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ÖZET 

DOKTORA TEZİ 

BAZI SİNYAL BİLEŞİKLERİ İLE ULTRAVİYOLE IŞIGININ FASULYE (Phaseolus 
vulgaris L.) BİTKİSİNİN SOĞUK TOLERANSI ÜZERİNE FİZYOLOJİK ve 

BİYOKİMYASAL ETKİLERİ 

Bagher SHEIKHI DIDANI 

Amaç: Bu çalışmada bazı bitki hormonları (salisilik asit ve absisik asit) ve memeli cinsiyet 
hormonlarının (östrojen ve progesterone) fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisinde, UV-B ve soğuk 
stresine karşı iyileştirici etkileri araştırılmıştır.  

Yöntem: Çimlendirilmiş fasulye tohumları kum içeren saksılara eşit olacak şekilde ekilmiştir. Bitkiler 
17 günlük olduğunda, 1 dk aralıklarla 3 kez 10 sn UV-B ışığına maruz bırakılmıştır. Daha sonra bitki 
hormonları olarak 10-4 M salisilik asit (SA) ve 10-4 M absisik asit (ABA), memeli cinsiyet hormonları 
olarak 10-6 M östrojen (ÖS) ve 10-9 M progesteron (PRO) ayrı ayrı veya kombinasyonlar halinde fide 
yapraklarına uygulanmıştır. Normal koşullarda (24/20 °C, gündüz/gece) büyüyen bitkiler, ilave 3 gün 
için sıcaklığı 9/5 °C olan bir iklim dolabına aktarılmıştır. Uygulama yapılmış ve yapılmamış bitkilerde 
büyüme parametreleri (kök ve gövde uzunluğu) ve kuru madde miktarı, hidrojen peroksit (H2O2) içeriği, 
lipid peroksidasyon (MDA olarak) seviyesi, toplam çözünebilir protein, klorofil, karbohidrat ve fenolik 
madde miktarları belirlenmiştir. Aynı bitkilerde, antioksidan enzimleri (süperoksit dismutaz, katalaz, 
peroksidaz, askorbat peroksidaz ve glutatyon redüktaz) ile bitki azot metabolizması enzimlerinin (nitrat 
redüktaz, NR; nitrit redüktaz, NiR; ve glutamin sentaz, GS) aktiviteleri ve çözünebilir proteinlerin SDS-
PAGE’deki değişimleri de değerlendirilmiştir. 

Bulgular: Tek başına soğuk ve UV uygulaması fasulye bitkisinin kök-gövde uzunluğu ve kuru madde 
miktarını kontrole göre azalmıştır. Çalışılan bitki ve memeli cinsiyet hormonlarının ayrı veya 
kombinasyonları genelde aynı parametreleri artırmıştır. Tek başına soğuk, protein miktarını artırırken, 
Soğuk+UV uygulaması ise düşürmüştür. Bitki ve memeli cinsiyet hormonları protein içeriğini soğuk 
uygulamasına göre azaltırken, Soğuk+UV’ye göre artırmıştır. Çoklu hormon uygulamalarında ise genel 
olarak artış belirlenmiştir. Çözünebilir şeker miktarı, soğuk uygulanan bitkilerde artarken, Soğuk+UV 
uygulanmış bitkilerde düşmüştür. Bitki ve memeli cinsiyet hormonları şeker miktarını tek başına soğuğa 
göre azaltırken, çoklu hormon uygulamaları genelde artırmıştır. Tek başına soğuk, toplam klorofil 
miktarını düşürürken, UV uygulaması soğuğa göre artırmıştır. Bitki ve memeli cinsiyet hormon 
uygulamaları klorofil miktarını düşürmüş, ancak çoklu hormon uygulamaları artırmıştır. Soğuk ve 
Soğuk+UV uygulamaları H2O2 içeriğini kontrole göre artırırken, bitki ve memeli cinsiyet hormonları 
soğuk ve Soğuk+UV uygulamasına göre düşürmüştür. Lipid peroksidasyonu (LPO) seviyesi (MDA 
olarak), soğuk ve Soğuk+UV ile artmıştır. Ancak LPO her iki grup hormon uygylamalarında, tek başına 
soğuğa göre düşmüştür. Soğuk ve Soğuk+UV uygulamaları SOD, CAT, APX, POD ve GR aktivitelerini 
artırmıştır. Bitki ve memeli cinsiyet hormonlarının hem ayrı hem de kombinasyonları aynı enzimlerin 
aktivitelerini genelde düşürmüştür. Soğuk ve Soğuk+UV uygulamaları NR, NiR ve GS aktivitelerini 
azaltmıştır. Uygulanan hormonlar UV ve soğuğun aynı enzimler üzerindeki etkisini belirgin şekilde 
hafifletmiştir. SDS-PAGE bulgularına göre, soğuk uygulamasıyla, bazı polipeptidlerin bant şiddeti 
artarken, bitki ve memeli cinsiyet hormonları, birçok polipeptidin bant şiddetini artırmanın yanında, 
yeni polipeptid bantlarının sentezine neden olmuştur. 

Sonuç: Çalışma sonucunda her iki stres (soğuk ve UV-B) etkisine maruz kalan fasulye bitkisinde 
fizyolojik ve biokimyasal olarak olumsuzluklar olduğu tespit edilmiş, ancak bu olumsuzlukların bitki 
ve memeli cinsiyet hormonlarıyla belirgin şekilde hafifletildiği belirlenmiştir. 

Anahtar kelimeler: Antioksidan enzim, Phaseolus vulgaris, protein, peaktif oksijen, MDA, klorofil, 
fenolik madde, karbohidrat, azot metabolizması, soğuk stresi, UV stresi 

Haziran 2022, 105 sayfa 
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ABSTRACT 

DOCTORATE THESIS 

PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL EFFECTS OF SOME SIGNAL 
COMPOUNDS AND ULTRAVIOLET LIGHT ON COLD TOLERANCE OF BEAN 

(Phaseolus vulgaris L.)  

Bagher SHEIKHI DIDANI 

Purpose: In this study, the improvement effects of plant hormones (salicylic acid and abscisic acid) and 
mammalian sex hormones (estrogen and progesterone) against UV-B and cold stress in bean plant 
(Phaseolus vulgaris L.) were investigated. 

Method: The bean seeds were planted equally in pots filled with sand. After 17 days from the 
germination, the developing seedlings were exposed to UV-B irradiation 3 times for 10 seconds at 1- 
minute intervals. Then, the plant hormones, salicylic acid (SA) 10-4 M, abscisic acid (ABA) 10-4 M, and 
mammalian sex hormones estrogen (ES) 10-6 M, progesterone (PRO) 10-9 M were applied on seedling 
leaves. The plants under normal conditions (24/20 °C, day/night) were transferred to a climate cabinet 
with a temperature of 9/5 °C for 3 days. In treated and untreated seedlings growth parameters (root and 
stem length), dry matter amount, and hydrogen peroxide (H2O2) and lipid peroxidation (LPO) level (as 
MDA), and total soluble protein, chlorophyll, carbohydrate, and phenolic substance contents, and 
antioxidant enzyme (superoxide dismutase, catalase, peroxidase, ascorbate peroxidase and glutathione 
reductase) actitvities were determined. In addition, the changes in nitrogen assimilation by measuring 
the activity of nitrogen metabolism enzymes, and the protein patterns after SDS-PAGE analysis were 
evaluated in the same seedlings.  

Findings: The cold alone and the UV treatment decreased the root -stem length and dry matter amount 
of the bean plant compared to control. Separate or combinations of the studied plant and mammalian 
sex hormones generally increased the same parameters. Cold alone increased   soluble protein content 
while Cold+UV decreased it. Plant and mammalian sex hormones decreased protein content compared 
to cold alone while increasing it compared to Cold+UV. In the multi-hormone applications, an increase 
was determined in general. Soluble sugar content increased with the cold application while decreasing 
with Cold+UV. Plant and mammalian sex hormones decreased sugar content compared to cold alone, 
yet it was generally increased by the multi-hormone applications. While cold alone decreased the total 
chlorophyll content, UV application increased it compared to cold. Plant and mammalian sex hormones 
decreased the chlorophyll content, yet multiple hormone applications increased it. Cold and Cold+UV 
increased H2O2 content compared to control while plant and mammalian sex hormones decreased it 
compared to cold and Cold+UV. LPO increased to with cold and Cold+UV applications. However, LPO 
decreased in both groups of hormones compared to cold alone. Cold and Cold+UV increased SOD, 
CAT, APX, POD, and GR activities. Plant and mammalian sex hormones, both separately and in 
combination, generally reduced the activities of the same enzymes compared to cold and Cold+UV. 
Cold and Cold+UV applications decreased NR, NiR and GS activities. The hormones studied 
significantly attenuated the effect of UV and cold on the same enzymes. According to the SDS-PAGE 
findings, while the band intensity of several polypeptides increased by cold application, plant and 
mammalian sex hormones increased the intensity of many polypeptide bands as well as caused the 
synthesis of new polypeptide bands.  

