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0z

Bu arastirmada, hekzaploid ABD genomundan Triticum aestivum L. var.
aestivum’a ait ekmeklik bugday cesidi Hawk, tetraploid AB genomundan Triticum
turgidum L. var. durum (T. durum Desf.)'a ait makarnalik bugday ¢esidi Kiziltan-91
ile tetraploid, CD genomundan Aegilops L. yabani bugday tlrll olan Aegilops
cylindrica, erken fide evresinde dusuk sicakhk (+1°C, 8 gun) ve dusluk sicaklik
ardindan don sicaklik (-10°C, 3 ve 6 saat) stresine maruz birakilmig ve ardindan 7
gun iyilestirme sirecinde kontrol sicakhdinda (20°C) buayataimostar. Disik
sicaklik ve don sicakligi uygulamalarindan sonra fidelerin gévde uzunluklan ve
yaprak dokularinda iyon sizintisi, membran dayaniklilk indeksi ve bazi
antioksidan enzimlerin aktiviteleri belirlenmistir. lyilestirme periyodunun ardindan
fidelerin govde taze ve kuru agirliklan tartilmis ve gévde uzunluklari dlgtiimustir.
Bltin genotiplerin gévde uzunluklari, kontrole goére dusuk sicaklik ile azalmis ve
don sicakhg ile hemen hemen inhibe olmustur. Zarlardaki iyon sizintisi
genotiplerin hepsinde disuk sicaklik ve don sicakligi ile kontrole gore artarken;
membran dayaniklilik indeksi azalmistir. Kiziltan c¢esidinde, kontrole gére SOD
aktivitesinin degismedidi; POD, APX ve GR aktivitelerinin ise azaldidi
belirlenmistir. Hawk ve Ae. cylindrica genoctiplerinde APX, POD ve SOD
enzimlerinin aktiviteleri artarken;, GR aktivitesi ise Hawk'ta azalmig, Ae.
cylindrica'da ise degismemistir. lyilestirme siirecinde, disik sicaklik uygulamasi
bitki gelisimini Kiziltan ve Ae.cylindrica’da etkilemezken Hawk’ta azaltmigtir. Buna
karsin; don sicakliginda Kiziltan'da bliyime durmus; Hawk ve Ae. cylindrica'da

blylime minimum dizeyde devam etmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan enzim, bugday, dusik sicaklik, don sicakligi, iyon

sizintisi.

Danisman: Prof. Dr. Serpil TERZIOGLU, Hacettepe Universitesi, Biyoloji BSIUm(,
Botanik Anabilim Dall.



INVESTIGATION OF SOME ANTIOXIDANT ENZYME ACTIVITIES AND
PHYSIOLOGICAL PARAMETERS UNDER LOW TEMPERATURE IN SOME
CULTIVARS OF TRITICUM L. AND SPECIES OF AEGILOPS L.

Seher POLAT
ABSTRACT

In this research, a cultivar of Hawk is a bread wheat that is belong to a hexaploid
(ABD) Triticum aestivum L. var. aestivum, a cultivar of Kiziltan-91 is durum wheat
that is belong to tetraploid (AB) Triticum turgidum L. var. durum (T. durum Desf.)
and a species of Aegilops cylindrica is a wild wheat that is belong to tetraploid
(CD) Aegilops L. were subjected to low temperature at (+1°C for 8 days) and
freezing temperature at -10 for 3 and 6 hours during early seedling stage.
Following the stress treatments the seedling of the genotypes were subjected to
regrowth for 7 days at control temperature (20°C). Length of stem and ion leakage,
membrane stability index and some antioxidant enzyme activities of leaves were
determined after the stress treatments. At the end of regrowth period, fresh and
dry weight and length of stem of genotypes were also determined. In the
genotypes, length of stem was decreased by low temperature and nearly stopped
by freezing compared to control treatments. lon leakage of membranes in the
genotypes was increased by low temperature and freezing compared to that of the
their controls. In contrast to ion leakage, membrane stability index decreased.
SOD enzyme activity did not change in Kiziltan, but POD, GR and APX enzyme
activities decreased after the low temperature and freezing compared to that of the
their controls. Activities of SOD, POD, APX enzymes increased in Hawk and Ae.
cylindrica, but GR anzyme activity decreased in Hawk and did not change in Ae.
cylindirca. After the regrowth period, the growth of Kiziltan and Ae. cylindirca were
not affected by the low temperature, but decreased in Hawk. On the other hand,
the seedling of Hawk and Ae. cylindirca continued to grow at the minimum level

and stopped in Kiziltan by freezing.
Key Words: Antioxidant enzyme, wheat, low temperature, freezing, ion leakage.
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1. GIRIS

iklim degisikleri, dogal sebeplere (Gunes ylizeyinde meydana gelen lekeler,
yanardag patlamalar vb.) ve insan faaliyetlerine (endustrinin yarattigi kirlilik ve
tarimsal faaliyetler) bagl olarak meydana gelmektedir. Troposfer sicakhdi, sera
etkisine sebep olan ozon, karbon dioksit, diazot monoksit, su buhari gibi gazlar ile
artarken, aksine insan aktiviteleri ve yanardag faaliyetleri sonucunda aciga cikan
toz bulutu, giinesten gelen sicakhdl engelleyerek yeryliziniin sogumasina neden

olmaktadir (Bosgelmez vd., 2000).

Stres, kisaca yasam icin gerekli optimum kosullardan sapma olarak tanimlanir
(Taiz and Zaiger, 1998). Tarim alanlarinda yetisen bitkiler blyume ve geligimleri
sirasinda hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi biyotik ve dlusuk/yuksek sicaklik ve
kuraklik gibi abiyotik cevresel streslere maruz kalmaktadirlar. YUksek ve duslk
sicaklik, siddet ve surelerine bagl olarak metabolik aktiviteyi, blylime ve gelismeyi
etkiler. Tropik ve yari tropik bitkiler genellikle 15-45°C’de gelisme gdstermektedir.
Bu sininn alt ve st sicaklhk derecelerinde, bitkilerin bélgelere gdre yayilislari,
metabolizma ve Urlindn nitelik ve niceligi ciddi sekilde etkilenmektedir (Kacar vd.,
2002).

Dusuk sicaklik stresi, genelde 0°C ile 15°C arasinda tropik ve yari tropik bitkilerde
goérulmektedir. Duslk sicaklik stresi, bitki tlriine gore degisiklik gdstermektedir.
DusUk sicaklhikta zarar goren organeller arasinda kloroplast, mitokondri, vakuol ve
bu organellerle iligkili zarlar yer almaktadir (Christiansen and St. John, 1981).
Suyun donma sicakliginin (<0°C) altindaki sicaklik, don sicakhg olarak
tanimlanir. Donma zarari, buz kristalleri olusumu sonucu; hassas zarlarda hucre
organizasyonunun bozulmasi ve dokularin su igeriginin azalmasi ile kademeli
olarak ortaya ¢ikan kurakliga (fizyolojik kuraklik) bagli clarak meydana gelir. Bazi
grup bitkilerin don sicakliklarina karsl tolerans kazanabilmesi i¢in, belirli bir slre
disik, fakat sifirn Gzerindeki sicakliklara maruz kalmasi gerekmektedir. Bu olay
‘diisiik sicakliga uyum’ olarak bilinir. Dlsuk sicakliga uyumda bircok fiziksel ve
biyokimyasal dedisiklik meydana gelir. Bunlar arasinda en ¢ok dikkate dedger
degisiklikler; blylmenin minimum seviyede tutulmasi veya yavaslamasi, doku su
iceriginin azalmas! (Lewitt, 1980), absisik asit seviyesinin gecici olarak artmasi

(Chen et al., 1983), hiicre zarlarinin lipid kompozisyonundaki degisiklikler (Lynch



and Steponkus, 1987; Uemura and Steponkus, 1994), prolin, betain ve ¢6zinebilir
sekerler gibi osmolitlerin birikimi, antioksidan seviyesinin artisi yer alir (Koster and
Lynch, 1992; Kishitani et al., 1994; Murelli et al., 1995, Nomura et al., 1995,
Dorffling et al., 1997, Tao, et al., 1998).

Duslk sicakhk stresinin, zar lipidleri, nlkleik asitler ve proteinlere zarar vererek
hicre oélimlerine neden olan (Kendall and McKersie, 1989), singlet oksijen,
hidrojen peroksit, superoksit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen turleri (ROS)
konsantrasyonun artmasina neden oldudu bildirilmistir (Okuda et al., 1991; Wise
and Noylar, 1987). ROS, etkili bir sekilde yok edilmedikce, hizli bir sekilde okside
olur ve hiicre zar lipidlerine, protein, DNA ve diger hicresel bilesenlere zarar
vererek hicresel dlumlere ya da nekrotik zonlarin olugsmasina neden olmaktadir
(Doke, 1997, Foyer and Noctor, 2005). Aerobik organizmalar biyotik ya da abiyotik
orjinli ROS’un etkisini minimuma indirgemede enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan savunma sistemine sahiptirler. Enzimatik sistemde yer alan slperoksit
dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1), katalaz (CAT, EC 1.11.1.6), peroksidaz (POD; EC
1.11.1.7), askorbat peroksidaz (APX; EC 1.1.1.11), glutatyon rediktaz (GR; EC
1.6.4.2) gibi enzimler, antioksidan molekullerin sentezini, parcalanmasini, geri

kazanilmasini ve ROS'un hlicreden dogrudan uzaklastiriimasini katalizler.

Poaceae grubunu olusturan bugday (Triticum), arpa (Hordeum), cavdar (Secale),
yulaf (Avena), misir (Zea), celtik (Oryza) ekilis ve Uretim ydénlnden tarla bitkileri
arasinda en énemli yere sahiptir. Ulkemizde 1990 yilinda 9,3 milyon hektar olan
bugday ekim alani ve 14,07 milyon hektar olan tahil ekim alani ginimizde de

ayni sinirlarda (FAO, 2005) olup édnemini korumaktadir.

Dinyada insanlarin aldiklari gunlik kalorinin  %50'sinden fazlasi tahillarla
karsilanmaktadir ve daha spesifik olarak bakilacak olursa Avrupa’nin ginltk kalori
ihtiyacinin  %30'dan fazlasi, Tulrkiye'nin ise %53'0 ekmek ve diger bugday

drtnlerinden karsilanmaktadir.

Abiyotik streslerin en énemlilerinden biri olan dustk sicaklik stresi, normal blylime
ve gelismeyi engellerken; tahil bitkilerinde Granin miktarint ve besin kalitesini
distrmektedir (Sachs and Ho, 1986; Sung et al., 2003). Artan dinya nifusu ve

insanlarin daha saglikli beslenme isteklerine paralel olarak stres kosullar tarimsal



verimi azaltmakta ve Urln kalitesini distrmektedir. Bunun sonucu olarak ¢evresel
streslere karsl dayanikhligin gelistirildigi  etkin arastirmalara gereksinim

duyulmaktadir.

Bu arastirmanin amaci, birbirine yakin akraba olan Triticum aestivum L.’un iki
cesidi ve Aegifops L.'un bir tirlinde disik sicaklik ve don sicakligi toleransini
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal parametreler kullanarak belirlemek ve

tolerans ile genotipler arasidaki iligkiyi arastirmaktir.

Bu nedenle, Triticum aestivum L.'un Kiziltan ve Hawk cesitlerine ve Aegilops L.'un
Ae. cylindrica tirlne ait 6zenle secilen tohumlar 7 giin kontrol sartlarinda (20°C)
buyutilmus; ardindan disik sicaklik (+1°C) ve dusuk sicakligl takiben 3 ve 6 sa
don sicakhk (-10°C) uygulamalarina maruz birakilmistir. DUsuk ve don sicaklik
uygulamalarinin bitiminde ve 7 gin kontrol sicakliginda blyutmenin ardindan
yapilan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerin analizleri ile
genotiplerin toleranslari belirlenmistir. Sonuglar genotipik farklihklar esas alinarak

tartisiimistir.



2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Bitkilerde stres
2.1.1. Stres kavrami ve stres faktorleri

Stres, yasam icin optimal olan kosullardan dnemli sapmalar olarak aciklanir (Taiz
and Zeiger, 1998). Bitkide metabolizmayi, biyime ve gelismeyi etkileyen veya
engelleyen, uygun olmayan herhangi bir durum veya madde stres faktorii
olarak tanimlanir (Mahajan and Tuteja, 2005). Genel olarak biyotik ve abiyotik
olmak Uzere iki grupta siniflandirnilan stres faktorleri Sekil 2.1'de verilmistir
(Larcher, 1995). Bitkiler yagsamlari boyunca bircok stres faktori ile kargilagabilirler
ve bitkilerin stressiz bir ortamda yasamalari nadir bir olay olup, bu durum sifir

stres olarak adlandirilir.

Stres faktdrleri, bitkiler izerine ender olarak tek baslarina etki etmelerine ragmen
genellikle es zamanh olarak meydana gelirler. Stres faktorlerinin birlikte etki
gbstermesi, bitkinin tek bir stres faktérine olan tepkisini kuvvetlendirilebilir,

zayiflatabilir, drtebilir veya tersine gevirebilir (Glrel ve Avcioglu, 2001).

Bir bitkinin strese maruz kalip kalmadigi bu bitkinin optimum yetistirme
kosullarindaki davranisiyla yapilacak bir karsilagtirma ile anlagilabilir. Stres faktéru
ya da faktorlerine maruz kalan bir organizmada meydana gelebilecek spesifik
olmayan etkileri, zar &zelliklerindeki degisiklikler, solunumun artisi, fotosentezin
engellenmesi, kuru madde Uretiminin azalmasi, biylumedeki gerileme, verimliligin

azalmasi ve vaktinden dnce senesens olusturmasidir (Girel ve Avcioglu, 2001).

Metabolik bozulma nedeniyle, hicre i¢i enerji Uretimindeki azalma veya tamir
sentezleri icin enerji tuketimindeki bir artig, stres durumunun erken belirtisi olarak
da kabul edilmektedir (Larcher, 1995; Edreva, 1998).



Sekil 2.1. Stres faktorleri ve bunlarin ¢oklu iligkileri (Larcher, 1995'den dedistirilerek
alinmigtir).




2.1.2. Strese karsi bitki tepkileri

Bitkilerde stres faktorlerine karsi iki farkh tepki gézlenmektedir. Bunlar; stres

faktorlerinden kacinma ve strese karsi tolerans’tir.
2.1.2.1. Stres’ten kacinma

Kaginma, stres faktorlerinin bitki dokularina giriginin énlenmesi veya azaltiimasi
olarak ifade edilir. Bu mekanizma; yaprak ayasinin kalinligi ve alani, kitikulanin
kalinligi, stomalarin blyUkliga ve yogunlugu gibi bitkinin cevre ile temas halinde
oldugu yulzeylerinde morfolojik ve kimyasal kompozisyonudaki degisiklikler
ve/veya stres olayindan 6nce dormant ontogenetik faz olan tohum veya yumru
olusumu ile bitki Uretkenliginin garanti altina alinmasi ile sadlanabilir (Glrel ve
Avcioglu, 2001).

2.1.2.2. Stres’e tolerans

Tolerans, stres faktorlerinin etkisini elimine etme, azaltma veya tamir etme
mekanizmalari olarak ifade edilir. Tolerans, doku seviyesindeki degisiklikleri
(sakizlarin, yara periderminin olugsumu gibi), subselller seviyedeki degisiklikleri
(ceper ilavelerinin; zar, kloroplast ve hicre ¢eper modifikasyonlari gibi), molekuler
(sekonder metobolitlerin, polisakkaritlerin, fenol polisakkaritlerin, stres proteinlerin
olusumu gibi) ve submolekiler seviyedeki degisiklikleri kapsamaktadir (Edreva,
1998).

2.2. Strese maruz kalan bitkide ortaya cikan fazlar

Stres faktorleri veya kompleks stres olaylari, bitkilerin strese kargi U¢ tepki fazini
ve eder zarar ¢ok siddetli degilse, bu stres faktorleri uzaklastirildiktan sonra
dérdlincl olarak rejenerasyon fazini gecirmelerine yol agmaktadirlar. Boylece
stres slresince organizma, karakteristik bir fazlar dizinini izlemektedir (Larcher,
1995, Lichtenthaler, 1996).

2.2.1. Tepki fazi (alarm reaksiyonu)

Bitkide optimum gelisim i¢cin gereksinim duyulan protein gibi yapisal molekillerde

ve fotosentez gibi fizyolojik olaylarda sapmalar meydana gelmekte ve



katabolizmanin anabolizmaya Ustin oldudu bir stres reaksiyonu ile alarm fazi

baslamaktadir. Bu fazda bitkide gelisim gerilemektedir.
2.2.2. Onarim fazi (dayanikliik asamasi)

Stres yogunlugunun dedismeden devam etmesi durumunda koruyucu madde ve
protein sentezi gibi tamir ve adaptasyon olaylar bitki tarafindan hizla
baslatiimaktadir. Bu olaylarin baslatiimasi ile devam eden stres kosullan altinda
koruyucu madde ve protein sentezinin optimum seviyeye c¢ikmasi ile bir

dayaniklilhk fazina gecis meydana gelmektedir.
2.2.3. Rejenerasyon fazi (kismi veya tam rejenerasyon)

Zararin ¢ok ylksek olmadigi durumlarda, stres faktorlerinin etkisinin azalmasi
veya tamamen kaybolmasiyla birlikte bitkide fizyolojik fonksiyonlarin kismi veya
tam rejenerasyonu ile zararlar tamir edilmektedir. Stres sliresi ve yogunlugu ¢ok
uzun ve yiksek degilse, bitkiler minimum ve maksimum dayaniklihk aralig
icerisinde kendilerini duzenlemeye caligirlar (Larcher, 1995; Lichtenthaler, 1996;
Edreva, 1998).

2.2.4. Bitig fazi (tikenme donemi)

Stres dénemi ¢ok uzun slrerse veya stres faktérinln siddeti artarsa tikenme
dénemi ortaya cikar. Bu fazda tolerans siniri agilmakta ve bitkide kalici zararlar

ortaya ¢cikmakta hatta bu faz 6lum ile sonu¢lanmaktadir.
2.3. Sicakhik stresi

Sicakligin yikselmesi ya da diusmesi, madde molekdllerinin ylksek veya duslk
kinetik enerjisi ile karakterize edilen termodinamik olgulardir. Yiiksek sicaklik
molekdllerin  hareketini hizlandirirken makromolekiller arasindaki baglarin
gevsemesine ve biyomembranlarin lipid tabakalarinin daha fazla akiskan olmasina
neden olur. Buna karsin dislk sicaklikta biyomembranlar sertlesir ve biyokimyasal
iglevlerinin aktive edilebilmesi i¢cin daha fazla enerjiye gereksinim duyulur. Donma
suyun kati sekle dénldsiminin olgusudur ve bu nedenle bitkilerde yasamsal

islevler icin blylk énem tasir (Kacar vd., 2002).



Sicak ve soduk, siddet ve sirelerine bagl olarak metabolik aktiviteyi, bliylime ve
gelismeyi etkileyerek bitki gesitlerinin Ulkelere ve bolgelere goére dagihmini sinirlar.
Cogu bitki genellikle 15-45°C'de gelisme gosterir. Bu sininn alt ve Ust sicaklik
derecelerinde, bélgelere gore bitkilerin bUylmeleri ve metabolizmalan ile Grintn

nitelik ve niceligi ciddi sekilde etkilenir (Kacar vd., 2002).

Canlilar dogada (¢ farkh sicaklik stresi ile karsilasirlar. Bunlar; yliksek sicaklik,
dustk sicaklik (Usume) ve don sicakhdi stresleridir. DUsUk ve don sicaklik stresleri

genel olarak ‘soguk’ terimi icinde yer alan iki kavramdir.
2.3.1. Diisuik sicakhk stresi

Duslk sicakhk stresi genelde 0°C ile yaklasik 15°C arasinda (Kacar vd., 2002)
olup, bu sicaklik arahdi bitki tiriine gore dedisiklik gostermektedir. Tropikal orijinli
birgok bitki gibi subtropikal orijinli birgok bitkide disik sicakliga karsi duyarhdir.
Dunya tahil Gretiminde buyUk orana sahip olan misir (Zea mays) ve piring (Oryza
sativa) bitkileri duslk sicaklik stresine hassas tlrler olup, bitkilerin blylme ve
gelismesini etkileyen 10°C’nin altindaki sicaklik derecesi bitkilerde GrGin kaybina
neden olmaktadir. Pamukta fide agamasinda meydana gelen dlslk sicaklik stresi
ayni zamanda su stresi ve yaprak dehidrasyonuna neden olur, bitki boyunu azaltir,
ciceklenmeyi erteler, Uriin ve lif kalitesini olumsuz olarak etkiler. Ornegin; ekimi
takiben meydana gelen duslk sicaklik stresi pamuk endustrisinde 60 milyon dolar
zarara neden olmustur (Christiansen and St. John, 1981). Domates (Lycopersicon
esculentum), salatalik (Cucurbita sp.), soya (Glycine max L.) ve diger tahil Grlnleri
gibi ekimden sonra dusik sicaklik stresine maruz kalan bitkilerde, Grin azalir ve

olgunlagsma ertelenir (Fowler and Limin, 2003).

Tohumlu bir bitkide ¢imlenmeden tohum olusumuna kadar olan slreci tanimlayan
fizyolojik yas, dusiik sicaklik hassasiyetini etkiler. Ornegdin, dusik sicaklia hassas
olan tlrlerde, suyu soguran tohum ve polenin gelisim basamagi gibi evreler dlistk
sicaklida daha fazla hassastir. Yiksek sicaklikta olgunlasan meyve, disik
sicaklikta olgunlagsan meyveye oranla dislk sicakhda karsi daha fazla hassastir.
Disik sicakliJa hassas dokularda, yaralanmanin derecesi azalan sicaklik ve

maruz kalinan disik sicaklik stresi ile artar (Fowler and Limin, 2003).



Bitkiler dusuk sicaklik toleranslarina goére uU¢ grupta incelenebilir (Sutka and
Galiba, 2003):

a) Dusik sicakliga duyarli (hassas) bitkiler, 12°C altinda zarar goérebilirler.

Ornegdin, muz (Musa sapientum).

b) Dislk sicakliga dayanikh fakat donmaya duyarli bitkiler, 12°C altindaki
sicakliklara uyum gosterebilirler fakat 0°C altindaki sicakliklarda yasamlarini

sirdiiremezler. Ornegin, domates (Lycopersicon esculenturn).

¢) Donmaya dayanikl bitkiler, distk sicakliga uyum saglayabilir ve sifirin altindaki
sicakliklarda da yagamlarini surdirebilirler. Ornegin, otsu veya odunsu iliman iklim

kusag! bitkileri.

DlsUk sicaklik, bazi hiicresel iglevleri geri alarak ve digerlerini yavaslatarak
hicrenin bitiin metabolik sistemini degistirmektedir. Dislk sicaklik her hiicrenin
ic yapisinl, hicre igindeki her moleklll, enzimatik reaksiyonlari, substrat-difuzyon
hizini ve zarin tasiyici 6zelliklerini etkiler. Bu yuzden dusuk sicaklik zararlari bu

etkilerin dogrudan sonucudur (Kratsch and Wise, 2000).
2.3.2. Dusgiuk sicaklik stresinin neden oldugu zararlar

Yapilan ilk arastirmalar, dislUk sicakh@in bitkide bozulmalara neden oldugu
fizyolojik iglevler Uzerine yogunlasmistir. Dusuk sicaklik, O, evrimini, organik asit,
seker, polifenol, protein ve ATP'yi etkiler. Yapilan arastirmalar, disik sicakhdin,
dislik sicakhiga duyarh bitkilerde bazi kimyasal maddelerin konsantrasyonunu
degistirdigini gostermektedir; etanol ve asetaldehit gibi toksik maddelerin biriktigine
dair kanitlar vardir. Zar permeabilitesindeki degisikliklerden kaynaklanan iyon

sizmasil, disik sicakliga duyarli bitkilerde bildirilmistir (Fowler and Limin, 2003).

Organel seviyesinde meydana gelen bazi zararlar dusuk sicaklikla iligkilidir. Cok
cesitli dislk sicaklk zararlari olmasina ragmen farkl tlrlerde meydana gelen
organel seviyesindeki dislk sicaklik zararlari benzerdir. Organel seviyesindeki
dustk sicaklik zararlari; net, gozle gérilebilir fiziksel degisikliklerden 6nce dustk
sicaklik zararlarina dair kanit olmaktadir. Zarar goéren organeller arasinda
kloroplast, mitokondri, vakuol ve bu organellerle iligkili zarlar yer almaktadir

(Christiansen and St. John, 1981). Bu zararlar, kloroplast ve mitokondrinin



organizasyonun bozulmasini ve sismesi, nigasta granullerinin sayisinin ve
blylUkliginin azalmasini, kloroplast periferal retikulumunda kiglk veziklllerin
olusumunu, kloroplastta lipid damlalarinin birikimini ve nukleus kromatinlerinin

yogunlagsmasini kapsar (Kratsch and Wise, 2000).

Kloroplast ilk ve en ¢ok zarar gdren organel olup, dlslk sicaklik esnasindaki 1sik,
zararin daha fazla artmasina neden olmaktadir. Karanhkta disuk sicakhga maruz
kalan bitkilerin yesil kaldigi ve kloroplastlarin normal oldugu buna karsin nigasta
miktarinin azaldigi belirlenmigtir. Isik varliginda, klorofil beyazlasmakta, lipid
damlalar birikmekte ve tilakoyitler dejenere olmaktadir. Mitokondri dislk sicakliga
daha dayanikli olarak gorilmekte, fakat dusilk sicakhda duyarh tlrlerde meydana

gelen ani sicaklik digmesi mitokondri aktivitesini yok etmektedir.

Hicre ici pH, dusuk sicaklija olduk¢a hassas tirlerde vakuol zari Gzerinde yer
alan H'-ATPaz (sitoplazmadan vakuole H*-tagslyan pompa) tarafindan kontrol
edilir. Vakuoler H*-ATPaz, dislk sicakliga asin derecede duyarll olup, disik
sicakhda maruz kaldi§i zaman inaktive olur. Bu inaktivasyon dulslk sicaklik
zararlarindan ¢ok énce meydana gelir ve plazma zari, mitokondri, ve endoplamik
retikulumla ilgili enzimlerin aktivitesi azalir. Dusik sicakligin neden oldugu H’-
ATPaz'in inaktivasyonu dusik sicakliga duyarli olan piring ve Vigna radiata
bitkilerinde belirlenmigtir. DUsUk sicaklik ile proton tasiniminin  bastiriimasi,
sitoplazmik dengenin bozulmasina ve pH degisikliklerine neden olur (Yoshida et
al., 1999).

Diusuk sicakhk stresi, 6zellikle soguga hassas bitkilerde, blylimenin azalmasina,
nekrozlara (bitki dokusunun parcalanmasi ve kararmasi sonucu dlmesi), renk
bozulmasina, tohumlarin cimlenme vyetenedinin azalmasina veya tamamen
ortadan kalkmasina, tahil bitkilerinde dane dolumunun azalmasina, hasat
zamaninin gecikmesine, toprak suyunun aliniminin  ve butin bitkilerde

fotosentezin azalmasina neden olur (Kadioglu, 2004).

Dusuk sicaklikta fotosentez hizinin azalmasinda, pirivat ortofosfat dikinaz enzim
aktivitesinin azalmasinin énemli roli oldugu saptanmistir. Dlsik sicaklikta

karboksilasyonda énemli roll olan rubisko enzim aktivitesinin de olumsuz sekilde
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etkilendigi goérilmis ve ayni zamanda disik sicaklikta nisasta ve seker gibi

fotosentez Urlinlerinin biriktigi saptanmistir (Guy et al., 1992).

