasyonundaki kisitlamalar
kloroplastlarda ROT olusumunun esas nedenidir. Mitokondride ise benzer sekilde stres
kosullar1 altinda elektron tasima zincirinde (ETS) meydana gelen aksakliklar ROT

iiretiminin baglica mekanizmasidir (Davidson and Schiestl 2001; Suzuki and Mittler
2006).
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Hiicresel reaksiyonlar sonucu geg¢is metal iyonlarinin (Fe+2, Cu+2) serbest birakilmasi
hidroksil radikali olusumunu tetikler. Hidroksil radikali diger ROT’lara gore daha
reaktif olup (Jamei et al. 2009) DNA, karbohidratlar, lipidler ve proteinlerle etkilesime
girerek bu makromolekiillerde oksidatif hasara neden olurlar (Blokhina and Fagerstedt
2010). Reaktif oksijen tiirleri arasinda en fazla hasar olusturan hidroksil radikali oldugu
icin hiicreler katalitik metalleri etkin bir bigimde metalosaperonlara doniistiirerek

hidroksil radikalinin olusumundan sakinirlar (Jasper and Kangasjérvi 2009).

1.6.2. Enzimatik antioksidant sistemler

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Oonlemek i¢in bir¢ok savunma mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalar ‘‘antioksidan
savunma sistemleri’’veya kisaca “‘antioksidanlar’ olarak bilinirler (Akkus1995)
.Bitkiler hiicrelerini ve hiicresel bilesenlerini oksidatif stresten kaynaklanan zararli
etkilere karsi, antioksidant sistemlerinin enzimatik ve enzimatik olmayan faktorleri ile
korumaya calisirlar (Halliwell 1987;Asada and Takahashi 1987; Ye et al. 2000).
Antioksidant sistemin enzimatik olmayan faktorleri glutatyon, askorbik asit (C
vitamini), a — tokoferol (E vitamini) ve karotenoidlerden olusur (Kacar vd 2006).
Siiperoksit radikalinin hidrojen perokside doniisiimiinii saglayan siiperoksit dismutaz
(SOD) ve hidrojen peroksidin suya doniisiimiinii saglayan askorbat peroksidaz (APX)
ve katalaz (CAT) gibi enzimler ile askorbat — glutatyon dongiisiinde yer alan
monodehidro askorbat rediiktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve
glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimler antioksidant savunma sisteminin enzimatik

bilesenleri arasindadir.

ROT’un zararh etkisi es zamanli ve sirali olarak harekete gecen ¢esitli enzimlerin aktive
olmasiyla giderilir. Bu enzimler icerisinde GR (Gulutatyon reduktaz), SOD (Siiperoksit
dismiitaz), APX (Askorbat peroksidaz) ve CAT (Katalaz) vardir. Toksik oksijen
tiirevlerine karst kloroplastlar antioksidatif savunma sistemlerine sahip olup, bu
antioksidantlarin basinda; vitamin E, vitamin C, glutatiyon, beta karoten ve zeaksantin

gelmektedir. Siiperoksit dismiitaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon
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rediiktaz (GR) ve katalaz (CAT) gibi enzimler ise bu radikallerin yok edilmesinde en
etkin antioksidatif enzimler olarak bilinmektedir (Cakmak and Marschner 1992;
Cakmak 1994; Gossett et al. 1994a; Dionisio-Sese and Tobita 1998; Sreenivasulu et al.
1999, 2000).

Genel anlamda stres altindaki bitkide antioksidant enzim aktivitelerinin artis1, bitkinin
stresten korunmak icin gerekli olan bir mekanizmasin1 devreye soktugu anlamina
gelmektedir. SOyle ki; stres altinda ki bitkide stresin siire ve siddetine bagli olarak hiicre
ve organel zarlarinin bu stres nedeniyle tahribat gordiigii ve bu tahribatin sonucunda
hiicre icinde oksidan 6zellikteki maddelerin miktarinin arttig1 goriilir. Yapilan MDA
icerigi testlerde, ligiime smir sicakligt uygulamasinin fasulye bitki yapraklarindaki

MDA igerigini artirict yonde etki gosterdigi belirlenmistir.

Bitkilerde stresin reaktif oksijen tiirlerine karsi savunmada enzimatik antioksidant
sisteminin birgok rolii olduguna dair ¢ok ¢alisma vardir (Lima et al. 2002; Srivalli et al.
2003; Jung 2004; Nayyar and Gupta 2006; Yong et al. 2006).

Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz
(APX), glutatyon rediiktaz (GR) ve diger askorbat-glutatyon dongiisii enzimleri
(monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) ve dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR)’i
igeren antioksidatif enzimler; antioksidant molekiillerin degredasyonunu ve sentezini ya

da serbest radikallerin hiicreden dogrudan atilmasini Katalizleyebilmektedir.

Serbest radikallerin uyardigi hiicre yikiminda 6nemli bir mekanizma da doymamis yag
asitlerinin oksidatif yikimi olan lipid peroksidasyonudur (LPO). Lipid peroksidasyonu
membran biitiinliigliniin yok olmasina, hiicrenin elektrolitlere gegirgenliginin artmasina
neden olur. Bu reaksiyon sirasinda iretilen monodehidroaskorbat radikalleri
kendiliginden indirgenmis askorbik asite (AsA) ve oksideaskorbikasite (DAsA) doniisiir
veya enzimatik olarak NADPH-bagimli monodehidroaskorbat radikal rediiktaz
tarafindan indirgenmis askorbik asite(AsA) doniistiiriiliir (Hossain et al. 1984). Okside

olmus askorbik asit, enzimatik olmayan bir yolla glutatyonun (GSH) indirgenmesiyle



32

tekrar AsA’ya doniisiir veya DAsA rediiktaz tarafindan igletilen bir reaksiyonla
enzimatik olarak AsA’ya doniisiir (Polle et al. 1992).Sonugtaki okside glutatyon
(GSSG), NADPH-bagimli glutatyon rediiktaz ile (GR) tekrar indirgenmis forma
doniistir. (Foyer ve ark., 1991). Askorbat ve glutatyonun her ikisi kloroplastlarda
milimolar diizeylerde bulunmaktadir (Halliwell, 1982). Askorbik asit (AsA), ayni
zamanda stiperoksit radikali ile direkt reaksiyona girerek onun detoksifikasyonunu
saglar ve okside a-tocopheroliin indirgenmesi siirecine katilir (Foyer et al. 1991). a-

Tokoferol (vitamin E) bilinen en 6nemli antioksidantlardandir.

Yapilan arastirmalarda, stres altinda antioksidant miktarlarin1 ve antioksidatif enzim
aktivitelerini daha fazla arttiran bitkilerin oksidatif zarara karsi daha diren¢li oldugunu
gostermektedir (Wise and Naylor 1987; Spychalla and Desborough 1990). Ister
genetiksel olarak yliksek diizeylerde olsun, ister stresle yiiksek oranlarda tesvik edilmis
olsun, artan diizeyde antioksidant ve antioksidatif enzim seviyelerine sahip bitkilerin bu
oksidatif zarara kars1 daha fazla dayanikliliga sahip olduklari belirtilmistir (Dhindsa and
Matowe 1981; Harper and Harvey 1987; Wise and Naylor 1987; Monk and Davies
1989; Spychalla and Desborough 1990).

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Ik kez 1969 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan tanimlanmis olan siiperoksit
dismutaz (Riemarsma 1991), aerobik metabolik reaksiyonlar esnasinda olusan
siiperoksit anyonunun, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizler
(Arora et al. 2002; Grene 2002; Candan ve Tarhan 2003; Smirnoff 2005). Siiperoksit
dismiitaz  (SOD), ozellikle stres kosullari altinda hiicrede olusan  aktif
siiperoksit anyon radikalini nétralize eder (Beyer and Fridovich 1987). Yiiksek
organizasyonlu bitkilerde, bu metaloproteinin {i¢ formu metal prostetik grubuna bagh
olarak ayrilabilir. Zn-Cu igeren enzim Mn-SOD enzim (mitokondri ile birlikte bulunur)
ve Fe-SOD formu kloroplasta yerlesik olup bazi bitki tiirlerinde bulunur. Hiicre
boliinmelerinde, siiperoksit diizeylerini kontrol etmede, direkt oksidatif hasara karsi

hiicreleri korumada anahtar role sahiptir (McCord 1985; Sun et al. 1988; Flohe and
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Otting 1998; Sankarapandi and Zweier 1999). SOD enziminin hepsi metaloprotein
yapisinda olan 4 izoenzimi bulunmaktadir. Intraseliiler izomerlerinden sitozolik SOD
bakir ve ¢inkoya bagl iken (CuZn-SOD)mitokondriyal SOD manganeze baghdir (Mn-
SOD). Genel olarak hiicrede sitozolik SOD daha ¢oktur ve 6zellikle hemoglobinin
otooksidasyonundan olusan siiperoksidi temizledigi ig¢in eritrositlerin en Onemli

antioksidanidir (Ceballas-Picot et al. 1992).

Mitokondrideki solunum zincirinin oksijen radikallerinin en biiyiik kaynagi oldugu
diigiiniiliirse Mn-SOD*nin 6nemli bir antioksidan oldugu goriiliir (Mates et al. 1999).
MnSOD tiimér nekrozis faktorii ve interlokin-1 tarafindan uyarilmaktadir (Ono et al.
1991; Yal¢in 1998). SOD enziminin az bir kismi da snoviyal sivi ve plazma gibi
ekstraseliiler sivilarda bulunur. Ekstraseliiler SOD (EC-SOD) bakir ve ¢inkoya baglidir
(Sankarapandi and Zweier 1999). Yine bazi bakteri ve kloroplastlarda bulundugu
bildirilen demire bagl bir SOD (Fe-SOD) ile nikele bagli bir SOD (Ni-SOD) daha tarif
edilmistir (Henle and Linn 1997; Scandalios 2002). SOD, en reaktif hidroksil
radikallerini tireten iki Haber-Weiss reaksiyonu substrati olan H;O, ve O nin

konsantrasyonlarini tayin etmesiyle oldukg¢a biiyiik bir 6neme sahiptir (Raychaudhuri
2000).

Reaktif oksijen tiirlerine kars1 antioksidan savunma enzimatik bir yol olusturmustur. Bu
yolun ilk savunmasimni SOD olusturur (Pereira et al. 2003 ).Detoksifikasyon siirecinin
ilk enzimi olup siiperoksitin hidrojen peroksit ve oksijene dismutasyonunu katalizler
(Raychaudhuri 2000; Molassiotis et al. 2006; Smirnoff, 1993). Siiperoksit dismiitaz
enzimi, Oz-‘nin yok edilmesinde belirleyici bir enzimdir Dismutazlar ¢ogunlukla
solunum sonucu H,02’yi su ve molekiiler O;’e donistiiriir (Asada 1992; Willekens et
al. 1997; Chang et al. 1984; Cakmak and Marschner 1992; Cakmak 1994). Uretilen
H.O, katalaz (CAT) ve Askorbat peroksidaz (APX) gesitleriyle uzaklastirilir. Ancak
APX enzimi ise fenolik bilesikler ve antioksidantlar gibi ko-substratlarin oksidasyonu
ile H,O,’yi parcalar. Katalaz enzimi hiicre igerisinde peroksizomlarda, glioksizomlarda
ve mitokondrilerde mevcut olup kloroplastlarda bulunmamaktadir. Her ne kadar katalaz

enzimi Kloroplastlarda bulunmasa da, H,O; kloroplastlarda yiiksek seviyelerde bulunan
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bir askorbat-peroksidaz tarafindan katalize edilen bir reaksiyonla detoksifike edilebilir
(Chen and Asada 1989). SOD aktivitesiyle aciga ¢ikan hidrojen peroksiti suya
indirgeyen glutatyon peroksidaz ve katalaz ikinci savunmayi kurarlar. Bu nedenle SOD
aktivitesindeki herhangi bir artis, ikinci kademe enzimlerinin aktivitesinde artis
gerektirir. Yiksek siliperoksit tiretimine adaptasyon gosteren SOD artis1 ile GSH-PxX
arasindaki dengesizlik, hiicrelerdeki oksidatif strese isaret eder. Bir bagka ifadeyle
SOD/GSH-Px oranindaki yiikselme oksidatif hasari1 ve patolojik olaylar1 baslatabilir
(Gaeta et al. 2002). SOD enziminin fizyolojik dnemi; oksijeni metabolize eden hiicreleri
stiperoksit radikallerinin zararli etkilerine karst korumak ve bdylece lipid

peroksidasyonunun baglamasini engellemektir (Celik 2001).

Peroksidaz 37 kDa boyutunda olan peroksidaz enzimi diger enzimlerin denatiire
olabilecegi pH ve sicaklik kosullarinda ¢alisabilmesi agisindan biiyiilk 6neme sahip bir
enzimdir. Peroksidaz enzimi H,05’i su ve oksijene doniistiiriir.(Robinson ve ark,1987)
POD reaksiyonu birbirini izleyen iki asamadan olusur. Her iki reaksiyonda bir H ve bir
elektron icerir. Peroksidaz icin genel bir reaksiyon sekli gostermek zordur. Ciinkii,
reaksiyonun yonii kullanilan substratin tipine baghdir. Genel olarak diislindiiglimiizde

ayni1 substrat molekiilii her iki basamak i¢inde hidrojen vericisidir (Cinar 2005).