Results: Both stresses (cold and UV-B) caused physiological and biochemical disorders in the bean 
plants, but it was determined that these negative effects were significantly mitigated by the studied plant 
and animal sex hormones. 

Keywords: Antioxidant enzymes, Phaseolus vulgaris, protein, reactive oxygen, MDA, chlorophyll, 
phenolic substance, carbohydrate, nitrogen metabolism, cold stress, UV stress. 

June 2022, 105 pages 
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GİRİŞ 

Atmosferik karbonu kullanıp kendi besinini yapan ve O2 oluşturan (fotosentez) bitkiler 

hayatımızın vazgeçilmez unsurudurlar (Bray et al. 2000). Bunun yanı sıra diğer canlılar için 

besin, barınak olmakta ve çeşitli doğal afetlerden (sel, erozyon) korumaya yardımcı 

olmaktadırlar. Yine bilindiği üzere, bitkilerin ürettikleri sekonder metabolitlerden kimya, tıp, 

eczacılık ve kozmetikte yararlanılmaktadır (Magodoff and Weil 2004; Yağmur 2008; 

Faydaoğlu ve Sürücüoğlu 2011). 

Yaşamın devamlılığı için büyük öneme sahip bu canlıların büyümesi ve gelişmesi de 

oldukça önem taşımaktadır. Bitkinin büyüme ve gelişmesi kendi içyapısı (genetik yapı, 

hormonlar vb.) ve çevresel faktörlere (ışık, su, sıcaklık, toprağın yapısı, UV) bağlıdır. Çevresel 

faktörler, bitkinin büyüme ve gelişmesini ve ürün verimliliğini etkilemektedir. Abiyotik ve 

biyotik olarak sınıflandırılan faktörler strese neden olup bitkinin büyümesini engellenmesine 

ve hatta ölümüne yol açabilirler (Kocaçalışkan 2008). 

Bitkilerin normal büyüme ve gelişmelerini sağladıkları optimum koşullar olan 

değerlerin altı veya üstü biyotik ve abiyotik koşulların bitkilerde oluşturduğu değişim durumları 

stres olarak tanımlanmaktadır. Başka bir ifadeyle stres; önemli fizyolojik, metabolik 

değişimlere yol açan, bitki büyüme ve gelişimini olumsuz şekilde etkileyen, ürün verimini 

azaltan, bitki organ kaybına hatta ölümüne sebep olan değişimlerdir (Taiz and Zieger 2008). 

Stresin sıfır stresten, şiddetli strese kadar çok farklı dereceleri vardır. Stresin derecesi 

bitki türünden türüne değişiklik göstermektedir. Bir bitki türünde strese yol açan bir faktör, 

diğer bitki türünde strese sebep olmayabilir. Yine strese dayanıklılık, bitkinin büyüme ve 

gelişme dönemine göre de değişebilmektedir. Bazı durumlarda bir bitkinin bütünü veya bir 

kısmı strese karşı dirençli olabilirken, diğer bazı kısımları ise strese daha az dayanıklıklı 

olabilmektedir (Hale and Orcutt 1987; Salisbury and Ross 1992; Taiz and Zeiger 2008).  

Dünya üzerindeki kullanılabilir tarım alanlarında oluşan stres faktörlerinin görülme 

sıklığına göre sıralandığında, kuraklık stresinin %26, mineral stresi %20 ve soğuk ve don 

stresinin ise %15 ’lik bir alanda görüldüğü belirlenmiştir. Bunların dışında kalan diğer tüm 

stresler %29’luk bir alanda söz konusu iken, yalnızca %10’luk bir alanda herhangi bir çevresel 

stres görülmemektedir (Güler 2008). 

Bitki gelişimini etkileyen en önemli abiyotik stres faktörlerinden biri de soğuk stresidir 

(Maestri et al. 2009). Ortam sıcaklığının suyun donma noktası olan sıfır dereceye indiği 
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durumlarda pekçok bitkide üşüme-donma hasarları ortaya çıkmaktadır. Bu hasarların ortaya 

çıkış derecesi soğuğun şiddetine bağlı olarak değiştiği gibi,, bitkinin soğuğa maruz kalma 

süresine, soğuğa maruz kaldığı olgunluk safhasına, bitki yapısında bulunan çözülebilir şeker ile 

prolin içeriğine, bitki bünyesindeki büyümeyi düzenleyicilerin dengesine (Wang 1990) göre de 

değişebilmekte olup her bitkinin soğuğa karşı direnç derecesi genetiğine bağlı olarak farklılık 

göstermektedir (Hale and Orcutt 1987; Urrutia et al. 1992; Griffith et al. 1992; Hon et al. 1995; 

Atıcı and Nalbantoğlu 2003; Taşğın 2004) 

Dünyanın tüm bölgelerinde bulunan bitkilerin, gelişim ve büyüme göstermeleri için 

ortam sıcaklığının optimum şartlarda olması gerekmektedir. Optimum sıcaklık değerinin 1-2 

derece altında olması bile bitkiyi üşüme stresine sokabilmektedir (Mahajan and Tuteja, 2005). 

Soğuk stresine maruz kalan bitkide zar yapısında anormallikler görülmekte, gelişimini tam 

olarak tamamlayamamakta, fotosentez oranı düşmekte ve hatta hasat sonrası depolama süresi 

azalma göstermektedir (Morsy et al. 2007; Bertamini et al. 2007). 

Bitkiler, ani sıcaklık değişimleri (don olayı) olmadığı sürece soğuk şoklarına maruz 

kalmazlar. Doğada sıcaklık ekseriyetle kademli olarak azalır ki bu tedrici azalış bitkilerde soğuk 

aklimasyonu denilen “soğuğa alışma, uyum sağlama” süreçlerinin gerçekleşmesine imkân tanır. 

Bu süreç içerisinde bitki azalan sıcaklığı hissederek sahip olduğu genetik özellikleri kullanarak 

sıcaklık azalmasına tepki oluşturmaya çalışır. Bu tepkiye soğuk aklimasyonu adı verilir. 

Dirençli bitkiler için pek önemli olmadığı halde, bu aklimasyon sürecine özellikle soğuğa 

hassas olan bitkiler ihtiyaç duyar. Hassas bitkiler için aklimasyonun süresi bile çok önemlidir. 

Bu süre yeterli olmazsa, soğuğa direnç için gerekli metabolik faaliyetlerin tamamlanması 

mümkün olmadığından, bitkide aşağıdaki şekilde (Şekil 1) belirtilen semptomların ortaya 

çıkması kaçınılmaz olur (Dumlupınar, 2000). 
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ÜŞÜMEYE HASSAS BİTKİLER 

Primer Cevaplar 

Membranlarda fiziksel faz değişimi 

                        (Sıvı-kristal halden jele dönüş)                                             (Üşüme süresi kısa olursa, 
                                                                                                                           bu cevaplar geri dönüşümlüdür) 

   Soğuğa maruz       Sekonder Cevaplar                         
                  Etilen üretiminin uyarılması 
                  Solunum oranında kısa süreli artış 
                  Enerji üretiminin engellenmesi 
                  Aktivasyon enerjisinde artış 
                  Protoplazmik akışının yavaşlaması 
                  Zar geçirgenliğinde artış 
                  Fotosentez hızının yavaşlaması 
                  Hücresel yapının değişimi ve tüm bu değişmlerin 
                  direkt etkisiyle C4 bitkilerinde PEP karboksilaz 
                  aktivitesinde azalma 

  | 

                 Üşüme süresi uzarsa bu cevaplar geriye dönüşsüz olur ve 
       ↓ 
                   Bitki hasarında artış 
                   Bitkinin renksizleşmesi 
                   Bitki yüzeyinin matlaşması 
                   İç dengenin tamamen bozulması 
                   Olgunlaşma yeteneğinin kaybolması 
                   Büyümenin engellenmesi 
                   Solma 
                   Çürüme vs. gerçekleşir. 
 

Şekil 1. Soğuğa hassas bitkilerin üşüme sıcaklıklarına verdiği fizyolojik ve biyokimyasal 
cevaplar (Wang 1982). 

Dünyayı çevreleyerek canlıların yaşamlarını devam ettirmesini sağlayan atmosferin, 

insan aktivitesiyle oluşan çeşitli kimyasallar sebebiyle doğal yapısında bozulmalar ortaya 

çıkmaktadır. Bunun sonucu atmosferdeki ozon tabakası her on yılda %3 oranında 

incelmektedir. Ozon tabakasının incelmesiyle güneşten yayılan ultraviyole ışınlarının 

yeryüzüne ulaşma oranı artmaktadır. Ozon tabakasındaki bu olumsuz değişimi, doğal dengeyi, 

ekosistemleri ve neticede insanı da etkilemektedir (Blaustein 2001; Kenar ve Ketenoğlu 2009). 