Duyarl bitkilerin ¢ogunda toprakta yeterli su olmasina ragmen su aliniminin
azalmasi ile yapraklarda solma meydana gelir. Bitkilerde solma; dusuk sicaklikta
kok hicre zarlarinda gecirgenligin azalmasi ile yeterli miktarda su alinamamasi,
suyun viskositesinin (akiskanhiginin) artmasi ve soguk kosullarda gdzeneklerin
aclk kalmasi ya da ¢ok az kapanmasindan dolayl meydana gelmektedir (Kacar
vd., 2002).

Hem dislk sicaklik hem de donma hasarinda hiicre zari, merkezi 6neme sahiptir.
Her iki durumda da =zarara neden olan kritik bir sicaklik derecesi vardir.
Sicakliktaki dedisiklikten dolayl zar enzimlerinin aktivitesi azalmakta, zar
gecirgenligi dedismekte ve bunun sonucunda c¢esitli derecelerde zarar meydana
gelmektedir. Dusuk sicaklikta yar1 akigkan olan hiicre zarindaki lipidler katilagir, bir
baska ifade ile kristalize olur. Bu da zarlarin gegirgenliginin azalmasina ve zar
enzimlerinin aktivitesinin kaybolmasina neden olurken; duyarl bitkilerde, dlstk
sicaklik stresi K', amino asitler ve sekerler gibi iyonlar ile fotosentez uriinlerinin

plazma zarindan disari sizmalarina yol acar (Kacar vd., 2002).

Zar lipidleri, doymus ve doymamis olmak Uzere iki ¢cesit yag asidinden meydana
gelmektedir. Doymamis yag asitleri (-CH=CH-), iki karbon atomu arasinda bir veya
daha fazla ¢ift baga sahip iken; doymus vyag asitleri (-CH>-CH)'ndeki C
atomlarinin tamami hidrojen atomlari ile bag yapmistir. Doymamis yag asidi iceren
lipidlerin, doymus yad asidi iceren lipidlere oranla daha disik sicakliklarda
katilastigi iyi bilinen bir gercektir. Bu ylizden doymamis yag asitlerinin orani, gug¢li
bir sekilde zar akiskanh@i Gzerine etki etmektedir (Steponkus et al., 1993). Dislk
sicakhda duyarl bitkiler, genellikle, yliksek doymus yag asidi oranina bu ylzden
yiksek gecis sicakligina sahipken; disik sicakliga dayanikl bitkiler, yiksek
doymamis yag asiti oranina ve dolayisi ile dislk gecis sicakliina sahiptir
(Mahajan and Tuteja, 2005).

2.3.3. Don sicaklik stresi ve neden oldugu zararlar

Suyun donma sicakliginin (<0°C) altindaki sicaklik, don sicakhg olarak

tanimlanir. Donma zararlari iki Snemli mekanizma ile meydana gelir. ilk olarak, buz
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kristalleri hassas zar ve hlcre organizasyonunu bozarak mekanik hasara neden
olurken; ikinci olarak, buz olusumu sonucu, dokularin su igerigi azalmakta ve
kademeli olarak kurakhk (fizyolojik kuraklik) meydana gelmektedir. Hlcreler arasi
bosluklarda su, ylksek bir su potansiyeline sahip olmasina ragmen, sitoplazma ve
vakuoller duslk (negatif) bir su potansiyeline sahiptir. Bu yuzden buz kristalleri ilk
olarak hiicreler arasi bosluklarda meydana gelir (Kadioglu, 2004). Bu kristallerin
blylUmesinin devami, protoplasttan suyun osmoz yoluyla hicreler arasi bosluklara
tasinimina ve hicresel dehidrasyona neden olur. Eger dehidrasyon yeterli dedilse
hicre i¢i buz olusumu baslar ve bu durum genellikle hiicrenin tahrip ve élumu ile
sonuglanir. Hlcrenin hasar ve dlimdu, hicre icindeki buzun erimesi ile ortaya ¢ikar.
Yavas soguma durumunda, hiicre olaya adapte olarak az bir hasarla kurtulabilir
(Kocacaligkan, 2004).

Hucreden tasinan suyun miktari, sitoplazmanin  ¢6ziUnmis  madde
konsantrasyonuna ve hUlcreler arasi buzun su potansiyelini belirleyen don
sicakligina baghdir. Ornegdin; -10°C don sicakhidi -11.6 MPa su potansiyeline
neden olur, hiicrenin ilk osmotik potansiyelinin -1MPa oldugu varsayildiginda,
hicredeki osmotik olarak aktif olan suyun %90’ tasinacaktir. Eger hicrenin ilk
osmotik potansiyeli, dusik sicaklik adaptasyonu esnasinda hicrede artan
¢cdzlnmis madde konsantrasyonundan dolayr -2MPa olsa idi, ayni don
sicakhdinda hiicresel suyun sadece %80Q'i digar tasinirdi. Bundan dolayl donma
zararlarinin buyuk bir kismi hlcresel dehidrasyondan kaynaklanmaktadir ve bu
nedenle don sicakhdi, kuraklik ve tuz streslerinin birgok 6zelligi (ve genleri) ortaktir
(Xin and Browse, 2000).

Amerikan fizyolog P. Mazur, donma olaylarini sirasi ile; 1) protoplastin dis
kisminda buz kristalleri olusur ve protoplast su kaybetmeye baslar, eger soguma
cok hizli ise protoplast donar, soguma yavas ise protoplast sadece su kaybeder,
2) protoplast icinde su azaldik¢a ¢dzilinebilen maddelerin konsantrasyonu artar, 3)
protoplast icinde konsantrasyonu artan maddelerin koagilasyonu ve c¢dkelmesi
meydana gelir, iyonize bilesikler ¢cokms ise, i¢c pH'da dnemli degisiklikler olur, 4)
genellikle -35°C ile -40°C aras| sicakliklarda butin dokulardaki su donar, 5) kliguk

olan buz kristalleri zamanla, ylzey serbest enerjisi olduk¢a dislk olan blylk ve
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kiuresel kristallere donusir, seklinde 6zetlemistir. Bu basamaklarin herhangi birisi

ya da tamami 6lim ile sonuglanabilmektedir (Kadioglu, 2004).

Donmaya dayanikli bitkilerin protoplastlari, kristallerin erimesi sonucunda olugan
suyu tekrar absorbe etme kabiliyetine sahipken, dayanikli olmayan bitkilerde su
hiicreler arasi bosluklarda kalma egilimindedir ve Ustelik bu tlr bitkilerde buz
kristalleri ilk olarak protoplastta olusarak bitkiye dogrudan mekanik zarar verir
(Kadioglu, 2004).

2.3.4. Disuk sicakhk uyumu ve don sicakligina toleransin saglanmasindaki

roli

Iman bolge bitkileri hem dlslk sicakliklara hem de sifinn altindaki sicakliklara
kargl toleransh bir gruptur. Bu grup bitkilerin donmaya karsi tolerans
kazanabilmesi icin, belirli bir slre dlstk fakat sifirin Gzerindeki sicakliklara maruz
kalmasi gerekmektedir. Bu olay ‘digiik sicakliga uyum’ olarak bilinir. Bir bitkinin
herhangi belirli bir strese kargi toleransli olmasi, o bitkinin toleransi saglayan
genlere sahip olmasina baghdir. Bu genlerin bazilari ortam kosullarindan bagimsiz
olarak slrekli ifade edilmesine ragmen, bazilari da bitkinin stres kosullarina uyum
saglamasi gerektigi durumlarda ifade edilir. Bu durum géz éniine alindiginda uyum
olayi, bitkinin sahip oldugu genetik potansiyeli, indUkleyici kosullar altinda ifade
edebilme yetenedi olarak da tanimlanabilir. Dlslk sicakliga uyum esnasinda ise
disik fakat sifinn Gzerindeki sicakliklar, indlkleyici cevresel bir faktordr (Pearce,
1999).

Dusuk sicaklik uyumunun birincil fonksiyonu, donma zararlarina kargl zarlarin
stabilizasyonudur. Disik sicaklik uyumu zarlarda doymamis yag asitlerinin
oraninin artmasina ve dolayisi ile disik sicakliklarda zar gecirgenlijine olanak
saglar (Raison and Orr, 1986; Wiliams et al., 1988). Dusuk sicakhik uyumu
esnasinda ayni zamanda bir¢ok fiziksel ve biyokimyasal degisiklik meydana gelir
(Sekil 2.2). Bunlardan en ¢ok dikkate deger degisiklikler arasinda; blylimenin
durmasi veya yavaslamasi, doku su iceriginin azalmasi (Lewitt, 1980), absisik asit
seviyesinin gecici olarak artmasi (Chen et al., 1983), hiicre zarlarinin lipid
kompozisyonundaki degisiklik (Lynch and Steponkus, 1987, Uemura and

Steponkus, 1994), prolin, betain ve ¢oézllebilir sekerler gibi osmolitlerin birikimi,
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antioksidan seviyesinin artigi yer alir (Koster and Lynch, 1992; Kishitani et al.,
1994, Murelli et al., 1995, Nomura et al., 1995; Dorffling et al., 1997; Tao, et al.,
1998). Butin bu komplike cevaplari, don toleransi cevabl ya da sadece dlslk

sicaklikta gorulen cevaplardan ayirt etmek oldukc¢a zordur.

Genetik dlizenleme; Zar modifikasyonu;
*Transkripsiyon ve *Doymamis yag asidi
stabilitenin artmasi miktarinin artmasi

*Dilizenlemenin azalmasi

Su iceriginin Azalmasi % :D Hormonal denge

Osmotik diizenleme; ﬂ Enerji dengesi;
*Prolin, ( ' *ATP/ADP
*Seker vb. sentezinin ! \ *NADPH/NADP
artisi

Antioksidan Hucre duvari
modifikasyonlari

aktivitesinin artmasi Bilylmenin
azalmasi

Sekil 2.2. Bitkilerde dlslik sicakliga uyum esnasinda meydana gelen metabolik
degisiklikler (Xin and Browse, 2000).

Disik sicakhk uyumu hicresel bilesenlerde, doymamis yag asitlerinin artisi
(Cossins, 1994), dliserolipidlerin kompozisyonu (Lynch and Thompson, 1982),
karbonhidrat ve protein kompozisyonundaki dedisiklikler ve iyon kanallarinin
aktivasyonunu kapsayan bir seri degisiklige neden olur. DlsUk sicaklhik uyumu ile
meydana gelen sikroz ve diger basit sekerler, donma zararina karsl zar koruyan
molekuller olarak zarin stabilizasyonuna katkida bulunur. Don sicaklik toleransi
cok yo6nll genetik bir 6zellik olup dlstk sicaklik uyumu, bir miktar dislk sicaklik-

indUklU genleri (Jones and Inouye, 1994) aktive eder.
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2.4. Oksidatif stres ve reaktif oksijen turleri

Oksijen, bitin aerobik organizmalarda, oksidatif reaksiyonlar icin son oksidan
olarak gereklidir. Ancak; evrimsel olarak aerobik organizmalarin yasamsal bir
bilesidi olarak secilmis olan oksijen ¢ok fazla oldugu zaman olduk¢a yikici etkilere

de neden olabilmektedir (Franca et al., 2006).

Reaktif oksijen turleri terimi, molekuler oksijenden meydana gelen ¢esitli serbest
radikal ve molekulleri tanimlamak icin kullaniimaktadir. Molekller oksijen bi-
radikaldir yani dig yodrlngesinde eslesmemis iki elektron bulundurmaktadir. Bu
durum vyani iki eslesmemis elektronun paralel ydrliingelerde bulunmasi ayni
zamanda ‘triplet durum’ olarak da bilinir (Sekil 2.3). Iki tek elektron farkl
yoringelerde oldugu zaman, oksijen sadece her bir seferde bir elektron ile
tepkimeye girebilir, bu ylizden kimyasal baglanma ¢ok reaktif degildir (Turrens,
2003). Diger taraftan molekuler oksijenin aktivasyonu, monovalant (tek degerlikli)
indirgenme (O2", H20,, OH olusumu) ve esglesmemis elektronlardan birinin
yorlngesini degistirmeye yetecek kadar isi§in absobsiyonu (singlet oksijen
olusumu) olmak Uzere iki farkli mekanizmaya baglh olarak gerceklesmekte ve
bunun sonucunda diger eslesmemis elektron ciftleri ile tepkimeye girebilen gugli

oksidan tdrleri olugsmaktadir.

a ¢ Triplet durumdaki
) ok sijen atomu
Q P
= aktivasyon
birimi
n'ﬂ [
(S

Singlet durumdaki
oksijen atomu

Sekil 2.3. Singlet oksijen olusumu (http://www biolifesolutions.co.uk).
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Singlet oksijen ('02), hidrojen peroksit (H20,), siperoksit (O2), hidroksil (OH') ve
perhidroksil (HOy), alkoksil (RO, peroksil (ROOY) radikalleri ve organik
hidroperoksit (ROOH) gibi reaktif oksijen tlrleri (ROS), bir¢cok fizyolojik islev icin
cok onemli olup genellikle hicre icerisinde biyokimyasal antioksidanlar ile denge
halinde bulunmaktadir. Blylk oranlarda biyolojik, fiziksel ve kimyasal streslere
maruz kalmak ROS miktarini artirir ve normal biyolojik fonksiyonlarin bozulmasina
yol acar. Bu durum ‘oksidatif stres’ olarak tanimlanir (Scandalios, 2001). Dlstk
sicaklik stresinin, singlet oksijen, hidrojen peroksit, superoksit ve hidroksil
radikalleri gibi ROS konsantrasyonun artmasina neden oldugu bildirilmistir (Wise
and Noylar, 1987; Okuda et al., 1991).

ROS ile ilgili bilgilerin artarak daha net hale gelmesi ile birlikte, ROS'un toksik
ajanlar olarak bitkinin buyume, gelisme, biyotik ve abiyotik cevre ile olan
etkilesiminde rol oynamalarina ek olarak (Alvarez et al., 1998; Blockina et al.,
2003) bir de énemli duzenleyici ve sinyal iletim elementleri olarak goérev aldidi
belirlenmistir (Lamb and Dixon, 1997; Foyer and Noctor, 2005, Gachomo and
Kotchoni, 2006). Ornegin, ROS'un c¢evredeki oksijen konsantrasyonunun
belirlenmesinde sinyal molekilleri olabilecegi bilinmektedir (Semenza, 1999). Yani,
zehirli ve oldurtcl olarak bilinen tarihsel anlayisina ek olarak son zamanlarda

edinilen bilgiler ROS'un bir de yararh rol oynadiklarini géstermektedir.

ROS, etkili bir sekilde yok edilmedik¢e, hizli bir sekilde okside olmakta ve hlcre
zar lipidlerine, protein, DNA ve diger hiicresel bilesenlere zarar vererek hiicresel
Olimlere ya da nekrotik zonlarin olugsmasina neden olmaktadir (Doke, 1997; Foyer
and Noctor, 2005).

2.4.1. Bitki hicrelerinde reaktif oksijen kaynaklari

ROS, normal biyolojik iglevler esnasinda olugsmakta (Arora et al., 2002; Kotchoni,
2004) ve bitki tarafindan tlketilen toplam oksijenin %1’'i cesitli organeller
tarafindan (Eltsner, 1987; del Rio, 1992) ROS’a dénustlirulmektedir (Asada and
Takahaski, 1987). Biyotik ve abiyotik stres etkisi ROS olusumunun daha fazla
siddetlenmesine neden olmaktadir (Alscher and Hess, 1993; Hammond-Kosack
and Jones, 1996; Alscher et al., 1997, Arora et al., 2002).
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ROS genellikle hicrede fotosentez ve fotosolunum esnasinda meydana
gelmektedir (Asada and Takahaski, 1987; Mittler, 2002; Kotchoni et al., 2006).
ROS birikimi, abiyotik (Mittler, 2002) ve biyotik stresler altinda {Ramanjulu and
Bartels, 2002; Mittler, 2002); peroksizom, mitokondri, kloroplast ve hilicre ¢eperine

bagli peroksizomlarda (Mittler, 2002; Davletova et al., 2005) belirlenmistir.

Hlcresel metabolizmada, oksijen molekllinin suya indirgenmesi esnasinda
oksijen, genellikle elektron transfer sisteminden (ETC) sizan elektronlarla, O~
(1.1) , H202 (1.2) ve OH' (1.4) gibi radikallere indirgenir (Banerjee et al., 2003).
Molekiler oksijenin indirgenmesi ile aktivasyonunun ilk basamagi enerjiye baghdir
ve uygun bir e vericisine (NADPH gibi) ihtiyag duyar (1.1). Sonraki indirgenme
basamaklari enerjiye ihtiya¢ duymaz, kendiliginden meydana gelebilir ya da uygun
bir e vericisine ihtiyac duyar. Biyolojik sistemlerde gecis metal iyonlari (Fe?, Cu")
ya da semikinonlar e vericisi olarak rol oynayabilirler (Blokhina et al., 2003).
H2O-'nin indirgenmesi metal iyonlarinin varliginda (Fe**, Cu*) Fenton ya da Haber-

Weiss reaksiyonlari yolu ile gerceklesir (1.3-1.4-1.5).

0>+ NADPH ——» 205"+ NADP" + H* (1.1)
SOD veya

20," +H' kend1l1g1nden‘ H-0, + O- (1.2)

Fe* +0," ——» Fe® +0, (Fenton reaksiyonu 1. basamak)  (1.3)

Fe** +H,0, ___ , Fe** + OH + OH (Fenton reaksiyonu 2. basamak) (1.4)

H2O5 + O2” rere?  OH + OH™ + O3 (Net Fenton ya da Haber-Weiss
reaksiyonu) (1.5)

Kloroplastlarda ROS'un ¢odu ETC’de bir elektronun oksijene transferi sonucu
Mehler reaksiyonlari esnasinda olusmaktadir (Asada, 1994). Fotosentetik ETC’de
molekiller oksijenin tek degerlikli fotorediksiyonu ile siperoksit olusumu,
kesfedenin ismine hitaben Mehler reaksiyonu olarak adlandiriimistir (Mehler,
1951). Redoks dengesizliginin neden oldugu, Fotosistem | (PSl)'deki, e akseptdri
olan NADP" eksikligi, sliperoksit olusumunu baslatmaktadir. ETC'deki ferrodoksin

NADP* yoklugunda NADP® yerine oksijeni indirger ve slperoksit olusumuna
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neden olur (Bhattacharjee, 2005). Kalvin déngusinun dlUzenlenmesi ve
fotosentezin Z-semasinda e transfer hizinin kontrol, bitki hiicrelerindeki redoks

dengesinin dlizenlenmesinde dnemli faktérlerdir (Bhattacharjee, 2005).

Mitokondrideki elektron tagima sistemi de sUperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikallerinin olusumunu iceren potansiyel ROS kaynagidir (Sekil 2.5). Oz'nin
dogrudan siperoksite indirgenmesi, ETC'nin NADH dehidrogenaz enziminin
flavoprotein bélgesinde yer almaktadir. Elektron taginmasi sirasinda, ubikinondan
sonra e firlatihsini engelleyen antimisin A varliginda, ROS olusumu gbéze ¢arpan
oranda artmaktadir. Ubikinondan sonra e firlatiilmasinin  engellenmesi,
otooksidasyon ile slperoksit olugsumuna (Forman and Boveris, 1982) ve
indirgenmis ubikinon birikimine neden olur. Yapilan arastirmalar, ubikinonu
mitokondrial ETC'de H»O2'nin en blylk kaynagi oldugunu in-vifro olarak
gostermekte ve slperoksitin de, H>O2'nin en blylk éncisl oldugunu bilinmektedir
(Winston, 1990).

Peroksizomlar da, kloroplast ve mitokondri gibi hiicre i¢i organeller olup, cesitli
genlerin yaziiminin sinyal iletimi ile dizenlenmesinde rol oynayan ROS
olusumunda potansiyele sahiptir (del Rio et al., 2002). Bitki peroksizomlarinin,
slperoksit ve H,O, Uretiminin kaynagi oldugu gdsterilmistir (Corpas et al., 2001;
del Rio et al., 2002). Peroksimal organellerde slperoksit olusturan en az iki bdlge
belirlenmistir; birinci bdlge, organeldeki matriks kismidir ve ksantin oksidaz uretir.
ikinci kisim, peroksimal zarda yer alir ve NAD(P)H baglidir. Peroksimal zar
polipeptitleri ile bitlnlesmis olan bu ikinci kisim, 6zellikle stperoksit radikallerinin
olusum kaynagidir (Kotchon and Gachomo, 2006). Bunlardan farkh olarak,
H,O2'nin peroksizomlarda glikolat oksidasyonu esnasinda (Sekil 2.4) Uretildigi
bilinmektedir (Bhattacharjee, 2005).

Lipid peroksidasyonu (LP) da dider bir ROS kaynadi olup; LP, ROS etkisi ile
baglar. Stperoksit radikali ve H>O,'in LP baslatma yetenegine ragmen, OH: yeterli
aktiviteye sahip olup genellikle LP, OH aracihigi ile baslar (2.1). LP ayni zamanda
lipoksijenaz (LOX, EC 1.13.11.12) enzimi tarafindan da baslatilabilir. LOX, ¢oklu
cift baga sahip doymamis yag asitlerinin hidroperoksidasyonunu katalizler
(Bhattacharjee, 2005). Lipid peroksidasyonunda, singlet oksijen veya hidroksi

radikali reaksiyonu sonucu bir H'in ¢oklu c¢ift baga sahip doymamis vyag
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asitlerinden (R-H) ayrilmasi (hidroperoksidasyonunu) ile lipid radikali (R') meydana

gelir (2.1) (Smirnoff, 19935). Olugan R, oksijen ile reaksiyona girer ve zincir

reaksiyonunu devam ettirebilen, ylksek reaktif lipid peroksi radikalini (ROO)

olusturur (2.2). Lipid peroksi radikali diger lipidlerle zincir reaksiyonu baslatir ve

lipid hidroperoksitler (ROOH) olusur (2.3).
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Sekil 2.4. Bitki hiicresindeki ROS kaynaklari (Bhattacharjee, 2005).

Uretilen lipid hidroperoksit zincir reaksiyonu, Fe?* gibi indirgenmis metal iyonlari ile

kesintiye ugrayabilir (2.4); fakat bunun sonucu olusan lipid alkoksil radikali (RO,

ilave zincir reaksiyonunu (2.5) baslatir (Buettner, 1993). Lipid hidroperoksidazin

degradasyon Urunleri arasinda, MDA (malondialdehid) gibi hlcre igin oldukca
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yuksek toksiteye sahip olan aldehitler, etan ve etilen gibi hidrokarbonlar genellikle

lipid peroksidasyonun son Urlnleridir.

R-H+OH _ , R+H)0 2.1)
R +0, — ROO (2.2)
ROO'+ R-H _— , ROOH+R (2.3)
Fe? kompleks + ROOH — , Fe* kompleks + OH + RO (2.4)
RO +R-H ———» RO+R (2.5)

Bitkilerdeki diger ROS kaynaklari, sitoplazma ve endoplazmik retikulum (ER)'daki
sitokromysq tarafindan katalize edilen detoksifikasyon reaksiyonlaridir {Dybing et
al., 1976). ROS ayni zamanda plazma zarinda ve apoplastta meydana
gelmektedir. Plazma zarinda bulunan NADPH oksidaz, oksidatif streste ROS
kaynagi olarak oldukca dikkat cekmistir. NADPH oksidaz'a ek olarak apoplastta
bulunan, germin benzeri oksalat oksidaz, amin oksidaz ve pH’a bagl hiicre ¢ceperi
peroksidazlar bitki hicrelerindeki diger ROS kaynaklaridir (Bolwell and Woftastek,
1997). Hucre ceperi peroksidazlar alkali pH'da indirgeyici molekll olarak H»>O»

varliginda aktive edilir.
2.4.2. Reaktif oksijen tirlerinin neden oldugu zararlar

ROS; duslk konsantrasyonlarda sinyal tasiyici, ylksek konsantrasyonlarda
oksidan olarak ¢ift yonli rol oynamaktadir. Genelde tim ROS, ylksek
konsantrasyonlarda genis hlcre zararlarina ve dlimlerine neden olmaktadir. Bu
nedenle hicre ROS seviyesi, siki bir dizenlemeye ihtiya¢ duyar (Kotchoni, 2004,
Mittler et al., 2004).

Biyolojik sistemlerde organik substratlarin ROS ile reaksiyonu, zarlarin ylizey
ozellikleri, elektrik yukleri, makromolekullerin baglanma &zellikleri ve enzimlerin,
substratlarin ve katalizérlerin belirli bdlgelerde lokalize olmasindan dolayi
komplekstir. Bu ylzden bir hiicre icerisinde dahi oksijen ile reaksiyonun dogasi ve
boyutu farkhlik gésterir (McKersie, 1996).
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Hucrenin 8lumiine neden olan oksidatif zararin dogasi her zaman acik degildir. En
¢cok kabul edilen oksijen radikallerinin zar lipidlerine verdigi zarardir ve daha
sonraki zararlar zar lipidlerinin peroksidasyonu ile genis kapsamda iligkilidir. Ayni
zamanda oksijenin aktif formu protein ve DNA pargalayabilir ki bu reaksiyonlar da

oldurucu dzellik tagir (McKersie, 1996).

ROS, zar lipidleri Gzerine iki sekilde etki eder. Bunlar, doymamis yag asitlerinin ¢ift
bagi ve yag asitleri ile gliserol arasindaki ester baglaridir (McKersie, 1996). LP,
ROS etkisi ile veya LOX enzimi tarafindan baslatilir. LP sonucu olusan lipid
hidroperoksit (ROOH), cift tabakanin i¢c kisminin hidrofilik 6zelligini arttinr
(Frenkel, 1991). Hidrofilik &zelligin artmasi, askorbat tarafindan tokoferollerin
sentezini tesvik ettiginden, LP sonlanmasi icin ¢ok énemlidir (Blokhina et al.,
2003). Diger taraftan, slperoksit, fosfolipid katinda bulunan ester baglar (zerine
etki eder ve bu deesterifikasyon reaksiyonu ile serbest yag asitlerinin olusumunu
saglar (McKersie, 1996).

ROS, proteinler lzerine ¢esitli sekilde zarar verir;, spesifik bélgelerde amino asit
modifikasyonlarina, peptit zincirinin pargalanmasina, elektrik yuklerinde
dedisikliklere neden olur ve proteolize karsi olan duyarliligi arttirir. Sulfar iceren
amino asitler ve tiyol gruplari daha fazla hassas olan kisimlardir. Tiyol gruplarinin
oksidasyonu cesitli enzimler tarafindan korunmasina ragmen, serbest radikallerin
birka¢g formu proteinler lzerine geri donisumll olarak etki eder; ornegin,
sUperoksitin yikicl enzimatik etkisi ile demir-sulfir merkezinin oksidasyonu gibi
(Gardner and Fridowich, 1991).