H202+H20 — 2 HZO + O

Reaksiyonda ara iiriin olarak olusan oksijen genellikle tespit edilebilir. Ayrica
peroksidazin bitki dokularinda peroksit karsisinda guaikol, pirogalol, klorogenik asit,
katekin ve katekol gibi birgok fenolik bilesigi yiikseltgeyebildigi saptanmistir (Onsa et
al. 2004). Peroksidaz ¢ok ¢esitli organik bilesigi oksitleme 6zelligine sahip hem grubu
iceren bir enzimdir. Hidrojen peroksiti indirgeme fonksiyonuna sahiptir. Bunlarin
yaninda lignifikasyonda, senesenste, oksin katabolizmasinda da rol almaktadir (Arora et
al. 2002; Grene 2002; Parida and Das 2004; Smirnoff 2005; Parvaiz and Satyawati
2008).
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Katalaz yaklasik 248000 Dalton molekiil agirliginda non-kovalent bagli hem grubu
iceren bir hemoproteindir. Tetramer yapisindadir. Hiicrede 6zellikle peroksizomlarda
bulunur. H,O, varliginda, aktif bolgesinde oksidasyon ve rediiksiyona ugrayarak
dismutasyon tepkimelerini  katalizlemektedir (Uysal 1997; Yalgm  1998).
Yapisinda 4 adet hem grubu bulunan katalaz, hidrojen peroksiti oksijen ve suya parcalar
(Cathcart 1985). Siiperoksit radikalinin dismutasyonu ile ya da direkt olarak olusan
H.O,, katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz tarafindan suya donistiiriilerek
detoksifiye edilir. Asil gorevi hidrojen peroksiti; molekiiler oksijen ve su molekiiliine
parcalamak olan katalaz, ayn1 zamanda alkolleri ve fenol bilesiklerini hiicreye zararsiz
hale getirir. Bununla birlikte NADPH enzimine baglanarak bu enzimin inaktif hale
gecmesini Onler. (Arora et al.) CAT, konsantrasyonu degismekle birlikte tiim hiicre

tiplerinde bulunan bir hem enzimidir.

Sitozolde ve daha ¢ok peroksizomlarda lokalize olmustur. Katalaz, hidrojen peroksiti,
diistik hizlarda hidrojen peroksit olusumu durumunda veya yiiksek elektron verici
konsantrasyonlarinda peroksidatik reaksiyonla suya parcalarken, hidrojen peroksit
olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik reaksiyonla suya doniistiirerek
temizler (Muray et al. 1993). Peroksidaz aktivitesi gosteren katalaz enzimi biiyiik
molekillii lipid peroksitlerine etki etmez. Bu enzim bir molekiil hidrojen peroksiti
elektron verici substrat, digerini de elektron alicist olarak kullanabilir. Insan karaciger
ve bobreklerinde de yiiksek konsantrasyonda katalaz mevcuttur. Katalaz enziminin
yasla birlikte aktivitesi azalmaktadir (Guemouri et al. 1991; Mates et al. 1999) Yiiksek
konsantrasyonlardaki H,O, hiicrelere zarar verir ve hiicrelerde birikimi protein,
lipit ve DNA gibi hiicresel hedeflerin oksidasyonuna yol agar. Bu durum ise
mutasyonlarin olusmasina ve hiicre 6liimiine yol acar. Bu enzim bir sitokrom sistemine
sahip biitlin aerobik Okaryotlarda bulunur ve peroksizomlarda meydana getirilen
H20,’in uzaklastirilmasinda gorevli 6zel bir proteindir. Hidrojen peroksitin bu sekilde
uzaklastirilmasi sayesinde SOD tepkimelerinde olusan hidrojen peroksit molekiiliiniin
¢ok zararli olan hidroksil radikallerine dontistiiriilmesi 6nlenmis olur. Bu reaktif oksijen

tiirlerinin uzaklastirilmasi aerobik ortamda yasamay1 kolaylastirir.
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Antioksidanlar;

1.oksijeni uzaklastirarak,
2.gecis metal iyonlarin1 uzaklastirarak,
3.reaktif oksijen tiirlerini baskilayarak veya temizleyerek,

4.baglamis olan zincir reaksiyonunu kirarak etkili olurlar.

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve ¢esitli tipteki peroksidazlar POD) gibi
antioksidanlar H,O,’in bozulmasimi katalizler (Chang et al. 1984; Halliwell and
Gutteridge 1989; Scandalios 1993; Cakmak 1994; Scandalios et al. 1994).

Sonug olarak ;stres altinda bulunmayan bitkilerde gerceklesen metabolik stireglerde
oksijenin dort elektronu, mitokondride sitokrom oksidaz enzimi tarafindan indirgenir ve
iriin olarak su olusur. Eger oksijenin tek bir elektronu indirgenirse siiperoksit radikali
(02.) agiga cikar. Siiperoksit radikali solunum zincirinde; NADH dehidrogenazin
flavoprotein kisminda ve ubikinon — sitokrom asamasinda olmak {izere iki asamada
ortaya ¢ikar. Kararsiz bir molekiil olan siiperoksit, tekrar molekiiler oksijene veya
sliperoksit dismutaz enziminin araciligi ile hidrojen peroksite (H20,) doniisebilir (Grene
2002; Smirnoff 2005; Lehnert 2007). Siiperoksitin, lipid membranlardan gegebilme
ozelligi olmamasindan dolayr etkisi tretildigi hiicre boliimi ile sinirlidir. Hidrojen
peroksit (H,0,) ise yiiksiiz bir molekiil olmasindan dolayr hem su, hem de lipid
molekiillerine difiize olabilir. Siiperokside gére daha uzun bir yarilanma 6mriine sahiptir
ve yiiksiiz oldugundan siiperoksitin aksine membranlardan gegebilir, gegis metalleri ile
etkilesimi sonucu hidroksil radikali gibi diger reaktif oksijen tiirevlerinin olugmasinda

gorev alabilir.
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2. KAYNAK OZETLERI

UV 15181 su islemede, hava dezenfeksiyonunda ve ylizey dekontaminasyonunda yaygin
olarak kullanilmaktadir. UV 1s1k uygulamasindaki bilimsel son gelismeler bu yontemin
taze meyve suyu, gazoz ve i¢ceceklerdeki geleneksel 1s1l islem uygulamalarina karsi
alternatif olarak, ayrica yenmeye hazir et iiriinlerinin kesim sonrasi iglemlerinde ve taze
meyve, sebzelerin raf omriinlin uzatilmasinda umut veren bir yontem olarak ortaya
cikacagimi gostermektedir. UV 1sinlari, 151n yelpazesinde, X 1sinlart ve goriiniir 151k
arasindadir. UV-A hiicreler tarafindan UV-C’ye gore daha az absorblandig: i¢in gida
uygulamalarinda ¢ok fazla 6nem verilmemistir. Gida sanayinde uygulamalari genellikle
kalite kontrolde, oOzellikle depolama sirasinda hububat ve kabuklu yemislerde
Aspergillus flavus veya Aspergillus parasiticus tarafindan olusturulan aflatoksinleri
belirlemede kullanilmaktadir. Ayrica yumurta, et ve baliklarda bozulmaya neden olan
Pseudomonas aeruginosa ve sularda koliform bakterilerin belirlenmesi analizlerinde
UV-A uygulamalarindan yararlanilmaktadir (Bintsis et al. 2000). UV-A domateslerde
depolama sirasinda uygulanmis; domatesler normal renk gelisimini gdstermis ve
herhangi bir fizyolojik bozulma goriilmemistir (Maneerat et al. 2003). UV-B
uygulamalar1 ise daha meyve ve sebze hasat edilmeden tarla ve bahcede daha cok
incelendigi goriilmistiir. Domateslerde UV-B uygulamasinin erken olgunlasma ve daha

kiigiik iiriin eldesine yol agtig1 belirtilmistir (Bacci et al. 1999).

Perez et al. (2009) yaptiklar ¢aligmada ise domateste hasat oncesi uygulamalarin (22
saat, 0,075 Wh/m2) karotenoid sentezini arttirdigi gozlenmistir. Elmalarda ise bahgede
yapilan uygulamalar kabuk rengi olusumunu olumlu yonde etkilemistir (Keiichi et al.
1999).

UV isinlamasi aktive edilmis oksijen {iretimiyle fotooksidasyon reaksiyonlarin
artirmaktadir. Olusan serbest radikaller hiicre membranlari, niikleik asit, hiicre duvari ve
enzimlerini hedef alarak, yaslanmanin hizlanmasina yol agarlar. Bununla birlikte etkin
dozda kullanildiginda UV-C fitoaleksin birikimini tesvik eder, patojenle baglantili

proteinlerin sifrelenmesini saglayan genleri aktive ederler (Green and Fluhr 1995). Bu
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olay zararli olabilecek stres faktorlerinin diisiik seviyelerde kullanilarak faydali

etkilerinin uyarilmasi olarak tanimlanmaktadir.

Buna benzer sekilde UV-C uygulamasi ile modifiye atmosfer paketleme
uygulamalarinin kombinasyonu, minimum islenmis marullarda kaliteyi bozmadan
mikroorganizma gelisimini 6nlemistir (Allende and Artés 2003; Allende et al. 2006).
UV-C uygulamasinin domateslerde yaslanmayi geciktirdigi, daha sert ve daha az
kirmizi domatesler elde edildigi, UV-C uygulanan domateslerin yliksek seviyede
piitresin ve spermin igerdigi belirlenmistir (Liu et al. 1993; Stevens et al. 1998). UV
uygulamasinin diger bir avantaji ¢ilek ve kirmizi elmalarda antosiyanin degerlerini
yiikseltmesidir (Dong 1995; Baka et al. 1999). Elmanin kabugunda antosiyanin birikimi
UV-B uygulamasi sonucu fenilalenin amonyum liyaz(PAL) ve c¢alkonun yeniden
sentezlenmesinden  kaynaklanmaktadir. Aymi  degisimin kisa siireli UV-C
uygulamasinda da goriilebilecegi ifade edilmektedir. UV uygulamasinin yeni hasat
edilen elmalarda kontrollii atmosferde 3 ay depolanan elmalardan daha iyi sonug verdigi
de Capdeville ve arkadaglarinin (2002) ¢alismalarinda belirlenmistir. Ancak farkli hasat
olgunlugundaki meyvelerin UV uygulamasina nasil cevap verecegi konusunda ¢ok fazla
bilgi bulunmamaktadir. Hasat sonrasi bozulma ve c¢iirlimeleri azaltmak i¢in
patlicanlarda UV-C (3,6 kj/m2) sicak su ile birlikte ve ayr1 ayr1 uygulanmis ve iki
uygulamanin kombinasyonunun bozulmalar1 geciktirmede daha etkili oldugu

gozlenmistir (Karasahin vd 2005).

Kisa dalga ultraviole (UV-C) 151n uygulamalari; gidalarin ylizey mikrobiyal yiiklerinin
diistiriilmesinde kullanilan bir soguk pastdrizasyon islemidir. Gida iriinlerinde yiizey
mikrobiyal yogunlugun diisiiriilmesine yonelik kullanilan UV-C 151n uygulamalarinin,
giivenli ve yasal olmasi, tirlinde islem sonrasinda herhangi bir kalint1 birakmiyor olmas,
diisiik ekipman ve uygulama maliyeti ile kullanim kolayligina sahip olmas1 gibi bir

takim avantajlar1 bulunmaktadir.

Smith et al. (2000) fasulye (Phaseolus vulgaris L.) ile yaptiklari ¢alismada bitki
biiylime regiilatorii olan poliaminlerin UV-B stresi boyunca arttigi ve ayrica UV-B
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cevabin1 da kapsadigimi gostermistir. Bu c¢alismada 2 haftalik peryotta Phaseolus
vulgaris L.’nin UV-B’ye duyarli legiimenleri {izerinde UV-B’nin etkileri aragtirtlmistir.
Primer olarak putrescine’deki diisiisten dolayr UV-B radyasyonuna cevap olarak total

serbest poliaminler fark edilir bir diislis géstermistir.