Ozon tabakasının incelmesiyle birlikte bitkiler için zararlı olan UV-B (280 – 320 nm) 

ışınları yeryüzüne daha fazla gelmektedir. UV-B, bitkilerde büyüme, gelişme ve fotosentezde 

anormalliklere, DNA, protein ve zarlar üzerinde ise hasarlara yol açmaktadır (Correia et al. 

1999; Laposi et al. 2009). 
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UV-B radyasyonu duyarlılığı ya da direnci, bitki türleri arasında farklılık göstermekte, 

hatta aynı türler arasında bile oldukça farklı olduğu bildirilmektedir. UV-B radyasyonu 

bitkilerin morfolojisini ve anatomisini etkilemektedir (Yao and Liu 2007). 

 

Şekil 2. Işık dalga boyları 

 

Stres faktörleri, çeşitli zararlar meydana getirmek suretiyle bitki yapısında 

gerçekleşmekte olan biyolojik fonksiyonlarının bozulmasına ya da aksamasına sebep olarak, 

onların büyüme, gelişme yönünden genetik potansiyellerine ulaşmalarını engellerler. Biyotik 

(otobur aktiviteler, rekabet, patojenler vb.) ve abiyotik (düşük ve yüksek sıcaklık, tuzluluk, 

kuraklık vb.) faktörler olmak üzere iki gruba ayrılan stres faktörleri, büyüme ve gelişmenin yanı 

sıra ürün verimliliği oranlarında da önemli düşüşlere neden olurlar (Gorovitz and Czosnek 

2007). Bu sorunun çözümüne yönelik olarak, bitki verimini azaltan abiyotik faktörleri konu 

alan çalışmaların sayısı her geçen gün artmakta olup bitkilerde strese sebep olan biyotik ve 

abiyotik faktörler Şekil 3’de özetlenmiştir: 
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Şekil 3. Bitkilerde stres oluşturan faktörler. 

 

Strese maruz kalan tüm bitkilerde hücresel redoks dengesi bozularak oksidatif hasara ve 

reaktif oksijen türlerinin (ROT) fazla miktarda üretilmesine neden olurlar (Bolwell et al. 2002; 

Mittler et al. 2002; Asada 2006). ROT molekülleri yüksek enerjili, çok kararsız ve toksik 

maddelerdir. Oksidatif strese maruz kalan bitkilerde, ROT’lar bitki hücresinin kloroplast, 

mitokondri ve sitoplazma gibi farklı kısımlarında meydana gelerek hücrede özellikle zar lipit 

ve proteinler, klorofil ve DNA gibi önemli hücre bileşenlerinin yapılarının bozulmasına sebep 

olurlar. Bitkiler bu maddelerin zararlarından korunmak için antioksidan savunma 

mekanizmasını harekete geçirirler (Asada 2006; Siddiqui et al. 2010). Bu oksidantlar arasında 

en önemlilerinden biri atmosferik oksijen (O2)’den oluşan kararsız ve toksik olan radikallerdir: 

süperoksit radikali (O2
•-), hidroksil radikali (OH•) ve singlet oksijen (1O2)’dir (Alscher et al. 

1997). Şekil 4’de bu radikallerin oluşumu şematize edilmiştir. 
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Şekil 4. Atmosferik oksijenden reaktif oksijen türlerinin oluşumu (Alscher et al. 1997). 

  

Hücrelerde vuku bulan fizyolojik olayların süreklilik veya dengesini bozan ve 

biyosentez reaksiyonlarının aksamasına sebebiyet veren düşük sıcaklıklar, bitkilerde hücre 

seviyesinde geri dönüşümlü (primer etkiler) ve geri dönüşümsüz hasarların (sekonder etkiler) 

ortaya çıkmasına yol açarlar (Turan ve Ekmekçi 2008). Primer değişimler, sıcaklığın normal 

şartlara yükselmesi sonucunda geri dönüşümlüdür ve oluşan hasarlar bertaraf edilebilir. 

Sekonder etkiler ise, birincil hasarlar oluştuktan sonra stresin devamı halinde ortaya çıkan ve 

genel olarak geriye dönüşü olmayan değişimlerdir (Wang 1982; Turan ve Ekmekçi 2008). 

Düşük sıcaklığın hücresel seviyede ilk olumsuz primer etkisi, zarların sıvı-jel durumundan katı-

jel durumuna geçişi ve bunun sonucu olarak da zarlarda kırılma-yarılmaların ortaya çıkışı 

şeklinde olur (Lyons and Raison 1970). Zarlarda meydana gelen bu hasarlar, dehidrasyon başta 

olmak üzere, tüm zar fonksiyonlarının bozulmasına neden olur. Düşük sıcaklıklar, membran 

bileşenlerinden özellikle lipidler üzerine etki gösterirler. Bu değişiklik, öncelikli olarak hücre 

ve organel membranlarında bulunan fosfolipidlerin oranındaki artış ile karakterize edilir. 

Sonrasında ise soğuk toleransının maksimum olduğu noktada, hücre zarında bulunan 

serebrosidlerin oranında azalma ile kendini gösterir (Uemura et al. 1995). Soğuk kaynaklı bu 

değişimler, hücre membranlarının bütünlüğünde bozulma, esnekliğinde ve akıcılığında azalma, 

geçirgenliğinde artma ve membrana bağlı enzimlerin aktivitelerinde azalmalar şeklindeki 

etkilerle kendini gösterir. 

Soğuk hasarının neden olduğu fonksiyon kayıplarından biri de kökten su alımı ve 

transpirasyon arasındaki kurulmuş olan dengenin bozulması nedeniyle ortaya çıkan gövde 

dehidrasyonudur (Vernieri et al. 2001; Türk et al. 2014). Düşük sıcaklıklar, başta kloroplast ve 
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mitokondriler olmak üzere çeşitli hücresel organellerdeki metabolik faaliyetlerin de sekteye 

uğramasına neden olurlar. 

BM Gıda ve Tarım Örgütü (FAO)’ne (2016) göre hızla artmakta olan dünya nüfusunun 

2050 yılına kadar 9,7 milyar olması beklenmektedir. Yine artmakta olan nüfusun baskıları, 

iklim değişikliğinin olumsuz yansımaları gibi nedenlerden dolayı son 20 yılda tarıma elverişli 

arazilerin ciddi tehlike altında olduğu uyarısında bulunulmuştur (FAO 2018). Artan insan 

nüfusuna karşın, orman, bitkisel ve hayvansal üretim yapılan alanların yerleşime açılmasından 

dolayı giderek azalmakta olması, yine küresel ısınmadan kaynaklı dengesiz iklimsel olayların 

sıkça ortaya çıkışı, ozon tabakasındaki hasarın artışı, çevre kirliliği gibi etkenlerden dolayı 

mevcut tarım alanlarındaki verimin de tehdit altında bulunması nedeniyle, insanlığın yakın bir 

gelecekte besin kıtlığıyla karşı karşıya kalabileceğini öngörmek mümkündür. Yaklaşan bu 

kıtlık tehlikesi nedeniyle, bilim dünyasının konuyla ilgili branşlarında, tarım alanlarında 

bitkilerin yetiştirilmesi sırasında ortaya çıkabilecek ani iklimsel değişikliklere karşı dışarıdan 

müdahalelerle bitkileri koruyabilmek veya çevresel faktörlerin değişimlerine daha dirençli bitki 

varyetelerinin klasik seleksiyon, ıslah ve yine biyoteknolojik yöntemlerle elde edilmesi, birim 

alandan maksimum verim alabilmek için hibrit varyetelerin oluşturulması, sulama ve 

gübreleme tekniklerinin ve tarımda mekanizasyonun geliştirilmesi gibi alanlarda yoğun 

araştırmalar yapılmaktadır. Tüm bu bilimsel çevrelerin temel gayesi, olması kuvvetle muhtemel 

besin kıtlığına karşı insanlığın geleceğini koruma altına almaya çalışmaktır. 

İşte biz de bu çalışmada, fasulye bitkisine üşümeye karşı direnç kazandırabilmek 

amacıyla, bazı sinyal bileşikleri olarak Salisilik asit (SA), Absisik asit (ABA), Progesteron 

(PRO), Östrojen (ÖS) ve bitkiye hafif ön stres oluşturabilecek düzeyi belirlenmiş olan 

Ultraviyole B (UV-B) ışığını tek tek ve kombinasyonlarıyla birlikte fasulye bitkisine 

uyguladıktan sonra, bitkileri kontrollü üşüme sıcaklıklarına maruz bırakıp, sonrasında strese 

dirençle ilişkili fizyolojik ve biyokimyasal parametrelere analiz ederek, fasulye bitkisinin 

yapılan bu uygulamalarla üşümeye karşı direncinde artış olup olmadığını test etmeye çalıştık.  

Bitki Hormonları 

Salisilik Asit (SA) 

Yüzyıllardır yaprak ve kabuklarının ağrı ve ateşe iyi geldiği bilinmekte olan söğüt 

(Salix)) ağacından adını alan ve bitki fenolik bileşiklerinden olan bir maddedir. 1828 yılında 

Almanya'da Johann Buchner isimli araştırmacı söğüt ağacı kabuklarından salisin izole etmiş, 

salisilik asit adı ilk olarak 1838 yılında Raffaele Piria adlı araştırmacı tarafından kullanılmıştır. 