DNA'da meydana gelen ROS kaynakli zararlar, in vitro ve in vivo olarak genis
Olctde calisiimistir. DNA'nin, hiicrenin ROS'u tolere etme kabiliyetinde zayif halka
oldugu aciktir. ik olarak, DNA fenton reaksiyonunda yer alan baglayici metallere
etki etmektedir ve ikinci olarak, diger makromolekdillere gére daha az zarari tolere
edebilir. ROS, DNA'da iplik bozulmalarina veya deoksiriboz seker ve/veya
bazlarin modifikasyonuna (Shulaev and Oliver, 2006) ve diger o6ldUriuct birgok

zarara (mutasyon gibi) neden olur (Imlay and Linn, 1986).
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2.5. Dusiik sicaklhik ve don sicakhigina karsi olusturulan bitkisel cevap
2.5.1. Antioksidan sistem

ROS'un ¢esitli hicresel kisimlardaki varligi, bitkinin bayiime ve hayatta kalabilmesi
icin oksidan yok edicilerinin Gretimini mecburi kilmaktadir. Bitkiler ROS'un zararl
etkilerinden korunmak icin hiicrenin farkli kisimlarinda yer alan antioksidan enzim
ve molekillere (Sekil 2.5) sahiptir (Dat et al., 2000).

v,/ N\

D \
elektron \ /

Serbest radikal

Sekil 2.5. Serbest radikallerin etkisinin antioksidan ile uzaklastiriimasi
(http://www.biolifesolutions.co.uk).

Disuk sicakhda maruz kalmak sadece hassas bitkilerde degil ayni zamanda
toleransl bitkilerde de ROS miktarini artirir. DUsuk sicaklik muamelesinden sonra
bugday bitkisinde H,O, seviyesinin kisa bir slire arttigi belirlenmistir (Okuda et al.,
1991). DlsUk sicaklikta blylyen dlslk sicakliga adapte bitkiler artan seviyede
antioksidan enzim ve molekul icermektedir. Abiyotik stres altinda bu enzim ve

molekullerin seviyesinin artmasi bitkiye dayaniklilik saglamaktadir.
2.5.1.1. Enzimatik sistem

Aerobik organizmalar, biyotik ya da abiyotik orjinli ROS’un etkisini minimuma
indirgemede enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemine
sahiptirler. Enzimatik sistemde yer alan sUperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1),
katalaz (CAT,; EC 1.11.1.6), peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7), askorbat peroksidaz
(APX; EC 1.1.1.11), glutatyon rediktaz (GR; EC 1.6.4.2) ve dijer askorbat-
glutatyon dénguslnde yer alan monodehidro askorbat rediktaz (MDHAR, EC
1.6.5.4) ve dehidroaskorbat rediktaz (DHAR; EC1.8.5.1) gibi enzimler, antioksidan
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molekullerin sentezini, parcalanmasini, geri kazanilmasini ve ROS’un hicreden

dogrudan uzaklastiriimasini katalizlerler.
Siperoksit dismutaz (SOD)

McCord ve Fridovich (1969) tarafindan kesfedilen SOD enzimi, slperoksit
anyonunun, H20sye dismutasyonunu katalize eder (3.1) ve bu reaksiyon
kendiliginden meydana gelen dismutasyondan 10.000 kat daha hizlidir (Bowler et
al., 1992).

SOD
20, + 2H' > H,0,+ 0, (3.1)
SOD aktivitesi, Haber-Weiss reaksiyonlarinda substrat olarak rol oynayan ve en
aktif ROS olan hidroksil radikalini olusturan slperoksit ve hidrojen peroksit
konsantrasyonu tarafindan belirlenen tek enzimdir. Mikroorganizmalardan
insanlara kadar tim canlilarda oksijen toksisitesine karsi ilk savunma sistemi,
SOD enziminin en az bir formunu icermektedir (Pereira et al., 2003). Enzim bu
nedenle savunma mekanizmasinin merkezi gibidir ve btln oksijenli solunum
yapan organizmalarda ve oksidatif strese karsl duyarli olan batin hicre igi
organellerde bulunmaktadir (Bowler et al., 1992). Bitkilerde kofaktorlerine gére
siniflandirilan (¢ farkh SOD tipi bulunmustur. Bunlar yapisal olarak birbirine yakin
olan FeSOD (kloroplast stromasi), MnSOD (mitokondri matriksi ve
peroksizomlarda) ve yapisal olarak iligkisiz olan Cu/ZnSOD (sitozol, kloroplast,
peroksizom)’tur (Blokhina et al., 2003; Molassiotis et al., 2006). Bu izoenzimler
H>0O, ve KCN olan duyarhliklarina gére farklik gosterirler (Bannister et al., 1987).
Cu/ZnSOD, H20; ile KNC'ye ve FeSOD, sadece H20O2'ye duyarlihk gésterirken,
MnSOD her ikisine kargi dayaniklilik gosterir. Butin bu enzimler, ¢ekirdekte
kodlanir ve tahminen artan ROS olugsumunun bir sonucu olarak SOD genlerinin,

cevresel streslere karsi duyarh oldugu gosterilmistir.
Katalaz (CAT)

Hucreler arasi H,O» seviyesi genis enzim dizileri tarafindan dizenlenir ve bu
enzimlerin en dnemlisi katalazdir (Willikens et al., 1995). Katalaz, H>O2'nin su ve

oksijene dismutasyonunu katalizler (3.2).
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CAT

2H,0, "  2H,0+ 0, (3.2)

Katalaz, butiin aerobik dkaryot canlilarda bulunur. Plrin katabolizmasi, glioksalat
(fotosolunum) donglisii ve yag asitlerinin B-oksidasyonu ile peroksizomlarda

uretilen H.O2'in ortadan kaldinimasinda dnemlidir (McKersie, 1996).

Katalaz’in c¢esitli formlari, birgok bitki tirinde belirlenmistir. Ornegdin, misir
bitkisinin G¢ farkli katalaz izoenzimi, peroksizom, sitozol ve mitokondri gibi farkl
organellerde lokalize olmustur (Scandolios, 1993). Katalaz, 1s1da karsi duyarlidir
ve aktivitesi 1sikta hizli bir sekilde azalir ve yuksek-dlusuk sicaklik ya da tuz gibi
stres kosullari CAT aktivitesinin kesinlikle yok olmasina neden olur (Hertwig et al.,
1992).

Katalaz tarafindan H,O, detoksifikasyonu cogunlukla peroksizomlarda yer alir.
Bununla birlikte katalaz, H.O2’ ye karsi ¢ok duslk bir ilgiye sahiptir. CAT aktivitesi
sitozol, mitokondri ve kloroplastlarda ya ¢ok duslktlr ya da belirlenemez. Bitkiler,
H-O-'e karsi detoksifikasyon mekanizmasi olarak daha etkili olan mitokondri,
sitozol ve Kloroplastlarda bulunan ve askorbat-glutatyon veya Halliwell-Asada
(Asada and Takahaski, 1987) dongusl olarak adlandirilan alternatif bir
mekanizmaya sahiptir. Bu déngl mitokondri, sitozol ve kloroplastlarda H>O2'nin

detoksifikasyonunda daha dénemli bir yol olarak gérlilmektedir.
Peroksidaz (POD)

H,O2'nin etkisini yok eden diger bir grup enzim peroksidazlardir (POD). POD,
lignin sentezinde, IAA (indolasetik asit) sentezinde ve H>O2'nin suya
dénusturtlmesinde yer alir. POD, guaiakol'u genis oranda e vericisini kullanabilir
ve bundan dolayl guaiakol peroksidaz (EC.1.11.1.7) olarak da bahsedilir
(Hegedus et al., 2001). POD, bitki hiicrelerinde genis dadilim gdésterir ve bunlar
suda ¢ozlnebilen, hiicre ¢ceperi peroksidazlan olarak siniflandiniimistir (Jbir et al.,
2001).
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Askorbat peroksidaz (APX)

Askorbat peroksidaz (APX), askorbat-glutatyon déngisinin ilk enzimi olup
H.O,'yi suya indirger ve indirgeyici olan askorbata (AA) karsl yliksek ilgiye sahiptir
(Asada, 1999). Askorbat-glutatyon doénguislt tarafindan, askorbat seviyesi
dedismeden devamhligini sirdlrdigll zaman H,O, etkili bir sekilde yok

edilmektedir (3.3).
APX
AA + H,0O- —» DHA + 2H,0 (3.3)
<—

APX dizisi diger peroksidazlardan farklidir ve APX'in farkll izoenzimleri kloroplast,
sitozol, peroksizom, glioksizom ve mitokondrilerde meydana gelir (Jimenez et al.,
1997, Leonardis et al.,, 2000, Madhusudhan et al.,, 2003). Zara bagl APX,
peroksizom ve tilakoyit zarlarda bulunur. APX, hicreleri H>O2'ye karsl yalnizca

stres durumunda degil, normal kosullar altinda da korumaktadir.
Glutatyon rediiktaz (GR)

GR, askorbat-glutatyon dénglsinin son enzimi olup, NADPH’a bagh okside

glutatyonun (GSSG) indirgenmesini katalizler (3.4).
GR .
NADPH + GSSG — > NADP™ + 2GSH (3.4)
4—

GR'nin bir ka¢ izoenzimi bitki dokularinda bulunmaktadir. Yapilan c¢aligmalar
GR'nin kloroplast, sitozol ve bir de mitokondride bulundugunu gdstermektedir
(Hausledan and Alscher, 1993). GR, askorbatin yeniden Uretiimesi icin ylksek
GSH/GSSG oraninin devamlihdini sagdlayan ve H»O2'nin yok edilmesinde sinirli
hiza sahip olan bir enzimdir (Sudhakar, 2001).

2.5.1.2. Enzimatik olmayan antioksidan sistem

Enzimatik olmayan antioksidan sistem glutatyon, askorbik asit (vitamin C),
tokofenol (vitamin E) ve flavonoid, tanen, lignin gibi fenolik bilesenleri

icermektedir.
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Glutatyon

Uc peptitli olan glutatyon (gama-glutaminsisteinglisin) bitki dokularinda bol
miktarda bulunan bilegiktir. Neredeyse sitozol, ER, vakuol ve mitokondri gibi butin
hucre kisimlarinda, (Jimenez et al., 1998) cok ydnllu fonksiyonlarl yerine getiren
indirgenmis glutatyon (GSH) bulunmustur. GSH, silfiriin ana depo formudur.
GSH-conjugation yolu ile yabanci biyolojik molekillerin gugli detoksifiye edicisi
olarak rol oynar ve fitogelatinlerin dncuisu olarak hizmet verir (Noctor et al., 1998).
Glutatyon, kendisinin okside formu (GSSG) ile birlikte hucre kisimlarinda, redoks
dengesinin devamhliqini sadlar ve gen ifadesinin redoks diizenlenmesinde
GSH'In rolli bir gok makalede bildirilmistir (Wingate et al., 1988; Alscher, 1989).
GSH/GSSG ¢ifti'nin redoks ozelliklerinden ve GSH'in indirgenen SH-grubundan
dolayl GSH hlicre déngusinin dizenlenmesinde yer alabilir (Sanchez-fernandez
et al., 1997).

Antioksidan olarak oksidatif stres altinda GSH'In fonksiyonu son on yil boyunca
cok dikkat cekmistir. Merkezi nikleofilik sistein kalintilari, GSH'In  ylksek
indirgeyici potansiyelinden sorumludur. Sitotoksik H2O2'nin etkisini yok eder ve
singlet oksijen, sliperoksit radikali ve hidroksil radikali gibi diger ROS ile enzimatik
olmayan reaksiyona girer (Larson, 1988). GSH'In antioksidan savunma
sistemindeki merkezi rolll, onun diger bir gliclli, suda ¢ézllen antioksidan olan
askorbik asiti (AA), askorabat—glutatyon doéngusl yolu ile yeniden olusturma

kabiliyetinden dolayidir (Foyer and Halliwell, 1976; Noctor and Foyer, 1998).

Askorbik asit (AA)

CHzCOH
CHOH
O

oH OH

Vitamin C

Askorbik asit (AA), Uzerinde en ¢ok calisilan glgll bir antioksidan’dir (Smirnoff,
1996; Noctor and Foyer, 1998; Arrigoni and de Tullio, 2000; Horemans et al.,
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2000; Smirnoff, 2000). Askorbat, yulksek bitkilerin sitozolinde D-glukoz'un
askorbata doénlUsmesi ile sentezlenir. AA, bitki hlcre tlrlerinin blylk bir
cogunlugunda, organellerde ve apoplastta bulunmustur. AA, normal fizyolojik
sartlar altinda, yaprak ve kloroplastlarda ¢ogunlukla indirgenmis formda bulunur
(Smirnoff, 2000). AA'nin e  verici olma &zelligi bircok enzimatik ve enzimatik
olmayan reaksiyonlarda onu, sivi fazda ROS detoksifikiye eden temel bilesik
yapar. AA; superoksit, hidroksil radikali ve singlet oksijenin etkisini dogrudan yok
edebilir (Noctor and Foyer, 1998). Askorbat, H>,O, ile énemli oranda reaksiyona
girerek su ve monodehidroaskorbat (MDA) Uretir, bu reaksiyon, yluksek bitkilerin
kloroplast ve sitozolinde, askorbat peroksidaz (APX) tarafindan katalizlenir.
Kloroplastlarda H2O2'nin detoksifikasyonu, fotosentezin ¢ok az miktarlardaki
H.O,'yve dahi duyarli olmasindan dolayl ¢cok dnemlidir ve askorbat kloroplastlarda

H->02'nin aktivitesinin ortadan kaldiriimasinda merkezi bir role sahiptir.

Askorbat, antioksidan olma o6zelliginin yaninda, zar buUtinliginin korunmasini
saglayan tokoferoksil radikalinden tokoferoll yeniden olusturmaktadir (Thomas et
al., 1992). Hicre bolinmesinde Gq'den S fazina kadar hiicre dongul iglevini (Liso
et al, 1988; Smirnoff, 1996) ve hilcre uzamasini (De Tullio et al., 1999)

dizenlemek gibi bir¢ok antioksidan olmayan role sahiptir.

Tokoferol (vitamin E)

CH5
OH
S
CHa O
CH5
Vitamin E

Tokoferoller ve tokotrienoller, antioksidan ve antioksidan olmayan fonksiyonlara
sahip, biyolojik zarlarin esas bilesenleridir (Kagan, 1989). Doért tane tokoferol ve
tokotrienol izomeri (alfa-beta-gama ve delta) vardir. Tokoferol izomerlerinin in vivo
olarak antioksidan aktivitesi sirasi ile alfa >beta> gama> delta seklindedir. Bu
metilasyon diizeni ve metil gruplarinin miktarina baghdir. Bu ylzden (¢ metil
grubuna sahip alfa tokoferol, tokoferolerin en ylksek aktivitesine sahip olan

izomeridir (Kamal-Eldin and Appelgvist, 1996). Yapilan c¢alismalarda zar
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cevresinde alfa-tokotrienoliin, alfa-tokoferolden daha iyi bir antioksidan oldugu
kanitlanmistir (Packer et al., 2001). Tokoferoller bitkinin butin kisimlarinda
sentezlenmektedir. Yilksek bitkilerin kloroplast zar aktivitesi ylksek tokoferol olan
alfa-tokoferol icerir ve bu yuzden zar, fotooksidatif zarara karsi iyi korunur (Fryer,
1992).

Vitamin E, bir zincir kiran antioksidandir. C")rne(jin vitamin E, oksitleyici radikalleri
dodrudan tamir edebilir ve bdylece lipid otooksidasyonu esnasinda zincir
reaksiyonunun yayillmasinl engeller (Serbinova and Packer, 1994). Vitamin E,
coklu c¢ift baga sahip doymamis yag asitleri (PUFA)’nin oksidasyonunda Uretilen
alkil radikali (R’), alkoksil radikali (RO} ve lipid peroksil radikali (ROO) ile
tepkimeye girer (Buettner, 1993; Kamal-Eldin and Appelqvist, 1996).

Vitamin E, antioksidan fonksiyonlarina ek olarak, zarlarda birka¢c antioksidan
olmayan fonksiyona da sahiptir. Tokoferoller zar yapisinin devamliligini destekler.
Yapilan onceki calismalar tokoferollerin, kolesterole benzer bigimde zar akicihgini
ve aynl zamanda klc¢lk iyonlar ve molekillere  karsi zar gecirgenligini
ayarladigini gostermektedir (Fryer, 1992). Serbest yag asitleri ve lizofosfolipidler
ile tokoferoliin komplikasyonu ROS’un yok edici etkisine kargi zar yapisini korur
(Kagan, 1989).

Antioksidan olan fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler (flavonoitler, taninler ve lignin), bitki dokularinda bol bulunan,
farkli ikincil metabolitlerdir (Grace and Logan, 2000). Polifenoller, ROS'un etkisinin
yok edilmesi i¢in ideal bir kimyasal yapiya sahiptir. Polifenollerin, tokoferol ve
askorbattan daha fazla antioksidan etkisine sahip oldugu in vitro olarak
gosterilmistir. Polifenollerin antioksidan etkileri, onlarin e veya H" vericisi olarak
yuksek aktivitesinden, polifenol kaynakl radikali stabile etme, eslesmemis radikali
tekrar yerlestirme ve metal iyonlarini selata dontstirme (Fenton reaksiyonun

sonlanmasi) yeteneginden kaynaklanmaktadir (Rice-Evans et al., 1997).
Halliwell-Asada donglisi

Stres kosullari altinda, farkli antioksidanlarin igbirligi icerisinde ¢alismasi bitkinin

canlihdini devam ettirebilmesi i¢in gereklidir. Bdylece daha iyi bir savunma ve aktif
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indirgenen formlarin tekrar olugsmasi saglanir. Bu konuda en ¢ok c¢alisilan érnek
Sekil.2.6 gosterildigi gibi kloroplastlarda H>O>'nin kaldiriimasi ile foto koruma
saglayan Halliwell-Asada (Glutatyon-Askorbat) yoludur (Noctor and Foyer, 1998).
Son zamanlarda bu dénguniln bilesenleri farkli bitki bolmelerinde de belirlenmistir
(Jimenez et al., 1998).

H>0,

GSSG

askorbat NADPH

APX

H,O MDHA

\ NAD(P)H
2GSH' o

DHA:

Sekil 2.6. Askorbat-glutatyon doénglst (Blokhina et al., 2003). DHA. dehidroaskorbat,
MDHA: monodehidroaskorbat, GSH: indirgenmis glutatyon, GSSG: okside glutatyon,
APX. askorbat peroksidaz, MDHAR: monodehidroaskorbat rediktaz, DHAR:
dehidroaskorbat rediktaz , GR: glutatyon rediktaz.

Askorbik asitin indirgenmesi ardisik iki molekll (zerinden meydan gelir. Bunlar,
monodehidroaskorbat (MDHA) ve dehidroaskorbat (DHA)tir. MDHA, askorbat
peroksidaz reaksiyonunun ilk Grinddar ve NAD(P)H'a bagh MDHAR’In hareketi ile
dodrudan askorbata indirgenebilecegi gibi kendiliinden oransiz olarak DHA
indirgenir. DHA, pH dederinin 6.0'dan biyilk oldugu durumlarda ¢ok karasiz bir
bilesiktir. Karbon zinciri, oksalat gibi GrUnlerle kesilir. Bu durumlarda askorbat
kaybinin énlenmesinde kloroplastlar, MDHA ve DHA’nin geri déntsimini
saglayan etkili bir mekanizmaya sahiptir. GSH, kloroplastlarda milimolar (mM)
konsantrasyonlarda bulunur ve pH degerinin 7.0'dan biyik oldugu durumlarda

enzimatik olmayarak DHA’'l askorbata indirger. Bu reaksiyon, yaprak, tohum ve
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dijer dokularda yiksek aktivite sergileyen DHAR tarafindan katalizlenir. DHAR,

DHA'In askorbata indirgenmesinde e vericisi olarak GSH "1 kullanir (Foyer, 1993).

Askorbat, sadece glutatyon ile ortak calismaz, ayni zamanda alfa-tokoferol'in
yeniden Uretilmesinde yer alir ve zarlarin sinerjitik korunmasini saglar (Thomas et
al., 1992). Tokoferoller, indirgenmis koenzim-Q (Buettner, 1993 ) ve indirgenmis
glutatyon (Fryer, 1992) ile dogrudan etkilesim icerisindedirler ve Zzarla birlikte
bulunan tokoferol ve indirgenmis koenzim-Q, birlesik antioksidan aktivitesi sergiler
(Kagan et al., 2000).

2.5.2. Antifiriz proteinleri (AFP)

Baz| bitkilerin soguda maruz kalmasi durumunda sicaklik, don sicaklik sinirina
yaklastiginda antifiriz proteinleri denilen proteinler sentezlemektedir. Bitkilerde
antifiriz proteinleri aktivitesi ilk olarak 1992 yilinda bildirilmistir (Griffith et al.,1992;
Urrutia et al., 1992). Gymnospermler, egrelti otlari, monokotiledon angiospermler
ve dikotiledon angiospermler dahil olmak U(zere birgcok kighk bitkide varligi
belirlenmistir (Urrutia et al., 1992; Duman and Olsen, 1993; Doucet et al., 2000;
Zamani et al., 2003). Bitkilerde antifiriz aktivitesi, sadece kislik bitkilerin dlstk
sicaklia maruz kalmasi ve bitki dokularinda meydana gelen buz olusumunu tolere
etmesi durumunda meydana gelebilmektedir. Antifiriz aktivitesi, tohum, gévde,
yaprak kini, tag, tomurcuk, petiol, ¢icek, kdk, rizom ve tuberler dahil olmak lGzere
kighk bitkilerin farkli kisimlarinda belirlenmistir (Urrutia et al., 1992; Duman and
Olsen, 1993, Doucet et al., 2000).

Hucre icinde sentezlenen, daha sonra apoplastik alana pompalanan ve don
toleransinin saglanmasina katkida bulunan AFP’ler, kendilerine 6zgl karakteristik
yapilarl ile buz kristal ylzeyleri tarafindan adsorbe edilerek faseta olusturur.
Faseta olusumu ile buz kristal yapisina diger su molekdllerinin baglanmasi
engellenir. AFP ile buz kristalleri arasindaki iligki buzun blytmesini dnemli
derecede kontrol altina alir (Sekil 2.7). Milimolar (mM) konsantrasyonlarda AFP
buz kristallerinin buylmesini engeller ve AFP’'ler ¢dzeltinin don sicakhdini, kolligatif
etki ile beklenenden daha fazla baskilar. Baskilanan sicaklik genellikle 1-2°C’'den
fazla degildir ve bu 6zellik ‘termal hysteresis’ olarak bilinir (DeVries, 1986). ikinci

olarak, AFP'ler, klicik buz kristallerini kullanilarak daha buylk buz kristallerinin
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olusumunu yani buzlarin rekristalizasyonunu engeller (Knight et al., 1984). Buz
rekristalizasyonu don sicakligina maruz kalinan slrenin uzamasi ile meydana
geldigi gibi sicakligin sifirin altina distigl anda ¢ok hizl bir sekilde de meydana
gelebilir ve buytk buz kristalleri, donmus bitki dokulari icerisindeki don zarari
olasihdini arttirir. Buzun rekristalizasyonunun engellenmesi ¢ok disuk AFP
konsantrasyonunda (nM) dahi meydana gelmektedir ve donmaya dayanikli
organizmalarda AFP’ler fonksiyonel olabilir (Knight and Duman, 1986). Son olarak
AFP’ler ve buz cekirdekleri (nukleatdrleri) birbirleri ile etkilesim yetenedine sahiptir
ve bu etkilesim sonucunda ya buz olusum aktivitesi inhibe edilir ya da guclendirilir
(Parody-Morreale et al., 1988; Zamecnik and Janacek, 1992, Duman et al., 1993).

@ CHT-AFP @ GLU-AFPe@ TLP-AFP® Kar Kifi \
a

Soguk
T --'L .
Kuraklk - Etilen
Y
p L —
TN
%
(b) VRN \fa
ABAveya|
SA veya
Kar Kifi

CHT® GLU ® TLP @ Kar Kifi \

Sekil 2.7. Kiglhk cavdar (Secale cerale) bitkisinde antifiriz (AFP) ve patojen iligkili
proteinlerin (PR) regulasyonu (Griffith and Yaish, 2004). CHT,; kitinaz, GLU;
glukonaz; TLP; thauman benzeri proteinler, ABA; absisik asit, SA; salisilik asit.

AFP, ilk olarak bocek ve baliklarda belirlenmis ve daha sonra ¢avdar ve soguga
dayanikl bitkilerde tespit edilmigtir. Bocek, balk ve kislik c¢avdar AFP’leri
karsilastirildiginda ortak ozellik olarak; aspartik asit, asparagin, glutamik asit,
glutamin, treonin, glisin ve alanin amino asitlerince zengin olduklari; aromatik
amino asitlerin ise ¢ok az bulundudu belirlenmistir ve polipeptiddeki amino asit
dizisi bakimindan benzerlik goérilmemistir (Kocacgaliskan, 2004). Yapilan dizi

analizleri bircok AFP ile patojen-iligkili (PR) proteinin homolog olduklarini
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gostermektedir (Hon et al., 1995). Normalde, PR proteinler, patojen saldirnsina
cevap olarak apoplast icine salinir ve enzimatik olarak patojenin hlicre ¢eperini

parcalar ve patojenin enzimlerini inhibe eder (Griffith and Yaish, 2004).
2.6. Bitkilerde stres iletimi

Elverigsiz cevre sartlar bitki blylme ve gelismesi (zerine etki etmekte ve hicre
metabolizmasinda alternatif gen ifadesi ve modifikasyonundan, blyime hizi ve
urtn verimine kadar genis cevaplarin olugsmasina neden olmaktadir. Stresin etki
ettigi hiicrede, sinyal yollarinin galismasi ve bu yollar arasindaki karsilikl etkilesim

bircok laboratuvarda arastirilan temel problemlerdir (Kacperska, 2004).

Kuraklik, soguk ve tuz stresi cevap genlerinin aktivasyonunda gérev yapan sinyal
iletim yolu bilesenleri (ikincil haberciler, fosfoprotein cascade ve trankripsiyon
faktorleri) hakkindaki bilgilerin hizla artmasina ragmen bu sinyal yolundaki
algilayici (sensor) sistemler hakkindaki bilgiler nispeten azdir. Bitkilerin osmotik
strese olan tepkisinde, stres seviyesine badl olarak farkli reseptérlerin aktivasyon
kazandigi (Munnik and Meijer, 2001) ve diger taraftan farkl sinyallerin, is birlidi
icerisinde veya bagimsiz olarak c¢alisan ayni kdkenli reseptérlere sahip oldugu ve
bu reseptorlerin birbirlerini takip eden sinyal akisini baglattigi ileri strlimektedir
(Xiong and Zhu, 2002). Soduk, kuraklik ve tuz stresine maruz kalan hiicrelerde ¢
sistemin calistig ileri strilmektedir (Xiong and Zhu, 2002) Bunlar; Ca®* akisindan
sorumlu olan kalsiyum kanallari, fosforilasyon cascade baslangici olan histidin
kinaz ve/veya iki bilesenli histidin kinaz ve fosfolipaz C'nin aktivasyonu ile mesgul
olan G-protein c¢ifti reseptorleridir (GPCR;). Dusuk sicakliklarda, zar
akiskanhgindaki degisikliklerin merkezi rol oynadigi ileri sirilmektedir (Murata and
Los, 1997) ve olas! iki grup disutk sicaklik sensdrleri belirlenmistir. Bunlar; kisa
sireli reseptor potansiyelli kanal proteinleri (TRP) ve zar iligkili kinazlardir (Sung et
al, 2003).