Serbest poliaminlerin rediiksiyonu UV-B ile indiiklenen klorofil kaybiyla ilgilidir.
Demorrow and Henry (1977) ciice bezelye (Pisum sativum) fidelerini karanlik ve
gorliniir 1s1kta, yalmiz veya kombine olarak Ethrel ve UV 1simasina maruz
birakmiglardir. PPO aktivitesini dort farkli substratla denemisler, UV ve Ethrel 14
maruziyetinin, polifenol oksidaz (PPO) aktivitesi lizerinde aktivite arttiric1 yada aktivite
azaltict bir etki yapmadigini bulmuglardir. Yakin bir zamanda bitki tepkilerini uyaran
susuzluk ve UV-B arasinda bir iliski oldugu bulunmustur. Bu stres durumlari oksidatif
patlamayi tetikler. Alexieva et al. (2001) bugday ve bezelye lizerinde susuzluk ve UV-
B’nin etki ve iligkisini aragtirmiglardir. UV-B uygulandiktan sonra yapraktaki su
miktarinda herhangi bir degisikligin olmamasi bu durum disindaki baska degisimlerin
olusumunu inhibe ettigini, antosiyanin ve fenollerde goriilen artislarin UV-B 1sinlarina

maruziyetten sonra ortaya ¢iktigin1 goérmiislerdir.

Mordétesi 1siklarin (kisa dalgali 1giklar) biiylik kismi atmosferdeki ozon tabakasi
tarafindan tutulur. Bu 1siklar bitkilerde renk olusumunu ve biiylimeyi engeller, ciicelige
neden olur. Bitkilerde normal biiylime ve gelisme hormonlar arasindaki dinamik
dengeye baglidir. Bitkiler, biiylidiikleri ortamdaki 151k kosullarindaki degisimleri
algilama yetenegine sahiptirler. Isik kosullar ile bitki hormonlar karsilikli etkilesim
igindedirler. Ozellikle oksin, etilen ve gibberellin bitki biiyiime ve gelismesinde 151k
kosullarindan etkilenmektedirler. Degisik kaynaklardan yapilan literatiir taramalarinda;
UV-C 151n stresinin bitkiler iizerindeki etkisiyle ilgili dnceden yapilmis ¢aligsmalara ¢ok
fazla rastlanilmamistir. Kisa dalga boylu UV (UV-C<280nm) niikleik asitler, proteinler
ve diger molekiillerin ¢cogu ile etkilesime girer. Bu ¢esit radyasyon, 1spanakta fotosistem
II’'nin bozulmas: gibi fotosentetik mekanizmalarin hasar gormesine ve inhibisyonuna
sebep olur (Salter et al. 1997). Ultraviyole 1sinlar, bitki biiyiimesini diizenleyen

hormonlara etki ederek bitkilerin bodur kalmasina neden olurlar.
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Casati and Andreo (2000) fasulyenin ti¢ farkl kiiltiirii ile yaptiklar: ¢alismada bitkilerin
govde ve koklerdeki NADP-ME’de 8 saatlik UV-B radyasyonu maruziyeti sonucunda
fark edilir bir artis meydana geldigini gérmiislerdir. Benzer bir indiikleme 8 saatlik UV-
C maruziyeti sonucunda yaprak ve govdelerde de goriilmiis, ancak koklerde boyle bir
durum ortaya c¢ikmamistir. Sonugta UV-B ve UV-C maruziyetinden sonra farkli

sinyaller NADP-ME indiiklenmesinde rol aldigi sonucuna varilmistir.

Gregianini et al. (2003) Psychotria brachyceras (Rubiaceae)’nin ug ¢eliklerine giinde 4
veya 16 saat UV uygulayarak besi ortaminda inkiibe etmislerdir. Metanolik ekstratlarin
yiiksek basingli sivi kromotografisi (HPLC) analizlerinde; kontrol grubu celiklerde
giinlik 16 saatlik UV-C uygulamasindan sonra brakiserin igeriginin 10 kat arttigini,
giinliik 4 saatlik uygulamada yapraklardaki alkoloidlerin miktarmin 2 katina ¢iktigini
gormiislerdir. Ayrica UV-B maruziyeti alkoloid miktarmi da 2 katina ¢ikarmustir. in
vitro brakiserin tekli oksijeni giderebilmektedir. Brakiserin UV radyasyonuna karsi
potansiyel bir koruyucu rol oynamaktadir. Bunu da UV’yi filtre ederek yapar ve reaktif
oksijen siiptiriiciidiir. Bu nedenle UV radyasyonu farmasotik caligmalar i¢in bu

bilesenlerin veriminin arttirilmasinda kullanilabilecegi bildirilmistir.

Ultraviyole 1sinlamasi, mikroorganizmalar {izerinde en fazla 6ldiiriicii etki gésteren ve
dalga boyu 254 nm olan UV-C lambalar1 kullanilarak yapilmaktadir. UV-C iginlarinin
meyve ve sebzelerin depo giiriikliiklerinin kontrolii {izerine iki olumlu etkisinin

oldugunu belirtilmektedir. Bunlar;

1. Patojenlerin DNA yapisina verdigi zarardan dolay1 6ldiirticii etkist,
2. Patojenlere karsi meyve kabugunda direng saglayacak antimikrobiyal bilesiklerin

birikimini tesvik etmesidir (Stevens et al. 1998; Marquenie et al. 2002).

UV-C uygulamalar1 mikroorganizmalar1 etkisizlestirirken ayn1 zamanda hafif stres

tepkisi olusturarak {iriiniin hasat sonras1 dayanimini da artirmaktadir (Kasim ve Kasim
2007).
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Bu uygulamalar iirliniin ¢esidine, olgunluk diizeyine, uygulama dozuna ve siiresine
bagli olarak degismekle birlikte meyvelerde igsel etilen sentezini baski altina alarak
olgunlasmay1 yavaslatmakta (Charles et al. 2005) ve patojenlere karsi direng
saglamaktadir (Cantos et al. 2001). Yapilan arastirmalar sonucunda UV-C 1sinlarinin
elmalarda (Lu et al. 1991), seftalilerde (Coutinho et al. 2003), domateslerde (Barka et
al. 2000), mangolarda (Gonzalez et al. 2001) olgunlagmay1 geciktirdigi belirlenmistir.
Bagka bir ¢alismada Atlanta tipi fasulye (Phaseolus vulgaris L. cv. Atlanta) endiistriyel
bitkisi, serada yetistirilmis ve olusturulan UV-C stresinin bitki {izerinde meydana

getirdigi morfolojik ve fizyolojik etkiler arastirilmistir.

Veriler degerlendirildiginde; UV-C 1sinmin  morfolojik olarak koék uzunlugunu
artirdigi, fide yiiksekligini azalttigi, gdvdeyi kalinlastirdigi, yapraklar1 sarartarak yaprak
ayast alanim kiigiilttiigi gozlenmistir. UV-C 1sinmin fide yliksekligine tohumlarin
ekiminden sonraki 8. giinde Onemli etkisi oldugu goriilmiistir. UV-C etkisinin,
yapraklardaki element miktarin1 da degistirdigi, yapraklarda epidermal tily sayisinin
artmasina ve tiiylerin yapisinin bozulmasina neden oldugu bulunmustur. Fizyolojik
olarak ise yapraklardaki klorofil a, b ve toplam klorofil miktarini azaltic1 bir etki yaptigi
belirlenmisti. Bu azaltici etkinin 6zellikle klorofil b miktar {izerinde daha ¢ok oldugu

bulunmustur (Cil 2006).

Bitkilerdeki UV-B stresine dayaniklilik veya duyarlilik, bitki tiirleri arasinda farklilik
gostermektedir. Sarigam (Pinus sylvestris L.) orman olusturan 6nemli ¢am tiirlerinden
biridir. Dagilim gosterdigi alanlardaki cevresel kosullara uyum saglayarak genetik
modifikasyonlar meydana geldigi i¢cin UV-B stresine karsi cevaplarinin da arastirilmasi
onem olusturmaktadir. 10 farkli bolgeden saglanan saricam soylarina iki giin boyunca
sekizer saat UV-B uygulanmistir. Uygulamadan birglin sonra, bazi fizyolojik
parametreler (membran hasari, antosiyanin, flavonoid, hidrojen peroksit (H20,),
fotosentetik pigment miktarlar1 ve pklorofil a fluoresansi parametreleri) 6l¢iiliip analiz
yapilmigtir. Yapilan analizler sonucunda; Ispanya disindaki sarigam soylarinda,
membranlarinda belirgin bir hasar saptanmamistir. UV-B uygulamasi ile antosiyanin

miktar1 Romanya, Vezirkdprii ve Sarikamis soylarinda flavonoid miktarmi Ingiltere,
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Almanya ve Vezirkoprii soylarinda belirgin sekilde artirirken, antosiyanin miktar1 diger
soylarda degismemis, flavonoid miktar1 Catacik ve Kayseri soylarinda azalmigtir. UV-B
uygulamasi sonucunda sarigam soylarinda en belirgin degisim hidrojen peroksit (H,0,)
miktarlarinda saptanmistir. Almanya soyu disindaki diger tiim sarigam soylarinda
hidrojen peroksit miktar1 azalmistir. UV-B uygulamasinin tiim sarigam soylarinin
Klorofil pigment (klorofil a, b ve toplam klorofil) miktarlarini 6nemli derecede
degistirmedigi belirlenirken, karotenoid miktarin1 Ingiltere’de 6nemli derecede
arttirdig, Vezirkoprii de ise azalttig saptanmistir. ingiltere ve Vezirkdprii soylarindaki
toplam klorofil/karotenoid oranindaki degisimin Onemli oldugu belirlenmistir.
Calismadan elde edilen tiim sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, farkli yayilis
alanlarindan temin edilen saricam soylarinin bazi fizyolojik siiregleri tizerine UV-B
stresinin uygulanan siire ve seviye bakimindan, siddetli bir olumsuz etkiye neden
olmadig1 soylenebilir. Ancak, bir siniflandirma yapilirsa Romanya ve Ilgaz soylari en
iyi performansa sahipken, Fransa soyu en zayif performansi sergilemistir (Alagik and

Ozge 2014).

Gamay (Wto vinifera L.) {iziim ¢esitlerinde, UV-C uygulamasinin sekonder metabolit
birikimi iizerine olan etkileri incelenmistir. Yaprak sap1 eksplantlarindan 0.5mg/L BAP
(benzil amino piirin), 0.5 mg/LL (IAA) indol asetik asit, %3 sakkaroz ve 9%0.8
agaragardan olusan besin ortaminda elde edilmis olan 12 giinliik kalluslara 10 ve 15 cm
uzakliktan 10,15 ve 20 dakika siire ile 254 nm dalga boyuna sahip UV-C radyasyonu
uygulamasi yapilmistir. Uygulamanin ardindan kalluslar 25°C'de ve karanlik kosullarda
0, 24 ve 48 saat siire ile inkiibe edilmislerdir. Siire sonunda alinan 6rneklerde toplam
fenolik madde, toplam flavanol, toplam, antosiyanin ve Kkarotenoit miktarlari
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. UV-C radyasyonunun uygulama mesafesi,
uygulama siiresi ile 0rnek alim zamanlarindan olusan kombinasyonlara gore onemli
Olcide degistigi belirlenmistir. UV-C uygulamasinin Gamay {iiziim ¢esidine ait

kalluslarda fenolik bilesikler ve karotenoit birikimi tizerine dikkate deger 6l¢iide tesvik

edici bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Cetin vd 2011).
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Yine benzer bir ¢alismada UV-C radyasyonu uygulamalarinin, Gamay iiziim ¢esidine
ait kallus kiiltlirlerinde, baz1 fenolik bilesikler (trans-resveratrol, iiretimi iizerine olan
etkilerini belirlemek amaciyla yapilmistir. Arastirma sonucunda kalluslarda fenolik
bilesikler ile a-tokoferol birikiminin UV-C uygulamalarina bagli olarak degistigi
belirlenmistir. Sonug olarak UV-C uygulamalarinin Gamay liziim ¢esidine ait kallus
kiiltiirlerinde sekonder metabolit iiretimini artirmak amaciyla basariyla kullanilabilecek

bir yontem oldugu tespit edilmistir (Cetin 2012).

Wang (2006), UV-B radyasyonuna maruz kalmis musir yapraklarinda savunma
yanitlarinin verilmesinde NO ve H202’nin, etilen biyosentezinde sinerjistik etkiye
sahip oldugunu belirtmistir. Ayn1 arastirict NO biyosentezinin NR aktivitesi ile degil,
NOS aktivitesi ile arttigin1 ve ROT artisinin da NADPH oksidazdan kaynaklanmadigini
ifade etmektedir. Tossi et al. (2009), UV-B ile ABA uyarimli NO sentez yolu arasinda
bir iligki bulundugunu belirlemistir. Bu ¢alismalarin sonuglari, UV-B 1ginlarinin ABA
konsantrasyonunu artirdigini, bunun da NADPH oksidaz’1 aktive ederek, H202 nin
olustugunu gostermistir. Ayn1 zamanda NOS-benzeri bagimli mekanizmanin da NO
yapimini artirarak hiicre homeostazisini korudugunu, bdylece UVB’nin oksidatif

etkisinden kaynaklanan hiicre hasariin azaltildigini gostermistir.

Shi et al. (2005) tarafindan NO’nun distan uygulandigi bezelye yapraklarinda UV-B ile
uyarilan H202 iretiminin NO tarafindan baskilandig1 gosterilmis ve tilakoid zarlarda

UVB’nin yol agtif1 oksidatif zarara karsi NO’nun koruyucu rolii ortaya konmustur

(Ozdamar ve Furtana 2016).