Salisilik asidin ticari olarak üretimi 'Aspirin' ismiyle Almanya'da gerçekleşmiştir. Son yıllarda 
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salisilik asidin bitkiler üzerindeki etkisine yönelik yapılan çalışmalarda, bitki büyümesinin 

düzenlenmesinde ve gelişiminde oldukça etkili olduğu ortaya konmuştur. Salisilik asit bitkinin 

tüm organlarında bulunmaktadır ve dışarıdan uygulandığı yerden floem yoluyla farklı organlara 

taşınmaktadır (Raskin 1992a,b; Kocaçalışkan 2004; Mutlu 2005). Kimyasal formülü C7H6O3, 

erime noktası 159 oC’dir. Suda az çözünür ve pH’sı 2,4’tür. Şekil 5’te salisilik asidin kimyasal 

yapısı gösterilmektedir. 

 

Şekil 5. Salisilik asidin kimyasal yapısı 

SA’nın ultraviyole ışığı, kuraklık, soğuk ve tuz stresi gibi birçok abiyotik strese ve 

patojen gibi biyotik strese karşı bitkiyi koruduğu bulunmuştur (Taşğın et al. 2003: Ananieva et 

al.  2004; Sakhabutdinova et al. 2004; Mutlu et al. 2009). SA'nın elmalarda etilen sentezini 

durdurduğu, fasulyede dane verimini ve köklenmeyi arttırdığı, fotosentezi hızlandırdığı 

bilinmektedir (Ramanujam et al. 1998; Romani et al.1989; Hayat vd. 2007) SA soğuk şartlar 

altındaki bitkilere dışarıdan uygulamasıyla, direk veya dolaylı olarak antioksidan enzim 

aktivitelerini değiştirebilmektedir (Taşğın et al. 2006; Baktır 2010; Algül vd. 2016). SA’nın 

antioksidan enzim aktiviteleri üzerine etkisi, H2O2 metabolizmasını düzenlediğini öne 

sürülmüştür (Janda et al. 2003). SA, zayıf bir deterjan özelliği gösterdiği ve hücre yüzeyinin 

elektrik yükünü değiştirdiğinden, hücre içerisindeki bazı antioksidan enzimlerin hücre dışına 

salgılanmasında rol oynadığı yönünde görüşler de bulunmaktadır (Minibaeva and Gordon 

2003). Ancak, SA’nın yukarıda belirtilen pek çok fizyolojik ve biyokimyasal etkilerine rağmen, 

içsel SA’nın bu mekanizmadaki düzenleyici rolü henüz tam olarak anlaşılamamıştır (Taşğın et 

al. 2006). 

Absisik Asit (ABA) 

1950 ve 1960’lı yıllarda absisyon ve dormansi çalışmaları hormonal bir bitki büyüme 

engelleyicisinin varlığını ortaya koymuştur. 1963 yılında kimyasal yapısı pamuk meyve ve 

yapraklarında Addicott ve arkadaşları tarafından incelenmiş ve aynı yıl Acer 

pseudoplatanus’un (yalancı çınar yapraklı akçaağaç) ağacının tomurcuklarından Vareing 

tarafından izole edilip, kimyasal yapısı belirlenmiş ve sesquiterpen yapısındaki bu maddeye 

absisik asit (ABA) adı verilmiştir (Çetin 2002). 
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Bitkilerde büyüme ve gelişmeyi düzenleyen hormonlardan biri olan absisik asit (ABA) 

büyümeyi teşvik eden giberellin ve oksinin aksine büyümeyi engeller (Morsünbül vd, 2010). 

Bitkilerin her organında bulunan ABA en çok yaşlı yaprakların mezofil dokusunda üretilir, 

köklerde ABA bulunmaz (Baktır 2010). Tomurcuk ve tohumlarda bulunarak dormansi halinin 

sürmesine yardımcı olmaktadır (Kumalay ve Eryiğit 2011). ABA konsantrasyonu çevre 

koşullarına ve strese bağlı olarak miktarı artarak, hemen yaprak sapı ve gövdeye taşınır (Algül 

vd. 2016). Böylece bitki kendini stres koşullarından korur. Şekil 6’da absisik asidin açık 

kimyasal formülü verilmiştir. 

 

Şekil 6. Absisik asidin açık kimyasal yapısı 

Memeli Cinsiyet Hormonları 

Memeli cinsiyet hormonlarının bitkilerde var olduğu özellikle bitki generatif 

organlarında bulunduğu 1926 yılında tespit edilmiş olmasına rağmen henüz metabolizmaları ve 

etki mekanizması tam olarak aydınlatılmamıştır (Novak et al. 2008; Simerski et al. 2009). 

Bunun yanı sıra dışarıdan bitkilere verilen cisiyet hormonları (östrojen, progesteron, androjen 

vb.) bitki kök gövde, kuru ağırlık, protein miktarlarında artış sağladığı belirlenmiştir (Erdal 

2010; Janeczko et al. 2005). Bu çalışmada kullanılan cinsiyet hormonları progesteron ve 

östrojen steroid hormonlardandır. 

Progesteron 

Progesteron, memeli cinsiyet hormonlarının (MCH) bir üyesidir. 21 karbon içeren 

steroid yapıda bir hormondur. C21H30O2 kapalı formülüne sahip progesteron kolesterolden 

sentezlenir. Şekil 7’de genel yapısı gösterilmiştir. Bitkilerde doğal olarak bulunur ve bitki 

dokularındaki progesteron oldukça düşük düzeydedir. Bu nedenle, progesteronun bitkilerde 

hormonal bir yapıya sahip olduğu ve bitki hormonu adayı olduğu söylenebilir (Janeczko 2012) 

Progesteron içeren MCH'lerin çimlenmeden, bitkilerin çiçeklenmelerine kadar çeşitli yaşam 

evrelerinde uyarıcı etkileri ortaya konulmuştur (Martinez-Honduvilla et al. 1976; Dogra and 

Thukral 1991). 
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Şekil 7. Progesteronun genel yapısı 

Östrojen 

Kadınların adet döngüsünde ve diğer memeli hayvanların dişilerinde östrus döngüsünde 

önemli rol oynayan 18 karbonlu steroid hormonlardır. Östrojenler büyüme, farklılaşma ve 

işlevsel yönden hedef dokularda anahtar düzenleyici olarak görev yaparlar (Erdal 2010). 

Östrojenler hem erkek hem kadınlarda bulunmakla beraber, üreme yaşlarında kadınlarda 

seviyeleri çok daha yüksektir (Erdal 2010). Bu hormonlar kadınlarda göğüs gibi ikincil cinsiyet 

özelliklerinin gelişimini sağlarlar ve adet döngüsüyle ilişkili olan endometrium kalınlaşması ve 

diğer süreçleri düzenlerler (Erdal 2010). Östradiol, östriol ve östron olmak üzere üç alt tipi 

bulunmaktadır. En etkin ovaryum östrojeni olan östradioldür. Sonra sırasıyla estriol ve en az 

etkili olan östrondur (Erdal 2010). 

 

Şekil 8. Östrojenin genel yapısı 

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) Leguminosae (650 cins, 18000 tür) familyasının 

dünyada çok geniş bir yayılış alanına sahip bir üyesidir (Doğan 2006). Anavatanı Güney 

Amerika’dır ve ülkemize yaklaşık 250 yıl önce geldiği tahmin edilmektedir. Türkiye’nin hemen 

hemen her tarafında yetiştirilmesine karşın en çok Karadeniz bölgesinde yetiştirilir. Kuraklığa 

dayanıklı türleri bulunmakta ve 1000 m’den daha yükseklerde kolaylıkla yetişmektedir (Acar 

1999; Uluocak 1984; Doğan 2006). 
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Kültür fasulyesinin yabani formu tam olarak bilinmemekle birlikte Meksika ve Orta 

Amerika'daki tek veya çok yıllık sarılıcı formların olduğu tahmin edilmektedir. Meksika’da çok 

eski yıllardan beri fasulye tarımının yapıldığı saptanmış ve Amerika'nın keşfiyle İspanyollar 

tarafından Avrupa'ya getirilmiş buradan da tüm dünyaya yayılmıştır. Ülkemizde fasulye 

tarımının diğer yemeklik baklagillerden sonra başladığı ve yaklaşık 200 yıldan beri kültürünün 

yapıldığı tahmin edilmektedir (Anlarsal 2005; Kaya 2011). Dünyada toplam fasulye üretim 

alanı 26 milyon hektar civarında olup. Fabaceae (Leguminosae) familyasında yer alan fasulye 

genellikle dikildiği yerdeki bir desteğe sarılarak büyüyen, tek veya çok yıllık türleri olan, otsu 

bir bitkidir. 