Son zamanlardaki literatr bilgileri temel alinarak bitki hiicrelerinde zar bagli-strese
duyarh iki grup sistemin oldugu dustnilmektedir. Bunlar, redoks/H>O> oranina
bagli sistemler ve bu sistemlerin hicre c¢eperi ve plazma zari iligkilerinin

bozulmasina baghligi olarak tarif edilebilir.
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2.6.1. Redoks/H,0O; kaynakl sinyal iletimi

Redoks sinyallerinin bitki metabolizma, morfoloji ve gelisiminde anahtar
diuzenleyici oldugu gorisi genis kabul gormektedir (Pastori and Foyer, 2002).
Redoks dengesi, superoksit ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tdrlerinin
(ROS) yok edilmesi ve olugsmasi arasindaki hicreler arasi uygun dengelerden
kaynaklanmaktadir. H>O. birikimi redoks sinyalinin yol actiyi gen ifadesi
dedisikligini saglar (Foyer et al., 1997). H,O,, Uretildigi yerden farkli bdlgelere
kolayca tasinabilir. H>O2-indUkIU birbirini takip eden sinyal akis elementleri
hakkindaki bilgi oldukga azdir. H.O-'nin Ca™ ve hormonlar gibi diger ikincil
bilegiklerle olan Iiligkileri kadar H>O2'nin mitogen aktivasyonlu protein kinaz
(MAPK,)'In aktivasyonundaki rolll de iyi belirlenmistir (Pastori and Foyer, 2002).
Stresin neden oldugu hicrenin redoks durumunda meydana gelen degisiklikler ve

H2O> molekllunin olugsumu stresli durumlarin uygun sensérleri olarak yer alir.

Bitki mitokondri ve kloroplast ETC’sinde yer alan bilesenlerin, redoks dengesinin
ayarlanmasinda dnemli bir role sahip olduguna dair glcli deneysel kanitlar vardir
(Surpin et al., 2002; Dutilleul et al., 2003).

Fotosentezde, kloroplastlarda dlzenlenen redoks durumu, gen ifadesinin
koordinasyonuna ve stresin neden oldugu belirli niikleer genlerin ifadesine etki
eder (Huner et al., 1998; Pfannschmidt et al., 2001; Surpin et al., 2002).

Bitki hicrelerindeki oksidan-antioksidan orani ve stres dayanikliligi stresin neden
oldugu mitokondri ETC’sindeki degisikliklere baglidir (Moller, 2001). Mitokondriye
6zgl redoks sinyallerinin, tasiyici molekiller tarafindan nikleusa iletildigi,
mitokondri ve diger hiicre kisimlarinda ROS olusumu siresince, antioksidan
enzimlerin transkripsiyonunun artmasi ile sonuglandigi ileri stiriimektedir (Dutilleul
et al., 2003). Bu durum stres dayanikhlidini arttirmakta ve ROS birikimini
azaltmaktadir.  Bitkilerde, mitokondrideki H-0O, olusumu, kloroplast ve
peroksizomlardakinden ¢ok daha azdir ve bununla birlikte oksidatif stres ile
(6rnegin, diger organellerden mitokondriye difize eden digsal H>O2) bu miktar
artabilir. H>O» Uretiminin artmasi, mitokondride sitokrom ¢ tarafindan salinan H>O»
ile karakterize edilen programli hiicre dlimlerine yol actigi goézlenmistir (Tiwari et

al.,, 2002). Buna ek olarak; ylUksek sicaklik soku (55°C), mitokondri eneriji

33



metabolizmasindaki bozulmalardan dolayi, hizli bir sekilde, H.O, ve sUperoksit
anyonu olusumuna neden olmaktadir (Vacca et al., 2004). Bu ylzden
mitokondride stres sinyallerinin algilanmasi stresin siddetine bagdlidir. Mitokondri
orta derecedeki strese cevapta, stres iletim aginda énemli element olarak ikincil
role sahipken, siddetli strese maruz kalan hulcrelerde H>O>'nin ylksek oranda
olugsmasi ve bunlarin antioksidan sistemle yok edilememesi ile sinyalle aktive olan

programli hiicre élimlerini olusturabilir (Vacca et al., 2004).

H.O,, aynl zamanda plazma zarinda yer alan NADPH oksidazlar ve hicre ¢eperi
peroksidazlarinin aktivasyonunu iceren birkag sire¢ tarafindan hilicre ¢eperinde
Uretiimektedir (Pastori and Foyer, 2002). Plazma zarinin apoplastik ylzeyindeki bu
guclu oksidatif sinyaller, plazma zar kdkenli elektron taginim sistemlerinde ve iyon

giris-cikisinda degisikliklere neden olmaktadir (Pastori and Foyer, 2002).
2.6.2. Hucre ceperi - plazma zarn arayuzeyindeki sensor sistemler

Bitki hicrelerinin, hlicre ¢eperi, plazma zar! ve sitoplazmik iskeletten olugan guglU,
butinlesmis varliklar olduguna dair siphe yoktur (Baluska et al., 2003). Bundan
dolayi, zarda yer alan farkli fonksiyona sahip proteinlerde aktivite degisiklikleri ile
sonuglanan stresin neden oldugu plazma zarinin fiziksel Ozelliklerindeki
dedisiklikler, hiicre ¢eperi dzelliklerinden ve varligindan etkilenmektedir. Bu gérus,
daha sonraki ¢alismalarda farkli stres faktorlerine karsi uyumu saglanan hicrelerin
strese karsl olan daha az yogQunluktaki cevaplarinin giliclenen hiicre ceperi ile
iliskili oldugunun gézlenmesi sonucunda daha da desteklenmistir (Marshall et al.,
1999; Stefanowska et al., 1999).

Hlcre ceperi-plazma zari araylzeyinde tanimlayici ve dlzenleyici birkag grup
protein oldugu dislniimektedir (Kohorn, 2000). Bunlar; arabinogalaktan proteinler
(AGPs), sellloz sentaz ve reseptor benzeri protein kinazlardir. Bu proteinlerin
hepsi hlcre plazma zar ve sellloz, hemisellloz ve pektinler gibi hiicre digi

karbonhidratlara baghdir.
2.6.2.1. Reseptor benzeri kinazlar (RLKs)

Hucre ¢eperi ile iligkili kinazlar (\WAKs), reseptér benzeri protein kinazlarin yegane

sinifini olusturur. WAKs, hicre ceperi ve sitoplazma arasinda sinyal iletimi
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fonksiyonu ile hizmet eder (Baluska et al., 2003). Bilinen bes WAKs'dan her biri
plazma zarini kapsayan ve hlcre ¢eperi icine uzanan sitoplazmik Serin/Treonin
protein kinaz bdlgesine sahiptir (Kohorn, 2000). Boylece, WAKs plazma zarindan,
esasl hicre ¢eperi pektinleri olan karbonhidrat matriksine fiziksel olarak baglidir.
WAKS, patojenlere karsi bitki dayaniklihdini arttirmakta ve salisilik asidin dlduriic
seviyeye ulagmasini engellemektedir (He et al., 1998). WAKs'nin abiyotik stres
sinyal iletimindeki fonksiyonu glnimiizde deneysel olarak dogrulanmayi

beklemektedir.

Bitkilerde artan kanitlar RLKs'nin diger bir sinifinin varligini da desteklemektedir.
Bu grup hiicre ¢eperine kovalent olarak bagh degildir; fakat hicreler arasi bolge,
transmembran bolge ve sitozolik kinaz bdlgesinden meydana gelmektedir.
Reseptdr benzeri protein kinazi kodlayan RPK1?1 gen ifadesinin, Arabidopsis
bitkisinde dehidrasyon, yiliksek tuz ve soguk muamelesi ile hizl bir sekilde

induklendigi bulunmustur (Hong et al., 1997).

Elde edilen bilgiler, farkli RLKs'lerin, stres faktdrlerinin farkl etkileri ile aktive
olabilecegini desteklemektedir. RLK; ve histidin kinazlarin indiklenmesi igin gerekli
turgor basinci azalma derecesi ve/veya hicrenin dehidrasyon derecesi ile ilgili

bilgiler elde edilebilmis degildir (Kacperska, 2004).
2.6.2.2. Mekanik algilayicilar (mekanosensorler)

Dokunma ile aktive olan [(Touch-activated (TCH)] genlerin Grlnleri kalmodulin
iligkili proteinler ve ksiloglukan endotransglikosilaz'dir (Braam et al.,, 1997). Bu
genlerin kugUk alt birimlerinin ifadesi, U¢ sinif uyarici tarafindan duizenlenir
(Braam, 2000). Bunlar; 1- dokunma, riizgar ve yaralanmalar gibi dogrudan
mekanik bozulmalara neden olan uyaricilar, 2- hormonlar (inositol-3-asetik asit
vb.) ve karanlik gibi baytmeyi artiran uyaricilar ve 3- sicaklik degisiklikleridir. TCH
genlerinin ayni zamanda disiik sicaklik sokuyla da dizenlendigi gosterilmistir

(Polisensky and Braam, 1996).

Mekanik etkinin algilanmasinda, en az 2 gesit sensérin yer aldigi disunilmektedir
(Braam, 2000): 1- zar basinci ve c¢eper basincindaki dedisiklikler, hucreler
arasindaki sinyal iletimini saglayan integrin benzeri molekiller tarafindan

sitoplazmik iskelete iletilebilir ve 2- mekanik stres, zar gerilimiyle zar kanallarinin
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aciimasina badl olan kalsiyum veya diger iyon giris cikigi olarak iletilebilir.
Sitozolik kalsiyumun hizl bir sekilde azalip ¢odaldigi, mekanik bozulmalara maruz
kalan bitkilerde gosterilmistir (Haley et al., 1995). DisUk sicakliga duyarli
hicrelerin, plazma zarindaki mikro bélgelerin sertlesmesi, gerilim bagimli
kanallarin indiklenmesi, sitozole olan kalsiyum akisinin artmasi ile sonuclanir.
Plazma zarindaki mikro bdlgelerin sertlesmesinde aktin sitoplazmik iskeletin
yeniden diizenlenmesi, birincil neden olarak disiinilmektedir (Orvar et al., 2000).
Bu nedenle, mekanik ve disuk sicaklik sinyal iletim yollarinin strese bagl
indiklenmesi, plazma zarinda gerilim bagimli  kalsiyum kanallarinin

fonksiyonundaki modifikasyonlara bagli oldugu aciktir.
2.6.2.3. Strese duyarh kalsiyum kanallari

Voltaj yuklu kalsiyum kanallarinin a¢ilmasi sonucu sitozolik serbest kalsiyumun
artmasi, bircok ¢evresel streslerin neden oldudu ikincil sinyaldir. Sinyale cevap
olarak kalsiyum kanallari agilir ve Ca* hiicre geperi ve hiicre organelleri gibi iki
farki havuzdan, sitoplazmaya elektrokimyasal gradiyent dogrultusunda girer
(Knight, 2000). Ca*?un, kanallar yolu ile hiicre icine, ATP veya proton pompalari
veya tasiyicilari ile hiicre disina tasinmasi ile olusan Ca*? konsantrasyonu,
kalmodulin ve kalsindrin B-benzeri proteinlerin aktivasyonu igin spesifik bir

potansiyele sahiptir.

Voltaj yUkli kanallar stres durumunda ortaya c¢ikar. Kisa sureli zar
depolarizasyonu, ani sicaklk dlslstine maruz kalan salatalik ko&klerinde
g6zlemlenmistir. Buna ragmen vyavas sicaklik dedisimlerinin dokularda bir
dedisiklige neden olmadigi gozlenmistir  (Minorsky, 1989). Zar
hiperpolarizasyonunun, plazma zarindaki Ca*® gegis kanallarini aktive ettigi
bilinmektedir (Gelli and Blumwald, 1997). Ayni zamanda osmotik stresin plazma

zarinin elektrik dzelliklerine etki ettigine dair deneysel kanitlar vardir (Lew, 1996).

Zar potansiyeli, bitki plazma zarinin iyon transport sistemindeki H*-¢iftine baglidir.
K* hicrenin disina akigi ile birlikte gelen hiicreler arasi ortamin alkalizasyonu,
osmotik olarak soklanan domates hicrelerinde belirlenmistir (Felix et al., 2000).
Sogan yumru kabugunun dona cevabi ile plazma zar ATPaz iligkisi deneysel

olarak kanitlanmistir (Arora and Patla, 1991). Bu yluzden plazma zar H*-ATPaz'l
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bitki hucrelerinde hicre ceperi ve plazma zar iligkileri etkileyen stres faktérlerinin
algilanmasini kapsayan birincil sensérlerden biri olarak distntlebilir. Ca*®'un
salindigi kanallardan bir dideri de vakuol zarinda yer alir. Son zamanlarda yapilan
calismalarla, hiperosmotik stresin Arabidopsis'in sagak kok hiicre vakuollerinin
elektrik ozelliklerinde hizli degisikliklere neden oldugu gdsterilmistir (Lew, 2004).
Yine de vakuol zarinin ikincil veya birincil stres sensdrll olup olmadiginin

belirlenmesi icin detayli ¢alismalara ihtiyac vardir.

Hiucresel Ca*?'daki belirli degisikliklerin, 6zel sinyal iletim fonksiyonuna sahip
olmayan Ca'? dengesinin bozulmasini yansitabilecegi kesin olarak bilinmektedir.
Diger etkileri arasinda, sitoplazmadaki Ca*?un vyikselis devamlliginin
fosfolipazlan (fosfolipaz D vb.) aktive ettigi gdsterilmistir. Bu metabolik slreg
fosfolipidlerin pargcalanmasi ile sonuglanir. Sodan yumru kabugundaki donun

+2)

¢ozllmesi ile meydana gelen dénlsimslz zarara, sitoplazmik Ca “'un kritik sinirin

ustiinde artisin neden oldugu ileri strtlmustir (Arora and Patla, 1989).

Stres iletiminde zar fosfolipidleri, inositol-1,4,5-trifosfat (IP3), fosfotidik asit (PA) ve
diacil gliserol (DAG) gibi 6nemli stres iletim molekullerini olusturmaktadir (Zhu,
2002). Tonoplastta Ca*? kanallarinin acilmasinda gorev alan kisa sireli 1P3
sinyalleri, fosfotidilinositol-4,5-bifosfat’nin (PIP;) fosfolipaz C (PLC) kaynakh

hidrolizi ile meydana gelir.

Farkli abiyotik stres faktorlerine bitki cevaplarindan sorumlu olan sensdér tipleri
hakkindaki bilgiler, sensér aktivasyonunun stresin neden oldugu birincil olaylara
bagli olabilecegine isaret etmektedir. Hiicre; orta derecede ve/veya yavas etki
eden stres faktorlerine, aniden ve/veya siddetli etki eden stres faktorlerine karsi

olan tepkilerden daha farkl tepki vermektedir (Sekil 2.8).

Orta veya yavas etki eden stres faktorlerinin varliginda hicresel su icerigi (nisbi
su miktan)’nin azalmasi ve/veya kloroplastlarda artan eksitasyon basinci
(fotosentetik olarak aktif radyasyonun fazlaligindan); 1. Kloropast ve mitokondri
gibi plazma zari ve hicre ¢eperi arasinda yer alan redoks’a duyarl sistemlerin
aktivasyonunu saglar, bu da H»O; seviyesinin nisbeten az artmasina ve hiicrenin
antioksidan kapasitesinin artmasina neden olabilir. 2. Hlcre zari ve hiicre ¢eperi

etkilesimindeki dedisiklikler sirasi ile hiicre ¢eper iligkili veya plazma zar iligkili
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reseptdér benzeri kinazlari (histidin kinaz dahil) ve plazma zarinda yer alan

mekanosensorleri aktive eder.

Birincil olaylar Sensirler Haberciler Tepkiler
Agin Kloroplastlar ROS ,e_ma_r:{_ N
eksitasyon me—p Y€ * Lo02 antioksican
mitokontri kapasitesi,
ener)isi ,
) dedisen
i Hicre duvar Osmo-ve _/ biylime ve
Azalan fplazma makanosen Fosfoprotein metabolizma
nishi su mernrani sdrler: cascadeler Molekiler
icergi etkilegimi * RLKs, [S— qa-pt;rlonl-a[
Mk s stres tepki
= l ' / proteinleri
5 lyon Kalsiyum [
’E Membran kanallar ve (== .\, Membran
0 stabilizas- / tagiyicilar ﬁ?g@klllgl.
B yonunun _ F"':rESE
bozulmasi PLD sinyali; IP3, ryliegme
Fosfolipaz PtdOH, H I
A C.D — | P2, _ | Hocre dlamd,
PUFA SEenesens

Sekil 2.8. Orta ve ylksek siddetteki stres faktdrlerine karsi olusturulan tepkide
sinyal iletiminin basit semasi (Kacpelska, 2004). PUFA; coklu ¢ift baga sahip
doymamis yag asidi, IPs; inositol-1,4,5-trifosfat, PA; fosfotidik asit, PLD; fosfolipaz
D, PtdOH; fosfotidil alkol, RLKs; reseptdr benzeri kinazlar, WAK;s; hicre ¢eperi
iligkili kinazlar, ROS; reaktif oksijen tlrleri.

Bu etkilesimdeki degisiklikler, plazma zarinda Ca*? kanallarinin agilmasini ve
apoplasttan Ca*? akisinin artisini kapsar. Kuraklik, soguk ve tuz streslerine orta
derecede maruz kalan bitkilerde, stres sinyal iletimi ile mesgul olan ABA sentezi ve
birikiminin arttigi belirlenmistir (Xiong et al., 2002). Orta derecede ve yavas stres
faktorlerinin ortaya cikardigi bu sinyal iletim yolu ‘erken cevap’ ve ‘ge¢ cevap’
genlerinin indiklenmesine neden olabilir (Denekamp and Smeeken, 2003). Bu
genler, stresli kosullar altinda bitki blyume ve metabolizmasinin dizenlenmesini

saglayan hiicresel metabolizmanin kontrollinii kapsar.

Siddetli veya aniden etki eden stres faktorleri sitozolde artan Ca*
konsantrasyonunun devamlihdina yol acan =zar destabilizasyonu (zar
depolarizasyonu, iyon tasinim sistemindeki dedisiklikler) ile hissedilir. Zar

destabilizasyonunun sonucu olarak, fosfolipid sinyal iletimi ¢alismaya baslar ve
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ROS Uretiminin artmasi, H>O»> birikimi, lipid peroksidasyonu ve aynl zamanda
jasmonik asit ve etilen gibi hormonlarin sentezinin artmasina yol acgabilir (WWang,
1999; Wang et al., 2000). Batin bu tepkilerin sonucu olarak savunma sistemi aktif
hale getirilir. Bu; hicrede, dénusumslz zararlara ve 6lumlere ya da hicrenin
iyilesmesine yol acgabilen alarm durumudur. Zarar boyutu stres faktérlerinin

etkisine baglidir.

Stresin etki ettigi hicrelerdeki stres sinyal iletim yollarinin ¢alismasi hakkindaki
daha sonraki arastirmalar; turgor degisiklikleri dizini, plazma zarinin iglevini
yitirmesi, kloroplastlardaki fotosistem aktivitesi, H-O- seviyesi ve birikimi gibi stresi
cagnistiran olaylarin tam dlglimii stres yollarinin taninmasina, bitki uyumu ve alarm
cevaplarini kapsayan genlerin belirlenmesine  yardimci olabileceqi

dustnulmektedir (Kacperska, 2004).
2.7. Triticum L. ve Aegilops L.’un tarihi ve yayilis alanlari

2000 yilinda, diinya bugday uretiminin ylizde 3.6’sini kargilayan Turkiye (BM Gida
ve Tarim Orgiti-FAO, 2000), dinyanin en énemli bugday Uretici ve tuketici
Ulkeleri arasinda vyer almaktadir. Bugday, ekonomik ©neminin yaninda,
yurdumuzda toplumsal, klltlrel ve ayni zamanda tarihi ve hatta arkeolojik bir
dederdir. Clnkl, bugdayin yurdumuz topraklarindaki éykusul, pek ¢ogumuza hayal
etmesi bile gu¢ olabilecek kadar eski zamanlara; okudugdumuz, bildigimiz tim
uygarliklardan &ncelere uzanmaktadir. Bugday, insanin bugln ulastigi yasam
bicimini belirleyen devrim niteligindeki degisikliklerin, Ustelik de bugln Uzerinde
yasadigimiz cografyada meydana gelen degisikliklerin merkezinde yer alan
dederdir (Bilgic, 2002).

Gunumizden 12 bin yil éncesinde gdcebe insan topluluklari, eski diinyada uzun
sliren buzul ¢aginin ardindan gelen daha elverigli iklim kosullari sayesinde sayica
cogalmaya ve dogada hazir bulduklarindan daha fazla yiyecefe gereksinim
duymaya basladilar. Bunlar arasinda, bugin "Verimli Hilal" olarak adlandirdigimiz
bolgede (Sekil 2.9) yasayanlar digerlerine goére daha sansliydilar, ¢iink(; bu bdlge,
basta bugday ve arpa olmak (izere pek ¢ok tahilin yabani atalarinin merkezidir ve

insanlarin kiigcilk ama elde etmesi kolay ve besleyici degeri ylksek bugday ve arpa
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tanelerini fark edip diyetlerine ve yasamlarina katmalari kadar dogal bir sey
olamazdi (Bilgi¢, 2002).

L

TURKIYE

Verimli
Hilal

ORTA
DOGU

Sekil 2.9. Verimli Hilal olarak tanimlanan ve bugunkl iran, Irak, Turkiye, Suriye,
Labnan, Israil ve Filistin'i kapsayan yay bicimindeki bdélgenin harita Uzerindeki
gosterimi (http:// bugday.org.tr).

Onceleri bu iki tahill dogadan toplamalarina ragmen zaman ilerledikge kendileri
ekip bicmeye basladilar ve bu durum, ginimuizden bakinca algilanmasi zor
buylikliikte bir sonucu beraberinde getirdi: insanlar, var olduklar ilk giinden beri,
binlerce yildir strdurdikleri gécebe avci-toplayici hayat bigiminden yerlesik-Uretici
yasama gectiler, ¢lUnkll ekim ve hasat ayni yerde uzun slre kalmayi
gerektiriyordu. Olasilikla, uzunca bir slire her iki yagsama bicimi de beraberce
gétarild, ama sonunda, glintmizden yaklasik 10 bin yil énce yeryliziinde tarim
yapilan ilk insan kdyleri giineydogu Anadolu’da ve kuzey Suriye'de gérilmeye
basladi (Nesbitt and Samuel, 1996). Suriye'deki Abu Hureyra ve Turkiye'deki
Cafer Hoyuk, Caydnl, Nevali Cori gibi arkeolojik éren yerleri bu ilk tarim kdyleri
arasinda yer almaktadir. Bundan sonraki 1500 yil icinde de bugdday tarimi giineye
(Ornegin Urdiin Vadisi'ndeki Beidha), doduya (iran’daki Jarmo ve Ali Kosh) ve
batiya (Orta Anadolu'daki Asikh Hoylk, Can Hasan Il ve Catalhdylk) yayildi.
Avrupa’da ele gecen en eski kiltir bugday érnekleri Yunanistan'dan elde edilip
M.O. 5900 yillarina tarihlenenlerdir (Nesbitt and Samuel, 1996). Neolitik (Yenitas
Cagl) olarak adlandirilan bu déneme ait yerlesmelerden, diizenli olarak ele gecen

bugday kalintilari tarimin, arti Grlinin, yerlesik yasamin ve toplumsal degerlerin
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ortaya ¢ikmaya basladidi ilkk zamanlarda bugdayin insanlar i¢in vazgecilmez yerine
isaret etmektedir. Daha sonralart Anadolu’da gérliimeye basglanan siyasi
yapllanmalar ve blylk devletler doneminde ise bugdayin ekonomik ve kiltirel
dnemi geride biraktiklar buytk miktarlardaki bugday stoklar1 ve kayalara oyduklari
dinsel sahnelerden izlenebilmektedir. Ornegdin, Anadolu'daki en eski ve ilk
imparatorlugu kuran Hititlerin Corum yakinlarindaki baskenti Hattusa'da, M.O. 13.
ylzylla tarihlenen 4200-5900 ton kapasiteli bugday silolan bulunmustur (Seeher,
2001). Yine Hititler'e ait Konya yakinlarindaki Ivriz Kaya Kabartmasi ise bugdayin
toplumsal ve dinsel dnemine isaret etmektedir (Sekil 2.10). Van'a bagl Patnos'ta,
M.O. 800-700'lere tarihlenen Urartu tapinak ve sarayinin yakinlarinda da ortaya
cikarilan tahil silolari ve ele gecen bugday kalintilari (Balkan, 1964) benzer
geleneklerin Anadolu’da bin yillar boyu devam ettigine isaret etmektedir. Bugday,
Anadolu'da yer alan tim uygarliklarda, glnimize kadar 6nemini korumustur
(Bilgi¢, 2002).

Bugday, insan yasamini ekonomik ve kiltlrel olarak etkilerken, insan da bugdayin
evrimini etkilemistir. ilk tarim koylerinde ekilen iki ¢esit bugday vardi: Siyez
(Triticum monococcum) ve gernik (Triticum dicoccum). Bunlar, yabani atalarina
gbre biraz daha iri taneli ama yine yabaniler gibi kavuzlu (taneyi sikica saran 6rtl)
ve basagl tasiyan saplari yari kirllgan yapida tirlerdi. Daha sonraki dénemlerde
ise iri taneli, uzun boylu ve kavuzsuz, bu nedenle iglemesi ¢ok daha kolay iki tlr
ortaya cikti. Makarnalik bugday (Triticum durum) ve ekmeklik bugday (Triticum
aestivum). Bugdayin gecirdigi bu genetik ve fiziksel degisiklikler, insanlarin kendi
islerine yarayan Ozellikteki bugdaylari segerek bir sonraki yil ekmek Uzere
ayirmalan ile baslayip zaman igcinde birikerek olusan secilim baskisinin sonucu
olarak ortaya ¢ikmistir. Bugiin tim dinyada yaygin olarak yalniz bu iki tirin ekimi
yapllmaktadir. Turkiye'nin bazi yuksek bélgelerinde ise ¢ok kisith miktarda da olsa,
cogunlukla hayvan yemi olarak siyez ve gernik tarimina rastlanmaktadir. Dinyanin
baska bolgelerinde de yoresel iklim ve toprak kosullarina uygun, kisith miktarda
uretimi yapilan baska bugday tirleri ya da alttirleri mevcuttur. Ayrica, Avrupa'daki
spelt bugday gibi (Triticum spefta) gecmiste ¢ok yaygin olarak ekilirken sonradan
makarnalik ve ekmeklik bugdaylar ile yeri degistirilen ve kaybolan bugdday tirleri
de mevcuttur (Bilgi¢, 2002).
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Sekil 2. 10. Hititler'e ait Konya yakinlarindaki ivriz kaya kabartmasi (http:// bugday.org.tr).
Ulkemiz yabanil bugday tirlerinin (Aegifops sp.) genetik cesitlilik merkezidir. Orta

Dodu ve ona komsu Akdeniz cevresi ile Bati Asya, 22 yabanil bugday tlrinin
yayllim gosterdigi alandir. Ancak 14 tir ile bunlarin en yogun bi¢imde bir arada
bulundugu cografya Ulkemizdir (Van-Slageren, 1994). Ulkemizin her késesinde
rastlayabilecegimiz yabanil bugday tirleri, hem bugdayin islahi, yayilisi ve evrimi
ile ilgili calismalarda hem de ginimizdeki makarnalik ve ekmeklik bugdaylarin
kalitelerinin arttirllmasi amaciyla yapilan genetik iyilestirme cabalarinda buyuk
onem tasimaktadir. Gunumize ait yabanil ve ilksel (siyez) bugday ornekleri
uzerinde yapilan calismalar, Diyarbakir'daki Karacadag boélgesinin siyez cesidi
bugdayin tariminin basladigi yer oldugunu gdstermistir (Heun et al., 1997). Bu
onemli calisma, Ulkemizdeki bugday varhdr ve cesitliligi (zerine kapsamli

arastirmalar yapilmasi geregini isaret etmektedir. Bdylece, Glkemizin bugday tarihi,
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gelisimi ve iyilestiriimesi konularindaki henlz kesfedilme agsamasinda olan buyuk

potansiyelini kullanma olanagi dodacaktir (Bilgi¢, 2002).
2.8. Triticum L. ve Aegilops L. cinslerinin sistematigi

Linnaeus (1953)'nin isimlendirdigi Triticum L. ve Aegilops L. cinsleri, Liliopsida
sinifi, Poaceae (Graminaceae) familyasinin, Pooideae alt familyasinin, Triticeae

tribusunda yer almaktadir (Davis, 1985).