Choi et al. (2009) Arabidopsis thaliana fidelerinde yaptiklari ¢alismada antosiyanin gibi
UV absorbe eden pigmentlerin flavanoidlerin seviyelerini artirarak resesif Ela-1
mutantinda UV Tolerans1 gelistirmeyi amaclamiglardir ve bu konuda basarili

olmuslardir.
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Czégény et al. (2016) yilinda transplastomic tobacco bitkisinde yaptiklari ¢alismada
UV-B 1simminin  diisiik dozda uygulamasimin bitkilerde peroksidaz savunmasinda

aklimasyon i¢in 6nemli rol oynadigini ortaya koymuslardir.

Bu arastirmadaki amacimiz, iisiime sicakligi stresine karsi bitkilerin aklimasyon
saglamasinda etkili oldugu bilinen ‘‘Soguk Aklimasyonu’’nun yerine, bitkilere hafif 6n
stres olarak kisa siireli UV uygulamak suretiyle, s6z konusu UV uygulamasinin
bitkilerde T{slime hasarlarim1 azaltmada, soguk aklimasyonunun yerini alip

alamayacagini belirlemektir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Yararlanilan Cihazlar

Iklim dolab1: Sanyo, Japonya ve Jeno Tech, Kore

Masa santrifiijii : Hettich EBA 21

Sogutmalr santrifiijii : Hettich Micro 22 R

Spektrofotometre : Shimadzu UVmini-1240

pH metre : WTW unilab

Hassas terazi : Shimadzu AY220

Buzdolabr : Argelik Derin dondurucu (-30°C) Derin dondurucu (-80°C) Harris, Ingiltere
Karistirict : Fisons Whirlimixer

Otomatik pipetler : Nichipet EX

Manyetik karistirict : Chiltern HS31 UV kabini

3.2. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

Calisma boyunca kullanilan c¢ozeltiler ve hazirlamis sekilleri asagida belirtilmistir.
Arastirmada kullanilan kimyasallar Sigma, Fluka, Merck ve Fischer firmalarindan

alinmustir.

1-0,1M KH,PO, (antioksidan enzimlerin homojenizasyon tamponu) 1.361g
KH,PO, 80ml saf suda ¢oziilmiis, 1 N NaOH ile pH 6.75 e ayarlandiktan sonra hacim
saf su ile 100 ml ye tamamlanmig ve 0,3 g PVP ve 0,029 g EDTA ilave edilmistir.

2-0,1 M Nay,PO,4, (POD aktivitesinin Ol¢limiinde kullanilan tampon c¢ozeltisi):1,42g
Na,POy alinarak 80ml saf suda ¢oziilmiis ve pH: 5,5 e ayarlandiktan sonra son hacim

100 ml ye tamamlanmustir.
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3-POD aktivitesi Ol¢timiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi:54 ul quaikol vel5 pl H,0;
(d:1.13g/mol)>SmM 100ml 0,1M fosfat tamponu i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir.

4-103,5 mM KH,PO, (Katalaz aktivitesi 6l¢timiinde kullanilan tampon): 1,4 g KH,PQy,
80 ml saf suda ¢oziilmiis, LN NaOH ile pH: 7.5 e kadar titre edilir ve son hacim saf su

ile 100 ml ye tamamlanmustir.

5-Katalaz aktivitesi Ol¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi:170 pl H,O, katalaz

tamponuna katilarak hazirlanmistir.

6-50 mM KH;PO, (Siiperoksit dismutaz aktivitesi dl¢iimiinde kullanilan tampon):1,7g
KH,PO,4 200 ml saf suda ¢6ziilmiis pH: 7,8 e ayarlanir sonra hacim saf su ile 250 ml ye

tamamlanmistir.

7-Metionin ¢ozeltisi:0,586g metionin 250 ml, 50 mM KH,PO, tamponu (pH:7,8)

i¢cerisinde ¢oziilerek hazirlanmstir.

8-Nitroblue Tetrazolium Kloriir: 0,0128g NBT alinarak, 250 ml, 50 mM KH,PO,

tamponu (pH:7,8) igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

9-0,imM EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit):0,075g EDTA, 250ml,50mM
KH,PO, tamponu (pH:7,8) icerisinde ¢oziilerek hazirlanmstir.

10-Riboflavin ¢6zeltisi: 0,019g riboflavin (B,) 500ml saf suda ¢ozilinerek hazirlanmustir.

11-%5 lik trikloroasetik asit (TCA) (Lipid peroksidasyon aktivitesi homojenat

¢ozeltisi): 100ml saf su igerisine 5g TCA konularak karigim hazirlanmistir.
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12-9%0,5 lik TBA (tiobarbutirik asit) (Lipid peroksidasyon aktivitesi reaksiyon
¢ozeltisi):100ml saf su igerisinde 20 g TCA ¢oziilmiistiir ve %0,5g TBA ilave edilerek

karisim hazirlanmastir.

13-Coomassie reaktifi(protein):10mg coomassie blue G-250 5 ml etanolde ¢oziilmiistiir
ve lizerine 10ml %85 lik fosforik asit ilave edilmistir ve son olarak hacim saf su ile 100

ml ye tamamlanmistir.

3.3. Yontemler

3.3.1. Bitkilerin biiyiitiilmesi

Arastirmada fasulye (Phaseolus vulgaris), nohut (Cicer arietinum), bugday (Triticum
aestivum) ve mercimek (Lens culunaris)bitkileri kullanilmistir. Ilk 6nce tohumlar
%96°1ik alkolle yikanmis ve %5lik sodyum hipoklorit icerisinde yiizey sterilizasyonu
yapilmistir. Sonra saf su ile bolca yikanarak 350-400 tohum 5-6 saat sismeye
birakilmigtir. Sismis tohumlar bir kapta kurutma kagidinda ¢imlendirilmistir.
Cimlenmenin 3-4.giliniinde fideler topraga aktarilmistir (Cok biiyiik ve cok kii¢iik fideler
ayiklanmis ve yaklasik esit biiyiikliikte olanlar ekilmistir). Bitkiler kontrol sartlarinda
iklim dolabinda (20/25°C sicaklikta, 16/8 saat 151k —karanlik peryodunda) 10 giin
siireyle yetistirilmistir ve birer giin ara ile esit sekilde sulanarak biiylitiilmiislerdir. Her
bir grupta 3 tekrar olmak tizere 6 gruba (genel kontrol, soguk kontrol, 5snUV, 10snUV,
15snUV, 20sn UV) ayrilarak uygulamalar yapilmistir. UV uygulamalart yapildiktan
sonra bitkiler 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir ve ayni islem 5 kez daha
tekrarlandiktan sonra genel kontrol (20/25°C sicaklikta, 16/8 saat 1s1k —karanlik)
haricindeki tiim uygulama gruplari lisiime sicakliklarina (10/4°C sicaklik ve 14/10 saat

151k —karanlik periyodunda 3 giin) aktarilmistir.
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3.3.2. Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Fasulye, nohut, bugday ve mercimek bitkilerinin yaprak dokularindan 0.5’er gram
almarak 5 ml 0.1 M fosfat tamponunda homojenize edilerek 15000 rpm’de 20 dk

santrifiij yapildi. Ust kism1 alinarak enzim kaynag olarak kullanildi.

3.3.2.a. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalazin (CAT) aktivite tayini i¢cin Gong et al. (2001) uyguladigi metot kullanilir. Bu
metot, katalazin ortamdaki H,O,’nin oksijen ve suya doniisiimiinii saglarken meydana
gelen absorbans degisiminin 240 nm’de izlenmesi esasina dayanir. Once reaksiyonda
azalan H,O, miktarim1 belirlemek igin standart grafik hazirlanir. Standart grafik
hazirlamak i¢in, 5 mM H,0; ¢ozeltisinden 3 mL'lik spektrofotometre tiiplerine sirasiyla;
0.15,0.3,0.45, 0.6, 0.75, 0.9, 1.05, 1.2, 1.35 ve 1.5 mL konulmus, tiiplerin hacimleri saf
su ile 1.5 mL'ye tamamlanmis ve her tiipe 1.47 mL 103.5 mM KH,PO,, pH:7.5’e kadar
titre edilmis ve 30 pL su ilave edilmistir. Cozeltiler folyo ile sarilmig ve sogutulmustur.
Spektrofotometrede 240 nm’de absorbans kore kars1 okunmus ve absorbans degerlerine
karsilik gelen uM HyO, degerleri kullanarak standart grafik elde edilmistir. Aktivite
Ol¢climii i¢cin Quartz kiivete tampondan 3 ml konulur, tizerine 25 pL enzim ekstrakti ilave
edilir. Spektrofotometrede 240 nm de 3 dk boyunca kore karst okunur. Bu ortalama
absorbans degerleri, standart grafik yardimiyla pmol cinsinden H,O, miktarina
dontistiiriilmiistiir. 25°C’de, 1 dakika i¢inde, absorbansi 1 pmol azaltan enzim miktar: 1
enzim Unitesi olarak kabul edilmis ve sonuclar g yaprak basina diisen enzim {initesi

(EU/g yaprak) olarak sunulmustur (Gong et al. 2001; Mutlu 2005; Genisel 2011).
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Sekil 3.1. Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan standart grafik

3.3.2.b. Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz (POX) aktivite tayini, guaikol ve H,O,’nin substrat oldugu reaksiyonun

irtinii olan renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans artisinin 470 nm’de 6lciilmesi

temeline dayanmaktadir (Angelini et al. 1989).

Aktive olgtimii i¢in;1,42 gr Na;HPO, alinir 80 ml saf suda ¢oziiliir ve pH: 5,5 ayarlanir

son hacmi 100 ml ye tamamlanir.

54 uL quaikol ve 15 uL H,0,, Na;HPO,4 tamponuna katilir ve karistirilir.

Cozeltiler folyo ile sarilir ve sogutulur.
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Plastik kiivete 3 ml tampon konulur iizerine 25 pL enzim ekstrakti konulur 470 nm de 5
dk boyunca absorbans artis1 kaydedilir. 25°C’de 1 dakikada, absorbansi 0.01 artiran
enzim miktar1 1 enzim iinitesi olarak kabul edilmis ve sonuglar g doku basina diisen

enzim tnitesi (EU/g doku) olarak sunulmustur (Yee et al. 2002).

3.3.2.c. Siiperoksit dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

Siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi, nitro blue tetrazoliumun (NBT) siiperoksit
radikalleri ile fotokimyasal indirgenmesi reaksiyonunun SOD enzimi tarafindan
engellenmesinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi temeline dayanir (Agarwal and
Pandey 2004; Yordanova et al. 2004)

1.Cozelti;

1.7 g KH;PO,4 200 mL saf suda ¢6ziilmiis, pH: 7.8’e ayarlandiktan sonra ve hacim saf
su ile 250 mL’ye tamamlanmistir 0.586 g metionin alinir, 250 mL 50mM tamponu
KH,PQ, igerisine ilave edilerek ¢oziiliir.0.0128 g NBT alinir, 250 mL 50mM KH,PO,
tamponu igerisine ilave edilerek ¢oziiliir.0.073 g EDTA alinir,250mL 50mM KH,PO,

tamponu igerisine ilave edilerek ¢oziiliir.

2. Cozelti

0.019 g riboflavin(vitamin b2), 500 mL saf suda ¢6ziiliir. Cozeltiler folyo ile sarilir ve

sogutulur.

Plastik kiivete 2,58 ml 1.¢ozeltiden konulur iizerine 390 pL 2.¢6zeltiden konulur ve son
olarakta 30 pL enzim ekstrakti konulur. Beyaz 151k kaynaginda 15 dk tutulur NBT nin
renk acilma yogunlugu 560 nm de kore karsi okunur. Kor, Ayni islemin enzimsiz

orneginden olusmaktadir. SOD aktivitesinin 1 {initesi, 560 nm’de gozlenen NBT
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indirgenmesinin %50 inhibisyonuna neden olan enzim miktari, 1 enzim tinitesi olarak

kabul edilmis ve degerler EU/g doku olarak sunulmustur.

3.3.2.d. Coziinebilir protein miktarimin tayini

Usiime sicakliklarma maruz birakilmis olan bitki dokularindan 0,5 glk ornekler
alinarak Bradford(1976) metoduna gore protein tayini yapilmistir. Her bir bitkilerin
yaprak dokularindan 0,5g alinarak 10 misli hacimdeki 0,05M fosfat tamponunda
(pH:6.5) havanda ezilerek homojenizasyon yapilmistir Homojenat santrifiij tiiplerine
almip 15000 rpm de 20 dk.santrifiij yapilmistir.Protein tayini icin tiiplerin st
kismi(stipernatant)kullanilmigtir.Spektro kiivetlerine 3ml coomassie reaktifi alinip
tizerlerine 100 pl siipernatant ilave edilmistir.Yapilan spektrofotometrik Olgtimler
sonucunda,595 nm deki absorbanslar1 6l¢iilerek,standart grafikten yararlanilip protein
miktarlar1 belirlenmistir.Daha sonra hesaplamalar yapilarak protein miktarlari mg

protein /g doku tayin edilmistir.