Çeşitli stres şartlarına maruz kalan bitkilerde antioksidan enzimlerinde, kök gövde 

yapılarında, hücre ve moleküler yapılarında değişiklikler meydana gelir. Bu durumu ortadan 

kaldırmak veya stres etkisini azaltmak için çeşitli çalışmalar yapılmaktadır. Bu bölümde bu 

çalışmaların bazıları özetlenmiştir. 

Bitkilerde soğuk hasarının ilk etkilerinden biri, kök bölgesinden su alınımı ve terleme 

arasındaki dengenin bozulmasından kaynaklanan gövdeden su kaybıdır (Vernieri et al. 2001). 

Bunun sonucunda, kökte olduğu gibi gövdede de büyüme hızı ve yaprak genişlikleri azalır. 

Daha şiddetli soğuk stresi ise hücresel otolizi ve senesensi artırır (Hund et al. 2008; Farooq et 

al. 2009).  

Soğuk stresinin bitkiler üzerindeki en önemli etkilerinden biri LPO düzeyinin 

artmasıdır. Bu artışla birlikte hücre membran yapısı bozulmakta ve bununla beraber klorofil 

miktarı ciddi derecede düşmektedir (Mahajan and Tuteja 2005; Hu et al. 2006; Posmyk et al. 

2009). UV stresine maruz kalan bitkiler de kök ve gövde uzunluğunun azaldığı, element 

miktarının değiştiği, tüy ve epidermal hücrelerinin yapısının bozulduğu gözlemlenmiştir (Çil 

2006, Tossi et al. 2009; Berli et al. 2010). 

           UV B stresi ise uygulama süresi ve şiddetine bağlı olarak klorofil pigmentlerinde genel 

olarak bir değişime sebep olmazken, karotenoid miktarında artışa sebep olduğu bildirilmiştir 

(Tossi et al. 2009; Berli et al. 2010; Alaçık 2014). 

Biyotik ve abiyotik strese maruz kaldığı zaman bitkiler çeşitli (Reaktif Oksijen Türleri 

(ROT) üretirler. Soğuk stresine maruz kalmış bitkilerde H2O2,.OH ve O2
•- miktarları 

artmaktadır. Tüm hücreler için zararlı olan bu toksik maddeleri ortadan kaldırmak için bitki 

mitokondri, kloroplast ve peroksizomlarından SOD, CAT, POD ve APX gibi çeşitli antioksidan 

enzimleri üretilmektedir. 
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Aynı zamanda UV stresine maruz kalan bitkilerde de diğer stres şartlarına maruz 

kalındığı zamanki gibi ROT miktarlarında artış meydana gelmiş ve bunu baskılamak için 

antioksidan enzimlerin aktivitelerinde benzer şekilde artış olmuştur (Tossi et al. 2009; Berli et 

al. 2010; Szegény et al. 2016). 

Şimdiye kadar yapılan tüm çalışmalarda çok çeşitli maddeler kullanılarak stresin 

oluşturduğu zararları en aza, indirgemek istenmiştir. Bu amaçla kullanılan maddelerden bazıları 

bitki hormonlarından olan salisilik asit, absisik asit, hayvan cinsiyet hormonlarından 

progesteron ve östrojendir. Bu maddelerin farklı stres unsurlarına karşı uygulanması ve 

yararları kısaca özetlenmiştir. 

Keshavaraz (2016) yaptıkları çalışmada soğuk şartlarda yetiştirdikleri ayçiçeği bitkisine 

stres etkisini azaltmak için salisilik asit uygulamış ve bu uygulamanın soğuğun zararlı etkisini 

azalttığı rapor etmişlerdir. Taşğın (2006) SA uygulamasıyla soğuk şartlarında yetiştirilen 

buğday bitkisinin yapraklarında donma hasarının düştüğünü belirlemiştir. Benzer bir çalışma 

da arpa bitkisinde yapılmış ve soğuk stresinin arpa bitkisindeki etkinliğini azaltmak için 

salisilik asit uygulanmış ve olumlu sonuçlar elde edilmiştir (Mutlu et al. 2016). Yapılan 

çalışmalar güncellenecek olursa sadece soğuk değil aynı zamanda diğer abiyotik ve biyotik 

streslerin etkisini azaltmak için kullanılan salisilik asit ROT miktarlarında bir azalışa ve 

iyileşmeye sebep olmaktadır (Miura and Tada 2014). 

Bitki düzenleyici ve hormonlardan olan ABA farklı stres koşullarına çeşitli bitkilerde 

kullanılmıştır (Xuan et al. 2010). 

Chen vd (2010) yaptıkları çalışmada model organizma olan Arabidopsis kullanmışlar 

ve bu çalışmanın sonucunda ABA’nın kök uzunluğu ve tohum büyüklüğünü artırdığını 

bulmuşlardır. Yine pirinç bitkisinde soğuk, kuraklık ve tuz stresine karşı ABA uygulanmış ve 

belirgin şekilde stresin etkilerinin azaltığı belirlenmiştir (Tao et al. 2010). 

Dumlupınar (2000) fasulye bitkisinin soğuğa dayanıklılığı üzerine ABA’nın kök gövde 

uzunluğu, kuru ağırlık, protein ve prolin miktarının artırdığını bildirmiştir. 

Sadece bitki hormonların iyileştirici gücü araştırılmamış aynı zamanda memeli cinsiyet 

hormonlarının da iyileştirici etkisi araştırılmıştır. Bunlardan bazıları; 

Janeczko vd. (2002), in vitro şartlarda çiçeklenme için ışık veya soğuğa ihtiyaç duyan 

Arabidopsis thaliana ve Triticum aestivum bitkilerinde östrojenlerin çiçeklenmeyi uyardığını 

bildirmişlerdir. 

Dogra and Kaur (1994) çimlenen buğday tohumlarının bazı büyüme ve biyokimyasal 

parametreleri üzerine östrojen, progesteronun etkisini araştırmışlar ve bu hormonların kök ve 
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gövde uzunluğu, kök ve gövde kuru ağırlıkları, kök sayısı ve çimlenme yüzdesi gibi morfolojik 

parametreleri uyardıklarını, ayrıca protein içeriği, α-amilaz, peroksidaz ve katalaz aktivitelerini 

de arttırdıklarını rapor etmişlerdir. Ayrıca bu araştırmacılar, uygulanan memeli cinsiyet 

hormonlarının düşük konsantrasyonlarda (10-6 ve 10-8 M) yüksek konsantrasyonlara oranla 

daha iyi sonuç verdiklerini rapor etmişlerdir. Yine bazı araştırıcılar, bitkilerin cinsiyetinin 

belirlenmesi olayında bu hormonların etkili olabileceğini öne sürmüşlerdir (Tamindzic and Jo 

Ann Banks 2004). 

Başka bir çalışmada ise buğday bitkisinde kuraklık stresine karşı progesteron 

uygulanmış ve klorofil içeriğinin artığı belirlenmiştir (Janeczko et al. 2015). 

Bu çalışmanın amacı; Türkiye’de ve dünyada tarımı yapılan fasulye bitkisinin soğuğa 

direncine katkı sağlayabileceği varsayılan bazı bitki sinyal bileşiklerinin ve soğuğa aklimasyon 

sağlayabilmek için hafif ön stres faktörü olabileceğini tahmin ettiğimiz UV-B ışınlarını,  

bitkileri üşüme sıcaklıklarına maruz bırakmadan önce uygulamak süretiyle soğuk stresine karşı 

direnç sağlamada etkili olup olmadıklarını görmek ve strese dirençle alakalı fizyolojik ve 

biyokimyasal parametrelerle bulduğumuz sonuçları analiz edebilmektir. Aynı zamanda bu söz 

konusu sinyal ajanları ve UV-B ışınlarını kombinasyonlu olarak uygulayarak sinergistik etki 

gösterip göstermediklerini test edebilmektir. 
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KURAMSAL TEMELLER 

Reaktif Oksijen Türleri  

Moleküler oksijen, yaklaşık 2,7 milyar yıl önce Dünya'nın erken indirgen atmosferine 

O2 üreten fotosentetik organizmalar tarafından salındı ve bunun bir sonucu olarak istenmeyen 

yan ürünler yani reaktif oksijen türlerinin (ROT) ortaya çıkmasına neden oldu. Bir serbest 

radikal, bir atomik orbitalde eşleşmemiş bir elektron içeren, bağımsız olarak var olabilen 

herhangi bir moleküler tür olarak tanımlanabilir. Eşlenmemiş bir elektronun varlığı, çoğu 

radikal tarafından paylaşılan belirli ortak özelliklerle sonuçlanır. Birçok radikal kararsız ve 

oldukça reaktiftir. Diğer moleküllere elektron verebilir veya diğer moleküllerden elektron 

alabilirler, bu nedenle oksidan veya indirgeyici gibi davranırlar. Birçok hastalık durumunda en 

önemli oksijen içeren serbest radikaller, hidroksil radikali, süperoksit anyon radikali, hidrojen 

peroksit, tekli oksijen, hipoklorit, nitrik oksit radikali ve peroksinitrit radikalidir. Bunlar, DNA, 

proteinler, karbohidratlar ve lipidler gibi biyolojik olarak ilgili moleküllere zarar verme 

yeteneğine sahip, çekirdekte ve hücre zarlarında oldukça reaktif türlerdir. Serbest radikaller, 

hücre hasarına ve homeostatik bozulmaya yol açan önemli makro moleküllere saldırır. Serbest 

radikallerin hedefleri dokulardaki her türlü molekülü içerir. Bunlar arasında lipidler, nükleik 

asitler ve proteinler başlıca hedeflerdir. 