Triticum cinsi, bugdayin cogunlukla kultdr tdrlerini, Aegifops cinsi ise yabani
bugday tirlerini kapsamaktadir (Ozgen, 1984). Sistematik olarak Aegilops cinsi,
Triticum ve Agropyron cinsi arasinda yer alir (Raskina et al.,, 2004). Bu ikiye
bdlinme taksonomistlerce 200 yil boyunca kabul gérmis olmasina ragmen c¢esitli
bilim adamlarinca yapilan dedisiklikler de kullaniimaktadir (Kimber and Feldman,
1987). Ozellikle son vyillarda Triticum ve Aegilops cinslerine baglh tirlerin
aralarindaki yakinhk nedeni ile Triticum adi altindaki tek bir cinste toplandidi

gérilmektedir (Ozgen, 1984).
2.9. Bugdayin sitogenetigi

Bugdaylarda temel kromozom sayisinin 7 oldugunun Sakamura ve Sax tarafindan
saptanmasindan ve dogada bugdaylarin 14, 28 ve 42 kromozom sayllar gdsteren
Ug grup olusturduklarinin anlasildigi 1920'lerden sonra bu ¢ grubun olusumunda
allopoliploidinin (genetik olarak birbirinden farkli kromozom takimlarinin bir araya
gelmesi ile olugsan organizma ) etkili oldugu melezleme c¢alismalariyla gosterilmis
ve diploid, tetraploid ve hekzaploid turler icin genom formulleri belirlenmistir (Kln,
1988). Buna gore,

Diploid bugday genom formuli AA (2n=14)
Tetraploid bugday genom formull AABB (2n=28)
Hekzaploid bugday genom formuli AABBDD (2n= 42)'dir.

Triticum diploitlerinin siniflandiriimasi yapildidinda 9 diploid tir tanimlanmistir.

Bunlarin bazilarinin genlerinin digerlerinden degiserek geldigi distniimektedir
(Kimber and Sears, 1987).
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Tetraploid bugdaylarin, diploid bugdaylarin farkl biyotiplerinden koken alan B ve A
genomunun otoploidisi ile olustugu disltiniimektedir (Bedetti et al., 1974). Bunlar
arasinda ilk olarak tanimlananlar T. furgidum var. diccocoides ve T.

timopheevii'nin yabani formlaridir.

Hekzaploid bugdaylar ise 3 ata tlrden tlrevienen A, B ve D olarak isimlendirilen 3

yakin iligkili genomdan olugsmaktadir (Lagudah et al., 2001).

D genomu iceren tlrler 3 farkli kisimda incelenmektedir. 1. grupta 7. cylindricum
(Ae.cylindrica) ve T. aestivum bulunmaktadir. Bu grubun tarlerinin diploid atalar
T. tauschii'nin D genomuna ¢ok az bir degisiklikle sahip olduklari géralir. 2. grup
T. crassuniun hekzaploid ve tetraploid formlarini igerir. Bu grubun formlar 1.
gruptaki D genomunun biraz daha degismis halidir. 3. grupta olan 7. juvenale ve T.
syriacum diger bltin D genomlarinin esasl bir sekilde degistiriimesinden
olusmustur. A genomu iceren turler kllttr cesitleridir. Hekzaploid ve tetraploid
bugday tlrlerinde bulunurlar. A genomu, diploid bugdaylardan degismeden
gecmistir. Diger bir grup U genomudur. Birgok tetraploid U genomu arasinda,
dodal hibridizasyon oldugu bildirilmistir (Kimber and Feldman, 1987). B
genomunun kaynaginin tartismaya acik oldugu kabul edilmistir. Morfolojik,
sitogenetik ve biyokimyasal kanitlar sonucunda Ae. speldoides, B genomu vericisi
olarak bildirilmigtir (Bedetti et al., 1974). B veya G genomuna homolog olan hicbir
diploid tanimlanmamistir. S genomu diploidleri, B veya G genomuna diger

genomlardan daha yakindirlar (Kimber and Feldman, 1987).
2.10. Bugdayin morfolojisi

Kok: Orijinleri, olusum sirasi ve dlizenindeki degisim bakimindan iki farkl gruba
ayrihr.  Embriyonal kdkler, dogrudan tohum embriyosundaki radikulanin
gelismesiyle meydana gelir. Embriyonal kok sayisi 3 ile 6 arasinda olup genetik
olarak belirlenmektedir. Nodal (adventif) kokler ise bitkide vejetatif gelisimin
ilerledigi ve besin gereksinimimin arttigi donemde cevre kosullarina bagll olarak
genellikle embriyonal kék olusumundan kisa bir slre sonra, koleoptil hodundan
veya ilk dért yaprak ile iligkili olan nodlardan ¢ikmaktadir. Nodal kokler, bitkiye
besin maddeleri tasir, bitkinin topraga sikica tutunmasini saglayarak destek gérevi

yaparlar. Embriyonal kdklere oranla ¢aplari daha kalindir ve ayni kosullar altinda
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uzamalari daha hizlidir; bu kékler, bitkinin tUm yasami boyunca yenilenebilmektedir
(Lersten, 1987).

Govde (sap): Bugday bitkisinde gévde, ince olup sayisi genellikle 5 ile 9 arasinda
dedisen bodum (nod) ve bogumaralarindan (internod) olusur. Bogumilar, sapla
yaprak kininin baglandigi noktalardir ve icleri doludur. Bogumaralari ise destek ve
iletken dokudan meydana gelir ve igi bostur. Bugday bitkisinde ana gévdeden
baska gdvdelerin meydana gelmesi olayina ‘kardeslenme’ denir ve vejetatif evrede
ana govdeden 3. yaprak ciktiktan sonra ilk kardes meydana gelmektedir. Ana
gbévdeden sonra olusan ilk kardesin gelisimi hemen hemen ana gévde ile ayni
olmasina ragmen daha sonraki kardeslerin gelisimi ana gdévdeye gére daha zayiftir
(Lersten, 1987).

Yaprak: Bogumdan ¢ikip bogumarasini saran yaprak kini (vagina), yaprak ayasl,
yaprak ayasinin kinla birlestigi yerde gdvdeyi iki yandan saran bir ¢ift kiiglik organ
olan kulake¢ik (ligula) ve yaprak ayasinin sapa ulastigl yerde sapla yaprak ayasi
arasinda yaprak kininin Gst uzantisi biciminde zarimsi bir organcik olan yakacik
olmak Uzere 4 kisimdan olusmaktadir. Govdenin en uUst bodumundan c¢ikan
yapraga ‘bayrak yaprak’ adi verilir ve cicek toplulugu bu yapraklarin kini iginde
geligip ortaya ¢cikmaktadir (Lersten, 1987).

Cicek: Ciceklenme uyariminin tamamlanmasindan belli bir sire sonra, gévde
blylme bélgesindeki (apeks) meristem farklilagir ve basak kisimlarina ait taslaklar
(primordium) ortaya cikar. Bugdayda cicek durumu basak (spika) bigimindedir ve
cicekler basakcik (spikula) adi verilen organlar i¢cinde bulunur. Basakcik iki dis
kavuz (gluma) ve bunlar arasinda yer alan ¢icek ya da cicek toplulugu tasiyan
organlardan olusur. Basakcik icerisinde cicekler basakcik eksenine baglidir.
Bugday bitkisi basak ekseni (zerindeki her bogumda bir basakcik tasir ve her
basakcik da 3-6 arasinda degisen fertil ¢icede sahiptir. Cicek lemma, palea, 3
stamen ve 1 pistilden olugur. Disi organin stigmasi iki parcall olup her biri Uzerinde

firca biciminde tuyler bulunur (Lersten, 1987).

Meyve: Bugdayda meyve karyopsis olup, meyve kabugu (perikarp) ve tohum
kabugu (testa) birbirine bitisik durumdadir. Tohum; testa, besi doku (endosperm)

ve embriyodan olugmaktadir (Lersten, 1987).
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2.11. Bugday 1slahinda Aegilops’larin kullanimi

Modern bitki 1slah1 uygulamalari, ginimizde bugdaydaki genetik ¢esitliligi giderek
azaltmakta ve i1slah calismalarinin dar alanlarda yapilmasina neden olmaktadir.
Bugdayin yakin akrabalarinin  kullanilmasi, bugday islahinda vyeni gen
kaynaklarinin olusturulmasi i¢in gereklidir. Yapilan calismalarda bugdaya en yakin
akraba olarak Aegilops'lar gosteriimekte ve cinsler arasi melezlemelerde bu

bitkilere 6ncelik verilmektedir (Ozgen, 1984).

Bugday 1slahinda cinsler arasi melezlemelerden yararlanma c¢alismalan son
yillarda ¢ok vyayginlasmistir (Ozgen, 1984). Bugdayin vyabani akrabalari
hastaliklara direncte ve strese karsi tolerans saglayan genlerin potansiyel vericisi
olarak dikkat cekmistir (Landjeva and Ganeva, 2000). Ozellikle Aegilops’lar
bugdaya olan yakin akrabalidi nedeni ile ¢ok kullanilir duruma gelmistir. Bugday
Islahinda genis dlglude yararlanilan Aegifops, bugday evrimi ve siniflandiriimasi,
bugdayda erkek kisirliginin kazandirilmasi, hastaliklara karsi dayanikllik ve kalite

Islahi gibi farkh alanlarda kullaniimaktadir.
2.12. Bugdayin ekonomik onemi

Tek yillik, otsu ve serin iklim bitkisi olan bugday, danesinin uygun beslenme
dederi, taginma, saklanma ve igslenmesindeki kolaylik ve bitkinin genis adaptasyon
sinirlari nedeniyle (Kiin, 1988) dlinyada en genis ¢apta yetistirilen, en ¢ok tlketilen
ve ilk 1slah edilen tahillardan biridir (Kronstad, 1996). Dinya tahil Gretimin bu denli
yiksek olmasinin nedenini basglica iki gruba ayiracak olursak, ilk olarak Poaceae
familyasinin; tarimin tarihsel gelisimi icinde en eski kultlr bitkisi olusu (Kin, 1988)
ve ikinci olarak ¢ok genis bir bitki grubu olusunu sayabiliriz, yani; genis tar, ¢cesit ve
ekotip zenginligine sahip olup ekvatordan kutuplara ve algak ovalardan ylksek
yaylalara kadar genis bir ekim alanina sahiptir. Ylksek verimli topraklarda yetisen
tahil, tir ve cesitleri olmasina kargin ayni zamanda verimsiz topraklarda dahi
yetigen tur ve cesitleri de bulunmaktadir. Dolayisi ile boyle bir genis alanda yayilim
gosterebilmesi i¢in genig bir toleransa sahip olmasi gerekmektedir (Briggle and
Curtis,1987; Kiin, 1988).

Elde edilen istatistiki bilgilere goére; dunyada tahillara ayrilan tim alanlarin %

42,3'Unde serin iklim tahillar ekilmektedir. TUrkiye'de 1990 yili verilerine goére
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igslenen alan 24,192 milyon hektardir ve tahil ekim alani nadas ile beraber bu
alanin % 78,7 sini olusturmaktadir. 2005 verilerine gére Tlrkiye'de toplam tahil
ekim alani 14,07 milyon hektar, Gretimi ise 34,5 milyon ton olarak gerceklesmistir.
Serin iklim tahillar ise 12,9 milyon hektar ekim alani ile tahil alaninin yaklagik %
91'ini, 30 milyon ton duretim ile de toplam tahil Gretiminin % 86,7'sini
karsilamaktadir. Bugday, 9,3 milyon hektar ekim alani ile Turkiye'de en ¢ok ekim
alani sahip bitki konumundadir. Ayni zamanda bugday ekim alani tim tahil ekim
alaninin % 66’sina karsilik gelmektedir. Son 15 yillik veriler incelendiginde
dinyada azalan tahil ekim alani ve Uretime karsilik Turkiye'de bu rakamlar ¢ok
énemli oranda bir degdisiklik géstermemistir. Ulkemizde 1990 yilinda 9,3 milyon
hektar olan bugday ekim alani ve 14,07 milyon hektar olan tahil ekim alani

guinimuzde de ayni sinirlardadir (FAO, 2005).

Dunyada insanlarin aldiklari gunlik kalorinin %350’sinden fazlasi tahillarla
karsilanmaktadir ve daha spesifik olarak bakilacak olursa Avrupa’nin ginltk kalori
ihtiyacinin  %30’dan fazlasi Turkiye'nin ise %530 ekmek ve diger bugday

drtnlerinden karsilanmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOTLAR
3.1. Kimyasallar

Bu arastirmada kullanilan kimyasallar Sigma, Fluka, Merck ve Jt. Baker'in analitik

grade GrGnadr. Cozeltilerin tamaminin hazirlanmasinda distile su kullaniimigtir.
3.2. Bitki materyali

Bu arastirmada kullanilan, ekmeklik ve makarnalik bugday cesitleri ve yabani

bugday tdrlne ait elit tohumlar agsagida belirtilen kaynaklardan temin edilmistir:

a) Hekzaploid, ABD genomundan Triticum aestivum L. var. aestivum'a ait ekmeklik

bugday ¢esidi Hawk, 2004 hasadi olup, Erzurum Arastirma Enstitiisiinden,

b) Tetraploid, AB genomundan Triticum turgidum L. var. durum (T. durum Desf.)’a
ait makarnalik bugday cesidi Kiziltan 91, 2004 hasadi olup, Ankara Tarla Bitkileri

Merkez Arastirma Enstitus MOdarligid'nden,

c) Tetraploid, CD genomundan Aegilops L. yabani bugday tlrl olan Aegifops
cylindrica’nin basaklari, 2004 yilinda dogal olarak yetistigi Hacettepe Universitesi

Beytepe kampuls arazisinden toplanmistir.
3.3. Bitki yetistirme yontemi

Bu arastirmada cimlendirme ve fide gelisimi 300 cm® hacmindeki plastik kaplarda
gerceklestiriimistir. Kaplarin alt kisimlarina fazla suyun drenajini saglamak amaci
ile 4 adet delik acilmistir. Bitki yetistirme ortami olarak perlit kullaniimistir.
Tohumlar %3’'lUk sodyum hipoklorid (NaOCI) ile sterilize edildikten sonra 3 kez saf
su ile yikanarak, 5 saat (sa) distile suda (dH20O) sisirilmistir. Sterilizasyondan
sonra saf suda sigirilen tohumlar, her saksiya 15 tohum olacak sekilde 2.5 cm
derinlige ekilmis ve vyetistirme ortamina, tarla kapasitesine gelinceye kadar dH.O
ilave edilmigtir. Tohumlar c¢imlendikten sonra seyreltilerek fide sayisi 10'a
indirilmisgtir. Tum denemeler kontrolll iklim dolabinda gercgeklestirilmis olup 72
saat sliresince saf su ve bu slireden sonra denemenin sonuna kadar tam Hewitt
besin cozeltisi (Hewitt, 1966) tarla kapasitesine gelinceye kadar her gin

verilmistir.
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3.3.1. Bitki yetistirme ortami olarak perlit

Peristein sozcliglinden tlremis ince tas anlamina gelen perlit, ¢cok sayida
konsantrik (sodansi) yarik iceren volkanik bir kayacgtir. Magmatik suyun, olugsum
sirasinda emilmesi sonucu blnyesinde bir miktar su bulunur. Sogan kabugu
biciminde ince taneli goérinimi kayacin hizh sogumasi ile olustugunu
gostermektedir. Ocaktan c¢ikarildiktan sonra 6gutllip cesitli islemlerden gegirilen
perlit 6zel firinlarda 850-1100°C kadar isitildiginda, énce 350°C de gevsek bagli
su uzaklasir, 850°C de ise perlit tipki misirda oldugu gibi patlayarak, baslangigtaki
hacmin 4-20 katina ulasir. Dogada saydam acik gri, yesilimsi, morumsu,
sarimtirak veya siyah renklerde bulunabilen perlit genlesme sonucunda rengi acik

gri veya tamamen beyaza doner.

Perlitin su gecirgenliginin, su tutma o&zelliginin ylksek olmasinin yaninda
havalanma, drenaja karsl sorun yaratmamasi, mineralojik kékeni ve pH degerinin
notre yakin olmasi perliti, bitki yetigtirme ortami olarak kullanimda 6n plana

gecirmistir.
3.4. Bitki yetigtirme kogullan

Serin iklim bitkisi olan bugdayin optimum ¢imlendirme sicakligi 20-25°C olarak
bildirilmigtir (Kin, 1988). Bu nedenle tohumlar 20°C karanlikta 48 saat
cimlendirilmistir. Bitkiler cimlendikten sonra kontrollli kosullarda, 20+1°C sicaklik,

100 pmol m?s™

Itk yogunlugu, 10/14 sa (gundiz/gece) fotoperiyot ve %75
nem’'de iklim odasinda buyutuimustir. Denemelerin gergeklestigi iklim odasi ve
bitkilerin dislik sicaklik ve don sicakhidl uygulamalarina maruz kalmadan énceki

genel gérinasu Sekil 3.1'de verilmistir.
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Sekil 3.1. Soguk odanin genel gérinim.

3.5. Sicakhk uygulamalari

Deneme siresince 4 farkli sicaklik uygulamasi gerceklestirilmistir. ilk 7 gin bitin
bitkiler kontrol sicakliginda (20°C) buyutulmustir. 7. giniin sonunda kontrol grubu
hari¢ diger bitkiler distk sicaklik uygulamasi i¢in +1°C sicakliga ayarlanmis iklim
odasina transfer edilmis ve burada 8 gUn blyataimuastar. Dlsik sicaklik
uygulamasinin 7. gininde birinci grup bitkilere 3 sa, ikinci grup bitkilere 6 sa sure
ile don sicakhgl (-10°C) uygulanmis ve Uglnci grup bitkiler ise duslk sicaklik
uygulamasinin sonunda dUsltk sicaklik etkisinin belirlenmesi ig¢in kontrol
sicakhdina ayarh bitki yetistirme odasina konularak 7 gln slre ile blyUtliimeye
devam edilmistir. 3 ve 6 sa don sicaklik uygulamalarindan sonra bitkiler sirasi ile
21 ve 18 sa dlslk sicaklikta (1°C) bekletilmis, ardindan don sicakhdi etkisinin
belirlenmesi i¢in kontrol sicakliinda 7 gin blyltiimUstir. Dilsltk sicakhktan
(+1°C) don sicakhgina (-10°C), saatte 2°C azaltilarak inilmistir. Kontrol bitkileri

deneme slresince (22 gun) 20°C blyutllmustar.

Bu arastirmadaki sicaklik uygulamalari ve her bir uygulama i¢in kullanilan sicaklik

programi asagida kisaca tanimlanmistir:

50



Kontrol, 20°C (K)

7. gun, 20°C 8 gun, 1°C (Dus.s)
l 7 gun, 1°C» 3sa, -10°C» 21 sa, 1°C (Dus.s+Don.3sa)
15. glin, 20°C

7 gin, 1°C "6sa, -10°C ~18 sa, 1°C (Dus.s+Don.6sa)

Dustk sicaklik uygulamalarinin ardindan, bitkilerin stres zararlarini telafi edebilme
yetenedini gézlemlemek igcin denemeye kontrol sicakliginda 7 giin daha devam
edilmistir. Enzim aktivitesi, iyon sizintisi ve membran dayaniklilik indeksi i¢in
sicaklik uygulamalarinin hemen ardindan 15. giinde, gbvde taze ve kuru agirligi
ve ylzde su miktari ise denemenin sonlandirildigi 22. giinde alinan érneklerde
belirlenmistir. Bitki gévde uzunlugu ise disitk sicaklik uygulamasindan énce 7.
glinde, dlstk sicakhk uygulamalarindan sonra 15. glinde ve denemenin

sonlandinldigl 22. giinde dlgtimustar.
3.6. Belirlenen bazi parametreler
3.6.1. Govde uzunlugu

Duslk sicaklik uygulamalarindan énce 7. glnde, dlstk sicaklik ve duslk sicaklik
ardindan don sicaklik uygulamasindan sonra 15. ginde ve denemenin
sonlandinidigr 22. ginde, kontrol ve disuk sicaklik uygulamalarinda fidelerin
govde uzunluklari, kék ve goévdenin birlestigi yerden yaprak ucuna kadar
Olctlmustir. Gévde uzunluklarn, cm/bitki olarak verilmistir. Deneme 4 tekrarli olup

her bir saksidan 8 bitki olmak tzere 32 bitkiden (n=32) alinan veriler kullaniimisgtir.
3.6.2. Govde taze ve kuru agirhgi

Denemenin sonlandiriidi§i 22. glinde, kontrol ve disik sicaklik uygulamalarinda,
bitkilerinin toprak st organlarinin taze agirliklan tartildiktan sonra 80°C'lik etlivde
2 gun slresince kurutulmus ve ardindan tekrar tartilarak bitkilerin kuru agirliklari

belirlenmistir. Bitkilerin taze ve kuru agirliklari mg / bitki olarak verilmistir. Deneme

31



4 tekrarli olup her bir saksidan 4 bitki olmak Gzere 16 bitkiden (n=16) alinan veriler

kullaniimistir,
3.6.3. Govde su miktan

Denemenin sonlandiriidiqi 22. ginde batin sicaklik uygulama gruplarinda,
govdelerin taze ve kuru agirliklan kullanilarak bitkilerinin su miktan, Gibon vd.,
1997'ye gore belirlenip, asadida belirtilen formulle ylizde olarak hesaplanmis ve
bitkilerin su icerigi % bitki olarak verilmigtir. Deneme 4 tekrarli olup her bir

saksidan 4 bitki olmak (zere 16 bitkiden (n=16) alinan veriler kullaniimigtir.
Su miktari(%) = [(Taze Agirhik — Kuru Agirlik )/Taze Agirhk]x100
3.6.4. Yaprak dokularinda iyon sizintisi

Yaprak dokularinda iyon sizintisi, yaprak segmentlerinde Sairam vd., (1997) ve
Prasil ve Zamecnik (1998)den modifiye edilerek belirlenmistir. Sicaklik
uygulamalarinin ardindan birinci yaprak ayasinin en genis yerinden 1'er cm’lik 4
segment farkli fidelerden alinmistir. iyon sizmasinin élglilmesi icin hazirlanan ve
icerisinde 5 ml dH>O bulunan cam tlplere yaprak parcalari her tlpe bir tane olacak
sekilde konulmus ve 24 sa, 100 rpm’'de sallayicida tutulmustur. Bu slrenin
sonunda elektrik iletkenlikleri (C1) dlgtlmustir. Daha sonra ayni materyal 25 dak.
100°C sicak su banyosunda bekletiimis ve materyal oda sicakligina geldikten
sonra tekrar elektrik iletkenlikleri dlgUlmustir (C2). Elde edilen degerler asagidaki
formille hesaplanarak yaprak dokularindan sizan iyon miktari ylzde olarak
hesaplanmistir. Deneme 4 tekrarll olup her bir saksidan 4 bitki olmak Uzere 16

bitkiden (n=16) alinan veriler kullaniimistir.
iyon Sizintisi (%) = (C1/C2)x100
3.6.5. Yaprak dokularinda membran dayanikhilik indeksi

Membran dayaniklilik indeksi (MDI), yaprak dokularinda iyon sizmasinin yizde
olarak hesaplanmasi esnasinda belirlenen C1 ve C2 dederleri kullanilarak
asagidaki formil (Sairam et al., 1997) ile ylzde olarak hesaplanmistir. Deneme 4
tekrarh olup her bir saksidan 4 bitki olmak Gzere 16 bitkiden (n=16) alinan veriler

kullantimistir.
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%MDI=(1-C1/C2)x100
3.6.6. Baz1 antioksidan enzim aktiviteleri

Antioksidan enzim aktivitesi sUpenatanin protein miktarina bagl olarak
belirlendiginden (érnegdin, Unit.mg/protein ve nmol NADPH/dak.mg protein), her bir

uygulamada &rneklerden elde edilen slpernatanda ki protein miktan belirlenmistir.
3.6.6.1. Protein miktan

15. glinde budday tir ve ¢esitlerine ait kontrol ve stres gruplarindan alinan yaprak
orneklerinin protein konsantrasyonu, Bradford metoduna (Bradford, 1976) gére
belirlenmistir. Konsantre Bradford ¢oézeltisi (5X) hazirlanir ve +4°C’de karanlikta
muhafaza edilir. Protein miktarinin belirlenmesinde 5X olarak hazirlanan ¢ozeltinin

minimum 7 gln éncesinden 1X'e seyreltiimis ¢ézeltisi kullanilir.

Orneklerin protein miktarinin belirlenmesinde, Bovin Serum Albumin (BSA)
standart grafigi kullaniimigtir. Standart BSA ¢ézeltisi hazirlanmis ve hazirlanan
standart BSA c¢ozeltisinden farkl konsantrasyonlarda (0-100pul) toplamda 5.5 mi
olacak sekilde, Bradford c¢ozeltisi (1X), BSA ve dH.O'dan olusan karisim
kullaniimigtir. Hazirlanan karisimin optik yogunluklari 595 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (Shimadzu Mini-1240 UV-Vis) 3 tekrarli olarak okunmus ve
alinan verilere goére grafik hazirlanmistir. Kor olarak ise BSA haric dH>O ve

Bradford igceren karigim toplamda 5.5 ml olacak sekilde kullaniimistir.