18 -
16 -
14 -
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

Absorbans (595 nm)

y=0.085x+ 0.044
R?=0.997

0 5 10 15 20 25

Protein (mg)

Sekil 3.2. Protein tayini i¢in hazirlanmis olan standart grafik
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3.3.2.e. Lipid peroksidasyon aktivitesinin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu i¢in 0.5 g yaprak alinarak 5 mL %5“lik TCA i¢inde homojenize
edildikten sonra elde edilen homojenat 10.000 x g’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Tiiplin siipernatant kismindan 4 mL alinarak iizerine 1 mL 9%0.5’lik TBA ¢ozeltisi
konulmustur. Reaksiyon karigimi kaynar suda 30 dakika inkiibe edilmis ve reaksiyon
tiiplerin buz banyosuna alinmasiyla durdurulmustur. Ornekler tekrar 10000 xg,,de 10
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant kism1 alinarak absorbansi 532 nm de okunmus
ve daha sonra 600 nm deki non-spesifik absorbsiyon igin absorbans degeri

belirlenmistir.

Lipid peroksidasyonunun hesaplanmasi: 1 mL ¢ozeltideki MDA (nmol/ ml):[ (A532-
A600)/155000]X106 formiiliiyle hesaplanir. Sonug¢lar MDA (nmol/ gram doku)

seklinde verilmistir.

3.4. istatistiksel analiz

Tez igerisinde sunulan sonuglar, her bir uygulamadan 3 tekrar yapildiktan sonra elde
edilen 9 degerin ortalamasidir. Sonuglarin karsilagtirilmasi, SPSS 15.0 paket programi
kullanilarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapilmis P<0.05 6nem seviyesinde

Duncan’in Coklu Karsilastirma Testi kullanilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu arastirmada {isiime sicakliklarinda hasarin olustugu bilinen bitki tiirleri fasulye,
mercimek, nohut 6zellikle se¢ilmis, bu tiirlere ilaveten bir de soguga dayanikli oldugu

bilinen bir tiir olan bugday iizerinde ¢alismalar yiiriitilmiistiir.

Bu bitkilere soguk stresine maruz kalmadan dnce dort farkli siirede UV-B uygulamasi
(5 sn, 10 sn,15 sn, 20 sn) yapilmistir. Bu uygulamalardan elde edilen bitkiler deney
materyali olarak kullanilmistir. Herbir veri genel kontrolii ile istatiksel olarak

karsilastirilmistir.

4.1. Antioksidan Enzim Aktivitesi Sonuclari

4.1.1. Katalaz aktivitesine ait sonuclar

Farkli siirelerdeki UV 1s1n1 (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulamasini miiteakiben soguga
maruz birakilmig olan bitkilerin yapraklari kullanilarak CAT aktivitelerine bakildiginda
onemli degisikliklerin olustugu belirlendi. (Cizelge 4.1., Sekil 4.1). Sadece soguk
uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki CAT aktivitesi genel kontrolle kiyaslandiginda,
%106.4 lik bir artis oldugu, bu artisin 10 sn UV grubunda ise %126 oldugu, oysa diger
UV uygulanmis gruplarda hem genel kontrol hem de kontrol gruplarindan istatistiki

olarak daha diisiik katalaz aktivitelerinin oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.1. Dort farkli zamanda UV (5sn, 10sn, 15sn, 20sn) uygulanan fasulye
(Phaseolusvulgaris) bitkisinde yaprak dokusundaki katalaz enziminin uygulamalara gore
degisimi

Standart

EU/g yaprak sapma
Genel kontrol 0,125 b 0,000
Soguk kontrol 0,258 a 0,014
5sn UV 0,116 b 0,014
10 sn UV 0,283 a 0,062
15 sn UV 0,083 b 0,014
20 sn UV 0,025¢ 0,000

*Ayni harfi bulunduran gruplar arasindaki fark énemsizdir (P>0.05).

Katalaz aktivitesi( EU/g yaprak)

0,3
0,25 A
0,2 -
0,15 ~

BB
0,05 ~
-y

Genel Soguk 5snUV 10snUV 15snUV  20sn UV
kontrol kontrol

Sekil 4.1. Dort farkli siirelerde (5 sn, 10 sn,15 sn,20 sn) UV uygulanan fasulye
bitkisinde yaprak dokusundaki katalaz enziminin uygulamalara gore degisimi

Nohut bitkisinde UV 1sin1 uygulamalarindan (5 sn,10 sn,15 sn,20 sn) sonra iisiime
stresine maruz birakilmis olan bitkilerin yapraklar1 kullanilarak CAT aktivitesi
belirlendiginde istatistiki olarak dnemli degisimlerin oldugu tesbit edildi. (Cizelge 4.2,
Sekil 4.2). Sadece soguk uygulanmig bitkilerin yapraklarindaki CAT aktivitesi genel
kontrolle kiyaslandiginda, %28 lik artis oldugu tesbit edildi (P<0.05)5 sn lik UV
uygulamasinda genel kontrole kiyasla %30’luk bir azalma, 10 sn lik UV uygulamasinda
%28 oraninda artig, 15 sn lik UV uygulamasinda %72 lik azalma, 20 sn lik
uygulamasinda ise %122 lik bir artis oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.2. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn,15 sn,20 sn) uygulanan nohut
bitkisinde yaprak dokusundaki katalaz enziminin uygulamalara gore degisimi

EU/g yaprak Standartsapma
Genel kontrol /0,183 ¢ 0,005
Soguk kontrol 0,250 b 0,000
5sn UV 0,125d 0,000
10 sn UV 0,250 b 0,000
15 sn UV 0,050 e 0,014
20 sn UV 0,391a 0,111

Katalaz aktivitesi EU/g yaprak

0,4 -

0,35 -

0,3

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05 - -

0 r r T T T .

Genel Soguk 5snUV  10snUV 15snUV 20sn UV
kontrol kontrol

Sekil 4.2. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan nohut
bitkisinde yaprak dokusundaki katalaz enziminin uygulamalara gore degisimi

Farkl1 siirelerdeki UV 1511 (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulamasini miiteakiben soguga
maruz birakilmis olan bitkilerin yapraklar kullanilarak CAT aktivitelerine bakildiginda
onemli degisikliklerin olustugu belirlendi. (Cizelge 4.3. ,Sekil 4.3.). Sadece soguk
uygulanmis  Dbitkilerin  yapraklarindaki CAT aktivitesi genel Kkontrolle gore
kiyaslandiginda, artig gortilmistiir (P<0.05). 15 sn lik UV grubunda ise; soguk kontrolle
kiyaslandiginda Onemli artis goriilmiistir. (%100) oysa 5 sn UV ve 20 sn UV

uygulamalarinda ise herhangi bir degisiklik olmamustir.
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Cizelge 4.3. Dort farkli zamanda UV (5 sn ,10 sn,15 sn,20 sn) uygulanan mercimek
bitkisinde yaprak dokusundaki katalaz enziminin uygulamalara gore degisimi

EU/g yaprak Standartsapma
Genel kontrol | 0,025 ¢ 0,000
Soguk kontrol | 0,316 a 0,005
5sn UV 0,000 d 0,000
10 sn UV 0,008 d 0,014
15sn UV 0,050 b 0,000
20 sn UV 0,025 ¢ 0,000

*Ayni harfi bulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

Katalaz aktivitesi EU/g yaprak

0,35 1
0,3 -
0,25 A
0,2 -
0,15 ~
0,1 -

-3

A Ay -
Genel Soguk 5snUV  10snUV 15snUV 20sn UV
kontrol kontrol

Sekil 4.3. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan mercimek
bitkisinde yaprak dokusundaki katalaz enziminin uygulamalara gore degisimi

Farkli siirelerdeki UV 1s1n1 (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulamasinin ardindan soguga
maruz birakilmis olan bitkilerin yapraklari kullanilarak CAT aktivitesi belirlendiginde
onemli degisikliklerin olustugu belirlendi (Cizelge 4.4, Sekil 4.4). Sadece soguk
uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki CAT aktivitesi genel kontrolle kiyaslandiginda,
%99 luk bir artis oldugu goriilmistiir.5 sn lik UV uygulamasinda yine genel kontrolle
kiyasla %80’lik bir artis olustugu belirlendi, oysa diger UV uygulanmis gruplarda ise
hem genel kontrol hem de kontrol gruplarindan istatistiki olarak daha diisiik katalaz

aktivitelerinin oldugu belirlendi.



57

Cizelge 4.4. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan bugday bitkisinde
yaprak dokusundaki katalaz enziminin uygulamalara gore degisimi

Standart
EU/g yaprak sapma

Genel kontrol 0,533 ¢ 0,05774
Soguk kontrol 0,991 a 0,01443
Ssn UV 0,866 b 0,05774
10 sn UV 0,525 ¢ 0,00000
15sn UV 0,546 c 0,00577
20 sn UV 0,323d 0,00577

*Ayni1 harfi bulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

Katalaz aktivitesi EU/g yaprak

0,2 ~

0 T T T T T 1
Genel Soguk 5snUV 10sn 15sn  20sn
kontrol kontrol uv uv uv

Sekil 4.4. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan bugday
bitkisinde yaprak dokusundaki katalaz enziminin uygulamalara gore degisimi

4.1.2. Peroksidaz aktivitesine ait sonuclar

Farkl: siirelerdeki UVisini (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulamasinin ardindan soguga
maruz birakilmis olan bitkilerin yapraklar kullanilarak POX aktivitelerine bakildiginda
onemli degisikliklerin olustugu belirlendi (Cizelge 4.5.,Sekil4.5). Sadece soguk
uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki POX aktivitesi genel kontrolle kiyaslandiginda,
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%24 liik bir artis oldugu (P<0.05) ,5 sn lik UV grubunda ise %43 liik bir azalma oldugu
bu azalmanin 10 sn UV uygulamasinda %71 oldugu, 15 sn UV uygulamasinda ise %55
,oysa diger UV uygulanmis gruplarda hem genel kontrol hem de kontrol gruplarindan
istatistiki olarak daha diisiik POX aktivitelerinin oldugu belirlendi.

Cizelge 4.5. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan fasulye
(Phaseolusvulgaris) bitkisinde yaprak dokusundaki peroksidaz enziminin uygulamalara
gore degisimi

EU/g yaprak Standart sapma
Genel kontrol 2325b 0,000
Soguk kontrol 2899,67 a 0,577
5sn UV 1329 d 1,732
10 sn UV 661 f 1,000
15 sn UV 1281 e 1,000
20 sn UV 1801,33 ¢ 1,155

* Ayni harfi bulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

POX Aktivitesi EU/g yaprak

3000 -
2500 ~

2000
1500 -
1000 -
500 ~ -

Genel Soguk 5snUV  10snUV 15snUV 20sn UV
kontrol kontrol

Sekil 4.5. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan fasulye
(Phaseolusvulgaris) bitkisinde yaprak dokusundaki peroksidaz enziminin uygulamalara gore
degisimi
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Farkli siirelerdeki UV 111 (5 sn,10 sn,15 sn,20 sn) uygulamasinin ardindan soguga
maruz birakilmis olan bitkilerin yapraklari kullanilarak POX aktivitelerine bakildiginda
onemli degisikliklerin olustugu belirlendi. (Cizelge 4.6, Sekil 4.6). Sadece soguk
uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki POX aktivitesi genel kontrolle kiyaslandiginda,
%57.3’1iik bir artis oldugu (P<0.05) ,oysa diger UV uygulanmis gruplarda hem genel
kontrol hem de kontrol gruplarindan istatistiki olarak daha diisiik POX aktivitelerinin
oldugu belirlendi.

Cizelge 4.6. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan nohut bitkisinde
yaprak dokusundaki peroksidaz enziminin uygulamalara gére degisimi

EU/g yaprak Standart
sapma
Genel kontrol 2251 Db 1,000
Soguk kontrol 3542 a 0,577
5sn UV 722,33 e 2,082
10 sn UV 227,67 f 0,577
15sn UV 789,33 d 1,155
20 sn UV 950 c 2,000

*Ayni harfi bulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

POX Aktivitesi EU/g yaprak

4000 -

3000 -

2000 -

1000 - - - -
T T T -I T T

Genel Soguk 5snUV 10snUV 15snUV 20sn UV
kontrol  kontrol

Sekil 4.6. Dort farkli zamanda UV (5 sn ,10 sn,15 sn,20 sn) uygulanan nohut bitkisinde
yaprak dokusundaki peroksidaz enziminin uygulamalara gore degisimi
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Farkli siirelerdeki UV 111 (5 sn,10 sn,15 sn,20 sn) uygulamasinin ardindan soguga
maruz birakilmis olan bitkilerin yapraklari kullanilarak POX aktivitelerine bakildiginda
onemli degisikliklerin olustugu belirlendi. (Cizelge 4.7, Sekil 4.7). Sadece soguk
uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki POX aktivitesi genel kontrolle kiyaslandiginda,
%47.5 luk bir artis oldugu (P<0.05) ,bu artisin 5 sn lik UV grubunda ise %40
oldugu,15sn lik uygulamada ise %10 oldugu, oysa ki diger UV uygulanmig gruplarda
hem genel kontrol hem de kontrol gruplarindan istatistiki olarak daha diisik POX

aktivitelerinin oldugu belirlendi.