Eşlenmemiş elektrona sahip moleküllerin molekül büyüklükleri az olmakla birlikte 

ömürleri kısa ve kararsız olan ROT’lar diğer moleküller ile etkileşemeye girdikten sonra bu 

moleküllerden bir elektron almış olurlar ve bazen elektronu onlara vermiş olurlar. Diğer 

moleküllerle etkileştiğinde kolay bir şekilde elektron alışverişine girerler ve onların yapılarını 

bozarlarBu moleküller 2 grupta incelenebilir. 

Radikal olanlar: Bunların bir elektronu eksik olmasına rağmen,diğer molekuller ile 

kolay bir şekilde elektron alışverişine girerek oksidasyon yaparlar. Örnek olarak süperoksid 

anyonu (O2
•-,) ve hidroksil radikali (•OH) verilebilir.  

Radikal olmayanlar: Bu moleküllerin eksik elektron ihtiyacı olmamasına  rağmen, 

diğer molekülleri ile önceki gruba göre çok zayıf halde oksidasyona girerler. Örnek olarak;  

H2O2 ve Singlet Oksijen (1O2) gibi (Genişel 2010). 

Singlet Oksijen (1O2) 

 Foyer vd. (1997) ve Güler (2008) araştırmalarına göre bu molekül yüksek enerjiye 

sahip ve radikal özelliği bulunmayan bir moleküldür. Ancak güçlü bir oksidandır. Bitkilerde 

üretimi genellikle fotokimyasal olup asıl kaynağı fotosentezde görev alan klorofil pigmentidir. 
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1O2 içerdiği yüksek enerjiyi transfer ederek, kovalent tepkimelere girerek diğer moleküllerin 

yapısını değiştirir. Singlet Oksijen karbon-karbon çift bağları ile tepkimeye girer. 1O2 çoklu 

moleküller ile tepkimeye  girdiğinde büyük seviyede yıkıcıdır ve canlılarda hasara neden olan  

oksijen türlerindendir (Cadenas 1989; Durmuş 2003). Çift bağlı olan yağ asitleri ile reaksiyona 

girer ve O2
•- üretir ve etkili halde lipidlerin peroksidasyonu başlatabilir (Gechev et al. 2002; 

Minibaeva and Gordon 2003). Gechev vd. 2002; Minibaeva ve Gordon 2003 çalışmalarına göre 

hücrelerde membranların glikolipidler, fosfolipidler, steroller ve gliseridler yapısındaki çift 

bağlı olan yağ asitleri ile tepkimeye girer ve sonuçta peroksitler, aldehitler, hidroksi yağ 

asitlerine benzer lipit peroksidasyon ürünlerinin oluşumunu sağlarlar (Minibaeva and Gordon 

2003). 

Süperoksit radikali (O2
•-) 

Canlı organizmalarda olan ve moleküler oksijenin bir elektron alınması sonucunda 

indirgenir ve bu anyon oluşur. Bu radikal hem enzimatik yolla hem de enzimatik olmayan 

tepikmeler ile oluşabilir. Organizmalarda temel yeri üretmek için tilakoidlerın membranlarında 

yerleşen PSI’ sistemi’dir. Mitokondrilerde elektron sızıntıları sırasında da üretile bilir. Alscher 

vd. (1997) çalışmalarına göre süperoksit anyonunu •OH ve singlet oksijen oluşumunu başlatır.  

O2
•- güçlü reaktiviteyesahiptir ve lipitler ile başka bileşiklerinoksidasyonuna da sebep olabilir. 

Fridovich (1995) ve Mutlu (2009) incelemelerine göre O2
•- radikalin lipit peroksidasyonuna, 

hücre zarının bozulması, hücrelerde toksisite ve DNA’nın tek zincir kırıklarına nede olduğu 

gösterilmiştir. Delledone vd. (2001) ve Desikan vd. (2005) çalışmalarına göre bu radikal 

hücreye doğrudan zarar vermez. O2
•- H2O2 ile tepkimeye girer ve organizma için çok daha 

zararlı bir molekül •OH üretilmesinde etkili olur (Güler 2008; Mutlu 2009). Süperoksit radikali, 

kloroplastların elektron taşıma zinciri (ETS) ve bitki hücresinin diğer bölümlerinde elektron 

transfer sırasında O2'nin kısmi indirgenmesi üzerine üretilir. O2'nin süperoksit radikali üretmek 

üzere indirgenmesi, kloroplastların tilakoidlerinde lokalize olan siklik olmayan ETS'de 

gerçekleşir. Mitokondriyal ETS'de sitokrom c oksidaz, O2 ile etkileşime girdiğinde normalde 

H2O üretilir. Ancak O2, O2•- oluşturmak için sitokrom c dışındaki ETS bileşenleriyle de 

reaksiyona girebilir. Süperoksit anyonu bitki hücresinde oluşan ilk ROS'tur ve kısa bir 

yarılanma ömrü ile daha az reaktif olduğundan, bu nedenle kendi başına herhangi bir büyük 

hasara neden olmaz. Bunun yerine, her ikisi de membran lipid peroksidasyonuna neden olabilen 

•OH ve 1O2 gibi daha reaktif ve toksik formlara dönüşebilir (Alscher et al. 1997). 
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Hidrojen peroksit (H2O2) 

Orta derecede reaktif bir oksijen türü olan hidrojen peroksit, O2
•-'nin tek değerli 

indirgenmesi veya protonlanmasıyla üretilir. Düşük pH koşulları altında veya çoğunlukla SOD 

tarafından katalize edilen bir reaksiyon ile H2O2'ye dismute edilerek enzimatik olmayan bir 

şekilde de meydana gelebilir (Hagar et al. 1996). H2O2, proteinlerin denatürasyonuna, DNA’da 

kırılmalara, ve kloroplastlarda thiol grubu içeren enzimlerin aktivitesinin inhibe edilmesine 

neden olur ve bitki hücrelerinde oldukça toksik bir maddedir (Slezak et al. 2007). . O2
•-’lerin 

üretildiği yerlerde yani peroksizom organelinde, mitokondrilerde elektron sızıntılarında, hucre 

zarlarında ve  ekstraselülar matriks’de fazla miktarlarda H2O2 de meydana gelir. Öte yandan  

peroksizomlarda foto solunum esnasında da üretilebildiği Mittler vd. (2004) tarafından 

belirlemiştir. Bu molekülün büyüklüğünden dolayı difüzyon halinde taşınır. Bir taraftan güçsüz 

asittir ve diğer taraftan büyük bir oksidasyon özelliği vardır. Eşlenmemiş elektron bu molekülde 

olmadığından dolayı radikal olmayan özelliğinde bir maddedir. Bitkilerde özellikle Calvin 

döngüsü enzimleri, CuMg-SOD ile Fe-SOD enzimleri, H2O2 tarafından inaktive edilmektedir 

(Halliwell 2006; Gechev et al. 2002; Minibaeva and Gordon 2003; Mutlu 2009). 

Hidroksil radikali (•OH) 

Serbest radikallerle kıyaslandığında çok yüksek hasar potansiyeline sahip oksidan 

maddedir, iyonlaştırma etkisiyle su moleküllerinin bozunması sonunda oluşabilir (Mutlu 2009). 

Hücredeki tüm biyolojik maddelerle reaksiyona giren, fazla üretildiğinde hücre ölümüne sebep 

olan en reaktif ve toksik radikaldir (2003; Halliwell 2006; Mittler 2006). Nötr pH'ta Fe (Fe2+, 

Fe3+) gibi geçiş metalleri tarafından katalize edilen H2O2 ve O2
•- arasındaki Fenton reaksiyonu 

ile üretilir. DNA, proteinler ve lipidler gibi biyomoleküllerle etkileşme ve bunlara zarar verme 

potansiyeline sahiptir. Bu son derece toksik ROS'u temizlemek için herhangi bir enzimatik 

sistem yoktur; bu nedenle, artan birikimi hücre ölümüne yol açar. 