Standart icin hazirlanan kér, érnek icin hazirlanan kér ile icerik olarak aynidir. Ug
tekrarl olacak sekilde hazirlanan her bir tlpln icerisine sirasi ile 6rnek, dH,O
Bradford ¢ozeltisi (1X) ilave edilmistir. Her bir tlp yaklagik 10 sn vortekslendikten
sonra oda sicakliginda minimum 10 dakika (dak.) bekletilmig, bu sirenin sonunda
¢cOzeltinin absorbans degerleri, 595 nm dalga boyunda spektrofotometrede
(Shimadzu Mini-1240 UV-Vis) okunmustur. Orneklerin protein konsantrasyonu,
standart icin elde edilen grafikten yararlanilarak hesaplanmigtir. Sekil 3.2. ‘de

ornek bir protein standart grafigi verilmistir.
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Sekil 3.2. Protein standart grafigi.
3.6.6.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi

Superoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) enzim aktivitesi Nitroblue tetrazolyum
(NBT)'un fotokimyasal indirgenmesini esas alan ydnteme (Beyer and Fridovich,
1987) gobre 560 nm'de spektrofotometrik olarak belirlenmigtir.  Bitki
homojenizasyonu igin, 0.5 gr taze yaprak érnegi, sivi azotta 6gutliimis ve 2 ml,
100 mM K-POy4 (pH 7.0), %2'lik polivinilpirolidon (PVP) ve 1mM Na>EDTA iceren
ekstraksiyon c¢ozeltisi ilave edilmistir. Homojenat 14.000 rpm, +4C'de 20 dak.
santrifllj edilmistir ve enzim iceren slipernatan kismi kullaniimak i¢in diger bir steril
tipe aktariimistir. 0.05 M K-PO, (pH 7.8), 9.9x10° M L-Metiyonin, 5.7x 10° M
NBT, %1'lik triton X-100 karistirnimis ve bu karigimdan alinan 1ml klvete
konulmus, Uzerine enzim iceren sUpernatan ve son olarak reaksiyonu baglatan 0,9
MM riboflavin ilave edilmistir. Karistirma isleminden sonra kiivetler 375umol.m2.s™
Isik yogunlugunda floresan i1s1gina maruz birakilmis ve absorbans degerleri kire
karsgl spektrofotometrede (Shimadzu Mini-1240 UV-Vis) 560nm dalga boyunda
okunmustur. Toplam SOD aktivitesi Unite.mg/protein olarak daha dnce hazirlanan
SOD standart grafiginden faydalanilarak hesaplanmigtir. Bir enzim Unitesinin
aktivitesi, NBT redUksiyonunda %50’lik bir inhibisyon yaratmak i¢in gereken SOD

miktan olarak tanimlanmistir.
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3.6.6.3. Glutatyon rediuktaz (GR) enzim aktivitesi

Glutatyon redilktaz (GR; EC 1.6.4.2) enzim aktivitesi Rao vd. (1995)'e gore
belirlenmistir. Bitki homojenizasyonu igin, 0.5 gr taze yaprak érnedi, sivi azot ile
o6gutilmis ve 2 ml, 100 mM K-POy4 (pH 7.0), %2'lik PVP ve 1TmM Na,EDTA iceren
ekstraksiyon ¢ozeltisi ilave edilip, homojenat 14.000 rpm, +4C’de 20 dak. santrifilj
edilmistir ve karisimin slpernatan kismi kullaniimak igin dider bir steril tlpe
aktariimistir. 2mM Na>EDTA iceren 100 mM K-PQO4 tampon (pH 7.8) , 0.5 mM
okside glutatyon (GSSG) ve 0.2 mM NADPH’den alinarak son hacim 1000ul'ye
tamamlanmis ve 100 pg protein iceren sdpernatan ilave edilerek reaksiyon
cézeltisi hazirlamistir. Reaksiyon NADPH eklenmesi ile baslayacagi igin karisima
en son eklenmistir. Enzim aktivitesi spektrofotometrede (Shimadzu Mini-1240 UV-
Vis) 320nm dalga boyunda en az U¢ tekrarli olarak belirlenmistir. NADPH
enzimatik olmayan oksidasyonu igin 340 nm dalga boyunda GSSG yoklugunda
kaydedilen azaligla diuzeltme yapiimigtir. Enzim aktivitesi, NADPH’In ekstinksiyon
katsayisi (6.2 mM.cm™) kullanilarak enzimatik olmayan oksidasyon cikarildiktan
sonra reaksiyonun baslangic hizindan hesaplanmistir (nmol NADPH/dak.mg

protein).
3.6.6.4. Peroksidaz (POD) enzim aktivitesi

Peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7) enzim aktivitesi Bergmeyer (1974)'e gore
belirlenmistir. Bitki homojenizasyonu igin, 0.5 gr taze yaprak ornegi, sivi azot ile
6gitilmis ve 2 ml, 100 mM K-POy4 (pH 7.0), %2'lik PVP ve 1mM NaEDTA igeren
ekstraksiyon cozeltisi ilave edilmisgtir. Homojenat 14.000 rpm, +4C’de 20 dak.
santriflj edilmistir ve kanisimin stpernatan kismi kullaniimak i¢in diger bir steril
tipe aktanimistir. 100 mM K-POg4 (pH 7.0), 20.1 mM guaikol ve 12.3 mM H2O-'den
son hacim 3000 pl olacak sekilde alinmis ve enzim i¢eren sUpernatan ilavesi ile
tamamlanmistir. Reaksiyon H»>O, ilavesi ile baglayacad! i¢in karisima en son ilave
edilmistir. Enzim aktivitesi spektrofotometede (Shimadzu Mini-1240 UV-Vis) 470
nm dalga boyunda en az U¢ tekrarli olarak toplam POD aktivitesi belirlenmis.
Enzim aktivitesi, guaikol'lin ekstinksiyon katsayisi (26.6 mM.cm™) kullanilarak

reaksiyon baslangi¢ hizindan hesaplanmistir (nmol H>Oz/dak. mg.protein).
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3.5.6.5. Askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesi

Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) enzim aklivitesi Wang vd. (1991)'e gore
belirlenmistir. Bitki homojenizasyonu i¢in, 0.25 gr taze yaprak 6rnegi, sivi azot ile
6gutilmis ve 1 ml, 50 mM Tris-HCI (pH 7.2), %2'lik PVP, 1mM Na,EDTA ve 2mM
askorbat iceren ekstraksiyon cozeltisi ilave edilmistir. Homojenat 12.000 rpm,
+4C’de 20 dak. santriflj edilmistir ve karisimin stpernatan kismi kullaniimak igin
diger bir steril tipe aktariimistir. 50 mM K-PO4 (pH 6.6), 2.5 mM askorbat, 10 mM
H»O.den son hacim 1000 pl olacak sekilde alinmis ve 100 pg protein iceren
slpernatan ilavesi ile olugan karisim reaksiyonu en son konulan H>O2 ilavesi ile
baslatiimistir.  Askorbat konsantrasyonundaki azalma, spektrofotometede
(Shimadzu Mini-1240 UV-Vis) 290 nm dalga boyunda en az U¢ tekrarli olarak
belirlenmis ve enzim 6zUtl icermeyen reaksiyon ¢ézeltisine karsilik kaydedilmistir.
Toplam APX enzim aktivitesi, askorbat'in ekstinksiyon katsayisi (2.8 mM.cm.290
nm) kullanilarak reaksiyon basglangi¢c hizindan hesaplanmistir (nmol askorbat/dak.

mg.protein).
3.6. istatistiksel analizler

Deneme rasgele dizende olup bliyime deneyleri 4 tekrarli, enzim aktivite tayini
ise 3 tekrarh olarak dizenlenmistir. Elde edilen verilerin istatistiki varyans analizleri
IBM uyumlu bilgisayarda SPSS (Version 11.5) paket programi kullanilarak
yaplimistir. Veri ortalamalarinin karsilagtiriimasinda varyans analizi sonuglarindan
yararlanilarak P<0.05 énem diizeyinde hesaplanan En Kiicilk Onemli Fark (EKOF)
dederi kullaniimistir (Yurtsever, 1984).
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4. BULGULAR

4.1. Aegilops L. tiirii ve Triticum L.’un bazi gesitlerinde diigiik sicakhk ve
diisik sicakhk ardindan uygulanan don sicaklik uygulamalarinin bazi

parametreler lizerine etkisi

Bu arastirmada, ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) ¢esidi, Hawk, makarnalik
bugday (Trticum turgidum L.) ¢esidi, Kiziltan ve yabani bugday (Aegifops L.) tlr

Ae.cylindrica kullaniimistir.

Kontrol sicakhdinda (20°C) buyutulen bitkilerde dusuk sicaklik (1°C, 8 giin) ve
dustk sicaklik ardindan don sicaklik (-10°C, 3 ve 6 sa) uygulamalarindan énce
(7.glinde) genotiplerin gévde uzunlugu belirlenmistir (Cizelge 1). DUslk sicaklik ve
distk sicaklik ardindan don sicaklik uygulamasindan sonra (15.glunde) alinan
orneklerde ise genotiplerin gévde uzunlugu (cm / bitki) yaprak dokusundaki % iyon

sizintisi ve membran dayaniklilik indeksi belirlenmistir.

Dusuk sicaklik ve dusuk sicakhk ardindan don sicaklik uygulamalarini takiben,
kontrol sicakliginda 7 glin buyltllen bitkilerden (22.glinde) alinan &rneklerde
genotiplerin gévde uzunlugu, gévde taze ve kuru agirhgi (mg /bitki) ve gévde su
miktar1 (% bitki) belirlenmistir.

Kontrol sicakligindan dogrudan don sicakliina maruz birakilan bitkiler, don
sicakhdl uygulama siresinin sonunda canliliklarini kaybettiklerinden dolayl bu
uygulama denemeden ¢ikariimistir. Buna karsin kontrol sicakliginin ardindan 7
gun duslk sicaklikta bekletilen bitkiler canliliklarini strdirmuslerdir. Don sicaklik
uygulamasinin ardindan bitkiler bir gln dislk sicakhikta bekletildikten sonra

kontrol sicakhiginda 7 giin buyGtdimastir.
4.1.1. Govde uzunlugu

15. glnde bitkilerin gévde uzunluklari kontrole goére, disik sicakhk ve dislk
sicaklik ardindan don sicaklik uygulamalarinda, Kiziltan, Hawk ve Ae.cylindrica'da
onemli derece azalmistir. Duslk sicaklik ardindan don sicaklik uygulamalari ile
dustk sicaklik uygulamasi karsilastirildiginda, tir ve cesitlerin fide uzunluklarinda

onemli derecede bir fark belilenmemisgtir. Don sicaklik uygulamalarinda ise
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slrenin 3 saat'den 6 saate cikariimasi tlr ve cesitlerin fide uzunluklarini dnemli

derecede etkilememistir (Sekil 4.1).

OK BDis.s BDis.s.+Don.3sa BEDils.s.+Don.6sa

EKOF |

- a
N B3
L | 1

10 4

Gévde Uzunlugu
{cm /bitki)
0]

6 |
4
24
0
Kiziltan Hawk Ae.cylindrica
Genotipler

Sekil 4.1. Sicaklik uygulamalarinin 15. ginde Kiziltan, Hawk ve Ae.cylindrica’nin
gévde uzunlugu (cm / bitki) Uzerine etkisi. K= Kontrol (20°C); Dus.s= Dusuk
sicakhk (1°C, 8.gln); Dus.s + Don, 3 sa= Disuk sicaklik (1°C,7.gtin) + Don(-10°C,
3 sa) ve Dis.s + Don, 6 sa= Duslk sicaklik (1°C, 7. gin)+Don (-10°C, 6 sa).

OK BDus.s BDis.s.+Don.3sa BEDis.s.+Don.Bsa

EKOF |

(cm/bitki)

Givde Uzunlugu
S NN N
ONPERPHDOONEINOON &

Kiziltan Hawk Ae.cylindrica

Genotipler

Sekil 4.2. Sicaklik uygulamalarinin 22. ginde Kiziltan, Hawk ve Ae.cylindrica’nin
gévde uzunlugu (cm / bitki) Uzerine etkisi. Sicaklik uygulamalarina ait sembollerin
aciklamasi $Sekil 4.1°de verilmistir.

22. gunde bitkilerin gdvde uzunluklari kontrole gére, dusik sicaklik ve dlstk
sicakhk ardindan don sicakliklan uygulamalarinda, Kiziltan, Hawk ve
Ae.cylindrica'da énemli derecede azalmistir. Don sicaklik uygulamalarinin distk
sicaklik uygulamasina gore tir ve ¢esitlerde gévde uzunlugunu dnemli derecede

azalttigi belirlenmistir. Don sicaklik uygulama siresinin ise 3 saatten 6 saate
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cikarilmasi, gévde uzunlugunu Kiziltan'da etkiliemezken Hawk ve Ae.cylindrica’

daki azalma énemli bulunmamistir (Sekil 4.2).
4.1.2. Yaprak dokusundaki iyon sizintisi

15. gunde Kiziltan'in yaprak iyon sizinti miktari, kontrol bitkisine goére dilslk
sicaklik ve dlsUk sicaklik ardindan 3 ve 6 sa don sicakhigl uygulamalarinda, sirasi
ile %4, %76 ve %76 degerlerinde artmistir. Dusik sicakliga gére, dusik sicaklik
ardindan 3 ve 6 sa don sicakhdl uygulamalarinin her ikisinde de %72 artma
belirlenirken, don sicaklik uygulamalar birbirleri ile karsilastirildiginda ise don
sicakhdinin 3 saatten 6 saate c¢ikariimasinin iyon sizinti miktarini  etkilemedigi

belirlenmistir.

Hawk’in yaprak iyon sizinti miktari, kontrole gore dislk sicaklik ve dusuk sicaklik
ardindan 3 ve 6 sa don sicakligi uygulamalarinda sirasi ile %4, %36 ve %37
artmistir. Dlsuk sicaklik uygulamasina gore, disik sicaklik ardindan 3 ve 6 sa
don sicakhdl uygulamalarinda sirasi ile %32 ve %33 artma belirlenirken, don
sUresinin, 3 saatten 6 saate c¢ikariimasi iyon sizinti miktarinda %1 artmaya neden

olmustur.

OK BDis.s BDis.s.+Don.3sa [@Dis.s.+Don.Bsa

iyon Sizintis

Kiziltan Hawk Ae. cylindrica

Genotipler

Sekil 4.3. Sicakhk uygulamalarinin Kiziltan, Hawk ve Ae.cylindrica’nin yaprak
dokusundaki iyon sizintisi (%) Uzerine etkisi. Sicaklik uygulamalarina ait
sembollerin ag¢iklamasi Sekil 4.1'de verilmistir.
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Ae.cylindirca'da yaprak iyon sizinti miktari, kontrole gore  dlsik sicaklik
uygulamasinda bir fark belirlenmezken, distk sicaklik ardindan 3 ve 6sa don
sicakhdl uygulamalarinda sirasi ile %42 ve %55 artma belirlenmistir. Disik
sicaklik uygulamasina gore, disik sicaklk ardindan 3 ve 6 sa don sicaklidi
uygulama surelerinde sirasi ile %42 ve %55 artma belirlenirken, don siresinin, 3
saatten 6 saate cikarilmasiyla iyon sizinti miktarinda %13 artma belirlenmigtir
(Sekil 4.3).

4.1.3. Yaprak dokusundaki membran dayaniklilik indeksi (MDI)

15. ginde Kiziltan'in yaprak membran dayaniklilik indeksi, kontrol bitkisine goére
dustk sicaklik ve disuk sicaklik ardindan 3 ve 6 sa don sicaklidi uygulamalarinda,
sirasl ile %4, %76 ve %76 degerlerinde azalmistir. DUsUk sicaklida gore, disuk
sicaklik ardindan 3 ve 6 sa don sicakligi uygulamalarinin her ikisinde de %72
azalma belirlenirken, don sicaklik uygulamalari birbirleri ile karsilagtirildiginda ise
don sicakliginin 3 saatten 6 saate ¢ikarilmasinin membran dayaniklilik indeksini

etkilemedigi belirlenmistir.

OK BDus.s BDis.s.+Don.3sa EDis.s.+Don.6sa

Kiziltan Hawk Ae.cylindrica

Genotipler

Sekil 4.4. Sicaklik uygulamalarinin Kiziltan, Hawk ve Ae.cylindrica’nin yaprak
dokusundaki membran dayaniklilik indeksi (%) Uzerine etkisi. Sicaklk
uygulamalarina ait sembollerin aciklamasi Sekil 4.1'de verilmistir.

Hawk’in yaprak membran dayaniklilik indeksi, kontrole gére dustk sicaklik ve
dislik sicaklik ardindan 3 ve 6 sa don sicakligi uygulamalarinda sirasi ile %4,
%36 ve %37 azalmistir. Dlstk sicaklik uygulamasina gore, dlsik sicaklik

ardindan 3 ve 6 sa don sicakligi uygulamalarinda sirasi ile %32 ve %33 azalma
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belirlenirken, don siresinin, 3 saatten 6 saate c¢ikariimasi membran dayaniklilik

indeksinde %1 azalmaya neden olmustur.

Ae.cylindirca'da yaprak membran dayaniklilik indeksi, kontrole gdre, dUlslUk
sicaklik uygulamasinda bir fark belirlenmezken, dusuk sicaklik ardindan 3 ve 6 sa
don sicakli§i uygulamalarinda sirasi ile %42 ve %55 azalma belirlenmistir. Dlsuk
sicaklik uygulamasina gére, dislk sicakhk ardindan 3 ve 6 sa don sicakhgi
uygulama surelerinde sirasi ile %42 ve %55 azalma belirlenirken, don suresinin, 3
saatten 6 saate c¢ikarilmasiyla membran dayaniklilk indeksinde %13 azalma
belirlenmistir (Sekil 4.4).

4.1.4. Govde taze agirhgi

22. gunde kontrol bitkilerine gére, dusuk sicaklik ve dusuk sicaklik ardindan don
sicakliklari uygulamalari ile, Kiziltan, Hawk ve Ae.cylindirca’nin taze agirliklarinda

dnemli derecede bir azalma belirlenmistir.

OK @EDiss BDiss+Don3sa @mDiss.+Don.bsa

300 -
250 -
200 -
150 4
100 A

EKOF

Gdvde taze adirlk
(mg /bitki)

w
o O
I

Kiziltan Hawk Ae.cylindrica
Genotipler

Sekil 4.5. Sicaklik uygulamalarinin Kiziltan, Hawk ve Ae.cylindrica’nin govde taze
agirhdr (mg / bitki) Uzerine etkisi. Sicaklik uygulamalarina ait sembollerin agiklamasi
Sekil 4.1'de verilmistir.

Dustk sicakhik uygulamasina goére, dislk sicaklik ardindan don sicakhk
uygulamalarinda, Kiziltan'da énemli derecede bir azalma belirlenirken, Hawk ve

Ae.cylindrica’ da belirlenen azalma istatistiki olarak énem ifade etmemektedir. Don
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siUrelerinin, tir ve cesitlerin taze adirliklan Uzerine olan etkisi birbirleri ile
karsilastirildiginda ise, meydana gelen degisiklikler istatistiki olarak dnemli degildir
(Sekil 4.5).

4.1.5. Govde kuru agirhg

22. gunde kontrol bitkilerine kiyasla, dlslk sicaklik ve duslk sicaklik ardindan don
sicakliklari uygulamasinda, Kiziltan, Hawk ve Ae.cylindirca’nin kuru agirliklar
6nemli derecede azalmistir. Duslk sicaklik uygulamasina gore, diusuk sicakhik
ardindan don sicaklik uygulamalarinda, genotiplerin kuru agirhginda belirlenen
azalma yalnizca Hawk’da dnemli bulunmustur. Don slresinin, 3 saatten 6 saate
clkmasi ise Kiziltan ve Ae.cylindrica'da kuru adirhdini énemli derecede azaltirken,

Hawk’'da belirlenen azalma dnemsizdir (Sekil 4.6).

OK BEDus.s HBEDis.s.+Don.3sa BDis.s.+Don.6sa

Govde kuru agirhk

Kiziltan Hawk Ae.cylindrica
Genotipler

Sekil 4.6. Sicaklik uygulamalarinin Kiziltan, Hawk ve Ae.cylindrica'nin gévde kuru
adirlik (mg /bitki) Uzerine etkisi. Sicaklik uygulamalarina ait sembollerin agiklamasi
Sekil 4.1’de verilmistir.

4.1.6. Govde su miktar

22. gunde Kiziltan'in su igeriginin, kontrole gore, dusik sicaklik ve dusik sicaklik
ardindan 3 ve 6 sa don sicakligi uygulamalarinda, sirasi ile %3, %19 ve %30
dederlerinde azalmistir. Dlslk sicakliga gore, disuk sicaklik ardindan 3 ve 6 sa
don sicakhdl uygulamalarinda Kiziltan'in su icerigi, %16 ve %27 azalirken, don
sicaklik uygulamalari birbirleri ile karsilagtiriidiginda ise don sicakhdinin 3 saatten

6 saate c¢ikarilmasinin su icerigini %11 azalttig belirlenmistir.
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Hawk’in su icerigi, kontrole gére diusuk sicaklik ve disik sicaklik ardindan 3 ve 6
sa don sicaklik uygulamalarinda sirasi ile %1, %5 ve %5 azalmistir. Dlstk
sicaklik uygulamasina gére, 3 ve 6 sa don sicakligi uygulama sirelerinin her
ikisinin su icerijinde de %5 azalma belirlenmigtir. Don siresinin, 3 saatten 6 saate

cikarilmasi ise Hawk'in su icerigini d6nemli derecede dedistirmemistir.

Ae.cylindirca'nin su icerigi, kontrole gére, dlsuk sicaklik uygulamasinda bir fark
belirlenmezken, dusuk sicaklik ardindan 3 ve 6 sa don sicakligi uygulamalarinda
sirasl ile %2 ve %3 azalma belirlenmisgtir. DUsuk sicaklik uygulamasina gore,
dlslik sicaklik ardindan 3 ve 6 sa don sicakligi uygulama slrelerinde sirasi ile %2
ve %3 azalmistir. Don slresinin, 3 saatten 6 saate cikariimasi ise su miktarinda

%1 azalmaya neden olmustur (Sekil 4.7).

OK BDis.s HBEDis.s.+Don.3sa HBEDis.s.+Don.Bsa
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Sekil 4.7. Sicaklik uygulamalarinin Kiziltan, Hawk ve Ae.cylindrica’'nin gévde su
icerigi (% bitki) Gzerine etkisi. Sicaklik uygulamalarina ait sembollerin agiklamasi
Sekil 4.1°de verilmistir.

4.2, Aegilops L. tiru ve Triticum L.’un bazi gesitlerinde diigiik sicakhk ve
diisiik sicakhk ardindan uygulanan don sicaklik uygulamalarinin bazi

antioksidan enzim aktiviteleri lizerine etkisi

Kontrol sicakligi (20°C), dusiik sicaklik (1°C, 7 gin) ve dusuk sicaklik ardindan 3
veya 6 sa don sicaklik (-10°C) uygulanmasini takiben 1°C, 1 gln bekletilmis ve
bu slrenin sonunda (15.gln) alinan &rneklerde bazi antioksidan enzimlerin

aktiviteleri belirlenmistir.
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4.2.1. Toplam superoksit (SOD) aktivitesi

15.glnde Kiziltan’da, kontrole gére sicaklik uygulamalarinda belirlenen SOD (EC

1.15.1.1) aktivitesindeki dedisim istatistiki acidan énemli degildir.

Dustk sicaklk uygulanan Hawk bitkisinin yapraklarindaki SOD aktivitesi, kontrole
gore Onemli derecede artarken, disik sicaklik ardindan 3sa don sicakhgi
uygulanan bitkilerdeki artma istatistiki olarak dnenli bulunmamistir. Dislk sicaklik
ardindan 6sa don sicaklidi uygulanan bitkilerin SOD aktivitesinde ise kontrole gére
onemli bir azalma belirlenmistir. DUslk sicaklik uygulamasina gore, disik sicaklik
ardindan 3sa don sicaklik uygulamasinda belirlenen azalma istatistiki olarak
onemli degilken dusik sicaklik ardindan 6sa don sicaklik uygulamasinda énemli
bir azalma belirlenmistir. Don sicakhdi uygulamalari birbirleri ile karsilastiriidiginda
ise don sicaklik sUresinin 3 saatten 6 saate ¢ikartilmasi SOD aktivitesini, énemli

derecede azalttigi belirlenmistir.
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Sekil 4.8. Sicakhk uygulamalarinin Kiziltan, Hawk ve Ae.cylindrica yapraklarindaki
toplam SOD enzim aktivitesi Uzerine etkisi. Sicaklik uygulamalarina ait sembollerin
aciklamasi Sekil 4.1'de verilmistir.

Disik sicaklik ve dlslk sicakhk ardindan 3 sa don sicakhidi uygulanan
Ae.cylindrica bitkisinin yapraklarindaki SOD aktivitesinde kontrole gore, énemli bir
artma belirlenmigtir. Duslk sicaklik ardindan 6 sa don sicakhdl uygulamasinda
belirlenen artma, kontrole gore istatistiki olarak énemli degildir. Duslk sicakliga
gore, duslk sicaklik ardindan 3 ve 6sa don sicakligi uygulamasinda belirlenen

dedisiklikler istatistiki olarak dnemli bulunmamistir. Don sicaklidi uygulamalari
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birbirleri ile karsilastirildiginda ise don sicaklik silresinin 3 saatten 6 saate

cikartiimasi aktiviteyi 6nemli derecede azalttigl saptanmistir (Sekil 4.8).
4.2.2. Toplam peroksidaz (POD) aktivitesi

15.glnde dlsik sicaklik ve dislk sicaklik ardindan don sicakhgi uygulamalarinda
kontrole goére, Kiziltan bitkisinin yapraklarindaki POD (EC 1.11.1.7) aktivitesinde
6nemli bir azalma belirlenmistir. DUsuk sicaklik uygulamasina gore, dusuk sicaklik
ardindan 3sa don sicakligi siresinde 6nemli azalma belirlenirken, disuk sicaklik
ardindan 6 sa don sicakhigi uygulamasinda belirlenen azalma istatistiki olarak
onemli degildir. Don sicakligi uygulama slrelerinin etkisi, birbirleri ile
karsilastirildigr zaman sire 3 saatten 6 saate c¢ikartildijinda aktivitede énemli bir

artma belirlenmistir.

Kontrole goére, dlsUk sicaklik ve duslk sicaklik ardindan don sicakhk
uygulamalarinda Hawk bitkisinin yapraklarindaki POD aktivitesinde, énemli bir
azalma belirlenmistir. Dusuk sicaklik uygulamasina gore, dusuk sicaklik ardindan
don sicaklik uygulamalarinda, belirlenen azalma istatistiki olarak énemli degildir.
Don sicakhig slresinin etkisi birbirleri ile karsilstirildiginda ise slire 3 saatten 6

saate cikartildiginda aktivitede belirlenen degisiklik istatistiki olarak dnemli degildir.
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Sekil 4.9. Sicaklik uygulamalarinin Kiziltan, Hawk ve Ae.cylindrica yapraklarindaki
toplam POD enzim aktivitesi Uzerine etkisi. Sicaklik uygulamalarina ait sembollerin
aciklamasi Sekil 4.1'de verilmistir.
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Kontrole gore, duslk sicaklik ve dusuk sicaklik ardindan don sicaklik
uygulamalarinda Ae.cylindrica bitkisinin yapraklarinda toplam POD aktivitesi
onemli derecede artmistir. DUslUk sicaklik uygulamasina gére, disik sicaklik
ardindan uygulanan 3 sa don siresinde dnemli bir azalma belirlenirken 6 sa don
sUresinde belirlenen degisiklik istatistiki olarak 6nemli dedildir. Don sicaklidi
uygulamalari, birbirleri ile karsilastiriidiginda ise don sicaklik siresinin 3 saatten 6
saate cikartildiginda toplam POD aktivitesinin 6nemli derecede arttigi belirlenmistir
(Sekil 4.9).

4.2.3. Toplam askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi

15. glnde kontrole goére, dusik sicaklik ve duslk sicaklik ardindan don sicakligi
uygulamalarinda Kiziltan bitkisinin yapraklarindaki APX enzim aktivitesi dnemli
derecede azalmistir. DUsuk sicaklik uygulamasina goére, dustk sicaklik ardindan
uygulanan 3sa don sicaklik suUresinde APX aktivitesinde onemli azalma
belirlenmezken, dlslk sicaklik ardindan 6 sa don sicaklik uygulamasinda énemli
bir azalma belirlenmigtir. Don sicaklik uygulama slresi 3 saatten 6 saate

cikartildiginda aktivite dnemli derecede azaltmistir.
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Sekil 4.10. Sicaklik uygulamalarinin Kizittan, Hawk ve Ae.cyfindrica yapraklarindaki
toplam APX enzim aktivitesi Uzerine etkisi. Sicaklik uygulamalarina ait sembollerin
aciklamasi Sekil 4.1'de verilmistir.