Cizelge 4.7. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan mercimek bitkisinde
yaprak dokusundaki peroksidaz enziminin uygulamalara gore degisimi

EU/g yaprak Standart sapma
Genel kontrol 4780 e 1,155
Soguk kontrol 7053 a 0,577
Ssn UV 6709 b 0,577
10 sn UV 4195 f 0,577
15sn UV 5252 ¢ 0,577
20 sn UV 4812d 0,577

*Aynt1 harfler arasindaki fark 6nemsizdir.(P>0,05)

POX Aktivitesi EU/g yaprak

8000 -
6000 -
4000 -
2000 -
O T T T T T 1
Genel Soguk 5snUV  10snUV 15snUV 20sn UV
kontrol kontrol

Sekil 4.7. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan mercimek
bitkisinde yaprak dokusundaki peroksidaz enziminin uygulamalara gore degisimi
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Farklr stirelerdeki UV 1gm1 (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulamasinin ardindan soguga
maruz birakilmis olan bitkilerin yapraklari kullanilarak POX aktivitelerine bakildiginda
onemli degisikliklerin olustugu belirlendi (Cizelge 4.8, Sekil 4.8). Sadece soguk
uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki POX aktivitesi genel kontrolle kiyaslandiginda,
%271 lik bir artig oldugu (P<0.05) bu artisin 20 sn lik UV grubunda ise bu artisin %82
lik bir artis oldugu, oysa diger UV uygulanmis gruplarda hem genel kontrol hem de
kontrol gruplarindan istatistiki olarak daha diisiik POX aktivitelerinin oldugu belirlendi.

Cizelge 4.8. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan bugday
bitkisinde yaprak dokusundaki peroksidaz enziminin uygulamalara gore degisimi

EU/g yaprak Standart
sapma
Genel kontrol 1220 e 1,155
Soguk kontrol 4537 a 0,577
5sn UV 1427 d 0,577
10 sn UV 924 f 0,577
15sn UV 1446 ¢ 0,577
20 sn UV 2223 b 0,577

*Ayni arfi bulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

POX Aktivitesi EU/g yaprak

5000 -

4000 -

3000 -

2000 -

BsB

0 . . . . . .

Genel Soguk 5snUV 10snUV 15snUV 20sn UV
kontrol kontrol

Sekil 4.8. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan bugday
bitkisinde yaprak dokusundaki peroksidaz enziminin uygulamalara gore degisimi
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4.1.3. Siiperoksitdismutaz aktivitesine ait sonuclar

Farkl: siirelerdeki UV 1sm1 (5 sn,10 sn,15 sn,20 sn) uygulamasini miiteakiben soguga
maruz birakilmis olan bitkilerin yapraklar1 kullanilarak SOD aktivitelerine bakildiginda
onemli degisikliklerin olustugu belirlendi. (Cizelge 4.9, Sekil 4.9). Sadece soguk
uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki SOD aktivitesi genel kontrolle kiyaslandiginda,
%60°lik bir artis oldugu, bu artisin 5 sn UV grubunda ise yine genel kontrolle
kiyaslandiginda %50 oldugu, oysa diger UV uygulanmig gruplarda hem genel kontrol
hem de kontrol gruplarindan istatistiki olarak daha diisiik siiperoksitdismutaz

aktivitelerinin oldugu belirlendi.

Cizelge 4.9. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan fasulye bitkisinde

yaprak dokusundaki siiperoksitdismutaz enziminin uygulamalara gore degisimi

EU/g yaprak Standart
sapma
Genel kontrol 256 2,000
Soguk kontrol | 410 a 0,577
5sn UV 384 b 1,528
10 sn UV 223d 0,577
15sn UV 188 e 1,155
20 sn UV 154 f 1,155

*Aynt1 harfi ulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

SOD Aktivitesi EU/g yaprak

500 ~

400 A
300 A
200
8o

Genel Soguk
kontrol kontrol

5sn UV

10snUV 15snUV 20sn UV

Sekil 4.9. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan fasulye bitkisinde

yaprak dokusundaki siiperoksitdismutaz enziminin uygulamalara gére degisimi
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Farkl: siirelerdeki UV 1sm1 (5 sn,10 sn,15 sn,20 sn) uygulamasini miiteakiben soguga
maruz birakilmis olan bitkilerin yapraklari kullanilarak SOD aktivitelerine bakildiginda
onemli degisikliklerin olustugu belirlendi. (Cizelge 4.10, Sekil 4.10). Sadece soguk
uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki SOD aktivitesi genel kontrolle kiyaslandiginda,
%34,2lik bir artis oldugu ,bu artisin 15 sn UV grubunda ise %102 oldugu bu artisin 20
sn UVgrubunda %6 oldugu ,oysa diger UV uygulanmig gruplarda hem genel kontrol
hem de kontrol gruplarindan istatistiki olarak daha diisiik SOD aktivitelerinin oldugu

belirlendi.

Cizelge 4.10. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan nohut bitkisinde
yaprak dokusundaki siiperoksitdismutaz enziminin uygulamalara gore degisimi

EU/g yaprak Standart
sapma

Genel kontrol | 728,27 d 0,643
Soguk kontrol | 977,33 Db 1

5sn UV 367,3 f 1,528
10 sn UV 680,33 e 0,577
15 sn UV 1469,67 a 0,577
20 sn UV 772 ¢C 1,155

*Aynt1 harfi ulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

SOD Aktivitesi EU/g yaprak

1500 +

1000 -

o ' ' | l

Genel Soguk 5snUV 10snUV 15snUV 20sn UV
kontrol kontrol

Sekil 4.10. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan nohut bitkisinde
yaprak dokusundaki siiperoksitdismutaz enziminin uygulamalara gére degisimi
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Farkli siirelerdeki UV 111 (5 sn,10 sn,15 sn,20 sn) uygulamasini miiteakiben soguga
maruz birakilmis olan bitkilerin yapraklari kullanilarak SOD aktivitelerine bakildiginda
onemli degisikliklerin olustugu belirlendi. (Cizelge 4.3.c, Sekil 4.3.c). Sadece soguk
uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki SOD aktivitesi genel kontrolle kiyaslandiginda,
%30 luk bir artis oldugu, bu artisin 5 sn UV grubunda ise %46 oldugu, oysa diger UV
uygulanmis gruplarda hem genel kontrol hem de kontrol gruplarindan istatistiki olarak

daha diisiik siiperoksitdismutaz aktivitelerinin oldugu belirlendi.

Cizelge 4.11. Dort farkli zamanda UV (5 sn,10 sn,15 sn,20 sn) uygulanan mercimek bitkisinde
yaprak dokusundaki siiperoksitdismutaz enziminin uygulamalara gore degisimi

EU/g yaprak Standart
sapma
Genel kontrol 196,63 ¢ 0,551
Soguk kontrol 255,33 b 1,155
5sn UV 289,10 a 0,173
10 sn UV 187,10d 0,173
15 sn UV 176,53 ¢ 0,058
20 sn UV 174,33 f 0,577

*Aynt1 harfi ulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

SOD Aktivitesi EU/g yaprak

300 ~
250 ~

200 -
150 -~
100 -~
50 -

Genel Soguk 5snUV 10snUV 15snUV 20sn UV
kontrol kontrol

Sekil 4.11. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan mercimek
bitkisinde yaprak dokusundaki peroksidaz enziminin uygulamalara gore degisimi
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Farkli siirelerdeki UV 111 (5 sn,10 sn,15 sn,20 sn) uygulamasinin ardindan soguga
maruz birakilmis olan bitkilerin yapraklar1 kullanilarak SOD aktivitelerine bakildiginda
onemli degisikliklerin olustugu belirlendi (Cizelge 4.12, Sekil 4.12). Sadece soguk
uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki SOD aktivitesi genel kontrolle kiyaslandiginda,
%79.6 lik bir artis oldugu, bu artisin 5sn UV grubunda %28, 10 sn lik UV
uygulamasinda %26, 20 sn UV grubunda ise %23 oldugu, oysa diger UV uygulanmis
gruplarinda hem genel kontrol hem de kontrol gruplarindan istatistiki olarak daha diisiik

stiperoksitdismutaz aktivitelerinin oldugu belirlendi.

Cizelge 4.12. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan bugday bitkisinde
yaprak dokusundaki siiperoksitdismutaz enziminin uygulamalara gore degisimi

EU/ g yaprak Standart sapma
Genel kontrol 157,3 f 0,577
Soguk kontrol 282 a 0
5sn UV 201,33 ¢ 0,577
10 sn UV 214,33 b 0,577
15sn UV 163,33 e 0,577
20 sn UV 193,33 d 0,577

*Ayni harfi ulunduran gruplar arasindaki farkénemsizdir (P>0.05)

SOD Aktivitesi EU/g yaprak

700 -
600 -
500 -
400 -
300 ~
200 -
100 -
0 r r T . . 1
Genel Soguk 5snUV  10snUV 15snUV 20sn UV
kontrol kontrol

Sekil 4.12. Dért farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sh) uygulanan bugday bitkisinde
yaprak dokusundaki siiperoksitdismutaz enziminin uygulamalara gore degisimi
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4.1.4. Toplam coziilebilir protein miktarina ait sonuclar

Farkl: siirelerdeki UV 1sin1 (5 sn,10 sn,15 sn,20 sn) uygulamasinin sonrasinda soguga
maruz birakilmig olan bitkilerin yapraklar1 kullanilarak protein miktarlarina
bakildiginda 6nemli degisikliklerin olustugu belirlendi. (P<0.05) (Cizelge 4.13, Sekil
4.13). Sadece soguk uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki protein miktar1 genel
kontrolle kiyaslandiginda, %177 lik bir artis oldugu, bu artisin 15 sn UV grubunda ise
%201 oldugu, 20 sn’lik UV uygulamasinda da %247 oldugu, oysa diger UV
uygulanmis gruplarda hem genel kontrol hem de kontrol gruplarindan istatistiki olarak

daha diisiik katalaz aktivitelerinin oldugu belirlendi.

Kontrol bitkisinin yapraklarindaki protein miktart1 1193 (mg protein/gr doku) iken,
diisiik sicaklik uygulamasiyla bu deger %177°lik bir artigla 3282 (mg protein/gr doku)
olarak belirlendi. (Cizelge 4.13 ve Sekil 4.13).

Cizelge 4.13. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan fasulye
bitkisinde yaprak dokusundaki protein miktarinin uygulamalara gore degisimi

mg protein/gr yaprak Standart

doku sapma
Genel kontrol 1193,0 f 0,0499
Soguk kontrol 32824 c 1,103
Ssn UV 1458,1 e 0,365
10 sn UV 1605,5 d 0,082
15sn UV 3569,4 b 0,367
20 sn UV 4176,5a 0,035
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mg protein/gr doku

5000

4000 -+

3000

2000

1000 -+ ' '

Genel Soguk 5snUV 10snUV 15sn UV 20sn UV
kontrol  kontrol

Sekil 4.13. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan fasulye
bitkisinde yaprak dokusundaki protein miktarinin uygulamalara gore degisimi

Farkl: siirelerdeki UV 1s1n1 (5 sn,10 sn,15 sn,20 sn) uygulamasinin sonrasinda soguga
maruz birakilmig olan bitkilerin yapraklar1 kullanilarak protein miktarlarina
bakildiginda 6nemli degisikliklerin olustugu belirlendi. (P<0.05) (Cizelge 4.14, Sekil
4.14). Sadece soguk uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki protein miktar1 genel
kontrolle kiyaslandiginda, %15°’lik bir artis oldugu, oysa diger UV uygulanmis
gruplarda hem genel kontrol hem de kontrol gruplarindan istatistiki olarak daha diigiik

protein miktarlarinin oldugu belirlendi.