Lipid Peroksidasyonu 

Lipidlerin peroksidasyonları, hem hücrenin hem de organellerin memberanlardaki 

fosfolipidlerin aşırı poliansatüre yağ asitlerinin oksidatif yıkımı bilinmektedir sonuçta hasara 

neden olur ve hasarları geri dönüşsüzdür (Akkus 1995). Kararlı olmayan lipid radikalinin O2 

ile reaksiyona girerek ve sonuç olarak lipidlerin  peroksitleşmiş radikalleri üretilir (Spiteller 

2001; Kuru 2007; Erdal 2010). İkiden fazla çift bağları olan yağ asitlerinin peroksidasyonunda, 

malondialdehid (MDA) üretilir (Yılmaz ve Ozan 2003). Bu bileşiğin içsel seviyesini ölçmek 

için tiyobarbitürik asit kullanılmaktadır (Yılmaz ve Ozan 2003; Kuru 2007; Erdal 2010). 
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Antioksidan Enzimler 

Süperoksit dismutaz (SOD) 

  

Süperoksit dismutaz (E.C.1.15.1.1) metalloenzim ailesine aittir ve evrensel olarak 

tüm aerobik organizmalarda bulunur. Stres koşulları altında, SOD hayati bir rol oynar ve 

ROS kaynaklı hasarlara karşı birincil savunma hattını oluşturur (Alscher and Hess 1993). 

                                                                    SOD 

 

                              2O2
•-  + 2H   H2O2  + O2 

Süperoksit dismutaz enzimi ROT’ların parçalanmasında belli bir rolü olduğu 

belirlenmiş, antioksidan savunmanın ilk savunma zincirini oluşturur (Moller 2001). Süperoksit 

dismutaz enzimi bütün canlılarda ve tüm hücre alt yapısında olan kendi aktivitesini çeşitli 

streslere tepki şeklinde arttığı ve bu artışların strese için direnç kazanma olduğu keşfedilmiştir 

(Bowler et al. 1991; Van Camp et al. 1994; Foyer et al. 1997; Apel and Hirt 2004; Turk et al. 

2014). Süperoksit dismutaz enziminin üç izoenzimi bulunur. Bu enzimler; (Cu/ZnSOD), 

(MnSOD) ve (Fe SOD) dir. Süperoksit dismutaz enziminin bu üç formu KCN ve H2O2’ye 

duyarlılıklarına göre farklılık gösterirler (Scandalios 1993; Bowler et al. 1994; Allen 1995). 

Onlardan MnSOD KCN ve H2O2’ye dirençli olup ve tüm hücrelerin mitokondrilerinde görülür. 

Cu/Zn SOD KCN ve H2O2’ye duyarlıdır ve yüksek bitkilerin sitozol ve kloroplastlarının içinde 

bulunurlar. Önceki SOD çeşiti olan, hidrojen peroksite duyarlıyken, potasyum siyanide direnç 

kazanmıştır (Bowler et al. 1992; Güler 2008). Öte yandan FeSOD,  homodimer şeklindedir 

(Alscher ve Erturk 2002). Süperoksit dismutaz enziminin stres durumunda oluşan oksidatif 

hasara karşı tek başına güçlü olmadığı ileri sürülmüştür (Pitcher et al. 1991). 

Guaiacol Peroksidaz (POD) 

POD’lar (E.C.1.11.1.7) farklı biyolojik olaylarda önemli rolü olan büyük bir enzim 

grubu sayılır. Süperoksit dismutaz enzimi ve katalaz enzimi ile etki gösterirken ROT’ların 

parçalanmasında aktif etkisi olan HEM prostetik kısımlarına sahip bir enzimdir (Banci 1997; 

Kim et al. 2000). Peroksidazlar, hidrojen peroksitten yararlanarak fenoller ve hidrokinonlar 

benzer çok sayıda aromatik olan bileşenlerin hidrojen alınımında katalitik rolleri vardır 

(Bergmeyer and Grabl 1983). 

POD’ların fazla şekilde fizyolojik mekanizmalarda irtibatı olduğu ve hücre 

reaksiyonlarında önemli bir işlevi olduğu tanımlanmıştır (Durmus 2003). Stres şartlarındaki 

bitkilerde POD’ların etkinliklerinin arttığı ifade edilmiştir (Asada 1992, Erdal and Türk 2015, 
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Genisel et al. 2015). Peroksidaz enzimi, bitkilerin hücresi içinde en önemli antioksidan 

enzimlerindendir (Bakardjieva and Christov 1996). Molekül ağırlıkları 35-100 kDa arasında 

değişmektedir. POD’lar H2O verirler ve çoklu organik ve inorganik maddeleri (BH2) kullanıp 

hidrojen peroksiti aradan kaldırırlar.  

BH2 + H2O2   B + 2H2O 
 POD  

Peroksidazlar diğer birçok metabolik süreçte de etkili olurlar. Mesela oksin 

metabolizması. POD enzimin aktivitesi, bir çok stres faktörlerinden büyük miktarda etkilenir, 

o yüzden POD enzimi, strese karşılaşan bir enzim tanımlanır (Whetten et al. 1998; Jaleel et al. 

2007; Mutlu 2005). 

Katalaz (CAT)  

CAT (E.C.1.11.1.6) enzimi oksijen kullanan tüm mikroroganizmalarda, omurgalı 

olanlarda, omurgalı olmayanlarda, bitkilerde ve mantarlarda bulunur ve canlılarda çok yaygın 

dağılım gösterirler (Bergmeyer and Grabl 1983). Tek bir katalaz molekülü bir saniye içinde bir 

kaç milyon H2O2 moleküllerini  katalizler. 

CAT enzimi bitkisel dokularında hidrojen peroksitin temizlenmesinde önemli rolü 

olduğu ifade edilmiştir (Patykowski and Urbanek 2003). Katalaz enziminin esas işlevi, oksijen 

varlığında hücre reaksiyonlarının bazı yerlerinde sentezlenen, radikal özellikleri hidrojen 

peroksitn veya karboksil gruplarının özellikle hücre zarlarında oluşabilecek hasarlarını 

engellemektedir. Zira H2O2, 1O2 ve •OH radikallerinin bir güç mekanıdır (Scandalios 1993; 

Chaudiere and Ferrari 1999). Katalaz enzimi, mitokondirilerin elektron taşıma sızıntılarında 

oksijen az elektron alırken hidrojen peroksite üretir (Chaudiere and Ferrari 1999). 

(Kataliz eden Aktivitesi) 

2 H2O2  2 H2O + O2 
 

(Peroksidatif Aktivite) 

AH2+ ROOH  H2O+ ROH + A  

 Streb vd. (1993) araştırmalarında ifade etmiştir ki CAT enzimi nisbeten kararsız bir 

enzimdir. Işığın fazla olduğu ve strese maruz kalan bitkilerde oluşan hidrojen peroksitin yüksek 

konsantrasyonlarda olduğu durumlarda aktivitesi engellenebilir. CAT enziminin tek olduğu yer 

peroksizomlardır ve bir küçük miktarda mitokondrinin matriksinde bulunmamaktadır bu 

yüzden CAT enzimi nisbeten az etkinliğe sahiptir (Asada 1992; Scandalios 1993). Katalaz 

enziminin  aktivitesinin artışında iki vitamin (E ve K) ve iki antioksidant madde (askorbik asit, 
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glutatyon) yararlanır. Bunun nedeni kolay bir şekilde elektron almalarına rağmendir (Keha and 

Küfrevioğlu 2000; Taşğın 2004). 

Askorbat peroksidaz (APX) 

Askorbat peroksidaz (E.C.1.1.11.1) askorbat-glutatyon (ASC-GSH) döngüsünün 

önemli bir bileşenidir ve sitozol ve kloroplastta üretilen H2O2'yi ortadan kaldırır. APX, askorbik 

asiti indirgeyici bir ajan olarak kullanarak H2O2'yi H2O ve DHA'ya dönüştürür. Askorbat 

peroksidaz enzimi, iki molekül askorbattan yararlanarak H2O2’yi suya dönüştüren antioksidan 

bir enzim olarak bilinmektedir (Noctor and Foyer 1998). Bu reaksiyon sonucunda askorbat iki 

molekül monodehidro askorbata (MDHA) dönüşür. MDHA mono dehidroaskorbat redüktaz 

tarafından tekrar askorbata dönüştürülür (Kumar et al. 2011). APX, glutatyon askorbat 

döngüsünün ayrılmaz bir bileşenidir (Noctor and Foyer 1998). APX’in bitki hücrelerinde 

tilakoid ve mikrozomal membranlara bağlı formlarda, sitoplazmada ve stromada çözünmüş 

formlarda ve apoplast da olmak üzere en az beş izoformu vardır (Yamaguchi 1995; Noctor and 

Foyer 1998). tAPX, gmAPX, sAPX, cAPX gibi izoformlardan üretilen APX ailesi, H2O2’ye 

karşı CAT’a kıyasla daha yüksek bir afinitesi vardır. APX’in izoformları, elektron vericidirler 

ve askorbat olmadan çok kararsız olurlar (Miyake and Asada 1996). Sitoplazmadaki APX’ler, 

kloroplast APX’lerine benzerler (Ranieri et al. 1996; Van Acker et al. 1998; Güler 2008). 

APX’ler, genelde askorbata olan yüksek afiniteleri olduğundan dolayı guaiakol peroksidazlarla 

farkları belirlenmiştir (Nakano and Asada, 1987; Güler 2008). 