Kontrole goére dusuk sicakllk ve dustk sicaklik ardindan don sicaklik
uygulamalarinda Hawk bitkisinin yapraklarindaki toplam APX enzim aktivitesi,

onemli derecede artmistir. DUslUk sicaklik uygulamasina gére, disik sicaklik
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ardindan don sicaklik uygulamalarinda ve don siresine bagl olarak &énemli

derecede artma belirlenmistir.

Kontrole gore, duslk sicaklik ve dusuk sicaklik ardindan don sicaklik
uygulamalarinda  Ae.cylindrica bitkisinin yapraklarindaki toplam APX enzim
aktivitesi onemli derecede artmistir. Dlstk sicaklik uygulamasina goére, dlsilk
sicaklk ardindan 3 sa don uygulamasinda silresinde belirlenen aktivitedeki artma
istatistiki olarak dnemsizken dusuk sicaklik ardindan 6 sa don uygulamasinda
aktivite onemli derece artmistir. Don sicaklik uygulamalari birbirleri ile
karsilastirildiginda ise don sicaklik slresinin 3 saatten 6 saate cikartiimasinin

aktiviteyi 6nemli derecede arttirdigi belirlenmistir (Sekil 4.10).
4.2 4. Toplam glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesi

15.glnde kontrole godre, disik sicaklik ve dlslk sicaklik ardindan don sicaklik
uygulamalarinda Kiziltan bitkisinin yapraklarindaki toplam GR (EC 1.6.4.2)
aktivitesinin azaldigi belirlenmistir. DusUk sicaklik uygulamasina goére, disik
sicaklik ardindan 3sa don sicaklik uygulamasinda GR enzim aktivitesi dnemli
derecede degismezken disik sicaklik ardindan 6 sa don sicaklik uygulamasinda
aktivite 6nemli derecede artmistir. Don sicaklik uygulama slrenin 3 saatten ©

saate cikartiimasi ile aktivitenin dnemli derecede arttigi belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Sicaklik uygulamalarinin Kizittan, Hawk ve Ae.cyfindrica yapraklarindaki
toplam GR aktivitesi (zerine etkisi. Sicaklik uygulamalarina ait sembollerin aciklamasi
Sekil 4.1'de verilmistir.
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Kontrole gore, duslk sicaklik ve dusuk sicaklik ardindan don sicaklik
uygulamalarinda Hawk bitkisinin yapraklarindaki toplam GR aktivitesi énemli
derecede azalmistir. DUslk sicaklik uygulamasina goére, dlsik sicaklik ardindan
don sicaklik uygulamalarinda onemli bir azalma belirlenmistir. Don sicakhk
uygulama suresinin 3 saatten 6 saate cikartilmasi, aktiviteyi dnemli derecede

artirmistir.

Kontrole gore, duslk sicaklik ve dusuk sicaklik ardindan don sicaklik
uygulamalarinda Ae.cylindrica bitkisinin yapraklarindaki toplam GR aktivitesinde

belirlenen degisiklikler istatistiki olarak énemli degildir (Sekil 4.11).
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu arastirmada Turkiye’de dodal olarak yetisen Aegilops L. turli Ae.cylindrica,
tarimi yapilan Triticum aestivum L. var. aestivum cesidi Hawk ve Trticum turgidum
L. var. durum cesidi Kiziltan-91, erken fide evresinde dislik sicaklik ve dlslk
sicaklik ardindan don sicakhigina farkl slirelerde maruz birakilmiglardir. Dogrudan
don sicakhgina maruz birakilan bitkiler, uygulama siiresinin sonunda canliliklarini
kaybettiklerinden dolayl bu uygulama denemeden cikarilmistir. Duslk sicakhk ve
dustk sicaklik ardindan farkli sirelerde don sicakligina maruz birakilan
genotiplere ait fidelerin, gévde uzunluklari, gévde taze ve kuru agirliklari, ylizde su
miktari, yaprak dokularinda ylzde iyon sizintisi, ylizde membran dayaniklilik
indeksi ve SOD, APX, GR ve POD gibi antioksidan enzimlerinin aktiviteleri

belirlenmigtir.

Diusuk sicakhk ve duslk sicaklik ardindan uygulanan 3 ve 6 sa don sicakligina,
yabani bugday tir ve killtir bugday cesitlerinin toleranslari, morfolojik, fizyolojik ve

biyokimyasal bazi parametreler esas alinarak asagida tartisiimistir.

5.1. Aegilops L. tiirii ve Triticum L.’un bazi cesitlerinde diisiik sicaklik ve
disgik sicakhk ardindan uygulanan don sicakhik uygulamalarinin govde

uzunlugu uzerine etkisi

Bugday bitkisinde optimum fide gelisiminin gerceklestigi sicakligin, 20°C oldugu
Porter ve Gawith, (1999) tarafindan  bildiriimistir. Bu nedenle kontrol sicakligi
20°C olarak uygulanmistir. Kontrol sicakliginda blyayen bitkilerin  kontrol
uygulamasi digindaki, bir grubuna disik sicakhk (1°C, 8 gun), diger bir grubuna
disik sicaklik ardindan don sicaklik (1°C, 7. glin— -10°C, 3 ve 6sa) uygulamasi
gerceklestirilmistir. Stres  uygulamalarindan once (7. glnde) bitkilerin gévde
uzunluklari belirlenmistir (Cizelge 1). Fide uzunlugu bakimindan genotipler
uzundan kisaya dogru Kiziltan, Ae. cylindrica ve Hawk olarak siralanmistir.
Kiziltan en uzun Hawk ise en kisa olup, Kiziltan ve Ae. cylindrica, Hawk'dan

ohemli derecede uzundur.
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Cizelge 1. Kontrol uygulamasinda genotiplerin 7., 15. ve 22. gunde belirlenen
gévde uzunluklarn (cm / bitki).

Ekimden érnekleme zamanina kadar gegen siire (giin)
Genotipler 7. 15. 22,
cm/bitki cm/bitki cm/bitki
Kiziltan 6,39+0,05 14,4340,2 18,26+0 4
Hawk 5,51+0,09 1277402 19,59+ 0,4
Ae.cylindrica 6,13+0,04 12,7540,3 17,8040,2
(P<0D,05): 0,185 (P<0,05): 1,68 (P=0,05): 0,7

EKOF (P<0,05 ) 0.71

15. gunde gdévde uzunlugu bakimindan genotipler uzundan kisaya dogru Kiziltan,
Hawk ve Ae.cyfindrica olarak siralanmistir, fakat genotipler arasindaki fark

dnemsiz bulunmustur.

22. gunde gdévde uzunlugu bakimindan genotipler uzundan kisaya dogru Hawk,
Kiziltan ve Ae. cylindrica olarak siralanmistir. Kiziltan ve Ae. cylindrica arasindaki
fark 6nemsiz olmasina ragmen Hawk, Kiziltan ve Ae. cylindrica'dan &nemli

derecede uzundur.

Genotipler kontrol sicakliginda 7., 15. ve 22. glinlerde belirlenen gévde uzunluklar
esas alindiqinda, 7. ve 15. ginde Kiziltan ve 22. glinde ise Hawk cesidi diger
genotiplerden daha uzundur. Genotiplerin gévde uzamasi gelisim slresine bagli
olarak degismistir. Ornegin, ¢imlenmeden 3. yaprak evresine kadarki sire icinde

Hawk ¢esidinde artarken, Kiziltan ve Ae. cylindirca’da azalmistir (Cizelge 1).

Kontrol sicakliinda, gelisime bagh olarak, blylimede belirlenen bu fark tir ve

cesitlerin genotipik 6zelliklerinin farkli olmasinin sonucu olabilir.

Dlsik sicaklik uygulamasi; genotipler 7 gin kontrol sicakliginda blyltlldikten
sonra 8 gln sire ile dlslk sicaklikta (+1°C) birakilmistir. Dk sicaklik ardindan

don sicaklik uygulamasi; 7 gun dusltk sicaklik ardindan genotipler 8. ginde -10°C
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de 3 ve 6 sa birakildiktan sonra +1°C'de slre 24 sa tamamlanmistir. 15. ginde

genotiplerin gévde uzunluklari tim uygulamalarda belirlenmistir:

Genotiplerin gdvde uzunlugu kontrole gére, sicaklik uygulamalarinda énemli
derecede azalmis ve uzundan kisaya dodru Kiziltan, Ae. cylindrica ve Hawk
olarak siralanmistir. Kiziltan en uzun Hawk ise en kisa olmasina ragmen

genotiplerin gdévde uzunluklari énemli derecede farkli bulunmamistir.

Genotipler dusuk sicaklik ve dusuk sicaklik ardindan uygulanan don sicaklik
uygulamalarinin bitiminden sonra kontrol sicakliginda 7 gin blyutalmis ve hemen
ardindan (ekimden 22 glin sonra) goévde uzunluklan belirlenmistir. Genotiplere ait
bitkiler kontrol uygulamasinda 3. yaprak, diger uygulamalarda ise 2. veya 3.
yaprak evresinde bulunmaktadir. Genotiplerin gévde uzunlugu kontrole gore dusik

ve don sicaklik uygulamalarinda énemli derecede azalmistir.

15. glinden 22. gine kadar olan 7 glin blyUme slrecinde Kkontrol bitkilerindeki
buyime 100 alinarak genotiplerin dlusuk sicaklik uygulamalarindaki gdévde

uzunlugu % olarak hesaplanmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Genotiplerin distk sicaklik uygulamalarindan sonra 15-22 gin iyilesme
slrecindeki fidelerde belirlenen blylime (%).

Genotipler Sicakhk uygulamalan

K Dus.s Dus.s+Don,3sa Dus.s+Don,6sa
Kiziltan 100 136 12,5 7
Hawk 100 75 41 23
Ae.cylindrica 100 108 55 26

Kontrole goére, duslik sicaklik uygulamalan Hawk cesidinin gdvde blylmesini
olumsuz yonde etkilerken, Kiziltan ve Ae.cylindrica'nin gévde blayimesini arttirdidi

belirlenmigstir (Cizelge 2).

Kontrol ve disUk sicakliga gore, 3 ve 6 sa don uygulamalari genotiplerin gévde

buylmesini azaltmigtir. Don silrenin 3 saatten 6 saate c¢ikmasl ile gdvde
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buylmesindeki azalma artmigtir. Kontrole gdre, don sicaklik uygulamalarindan
sonra genotiplerin gdvde bllyimesindeki azalma bilylkten kiiclige dogru Kiziltan,
Hawk ve Ae.cylindrica olarak siralanmistir. Buna gore her iki don sicaklik
uygulamalarindan en fazla Kiziltan ¢esidi en az Ae.cylindrica tarQ etkilenmistir. 15-
22 gun buyume suresinde, genotiplerin blylimesinde kontrolde belirlenen farkhlik
dislk sicakhk ve dlsuk sicakhk ardindan don sicaklik uygulamalarinda devam
etmistir. Dlslk ve don sicakliklarinin uygulandigi 7-15 gin slresince gdvde
buylmesi en buyuk olan genotip, 15-22 gun surecinde en fazla, buna karsin; 7-15
gun slrecinde gévde buyumesi en az olan genotipin 15-22 gln sirecinde en az
zarar gordugu belirlenmistir. Kiziltan ¢esidi, Hawk ve Ae.cylfidrica’dan daha fazla
zarar gormus ve bunun sonucunda blylime hemen hemen durmustur (Cizelge 1
ve 2).

Badiani vd. (1993), bugday bitkisi ile yaptig! calismada disik sicaklik olan 10°C
buyutilen bugday bitkisinin gdvde uzunlugunun kontrole gdére azaldidini

bildirmistir.

Ekmekeci ve Terzioglu, (2002) kiltir bugday cesitleri ve yabani budday tirlerini
7+1°C’de 2 gun ve 0+1°C'de 7 giin buyumenin ardindan -5 ve -7+1°C’de 3,6,12 ve
24 saat slire ile don sicakligina maruz birakmis ve bunu takiben bitkiler iyilestirme
icin dnce 0+1°C’de 3 gln ardindan, 7+1°C’de 2 glin ve en son 23+1°C'de 24, 48,
72 saat slre ile buyatalmustir. Don uygulamasi sicakhgin saatte 1°C dusurilmesi
ile uygulanmis olup kontrol bitkilerine don sicakhdr uygulanmamistir. Arastirma
sonucunda, -7+1°C, 3 saat don sicaklik uygulamasinda bitkilerin canliliklarini
slrdirdigu fakat 6,12 ve 24 sa canliliklarini kaybettikleri ve kontrol bitkilerine
gore iyilestirmenin ardindan dlcilen gdévde uzunlugunun, don slresi artisina
paralel olarak azaldigi belirlenmistir. lyilestirmede genotiplerin  gévde

uzunlugundaki azalma, iyilestirmenin 48 ve 72 sa sonrasinda 6nemli bulunmustur.

Abiyotik stres olan dislk sicaklik ve dlsik sicaklik ardindan uygulanan don
sicaklik streslerine bagli olarak buylmenin ve gelismenin sinirlandigi yapilan
calismalar ile gosterilmistir (Lewitt, 1980; Fowler et al., 1996; Xin and Browse,
2000).
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Fotosentez, dislk sicaklikta zarar goren fizyolojik islevierdendir. Dustk sicaklik ile
birlikte bitkilerde CO- fiksasyonu sinirlandinlir ve fotoinhibisyona duyarhlik artar.
Fotosentetik birimlerin (PSI, PSIl) zarar gérmesi fotoinhibisyon olarak ifade edilir
ve fotoinhibisyon PSII'nin fotokimyasal etkinligini azaltir (Sharkey, 1988; Ort and
Baker, 1988). Greer vd. (1991) arpa (Hordeum vulgare L.) bitkisinde dislk
sicaklikla indUklenen fotoinhibisyonun, kloroplastlardaki protein sentezi yoluyla,
PSIl reaksiyon merkez polipeptitlerinin tamir ile zarar orani arasindaki
dengesizlikten kaynaklandigini ileri slrmektedir. Diger taraftan solunum hizi
azalan fotosentez Urlnlerine bagli olarak fotosentez hizindan daha fazla azalma
gostermektedir (Kocacaligkan, 2004). Bu fizyolojik degisikliklere bagh olarak ener;ji
girdisi azalmaktadir. Diger taraftan bitki enzim sistemlerindeki enzimatik aktivite,
enzimlerin optimum islev gosterdigi sicaklik degerlerinin degismesi ve bu degdisim
sonucu ayni sekilde enzimlerin optimum iglev yapti§i sitoplazmik pH degerlerinin
dedismesine baglh olarak azalmaktadir (Yoshida et al., 1999). Duslk sicaklikta,
fotosentezde gorev alan rubisco enziminin olumsuz yoénde etkilendigi Guy vd.,
(1992) tarafindan bildirilmigtir. DuslUk sicaklik esnasinda biyomembranlar
sertlesmekte ve biyokimyasal iglevlerin aktive edilebilmesi icin daha fazla enerjiye
gereksinim duyulmaktadir (Kacar, vd., 2002). Butiin bu olumsuz biyokimyasal ve
fizyolojik yondeki dedisiklikler bitki gelisimini olumsuz ydnde etkilemekte, bitki

blylUmesini yavaslatmakta yada durdurmaktadir.

5.2. Aegilops L. tiru ve Triticum L.’un baz cesitlerinde diisuk sicaklhk ve
diisik sicakhk ardindan uygulanan don sicaklik uygulamalarinin yaprak

dokusundaki iyon sizintisi ve membran dayanikhilhk indeksi uzerine etkisi

Laboratuvar ortaminda genotiplerin don sicakligina olan dayaniklihk veya
hassasiyetlerin belirlenmesinin temellerinden biride, zarlarda gecirgenligin ve
elektriksel direncin dlglilmesine dayanir (Mancuso, 2000). Bu nedenle Kiziltan,
Hawk Kkiltir bugday cesitleri ve Ae.cylindrica yabani bugday tlriinde, erken fide
evresinde dlslk sicaklik ve diusik sicakhk ardindan farkh slrelerde uygulanan
don sicaklik uygulamalarinin, yaprak dokusunda % iyon sizinti miktar ve
membran dayaniklilik indeksinde neden oldugu degisimlere bakilarak, tir ve

cesitlerin sicaklik uygulamalarini tolere etme kabiliyetleri karsilagtiriimistir.
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Kontrol uygulamalarinda, genotiplerin iyon sizinti, Kiziltan'da %4,7, Hawk'da %4,4
ve Ae. cylindrica'da %5,5 olup blyukten kicluge dogru Ae. cylindrica, Hawk ve

Kiziltan olarak siralanmistir.

Dusuk sicaklik uygulamasindan hemen sonra yaprak dokularindan alinan
orneklerde kiltir bugday cesitleri ve yabani bugday tlriinde dislk sicakliin iyon
sizinti miktarlari (izerine etkisi birbirlerine yakin olmasina ragmen; degerler
kontrole gore ylksek olup Kiziltan’da %4, Hawk'da %3,17 ve Ae. cylindrica'da
%0,69 artmigtir. Duslk sicaklik ardindan 3 ve 6 sa slre uygulanan don sicaklik
uygulamasi ile % iyon sizintisinin biylk oranda arttigi belirlenmistir. Don
uygulamasi ile birlikte iyon sizinti miktari kontrole gére, Kiziltan'da %76, Hawk'da
%35,8 ve Ae. cylindricada %428, dislk sicakliga gore ise Kiziltan'da %72,
Hawk'da %32,7 ve Ae. cylindrica'da %42 artmistir. DusUk sicaklik ardindan don
uygulama, suresinin 3 saatten 6 saate c¢ikmasiyla birlikte iyon sizintt miktari
Kiziltan ¢esidinde dedismezken Hawk'da %1, Ae. cylindrica'da ise %12.5 artmistir.
Kiziltan cesidinde don siresinin artisi ile % iyon sizintisinin  degismemesinin
nedeni, Kiziltan ¢cesidinde 3 sa don uygulamasi ile maksimum zarara ulasiimasinin

sonucu olabilir.

Kontrol uygulamalarinda genotiplerin MDi’'sI Kiziltan'da % 95,2, Hawk'da %95,6 ,
Ae. cylindrica’da ise % 94,4 olup degerler birbirlerine yakin olup, biylkten kiglge

dogru Hawk, Kiziltan ve Ae. cylindrica olarak siralanmistir.

Dustk sicaklik uygulamasindan hemen sonra yaprak dokularindan alinan
drneklerde kiltir bugday cesitleri ve yabani bugday tirinde disik sicakligin MDI
Uzerine etkisi bitiin genotiplerde birbirlerine ¢ok yakin olmasina ragmen degerler
kontrole gére yuksek olup Kiziltan'da %4, Hawk'da %3,17 ve Ae. cylindrica'da
%0,69 azalmistir. DUsUk sicaklik ardindan 3 ve 6 sa slre uygulanan don sicaklik
uygulamasi ile MDI'nin buylk oranda azaldigi belirlenmistir. Don uygulamasi ile
birlikte MDI kontrole gére, Kiziltan'da %76, Hawk'da %35,8 ve Ae. cylindrica'da
%42,8, dislk sicakliga gore ise Kiziltan'da %72, Hawk'da %327 ve Ae.
cylindrica'da %42 azalmistir. DUslk sicakhk ardindan 3 sa don uygulamasina
gére, don siiresinin 6 saate cikmasiyla birlikte MDi Kiziltan c¢esidinde
dedismezken Hawk'da %1, Ae. cylindrica’da ise % 12.5 azalmaktadir. Kiziltan

¢esidinde don siiresinin uzamasi ile MDI’de azalma belirlenememesinin nedeni,
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Kiziltan ¢esidinde 3 sa don uygulamasi ile maksimum hasara ulasiimis olmasinin

sonucu olabilir.

Bu arastirma sonuclarina gére, dusuk sicaklik ve dusuk sicaklik ardindan farkl
sirelerde uygulanan don sicaklik uygulamalari ile iyon sizinti miktari ve MDI'nde
belirlenen dedisiklik blylkten kiiclige dogru Kiziltan, Ae.cylindrica ve Hawk olarak
siralanmistir. Buna gore sicaklik uygulamalarindan iyon sizintt miktarni ve MDi
bakimindan en fazla etkilenen ¢esit Kiziltan en az etkilenen ¢esit ise Hawk olarak

belirlenmistir.

Benzer sonuglar, farkl siirelerde (1-24 sa) dlsik sicaklia (2°C) maruz birakilan 7
ile 11 gUnluk salatallk ve misir bitkilerinin yapraklarinda Lukatkin (2003),
tarafindan belirlenmistir. Yapilan bu ¢alismanin sonucuna gére, dusuk sicaklik
uygulanan bitki yapraklarindaki iyon sizintt miktari disik sicaklik suresinin
artmasina paralel olarak azalma godstermesine ragmen, kontrol bitkisinden fazla

olarak belirlenmistir.

Literaturde zarlarin farkh tir ve farkh stres durumlarinda yetersiz islevi rapor
edilmistir (Camerjo et al., 2005). Plazma zari, genellikle donma zararinin ve iyon
sizintisinin birincil bdlgesi olarak distnilmektedir (Fowler and Limin, 2003).
Disuk sicaklik, zar bilesiminde degisikliklere ve dolayisi ile zar gegirgenliginin ve
zar enzimlerinin aktivitesinin azalmasina neden olmakta, duyarli turlerde, K,
amino asitler ve fotosentez Urlnlerinin disarl sizmasina izin vermektedir (Kacar
vd., 2002). Zar gecirgenligindeki degisikliklerden kaynaklanan iyon sizintisi, disik
sicakliga duyarll bitkilerde sikca bildirilmistir (Fowler and Limin, 2003). MDi‘nin
toleransli ¢esitte hassas ceside gore daha yuksek oldugu bildirilmistir (Sairam et
al., 1997).

5.3. Aegilops L. tiru ve Triticum L.’un baz cesitlerinde diisuk sicaklhk ve
disiik sicaklik ardindan uygulanan don sicaklik uygulamalarinin goévde taze

ve kuru agirhgi ve yuzde su miktari iizerine etkisi

Duslk sicaklik ve dislk sicaklik ardindan farkh strelerde uygulanan don sicaklik
uygulamalarinin bitki gelisimi Gzerine olan etkisini belirlemek i¢in denemenin

sonlandinidigr 22. ginde alinan orneklerde, genotiplerin gévde taze ve kuru
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agirhgr ve yuzde su miktari belirlenmistir. Alinan veriler géz onlne alinarak

genotiplerin sicaklik uygulamalarina verdigi tepki tartisiimistir.

Kontrole gére, dusuk sicakhik ve dusik sicaklik ardindan farkli surelerde don
sicaklik uygulamalari ile genotiplerin taze agirliklarinda énemli derecede azalmalar

belirlenmistir.

Kontrol uygulamalarinda genotiplerin taze agirhgi buyukten kigige dogru Kiziltan,
Hawk ve Ae. cylindrica olarak siralanmistir. Genotiplerin taze adirhginda belirlenen
farkhliklar Kiziltan c¢esidinde diger genotiplere gére 6nemli bulunurken; Hawk

cesidi ve Ae. cylindrica tirinde énemli bulunmamistir.

Kontrole gore, dlislk sicaklik uygulamasi ile genotiplerin gévde taze agirhgindaki
azalma buylkten kiglge dogru, Kiziltan, Ae. cylindrica ve Hawk olarak
siralanmisgtir. DUsUk sicaklik uygulamasi ile govde taze agirhginda belirlenen
azalma, Kiziltan cesiti ve Ae.cylindrica tirinde o6nemli, Hawk c¢esidinde ise

6nemsiz bulunmustur.

Dlsik sicakhda gore, farkh sUrelerde don sicaklik uygulamalar ile goévde taze
agirhdinda ortaya cikan azalma buyilkten kicuge dogru, Kiziltan, Hawk ve Ae.
cylindrica olarak siralanmistir. Bu azalma, Kiziltan ¢esidinde énemli iken Hawk
cesidi ve Ae. cylindrica tirinde onemsizdir. Don siresinin 3 saatten 6 saate
clkmasl govde taze agirlidindaki azalmayi arttirmis olmasina ragmen don

slresinin uzamasi ile ortaya ¢ikan azalma genotiplerde énemsiz bulunmustur.

Bu arastirma sonuglarina goére, butlin sicaklhk uygulamalarindan goévde taze
agirhigi bakimindan en fazla etkilenen Kiziltan c¢esit, Ae.cylindrica en az etkilenen

tlr olarak belirlenmistir.

Kuk vd. (2003) tarafindan 3 glin, 15°C’de dislk sicakliga uyumu saglanan ve
25°C buyutulerek dusuk sicakliga uyumu saglanmayan piring bitkisinin yaprak taze
aqirhgi Gzerine dislk sicakhigin (5°C) etkisi arastiriimistir. Bu arastirmada, dlsuk
sicaklida uyumu saglanmayan bitkilerin taze agirhginin distk sicaklik ile birlikte
azaldigi, buna karsin uyumu saglanan bitkilerin, disik sicaklik uygulamasindan 1
gun sonra taze agirliginda azalma belirlenmistir. DUsUk sicakliga uyumu saglanan

bitkilerin iyilestirme periyodu icin 5 gin, 25°C blyUtllmis ve bu periyot sonunda,
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dustk sicakhik uyumu (15°C) ardindan dusuk sicaklik (5°C) uygulanan bitkilerin

kontrole gore, dlsilk sicaklik zararini tamamen iyilestiremedikleri bildirilmistir.

Kontrole goére, dusuk sicaklik ve duslk sicaklik ardindan farkh slrelerde
uygulanan don sicaklik uygulamalari ile tim genotiplerin gévde kuru agirliklarinda

onemli derecede azalma belirlenmistir.

Kontrol uygulamalarinda genotiplerin gévde kuru adirligi buyukten kictige dogru
Hawk, Ae. cylindrica ve Kiziltan olarak siralanmigtir. Genotiplerin gévde kuru
agirhginda belirlenen farkhliklar dnemli bulunmustur. Hawk en biylk, Kiziltan ise

en kiicUk gdvde kuru agirigina sahip cesit olarak belirlenmistir

Kontrole gore, disuk sicaklik uygulamasinda goévde kuru agiriginda belirlenen
azalma, blyUkten kigclige dodru, Kiziltan, Hawk ve Ae. cylindrica olarak
siralanmistir. Buna goére, en fazla etkilenen cesit Kiziltan iken, en az etkilenen

Ae.cylindrica olarak belirlenmistir.

Dusuk sicaklik uygulamasina goére, dustk sicaklik ardindan 3 sa don sicaklik
uygulamasiyla genotiplerin gévde kuru agirhginda belirlenen azalma biylkten
kiigige dogru Hawk, Ae. cylindrica ve Kiziltan olarak siralanmistir. Kiziltan ve Ae.
cylindrica turinde belirlenen azalma o6énemli bulunmazken, Hawk c¢esidindeki
azalma 6nemlidir. 6 sa don sicaklik uygulamasinda ise genotiplerin gévde kuru
agirhidinda belirlenen azalma bUyukten kiicuge dogru Kiziltan, Ae. cylindrica ve
Hawk olarak siralanmistir. Gévde Kuru agirliginda belirlenen bu azalma Kiziltan

cesidi ve Ae. cylindrica tirinde dnemli iken Hawk ¢esidinde dnemsiz bulunmustur.

Sysoeva vd. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada, salatalik bitkisi gecenin
baslangici, ortasi ve sonunda 0,1,2,4 ve 6 sa sure ile dlslk sicaklik olan 12°C
maruz birakilmigtir.  Tum uygulamalarda kontrol sicakligi 20°C olarak
uygulanmistir. Arastirmanin sonucunda, 2 sa dusik sicaklik uygulamasinin bitki
kuru agiriginda énemli bir azalmaya neden oldugu fakat distk sicakhdin 4 veya
6 sa uygulanmasi ile kuru adirhiginin kontrol bitkileri ile ayni olmamakla birlikte

yakin sonug verdigi belirlenmistir.
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Bu arastirmada, dislik sicaklik ve duslk sicaklik ardindan farkll slrelerde
uygulanan don sicakliginin etkisi ile arastirmada kullanilan tiir ve ¢esitlerin taze ve

kuru agirhiklarinda belirlenen azalma, net fotosentezin azalmasinin sonucu olabilir.