Kontrol bitkisinin yapraklarindaki protein miktar1 2309 (mg protein/gr doku) iken,
diisiik sicaklik uygulamasiyla bu deger %15°lik bir artigla 2756 (mg protein/gr doku)
olarak belirlendi. (Cizelge 4.14 ve Sekil 4.14.).
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Cizelge 4.14. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan nohut bitkisinde
yaprak dokusundaki protein miktarinin uygulamalara gore degisimi

mg protein/gr yaprak Standart sapma
doku

Genel kontrol 2309,09 b 0,188

Soguk kontrol 2756,94 a 0,297

5sn UV 2269,09 c 0,259

10 sn UV 1988,31 d 0,280

15sn UV 1916,94 e 0,212

20 sn UV 1356,15 f 0,154

*Aynu arfi bulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

mg protein/gr doku

3000 -
2500

2000 +
1500 -
1000 -
500 ~

Genel Soguk 5snUV 10snUV 15snUV 20sn UV
kontrol kontrol

Sekil 4.14. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan nohut
bitkisinde yaprak dokusundaki protein miktarinin uygulamalara gore degisimi

Farkl: siirelerdeki UV 1511 (5 sn,10 sn,15 sn,20 sn) uygulamasinin sonrasinda soguga
maruz birakilmis olan bitkilerin yapraklar1 kullanilarak protein miktarlarina
bakildiginda 6nemli degisikliklerin olustugu belirlendi. (P<0.05) (Cizelge 4.15, Sekil
4.15). Sadece soguk uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki protein miktar1 genel
kontrolle kiyaslandiginda, %25.6 lik bir artis oldugu, bu artisin 15 sn UV grubunda ise
%45.5 oldugu, 20 sn lik UV uygulamasinda da %50 oldugu, oysa diger UV uygulanmis
gruplarda hem genel kontrol hem de kontrol gruplarindan istatistiki olarak daha diisiik

protein miktarlarinin oldugu belirlendi.
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Kontrol bitkisinin yapraklarindaki protein miktar1 908 (mg protein/gr doku) iken, diisiik
sicaklik uygulamasiyla bu deger %25.61ik bir artisla 1215 (mg protein/gr doku) olarak
belirlendi (Cizelge 4.15. ve Sekil 4.15).

Cizelge 4.15. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan mercimek
bitkisinde yaprak dokusundaki protein miktarinin uygulamalara gére degisimi

mg protein/gr Standart

yaprak doku sapma
Genel kontrol 908,31 d 0,678
Soguk kontrol 12157 b 0,190
5sn UV 945,17 d 0,604
10 sn UV 1065,9 ¢ 0,259
15sn UV 13153 a 0,213
20 sn UV 1354,5a 0,094

mg protein/gr doku

1400 -

1200
1000
800
600 -
400 ~
200 -

Genel Soguk 5snUV 10snUV 15snUV 20sn UV
kontrol kontrol

Sekil 4.15. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan mercimek
bitkisinde yaprak dokusundaki protein miktarinin uygulamalara gore degisimi

Farkli stirelerdeki UV 1511 (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulamasini miiteakiben soguga
maruz birakilmig olan bitkilerin yapraklar1 kullanilarak protein miktarlarina

bakildiginda 6nemli degisikliklerin olustugu belirlendi (Cizelge 4.16, Sekil 4.16).
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Sadece soguk uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki protein miktarlar1 genel kontrolle
kiyaslandiginda, %53.6°1ik bir artis oldugu, bu artisin 5 sn UV grubunda ise yine genel
kontrolle kiyaslandiginda %49.4’liikk oldugu, 10 sn lik UV grubunda %59.7 oldugu, 15
sn’lik uygulamada da %54 oldugu, oysa diger UV uygulanmis gruplarda hem genel
kontrol hem de kontrol gruplarindan istatistiki olarak daha diisiik protein miktarlarinin

oldugu belirlendi.

Kontrol bitkisinin yapraklarindaki protein miktar1 877 (mg protein/gr doku) iken, diisiik
sicaklik uygulamasiyla bu deger %53.6’lik bir artigla 1340 (mg protein/gr doku) olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.16 ve Sekil 4.16).
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Cizelge 4.16. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan bugday bitkisinde
yaprak dokusundaki protein miktarinin uygulamalara gore degisimi

mg protein/gr yaprak | Standart

doku sapma
Genel kontrol | 877,7 ¢ 0,791
Soguk kontrol | 1340,4 a 0,258
Ssn UV 1310,6 a 0,721
10 sn UV 1396,9 a 0,231
15sn UV 1345,1a 0,141
20 sn UV 993,8b 0,223

*Ayni1 harfi bulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

mg protein/gr doku

1400 -
1200 +
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 -

Genel Soguk 5snUV  10snUV 15snUV 20sn UV
kontrol kontrol

Sekil 4.16. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan bugday
bitkisinde yaprak dokusundaki protein miktarinin uygulamalara gore degisimi

4.1.5. Lipid peroksidasyon LPO (MDA) miktarina ait sonuglar

Farkl1 siirelerdeki UV 1511 (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulamasinin sonrasinda soguga
maruz birakilmis olan bitkilerin yapraklar1 kullanilarak LPO miktarlarina bakildiginda
onemli degisikliklerin olustugu belirlendi (Cizelge 4.17, Sekil 4.17.). Sadece soguk
uygulanmig bitkilerin yapraklarindaki LPO aktivitesi genel kontrolle kiyaslandiginda,
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%61°lik bir artis oldugu, bu artisin 20 sn UV grubunda ise yine genel kontrolle
kiyaslandiginda %35 oldugu, oysa diger UV uygulanmis gruplarda hem genel kontrol
hem de kontrol gruplarindan istatistiki olarak daha diisiik lipid peroksidaz aktivitelerinin

oldugu belirlendi.

Kontrol bitkisinin yapraklarindaki LPO miktart 1,89 (n mol/gr doku) iken, diisiik
sicaklik uygulamasiyla bu deger %61’lik bir artisgla 3,05 (n mol/gr doku) olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.17 ve Sekil 4.17).

Cizelge 4.17. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan fasulye bitkisinde
yaprak dokusundaki Lipid peroksidasyon seviyesinin uygulamalara gore degisimi

n mol/gr doku Standart sapma
Genel kontrol | 1,893 ¢ 0,085
Soguk kontrol | 3,050 a 0,257
5sn UV 1,744 c 0,110
10 sn UV 1,687 c 0,044
15sn UV 1,907c 0,182
20 sn UV 2,562 b 0,030

*Ayni harfi bulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

n mol/gr doku

3,5 ~
3
2,5 -
2 -
1,5 -
1 -
0,5 -
0 r r T T T 1
Genel Soguk 5sn UV 10snUV  15snUV  20sn UV
kontrol kontrol

Sekil 4.17. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan fasulye bitkisinde
yaprak dokusundaki Lipid peroksidasyon seviyesinin uygulamalara gore degisimi



73

Farkli siirelerdeki UV 111 (5 sn,10 sn,15 sn,20 sn) uygulamasini miiteakiben soguga
maruz birakilmis olan bitkilerin yapraklar1 kullanilarak LPO aktivitelerine bakildiginda
onemli degisikliklerin olustugu belirlendi (Cizelge 4.18, Sekil 4.18). Sadece soguk
uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki LPO aktivitesi genel kontrolle kiyaslandiginda,
%50’1ik bir artis oldugu, bu artisin 15 sn UV grubunda ise yine genel kontrolle
kiyaslandiginda %11 oldugu, 20 sn lik UV grubunda da %38 oldugu, oysa diger UV
uygulanmis gruplarda hem genel kontrol hem de kontrol gruplarindan istatistiki olarak

daha disiik lipid peroksidaz aktivitelerinin oldugu belirlendi.

Kontrol bitkisinin yapraklarindaki lipid peroksidasyon seviyesi 0.85(n mol/gr doku)
iken, diisiik sicaklik uygulamasiyla bu deger %50’lik bir artigsla 1.28 (n mol/gr doku)
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.18. ve Sekil 4.18).

Cizelge 4.18. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan nohut bitkisinde
yaprak dokusundaki Lipid peroksidasyon seviyesinin uygulamalara gore degisimi

N mol /gr doku Standart
sapma
Genel kontrol 0,857d 0,065
Soguk kontrol 1,285 a 0,031
5sn UV 0,787d 0,023
10 sn UV 0,684 e 0,025
15sn UV 0,952 c 0,037
20 sn UV 1,185 b 0,080

*Ayni harfi bulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)
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n mol/gr doku

1,5 -
1 -
015 | ' '
O T T T T T 1
Genel Soguk 5sn UV 10snUV  15snUV  20sn UV
kontrol kontrol

Sekil 4.18. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan nohut bitkisinde
yaprak dokusundaki Lipid peroksidasyon seviyesinin uygulamalara gore degisimi

Farkli siirelerdeki UVisin1 (5 sn,10 sn,15 sn,20 sn) uygulamasinin ardindan soguga
maruz birakilmis olan bitkilerin yapraklart kullanilarak LPO seviyelerine bakildiginda
onemli degisikliklerin olustugu belirlendi. (Cizelge 4.19, Sekil 4.19). Sadece soguk
uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki LPO seviyesi genel kontrolle kiyaslandiginda,
%25 lik bir artis oldugu, oysa diger UV uygulanmis gruplarda hem genel kontrol hem
de kontrol gruplarindan istatistiki olarak daha diisiik lipid peroksidaz aktivitelerinin

oldugu belirlendi.

Kontrol bitkisinin yapraklarindaki LPO seviyesi 0,94 (n mol/gr doku) iken, diisiik
sicaklik uygulamasiyla bu deger %25,5’lik bir artisla 1,18 (n mol/gr doku) olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.19, Sekil 4.19).
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Cizelge 4.19. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan mercimek
bitkisinde yaprak dokusundaki Lipid peroksidasyon seviyesinin uygulamalara gore degisimi

n mol/gr doku Standart
sapma
Genel kontrol | 0,949 b 0,011
Soguk kontrol | 1,184 a 0,120
5sn UV 0,873 bc 0,023
10 sn UV 0,783 ¢c 0,028
15 sn UV 0,848bc 0,027
20 sn UV 0,92107526 b 0,015

*Ayni harfi bulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

n mol/gr doku

1,5
1
0’5 '

Genel Soguk 5snUV 10sn UV 15sn UV 20sn UV
kontrol  kontrol

Sekil 4.19. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan mercimek bitkisinde
yaprak dokusundaki Lipid peroksidasyon seviyesinin uygulamalara gore degisimi

Farkl: siirelerdeki UV 1s1n1 (5 sn,10 sn,15 sn,20 sn) uygulamasiin sonrasinda soguga
maruz birakilmis olan bitkilerin yapraklari kullanilarak LPO seviyelerine bakildiginda
onemli degisikliklerin olustugu belirlendi. (Cizelge 4.20, Sekil 4.20). Sadece soguk
uygulanmig bitkilerin yapraklarindaki LPO seviyesi genel kontrolle kiyaslandiginda,
%16’lik bir artis oldugu, bu artisin 5 sn UV grubunda ise yine genel kontrolle
kiyaslandiginda %21 oldugu, 10 sn lik UV grubunda da %22.5 oldugu, oysa diger UV
uygulanmis gruplarda hem genel kontrol hem de kontrol gruplarindan istatistiki olarak
daha disiik lipid peroksidaz aktivitelerinin oldugu belirlendi.
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Kontrol bitkisinin yapraklarindaki 0,62 Lipid peroksidasyon seviyesi (n mol/gr doku)
iken, diisiik sicaklik uygulamasiyla bu deger %16’lik bir artigla 0,72 (n mol/gr doku)
olarak belirlenmistir. (Cizelge 4.20 ve Sekil 4.20).

Cizelge 4.20. Dort farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sn) uygulanan bugday bitkisinde
yaprak dokusundaki Lipid peroksidasyon seviyesinin uygulamalara gére degigimi

n mol/gr doku Standart
sapma
Genel kontrol | 0,621 b 0,006
Soguk kontrol | 0,728 a 0,019
5sn UV 0,754 a 0,116
10sn UV 0,760 a 0,046
15sn UV 0,754 a 0,023
20 sn UV 0,726 a 0,046

*Aynt1 harfi bulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

n mol/gr doku

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
O T T T T T T
Genel Soguk 5sn UV 10snUV  15sn UV 20sn UV
kontrol kontrol

Sekil 4.20. Dért farkli zamanda UV (5 sn, 10 sn, 15 sn, 20 sh) uygulanan bugday bitkisinde
yaprak dokusundaki Lipid peroksidasyon seviyesinin uygulamalara gore degisimi

4.2. Morfolojik Bulgular

4.2.1. UV-B uygulamasi ve bir saat soguk stresi sonrasi

Her bir grupta 3 tekrar olmak tiizere 6 gruba (genel kontrol, soguk kontrol, 5snUV,
10snUV, 15snUV, 20sn UV) ayrilarak uygulamalar yapilmistir.UV uygulamalari
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yapildiktan sonra bitkiler 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir ve ayni islem 5 kez daha

tekrarlandiktan sonra {listime sicakliina birakilmadan 6nce fotograflar ¢ekilmistir.

Fasulye bitkisinde yapilan gorsel degerlendirme sonucunda genel kontrol goriintiisiine
en yakin 5 sn UVve 10 sn UV uygulamalarinda gozlenmistir. En 1yi sonug 5.kez

tekrardan sonra alimmistir.Saniye olarak c¢alismalar yapildigi i¢in farkin ¢ok fazla

olmadig1 goriilmiistiir.Bu sonuglar enzim aktivite sonuglartyla paralellik arz etmektedir.

Sekil 4.21. Genel kontrol-Kontrol-5 sn UV Genel kontrol-Kontrol-10sn UV

Sekil 4.22. Genel kontrol-Kontrol-15 sn UV Genel kontrol-Kontrol-20 sn UV
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4.2.2. UV uygulamasi ve 2.bir saat soguk stresi sonrasi

Sekil 4.23. Genel kontrol-Kontrol-5 sn UV Genel kontrol-Kontrol-10sn UV

Sekil 4.24. Genel kontrol-Kontrol-15 sn UV Genel kontrol-Kontrol-20 sn UV
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4.2.3. UV uygulamasi ve 3. bir saat soguk stresi sonrasi

Sekil 4 26. Genel kontrol-Kontrol-15sn UV Genel kontrol-Kontrol-20 sn UV
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4.2.4. UV uygulamasi ve 4. bir saat soguk stresi sonrasi

Sekil 4.28. Genel kontrol-Kontrol-15 sn UV Genel kontrol-Kontrol-20 sn UV
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4.2.5. UV uygulamasi ve 5. bir saat soguk stresi sonrasi

CELEELE
ey =n

8

emE mme

Sekil 4.30. Genel kontrol-Kontrol-15 sn UV Genel kontrol-Kontrol-20 sn UV
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Bugday bitkisi de her bir grupta 3 tekrar olmak iizere 6 gruba (genel kontrol, soguk
kontrol, 5snUV, 10snUV, 15snUV, 20sn UV) ayrilarak uygulamalar yapilmistir. UV
uygulamalar1 yapildiktan sonra bitkiler 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir ve ayni
islem 5 kez daha tekrarlandiktan sonra iisiime sicakligina birakilmadan 6nce fotograflar
cekilmistir. Bugday bitkisinde yapilan gorsel degerlendirme sonucunda genel kontrol
goriintiisiine en yakin 15 sn UVve 20 sn UV uygulamalarinda gézlenmistir. En iyi
sonu¢ 5.kez tekrardan sonra almmistir. Bu sonuglar enzim aktivite sonuglarimizla

paralellik gostermektedir.

Sekil 4.31. Bugday bitkisi genel kontrol
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Sekil 4.33. Bugday bitkisinde 5 Sn UV uygulamasindan sonraki goriintii
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Sekil 4.36. Bugday bitkisinde 20 sn UV uygulamasindan sonraki goriintii
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu arastirmada, yapilan testler ve istatistiki analizler sonucunda, normal ortamda
yetistirilen bitkilere (Genel Kontrol) kiyasla, sadece tistime sicaklig1 uygulanmis 4 bitki
tiirliniin yapraklarinda ki antioksidant enzim aktivitelerinin istatistiki olarak onemli
seviyelerde artis gosterdigi, bununla birlikte UV uygulandiktan sonra {igiime
sicakliklarina maruz birakilan bitki yapraklarinda (UV+ Soguk) Katalaz, Siiperoksit
dismutaz ve Peroksidaz aktivitelerinin, genel kontrol ve soguk kontrolle
kiyaslandiginda, uygulanan UV siiresine bagli olarak degisen artis ve azalislarin oldugu
belirlenmistir. Bu kiyaslama soguk kontrole gore yapildiginda her 3 antioksidant enzim
aktivitesinin de UV uygulamalar1 yapilmis olanlarda, genel olarak azaldigi seklinde
olmustur.UV 1smlarinin bitkilerin hormonal dengeleri (Seckin 2005), antioksidant
aktiviteleri (Nayyar and Gupta 2006) ve dolayisiyla biiyiime ve gelisme olaylari, ayrica
baz1 bitkilerin hasat sonrasinda mikroorganizmalara kars1 korunmasinda etkili olduklar
(Allende and Artes 2003; Allende et al. 2006) bilinmektedir. UV uygulamalari
mikroorganizmalari etkisizlestirirken ayni1 zamanda hafif stres etkisi olusturarak tiriiniin
hasat sonrast dayamimim da artirdigi rapor edilmistir (Kasim ve Kasim 2007). Ote
yandan UV 1sininin giines 1sinlar1 icerisinde kiiclik bir ylizdeye sahip olmasina karsin,
yiiksek bitkilerde hasar olusturabilecek etkilere sahip oldugu, s6z konusu hasarlar1 da
DNA, protein ve hiicresel zarlara etki ederek gerceklestirdigi bildirilmistir(Jansen
1998). Nitekim bu aragtirmanin 6n denemeleri yapilirken, bitkilere uzun siireli (saat
veya dakika olarak) UV uygulamalar1 da yapilmis, ancak 20 saniyenin iizerinde yapilan
UV uygulamalarinin bitkilerde 6liime yol actig1 gozlenmis, o yilizden diisiik sicakliga
aklimasyon saglayabilecek, oldiiriicii olmayan daha kisa siirelerin uygulanmasi uygun

gorilmiistiir.

UV 1511 uygulamasinin bitkide oksidatif strese yol actigini, elde ett§imiz antioksidant
enzim aktivitelerindeki degisimlere bakarak sdylemek miimkiindiir. Zira bu durum,
onceki arastirmalarda da rapor edilmistir (Cakirlar vd 2009).Ancak soguk kontrole
gore,iisiime sicakligi uygulamasindan oncekisa siireli UV uygulanan bitkilerde

antioksidant enzim aktivitelerinin nisbeten diisiik olmasi, UV stresi uygulamasinin
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bitkilere hafif 6n stres olacak sekilde etkili oldugunu ve aklimasyon saglamalarina

yardimci oldugu seklinde diisiiniilebilir.

Total protein tayini analizlerine bakildiginda, yine Soguk kontrol bitkilerinde ki protein
miktarlarinin, Genel Kontrole kiyasla arttig1, bu artisin UV+ Soguk uygulanan tiim bitki
tirlerinde de olustugu (Nohut harig), ancak Soguk kontrole kiyasla, uygulanan UV
stiresine bagli olarak degisen artis veya azalislarin oldugu tespit edilmistir. Bitkilerin
aklimasyon saglamasinda, bitki yapisindaki total proteinlerin arttig1 ¢ok iyi bilinmekte
olup, bunun aklimasyon saglanmasinin 6nemli bir kismin1 olusturdugu bilinmektedir.Bu
anlamda, arastirmamizda elde edilen sonuglar, 6nceki ¢alismalarda belirlenen sonuglarla

uyumluluk arz etmektedir (Thomas 1993;Yamada 2002; Pi vd.2009).

Diistik sicaklik stresinin, kullandigimiz bitkilerdeki hiicre zari hasarlarini belirlemek
amaciyla yapmis oldugumuz Lipid Peroksidasyon testlerinde ise, yine Genel Kontrole
nazaran Soguk kontrol bitki yapraklarindaki LPO seviyelerinin 6nemli seviyelerde
artmis oldugu, oysa bugday bitkisi harig, diger bitki tiirlerinde uyguladigimiz farkli UV
stirelerine bagli olarak, LPO seviyelerinin, Soguk kontrole gore diisiis gosterdigi
belirlenmistir. LPO seviyesi analizi, bitkinin maruz kaldig1 stres sonrasinda, bitkinin
hiicresel zarlarinda meydana gelen hasarlarin  biiylikliiglinii gosteren ve strese
dayanmiklihik ¢aligmalarinda, strese dayamikliligin  nisbi  ve kantitatif olarak
belirlenmesinde ¢ok kullanilan bir parametredir. Ciinkii bitkilerin hasar olusturabilecek
kadar bir strese maruz kalmasi1 durumunda, bitki hiicrelerinde ilk hasar olusumu hiicre
zarlarinda ortaya ¢ikmaktadir. Hiicre zarlarinda goriilen bu hasarin, stresin etkisiyle
sitoplazmada olusan ROT’larin hiicre zarlarmma gelerek, lipid ikili tabakasindaki
doymamis yaglara baglanmalari nedeniyle olustugu bilinmektedir (Wagner et al. 1994;
Halliwell and Gutteridge 2003). Bunun sonucunda hiicre zarlarinda lipid peroksidasyon
olusumu siireci baslamis olur ve sonrasinda hiicre zarindaki enzimlerin aktiviteleri
azalir, yine hiicre zarinin yapisinda bulunan tasiyicilar, reseptorler fonksiyonel kayiplara
ugrar ve bdylece hiicre zarinin secici gegirgenlik 6zelligi azalir ve miiteakiben hiicre
metabolizmasi bozulmaya baglar (Chen et al. 1995). Bu arastirmada, Soguk kontrol ile
Genel kontrol bitkilerinden elde ettigimiz LPO seviyelerini kiyasladigimizda, uygulamis
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oldugumuz diisiik sicaklik derecesi ve siiresinin fasulye, nohut ve mercimek bitkileri
icin stres olusturabilme anlaminda yeterli oldugunu gormekteyiz. Ciinkii tiim bitki
tirlerine ait Soguk kontrol gruplarinda ki LPO seviyeleri, Genel kontrol
gruplarininkinden ¢ok daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, iisiime
sicakliklar1 uygulanmadan once hafif 6n stres vermek amaciyla farkli siirelerde (5, 10,
15, ve 20 sn) UV isinina maruz birakmis oldugumuz deney grubu bitkilerinde ise LPO
seviyelerinin soguk kontrole gore diisiik c¢ikmis olmasit (bugday harig), UV
uygulamasinin, diisiik sicaklik stresinin bitki hiicre zarlarinda yol agtigi hasarlarin
azaltilmasin1 sagladigi anlamina gelmektedir. Literatiirde UV 1smlarinin, tsiimeye
diren¢ saglamak amaciyla hafif bir 6n stres olarak uygulandigina dair herhangi bir
bilgiye rastlanmadigindan, bu sonucun 6nceki arastirma bulgulariyla kiyaslanabilmesi
miimkiin olmamaktadir. Ancak bitkilerin fiziksel bir cesit strese (6rnegin diisiik
sicaklik) karst direng saglanmasinda, baska bir fiziksel stresin (hafif ve kisa siireli
elektriksel alan, manyetik alan gibi) etkili olabildigine dair arasgtirmalar mevcuttur
(Cakmak vd 2010; Cakmak vd 2011). S6z konusu arastirmalarda diisiik sicakliga ve
tuzluluga aklimasyon icin elektriksel alan ve manyetik alan gibi ¢ok farkli stres
cesitlerinin kullanilmasiyla elde edilen bulgular dikkate alindiginda, bu arastirmada
belirlenen, hafif 6n stres olarak UV stresinin kullanilarak, 6zellikle fasulye, nohut ve
mercimek bitkilerinde diisiik sicakligin yol actigit LPO seviyelerinin Soguk Kontrole
gore ¢ok daha diisiik ¢ikmasi seklinde ki bulgularimiz, UV uygulamalarinin aklimasyon
olusturmada basarili oldugu, dolayisiyla Onceki arastirma bulgulariyla uyumluluk
gosterdigi anlamina gelmektedir. Zira tisiime sicakliklarina hassas olan bu tiirlerin,
diisiik sicaklik uygulamalarinin hemen sonrasinda yapilan morfolojik gézlemlerinde de
s6z konusu lslime direnclerindeki artig, ayni diisiik sicakliklarin uygulandigi Soguk
Kontrol bitkileriyle morfolojik goériiniimleri (yaprak sararmasi, yapraklarin burusmasi
gibi) kiyaslanarak da fark edilmistir. Benzer sonuglar bugday bitkilerinde goriillmemis
olmakla birlikte, bugday bitkisinin dogal olarak soguga karsi direngli olmasi ve
sistematik olarak da c¢ok farkli bir bitki grubuna (monokotiledon) ait olmasi nedeniyle,
lisiimeye hassas olan ve angiosperm grubuna ait bitki tlirlerinin verdigi cevaplarin ayni

olmamasi gayet tabiidir diye diisiinmekteyiz.
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Bu arastirmada, lisime sicakliklarina aklimasyon saglamak iizere, diisiik sicaklik
uygulamak yerine, baska bir fiziksel stres gesiti olan UV 1sinmin, diigiik sicaklik
aklimasyonunun yerini alip alamayacagi test edilmeye calisiimistir. Elde ettigimiz

sonuglardan yola ¢ikarak,

Antioksidant enzim seviyelerinde belirlenen degisimlerin, stresin olustugunu gosteren

bir parametre oldugu, ancak bitkide iisiime stresine direncin saglandigini géstermedigi,

Total protein miktarlarinin belirlenmesinin de, bitkide strese cevap olarak meydan gelen
aklimasyonun bir pargast oldugu, ancak strese karsi direncin olusmasinda yeterli

olmadig,

Ozellikle LPO seviyelerinde gozlenen degisiklikler dikkate alindiginda ise, farkli
stirelerde uyguladigimiz UV 1s1n1 stresinin, bugday bitkisi hari¢ diger iisiimeye hassas
olan bitki tiirleri i¢in 6n stres olarak kullanilabilecegi, boylece ilisiime hasarina karsi
hassas bitkilerin korunmasinda, soguk aklimasyonunun yerini alabilecegini sdylemek

miimkiin goriinmektedir.

Fakat UV iginlarinin hiicrede yol agtigietki mekanizmasinin belirlenebilmesi igin,

konunun molekiiler ve fizyolojik diizeyde arastirilmasina ihtiyag¢ vardir.
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