Kontrole goére, duslk sicaklik ve dusuk sicaklik ardindan uygulanan don
sicakliklarinda, genotiplerin gévde uzunlugunda, taze ve kuru agirhginda meydana

gelen blylmedeki gerileme 7 gln iyilestirme periyodunda ortadan kalkmamistir.

Kontrol uygulamalarinda genotiplerin ylzde su miktari buyukten kicige dodru
Kiziltan, Hawk ve Ae. cylindrica olarak siralanmistir. Genotiplerin su miktarlarinda

belirlenen degerler %0.5-2.5 arasinda degismektedir.

Dlslk sicaklik uygulamasinin gévde su miktari (zerine etkisi belirlemek igin
Olculen degerler genotiplerde birbirlerine yakin olmasina ragmen Ae. cylindrica
hari¢c diger genotiplerde kontrole gére az bulunmustur: Belirlenen fark %0.5-3.5
arasinda olup; Ae. cylindrica'nin govde su miktarinda ise %0.7 oraninda artma
olmustur. Dusuk sicaklik ardindan 3 ve 6sa sure uygulanan don sicakhk
uygulamalari ile bu degerlerde azalma belirlenmistir. Don uygulamasi ile birlikte
govde su miktar1 kontrole gore, %5.4-20.8 arasinda, dislk sicaklia gore ise
%3.4-5.7 arasinda degismistir. Gévde su miktari, don slirenin 6 saate ¢cikmasiyla
birlikte Hawk c¢esitinde degismezken Kiziltan'da % 11 ve Ae. cylindrica’ da % 0.5

olarak azalmistir.

Duslk sicaklik ve dislk sicaklik ardindan farkh strelerde uygulanan don sicaklik
uygulamalari ile gdévde su miktarinda azalma buyikten kicige dogru Kiziltan,
Hawk ve Ae. cylindrica olarak siralanmistir. Genotiplerin kontroldeki % su icierigi
ile kontrole gére duslk ve don sicaklik uygulamalarindaki % su igerigindeki
azalma arasinda pozitif bir iliski belirlenmisgtir. Buna goére en fazla etkilenen c¢esit

Kiziltan olup bunu sirasi ile Hawk ve Ae. cylindrica izlemektedir.

Bitki dokusundaki su dengesinin ayarlanmasi, tium stres faktérlerine uyumun
saglanmasinda ¢ok énemli oldugu bilinmektedir (Bohnert et al., 1995). Disik
sicakliklarin, bitki kdklerinde su alinimini ve kdk hiicrelerinin hidrolitik iletkenlidini
azaltmak sureti ile yaprak dokularindaki su dengesini degistirmektedir (Kacperska-
Palacz and Egierszdorff, 1972; McKenzie et al., 1974 ).
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Dogru (2006), tarafindan yapilan ¢alismada 2 farkh kislik kolza bitkisi dustk
sicakhida 15 glin silire ile uyumu saglandiktan sonra ¢esitlerin tim yapraklarindaki

su iceriginin kontrole gére azaldigi belirlenmistir.

5.4. Aegilops L. tiru ve Triticum L.’un baz cesitlerinde diisuk sicaklhk ve
disik sicakhk ardindan uygulanan don sicakhik uygulamalarinin bazi

antioksidan enzim aktiviteleri lizerine etkisi

Abiyotik stres olan disuk sicakligin, zar lipidleri, niikleik asitler ve proteinlere zarar
vererek hicre 6limlerine neden olan (Kendall and McKersie, 1989), singlet
oksijen, hidrojen peroksit, superoksit ve hidroksil radikalleri gibi ROS
konsantrasyonun artmasina neden oldudu bildirilmistir (Okuda et al., 1991; Wise
and Noylar, 1987). Aerobik organizmalar biyotik yada abiyotik orjinli ROS'un
etkisini minimuma indirgemede enzimatik (SOD, GR, APX, CAT, POD vd.) ve
enzimatik olmayan (gluatyon, askorbat vd.) antioksidan savunma sistemine
sahiptirler (Wingsle et al., 1999). Abiyotik stres altinda bu enzim ve molekdillerin
seviyesinin artmasi bitkiye dayanikliik saglamaktadir. Bu nedenle Kiziltan, Hawk
kiltir bugday cesitleri ve Ae.cylindrica yabani bugday tlriinde, erken fide
evresinde duslk sicaklik ve dusuk sicakhk ardindan farkll surelerde uygulanan
don sicaklik uygulamalarinin, bazi antioksidan enzim aktivitelerinde neden oldugu
degdisimlere bakilarak, tlr ve cesitlerin sicaklik uygulamalarini  tolere etme

kabiliyetleri arasgtiriimistir.

SOD, aerobik organizmalarda bulunan ve ROS'a kargl hlcresel savunma
sisteminde onemli rol oynayan anahtar antioksidan enzimlerden biridir (de
Azevedo Neto et al., 2006). SOD aktivitesi, Haber-Weiss reaksiyonlarinda substrat
olan ve en aktif ROS olan hidroksil radikalini olusturan siperoksit ve hidrojen
peroksit konsantrasyonu tarafindan belirlenen tek enzimdir ve SOD, proteinlere ve
DNA'da siddetli hasara neden olacak olan hidroksil radikalinin olugsum riskini
azaltir (Bowler et al., 1994).

SOD aktivitesi, kontrole gére dusik sicaklik ve dusik sicaklik ardindan uygulanan
don sicaklik uygulamalarinda, Kiziltan ¢cesidinde degismemistir. Buna karsin; SOD
aktivitesi, Hawk ve Ae. cylindrica’da duslk sicaklik uygulamasi ile énemli

derecede artmistir. 3 sa don sicaklik uygulamasinda ise kontrol ve dlsuk sicaklik
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uygulamasina gore degismemistir. 6 sa don uygulamasi SOD aktivitesini Hawk'da
kontrole ve diger sicaklik uygulamalarina gore dnemli derecede azaltmis fakat Ae.
cylindrica'da kontrol ve dusik sicaklik uygulamalarina gdre onemli derecede

dedistirmemistir.

SOD aktivitesi kontrole godre, sicaklik uygulamalarinda Kiziltan c¢esidinde
dedismezken, Hawk cesidi ve Ae. cylindrica tirinde disuk sicaklikta artmis,
ardindan uygulanan don sicakliinda ise Hawk'da dnemli derecede azalirken Ae.

cylindrica'da degismemistir (Cizelge 3).

Genotiplerde, antioksidan sistemde is yapan enzimlerin akfivitelerinin, kontrole
gére stres uygulamalarinda degismemesi, enzimin stresten etkilenmedidini,
artmasi strese karsl savunma sisteminde koruma olusturdugu ve azalmasi ise

strese karsgl savunma sistemindeki koruma iglevini kaybettiginin gdstergesi olabilir.

Tlr ve cesitlere ait SOD aktivite sonuglari, SOD baglantili antioksidan sisteminin
strese bagli olarak Kiziltan'da aktif olmadigini buna karsin, Hawk'da disuk
sicaklikta ve Ae. cylindrica'da dusiik sicaklik ve 3 sa don sicakhginda aktif oldugu

ve koruma sagladi§i disindlebilir.

SOD aktivitesinin Grini olarak da olugan H2O, ‘ de oldukga toksik ézellige sahip
olup zararli etkisinin ortadan kaldirilmasi i¢in sonraki basamaklarda H»>O'ya
dénistlrilimesi gerekmektedir. Hlcre H2O- seviyesini dengeleyen birkag enzime
sahip olup APX'in bu enzimlerin en énemlilerinden biri oldugu dislinlimektedir (de
Azevedo Neto et al., 2006). APX, askorbat-glutatyon déngtsintn ilk enzimi olup
H.O,'yi suya indirgemekte ve elektron vericisi olarak da askorbati kullanmaktadir
(Asada, 1999).

APX aktivitesi, kontrole gore dusik sicaklik ve dustk sicaklik ardindan uygulanan
don sicaklik uygulamalarinda ozellikle don siresinin artmasinda bagl olarak
Kiziltan ¢esidinde dénemli derecede azalmistir. Buna karsin, APX aktivitesi Hawk
cesidi ve Ae. cylindrica turinde dusuk sicakhk ve duslk sicaklik ardindan
uygulanan don sicaklik uygulamalari ile azalan sicaklik (20°C—1°C—(-)10°C) ve

artan sireye (3 ve 6sa) baglh kademeli olarak 6nemli derecede artmistir.
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APX aktivitesi, kontrole gore sicaklik uygulamalari ile Kiziltan ¢esidinde dnemli
derecede azalirken, Hawk ve Ae. cylindrica'da Onemli derecede arttidi

belirlenmistir (Cizelge 3).

Tar ve c¢esitlere ait APX aktivite sonuglari, APX baglantili antioksidan sisteminin
Kiziltan'da aktivite azalmasina bagll olarak bitki savunma sistemindeki koruma
etkinliginin azaldigi, buna karsin; Hawk ve Ae. cylindrica’da aktivitenin artmasina

bagli olarak savunma sistemindeki koruma etkinliginin arttig1 dasunulebilir.

POD; SOD tarafindan katalizlenen O-'in dismutasyonu ile olusan H>O2nin yok
edilmesinden sorumlu olan 6nemli enzimlerden biridir. POD aktivitesi, strese
maruz kalan bitki yapraklarinda, hicre zar bitlnliginin ve hiicre ¢eperinin
mekaniksel 6zelliklerindeki dedisiklikleri yansitmaktadir (Asada and Takahaski,
1987).

POD aktivitesi, kontrole gére dlsulk sicaklik ve dislk sicaklik ardindan uygulanan
don sicaklik uygulamalarinda Kiziltan ve Hawk cesitlerinde énemli derecede
azalmis fakat disuk sicaklik uygulamasina gére, don sicaklik uygulamalarinda ise
dedismedigi belirlenmistir. Ae. cylindrica turiinde ise POD aktivitesi kontrole gore,
dislik sicakhk ve dislk sicaklik ardindan uygulanan don sicakligi ile dnemli
derecede artmistir. DUsUk sicakliga gore, 3 ve 6 sa don sicaklik uygulamasinda

ise POD aktivitesinin degismedigi belirlenmistir.

POD aktivitesi kontrole goére, dlslk sicaklik ve dislk sicaklik ardindan uygulanan
don sicakhg ile Kiziitan ve Hawk cesitlerinde 6nemli derecede azalirken Ae.

cylindrica tirinde énemli derecede artmisgtir (Cizelge 3).

Tlr ve gesitlere ait POD aktivite sonuglari, POD baglantili antioksidan sistemin
Kiziltan ve Hawk cegsitlerinde aktivite azalmasi nedeniyle bitki savunma
sistemindeki koruma etkinligini azaltdigi, buna karsin Ae. cylindrica'da aktivitenin

artmasi nedeniyle savunma sistemindeki koruma etkinligini arttirdigi dastinulebilir.

GR, askorbat-glutatyon dénglsinin son enzimi olup, NADPH’a bagh okside
glutatyonun (GSSG) indirgenmesini katalizler. GR, askorbatin yeniden Uretilmesi
icin  yiksek GSH/GSSG oraninin devamliligini saglar (GSSG'yi GSH’a
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dénusturmek suretiyle) ve H>Oznin yok edilmesinde sinirli hiza sahip olan bir
enzimdir (Sudhakar, 2001).

GR aktivitesi, kontrole gore dusik sicaklik ve dusuk sicaklik ardindan uygulanan
don sicaklik uygulamalarinda Kiziltan ve Hawk cesitlerinde énemli derecede
azalmistir. Kiziltan ¢esidinde, dislk sicaklik uygulamasina gére 3 sa don sicaklik
uygulamasinda GR aktivitesi degismezken 6 sa don sicaklik uygulamasinda
onemli derecede artmig, fakat GR aktivitesi kontrole goére, énemli derecede
azalmistir. GR aktivitesi, Hawk’da, dusik sicakliga gére don sicaklik uygulamalari
ile d6nemli derecede azalmigtir. Ae. cylindrica’da ise kontrole gore, dusuk sicaklik

ve disik sicakhk ardindan uygulanan don sicakligi ile degismemistir.

GR aktivitesinin kontrole goére, dusik sicaklik ve dusuk sicaklik ardindan don
sicaklik uygulamalari ile Kiziltan ve Hawk ¢esitlerinde énemli derecede azalirken,

Ae. cylindrica'da degismedigi belirlenmistir.

Tar ve c¢esitlere ait GR aktivite sonuglari, Kiziltan ve Hawk ¢esitlerinde aktivitenin
azalmasi ile, bitki savunma sisteminde GR baglantih antioksidan koruma
etkinliginin azaldigi, buna karsin, Ae. cylindrica'da aktivitenin dedismemesi ile
koruma etkinliginin dedismedigi diistnulebilir.

Cizelge 3. Genotiplerde dlusuk sicaklik ve duslk sicaklik ardindan farkl surelerde
uygulanan don sicaklik uygulamalarinda belirlenen antioksidan enzim

aktivitelerinin kontrole gére degisimi. J, azaldi; ‘r artt;; — degismedi. Kontrol (K);
Dustk sicakhk (Dis.s); Don sicaklik, 3 ve 6 sa (Don, 3sa/6sa).

Kontrole gére sicaklik uygulamalarinda, antioksidan enzimlerin

aktivitelerindeki degisim
Genotipler

K— Dug.s K—Dus.s+Don,3sa K—Dus.s+Don,6sa

SOD | POD | APX | GR | SOD | POD | APX | GR | SOD | PCD | APX | GR

N N I R I e R R AR A

e N A A A R R

Ae.cylindrica T T T — T ? T - | — T T -
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Disuk sicaklikta buylyen dislk sicakhda adapte bitkilerin artan seviyede
antioksidan enzimler icerdigi bildirilmistir (Koster and Lynch 1992; Kishitani et al.,
1994, Murelli et al., 1995, Nomura et al., 1995; Dorffling et al., 1997; Tao, et al.,
1998).

Janda vd. (2003) tarafindan, 14/7°C'den 3/-3°C glidiiz/gece sicakhdina kademeli
azaltilarak 7 hafta boyunca disuk sicakliga uyumu saglanan kishk ve yazlik
bugday, cavdar, arpa ve yulaf bitkilerine disuk sicaklik uyumu ardindan saatte
1°C azaltilarak -11, -13 ve -15°C don sicakhd 24 sa uygulanmis ve don
sicakhgini takiben 0,5°C’de 2 glin birakilan bitki yapraklarinda GR, APX ve GPX
antioksidan enzim aktiviteleri belirlenmigtir. Kontrol bitkileri 17/16°C’de 3 hafta
buyltiimuslerdir. Elde edilen sonuglara gore, bitin genotiplerde GPX ve APX
aktivitesinin kontrole gére énemli derecede arttidi, fakat GR'in énemli derecede

dedismedigi belirlenmistir.

Gechev vd. (2003) tarafindan, tutin (Nicotiana tabaccum cv. Petit Havana SR1)
bitkisi, 14 sa 151k/10 sa karanlik periyodunda ve 25°C sicakliqinda cigceklenme
oncesi evreye kadar buyutilmis ve ardindan 4 gin, 5°C’de duslk sicaklik
uygulanmistir. 4 giin boyunca SOD, APX ve GR enzim aktivite tayinleri yapilmistir.
Elde edilen verilerde, SOD aktivitesinin kontrole gére dlslk sicakhk ile

degismedigi, APX ve GR aktivitesinin ise azaldigi belirlenmistir.

Keles ve Oncel (2002) tarafindan, ekmeklik (Triticum aestivum L.) ve makarnalik
(Triticum durum Desf.) bugday cesitleri ile yapilan ¢alismada sicaklik stresleri ile
su stresleri arasindaki iligki arastirilmistir. 24/16°C (gece/gundiz) sicaklikta 6 gun
buayutilen bugday bitkileri, kontrol icin 24/16°C, duslk sicaklik uygulamasi i¢in 5/
-5°C, yuksek sicaklik uygulamasi icin 40/30°C'ye transfer edilmis, burada 6 gln
blayltilmids ve bu kosullar altinda ayrica asin su, kuraklik ve tuz (0.7%NacCl)
streslerine maruz birakilmistir. GR aktivitesinin; dlslk ve ylksek sicaklikta bltln
genotiplerde az oranda, buna karsin su streslerinde ve dlsik sicaklik ile birlikte

uygulanan su streslerinde énemli derecede arttigi belirlenmistir.

Kiziltan ¢esidinde, GR, APX ve POD aktivitesi dlslik sicaklik uygulanmasinda ve
dislk sicakhdi takiben uygulanan don sicakliginda kontrole gére dnemli derecede

azalma gostermis olmasina ragmen, SOD aktivitesi o6nemli derecede
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dedismemistir (Cizelge 3). Kontrole gore disik sicaklik uygulamasi ardindan bitki
biaylime hizinin artmasi, disik sicaklikta enzimatik antioksidan sistemi yerine
enzimatik olmayan antioksidan sisteminin koruma etkinliginin sonucu olabilir. Don
sicaklik uygulamalarinda ise ylzde iyon sizintisinin artmasi ve yizde MDInin
azalmasi ROS kaynaklarindan biri olan hicre zar sisteminde yiuksek seviyede
zarar meydana geldigini gdstermektedir. Bu zarar don sicaklik uygulama siresinin
3 saatten 6 saate ylkselmesi ile dedismemistir. Don sicaklik uygulamasinda 3
saatte belirlenen zarar muhtemelen maksimum dizeyde ger¢eklestiginden 6 sa
don uygulamasinda da zararin ylzdesi énemli derecede degismemistir. MDI
sonuclarina benzer sekilde don sicakliginin 3 ve 6 sa uygulamasi ardindan 7 gin
blylmeye birakilan fidelerin gévde uzunlugunda énemli bir atma olmamasi da bu
zararin 3 saatte maksimum degere ulastiginin gostergesi olabilir. Kiziltan
cesidinde, dona toleransin saglanmasinin  beklendigi disik sicaklik
uygulanmasinda gerekli bitki savunma sistemlerinden biri olan antioksidan

enzimlerinin aktive edilememesi sonucunda dénlsumsuz zarar belirlenmistir.

Hawk cesidinde SOD ve APX aktivitesi, dlslik sicaklik uygulamasi ile kontrole
goére dnemli derecede artmis buna kargin GR ve POD aktiviteleri 6nemli derecede
azalmistir (Cizelge 3). DusUk sicaklik uygulamasi ardindan bitkiler bluyumelerini
sirdurdikleri icin Hawk, dlslk sicaklik da SOD ve APX aktivitesini arttirarak
kloroplast, mitokondri ve sitoplazmada SOD ile APX baglantih antioksidan
savunma sistemini devreye sokmus olabilir. Don sicaklik uygulamasinda ise
kontrole gére SOD aktivitesi 3 saatte degismemis ve 6 saatte azalmis olmasina
ragmen, APX aktivitesi don slirenin 3 saatten 6 saate ylikselmesi ile artmistir. Don
uygulamasinda APX, SOD {rini olan H»0; degdil, muhtemelen hiicrede
peroksizomlarda aciga cikan fotosolunum ve yaglarin B-oksidasyon Urinl olan
H.Os'yvi kullanmis ve bitkiyi korumus olabilir. Kontrol ve duslk sicaklik
uygulamalarina gore, don sicaklik uygulamalarinda ylzde iyon sizintisinin artmasi
ve yizde MDI'nin azalmasi 6nemli ROS kaynaklarindan olan hiicre zar sisteminin
de zarar gordigini gostermektedir. Bu zarar don slresinin 3 saatten 6 saate
yikselmesi ile artmigtir. Don sicaklik uygulamasi (3 veya 6 sa) ardindan
buylimeye birakilan fidelerin boy uzunluklarinda belirlenen azalmanin 3 sa gére 6

sa don uygulamasi ile artmasi da zararin morfolojik gostergesidir.
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Ae. cylindrica tlrlinde, kontrole gére, dlstk sicaklik ve disik sicaklik ardindan 3
ve Bsa slre ile uygulanan don sicakliginda SOD, APX ve POD enzim aktiviteleri
onemli derece artmig, fakat GR aktivitesi degismemistir. SOD aktivitesinde artma,
yalnizca 6 sa don sicaklik uygulamasinda dnemli dedildir (Cizelge 3). Buna gore;
Ae. cylindrica, dluslk sicaklik ve dlslk sicaklik ardindan uygulanan 3 sa don
sicakliklarinda SOD, APX ve POD antioksidan enzimlerinin aktivitesini arttirarak
kloroplast, mitokondri, peroksizom ve sitozolde SOD ile APX ve/veya SOD ile POD
baglantili antioksidan savunma sistemini devreye sokmus olabilir. Dusik sicaklik
ardindan 6sa don uygulamasinda SOD aktivitesi kontrole gore degismemis
olmasina ragmen, APX ve POD aktivitelerini arttirmistir. Don uygulama siiresinin
artmasina bagli olarak APX ve POD. SOD Urini olan H>O, yani sira, muhtemelen
hicre peroksizomlarinda artan fotosolunum ve yaglarin B-oksidasyon urinl olan
H-O-'yi detoksifiye ederek bitkiyi korumus olabilir. Kontrol ve dusuk sicakhk
uygulamalarina goére, don sicaklik uygulamalarinda iyon sizintisinin % 43-55
artmasi ve MDI'nin % 43-55 azalmas| énemli ROS kaynaklarindan olan hiicre zar
sisteminin de zarar goérdiglniin gostergesidir. Dlislk sicaklik ve dlslk sicaklik
ardindan uygulanan don sicaklik uygulamalarini takiben 7 giin kontrol sicakliginda
buylttlen bitkilerin buylmeye devam etmesi, bu sicaklik uygulamalarinda strese
bagli ortaya ¢ikan zararin kismen de olsa azaltilmasinin bir sonucudur. Trin, don
toleransi kazanmasi muhtemelen don &ncesi uygulanan dasitk sicakhk
uygulanmasinda, bitki savunma sistemlerinden biri olan antioksidan enzim

aktivelerinin arttirilmasinin sonucudur.
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6. ONERILER

Genomik olarak farklh &zelliklere sahip tetraploid makarnalik klltir bugdayi
Kiziltan, hekzaploid ekmeklik klltir bugdayr Hawk ve tetraploid yabani bugday
tirl olan Ae. cylindrica, her birine esit olarak uygulanan disuk sicakhk ve dlsik
sicaklik ardindan 3 ve 6 sa uygulanan don sicakligina farkl tepkiler vermis ve

buna bagli olarak farkli seviyelerde don toleransi sergilemislerdir.

Bu arastirmada, sicaklik uygulamalari sonrasi belirlenen gévde uzunlugu, yaprak
dokusundaki % iyon sizintisi ve MDI ve antioksidan enzim aktivite sonuglarina
gére Kiziltan, sicaklik uygulamalarindan en fazla zarar géren genotip, Hawk ve
Ae. cylindrica ise toleransli genotipler olarak belirlenmigtir. Bu sonuglara gore,
makarnalik klltir bugday cesidinin, ekmeklik bugday cesidi ve yabani bugday
tirine gére daha duyarh oldugu sdylenebilir. Bu arastirmadaki genotip sayisi,

cesit ve tlr bazinda artirilarak sonuclarin dogruluk yuzdesi arttirilabilir.

Govde uzunludu, bitkide stresle meydana gelen zarardan dogrudan etkilendidi i¢in
genotiplerin don toleransina sahip olup olmadiginin belirlenmesinde morfolojik bir
parametre  olarak kullanilabilir. Ayrica, fizyolojik ve biyokimyasal degisimler
sonucu zar permeabilitesinde ki degisikliklerden kaynaklanan iyon sizinti
gostergesi olan MDI dlcimi, zararin miktarini belirleyen bir diger dnemli

parametre olarak kullanilabilir.

Dustk ve don sicaklik stresinin molekller dizeyde arastiriimasinda ise, strese
bagli olarak hiicrede konsantrasyonu artan reaktif oksijen turlerinin, zararsiz hale
getirilmesinde etkin rol oynayan antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi ile
genotiplerin don toleransinin kazandirilmasinda, hangi enzimlerin savunma

sistemlerinde etkin oldugu ortaya konabilir.

Bu arastirmada belirlenen parametrelerin yani sira gelecekte asadida oOnerilen
arastirmalarinda yapilmasi ile duslk ve don sicaklik stresinden olusacak zararlar

blylk olcide azaltilabilir.

Genotiplerde, diusiik ve don sicakliklari ardindan yapilacak olan MDI él¢uimi ile

toleransli ve duyarli genotiplerin laboratuvar sartlarinda belirlenmesi.
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Toleransli genotiplerde, dustk sicaklik ve don sicaklik stres faktorlerine kargi bitki
tarafindan aktive edilen spesifik savunma sistemlerinin ve savunma sisteminin
aktivasyonundan sorumlu genlerin belirlenmesi. Ornegin, don toleransina sahip
genotiplerde, sentezi yeni sentezlenen ve sentezi artan antifiriz proteinlerinden
yola clkarak, proteinlerin amino asit dizilimi ve bunu takiben bu proteinlerin

sentezinden sorumlu olan genler bulunabilir.

Toleransi sagladigi dusunilen genlerin tespit ve izolasyonundan sonra, genler

duyarli genotiplere aktarilarak, genin toleranstaki roll kesinlestirilebilir.

Gen transferi yapilan cesit ve tlrin vyetigtiriimesi ile stres geninin stabilitesi

belirlenebilir.
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EK 1.

KULLANILAN KiMYASALLAR VE FORMULLERI LISTESI

Bovin Serum Albumin (BSA)

Coomasie Brillant Blue G-250 (C47HsN3O7S2Na)
Etanol (C;HsOH)

Fosforik asit (H;POy)

Polivinilpirolidon (PVP)

Potasyum fosfat (K-PQO,)

Sodyum etilendaimin tetraasetik asit (Na;EDTA)
Askorbat

L-Metiyonin ( CsH11NO2S)

Triton X-100 [C14H220(C2H40)n]

Nitroblue tetrazolyum (NBT)

Riboflavin

Okside glutatyon (GSSG)

indirgenmis nikotinamid adenin dinlikleotid fosfat (NADPH)

Guaikol
Hidrojen peroksit (H2O53)
Tris hidroklorit (Tris-HCI)

Siperoksit dismutaz [ SOD (si1Qir eritrositinden)]
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EK 2.

HEWITT BESIN COZELTiSI RECETESI

Tuzlar

Agirlik (400 mi

Konsantrasyon

stok cozelti icin) Molar (M) Seyreltme
KNO> 80.000 2.000 500 (defa)
Ca (NOs)2.4H,0 | 188.80 2,000 500 (defa)
MgSO4.7H,0 73.600 0.750 500 (defa)
NaH,P0O,.2H,0 | 41.600 0.670 500 (defa)
CeHsO7Fe 5H,0 | 13.400 0.100 1000 (defa)
MnSO4.7H,0 8.920 0.100 10.000 (defa)
ZnS04.7H,0 1160 0.010 10.000 (defa)
CUSO4.5H,0 0.05 0.001 10.000 (defa)
H3BO: 7.440 0.500 10.000 (defa)
Na,M0Os2H,0 | 0.484 0.005 10.000 (defa)
NaCl 23.400 1.000 10.000 (defa)
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