APX 

H2O2 + 2AsA  H2O + 2 MDHA 

Glutatyon (GSH) 

Glutatyon esasen düşük moleküler ağırlıklı bir tiyol tripeptittir (γ-glutamylcysteinyl-

glycine) ve sitozol, kloroplastlar, endoplazmik retikulum, mitokondri, vakuoller, peroksizomlar 

ve apoplast gibi tüm hücresel bölmelerde geniş dağılıma sahiptir ve ROS'un neden olduğu 

oksidatif hasara karşı hücre içi savunmanın temelini oluşturur. ATP'ye bağlı iki adım, glutation 

sentezini belirler; ilk olarak, y-glutamilsistein, glutamat-sistein ligaz (GCL) varlığında Cys ve 

Glu'dan sentezlenir ve ardından glutatyon sentetaz (GS), GSH'yi vermesi için Gly'ye y-

glutamilsistein yardımcı olur. GSH, hücre bölünmesi, hücre farklılaşması, hücre ölümü ve 

yaşlanması, patojen direnci, enzimatik aktivitenin düzenlenmesi, sülfat taşınmasının 

düzenlenmesi, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, metabolitlerin konjugasyonu, proteinlerin 

ve nükleotitlerin sentezi, sentezi gibi kapsamlı biyolojik süreçlerde ayrılmaz bir rol oynar. 

Herschbach vd. (1994) ifadelerine göre GSH’nin rolü bitkilerin hücrelerinde sülfür 
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reaksiyonlarında büyük bir fizyolojik rolü olduğu ileri sürmüşlerdir. Herschbach vd. 1994 

GSH’nin, proteinsiz tiyol grupları içerirken diğer taraftan sülfür yıkımını düzenler. Diğer 

taraftan ağır metaller bitkiler tarafından kontrol geçerler (Grill et al. 1989; Rauser 1987; 

Scheller et al. 1987). GSH bitkilerde ve hayvanlarda redoks tamponu olarak ve antioksidan 

özeline sahip olan maddedir (Foyer and Halliwell 1976; Meister 1994). GSH, antioksidan 

fonksiyonu sayesinde, ROT’ların detoksifikasyonunda işlevi belirlenmiştir (Foyer et al. 1994; 

Creissen et al. 1996; Güler 2008). Başka bir görevi gen ekspresyon işlevinde rolü vardır (Dron 

et al. 1988; Wingate et al. 1988). Bitki hücrelerinin bölünmesinde redoks kontrolü olayında 

rolü belirlenmiştir (Sanchez-Fernandez et al. 1997; Shaul et al. 1996). 

Askorbat (L-Askorbik Asit, C Vitamini) 

Askorbik asit (AA), potansiyel olarak bir dizi enzimatik ve non-enzimatik ortamda 

elektron bağışlama yeteneğinden dolayı, artan ROS seviyesinden kaynaklanan oksidatif strese 

karşı önemli bir savunma rolü olan bol, güçlü, düşük moleküler ağırlıklı ve suda çözünür bir 

antioksidandır. Bitkilerin tümünde askorbat üretilebilir (Burns 1957). Hidroksil, süperoksit ve 

singlent oksijen radikallerine direkt olarak etki eden önemli bir primer antioksidan maddedir 

(Buettner and Jurkiewicz 1996). Fotosentezin basamaklarının dengede tutulması ve ışık 

hasarını önlemede etkilidir (Forti and Elli 1995). Bitki hücrelerinde antioksidan özelliği vardır. 

Enzimlerin aktivitelerinin korunmasında önemli rol oynar (Padh, 1990). Bunlara ilave olarak 

askorbat, önemli bir antioksidan olan α-tokofenollerin okside formlarını indirgeyen güçlü bir 

sekonder antioksidan olarak görev yapar (Padh, 1990). 

Bitkilerde H2O2’nin temizlenmesi için çok önem sağlayan substrat askorbattır 

(Mehlhorn et al.  1996; Nakano and Asada 1987). GSH, ona benzer askorbat masraflanmazlar 

(Noctor and Foyer 1998). (Şekil 9). 
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MATERYAL ve YÖNTEMLER 

Kullanılan Kimyasallar ve Aletler 

Soğutucu  : Arçelik 

Dikey difriz (-20 oC)  : Siemens 

Dikey difriz dondurucu (-80 oC) : Thermo Scientific 

Mini Elektroforez  : BIO-RAD 

Dijital terazi (hassas)  : Shimadzu-AY220 

Tüp karıştırıcısı  : Fisons Whirlimixer Cyclone Vortex Mixer 

Manyetik karıştırıcı ve ısıtıcı  : Chiltern, model HS31 

Masa üstü santrifüjü : Hettich, model EBA-22 

Otomatik pipetler  : Ependorf pipet 

Dijital pH metre : Mettler Toledo 

Soğuk su banyosu  : Huber Polystat, model CC1 

Kuru blok inkübatörü  : Allsheng miniT-100 

Su banyosu  : WiseBath Fuzzy Control Systemes 

Soğutmalı masa santrifüjü : Hettich Universal 

Spektrofotometre : Shimadzu UV-visible-1800 

Mikroplate spektrofotometre      : Thermo, Scientific Multi Scan Go 

UV-B lambası ve kabini               : TLD 15W/08 UVP 

Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanma Koşulları 

Çalışmalarımızıda kullanılan kimyasallar Merk ve Sigma-Aldrich firmalarından satın 

alınmıştır. Kullanılan çözeltilerin yapılışı aşağıda verilmiştir. 

 Protein tayini: 1 M KH2PO4 (pH 6,75) 3,4 gr KH2PO4 200 ml saf suda çözülür. 1 M 

NaOH ile pH 6.5’a ayarlanır ve toplam hacim distile su ile 250 ml yapılır. 

 Protein tayini: 15ml Bicinchoninic asit 0,3 ml CuSO4 ile karıştırıldı (BCA reaktifi) 

 Antioksidan enzimlerin homojenizasyon çözeltisi: 0,1 M K2HPO4 (pH 6,70), %1 

PVP ve 1 mM EDTA (3,4 gr KH2PO4 200 ml deiyonize suda çözülmüş, Normalitesi 

bir olan sodyum hiroksit ile pH 6,7'ye ayarlanmış ve sonra toplam hacmi saf su ile 

250 ml’ye tamamlanmıştır. Bunun üzerine 2,45 gr PVP ile 0,75 gr EDTA sıra ile 

ilave edilmiştir. 

 Katalaz aktivitesi için tampon 103,5 mM KH2PO4, (pH 7,5) 1,42 gr KH2PO4, 

yaklaşık 80 ml saf suda çözülmüş ve 1 M NaOH ile pH 7,5’e ayarladıktan sonra 



 

23 

çözelti hacmi distile su ile 100 ml yapılmıştır. 

 Katalaz aktivitesi için substrat çözeltisi: (40 mM H2O2), %35 H2O2 çözletisinde 

346 μl alınıp son hacim saf su ile 100 ml yapılmıştır. 

 Katalaz aktivitesi için standart grafik: (5 mM H2O2 çözeltisi) %35’lik H2O2 

çözletisinde 40 μl alınır ve son hacmi distile suyla 100 ml yapılmıştır. 

 SOD için gerekli tampon çözelti: 50 mM KH2PO4 (pH: 7,8) 1,7 gram KH2PO4 200 

ml deiyonize suda çözülmüş, pH 7,8’e ayarlanmış ve son toplam hacim saf su ile 250 

ml’ye ayarlanmıştır. 

 SOD aktivitesi reaksiyon karışımı: (13 mM metionin, w/v), bunun için 0,586 gr 

metionin alınmış ve yukarıda SOD için verilen tampon çözelti içinde çözünerek son 

hacim 250 ml olacak şekilde hazırlanmıştır. 

 SOD reaksiyon karışımı için: (63 µM NBT), 0,0128 g NBT alınır ve yukarıda 

hazırlanan SOD tampon çözeltisi içinde çözünerek son hacim 250 ml yapılmıştır. 

 SOD reaksiyon karışımı için: (0,1 mM EDTA), bunun için 0,073 g EDTA, SOD 

tampon çözeltisi içinde çözünerek son hacim 250 ml yapılmıştır. 

 SOD aktivitesi için 2. Çözelti: (13 µM riboflavin), 0,019 gr Riboflavin alınıp, 500 

ml dsitile suda çözdükten sonra 3 ml reaksiyon karışımı hazırlamak için 390 µL 

Riboflavin çözeltisi ilave edilerek hazırlandı. 

 Peroksidaz aktivitesi tampon çözeltisi: 100 mM Na2HPO4, (pH 5.5), 3,55 gr 

Na2HPO4 100 ml saf suda çözünmüş ve pH 5,5’e ayarlanmıştır. Son olarak toplam 

hacim saf su ile 250 ml yapılmıştır. 

 Peroksidaz aktivitesi substrat çözeltisi: (5 mM guaiacol+5 mM H2O2), bunun için 

54 m µl quaiacol ve 15 µl H2O2 (%35 ve d=1,13 gr/mol) yaklaşık 90 ml fosfat 

tamponunda (100 M, pH 5,5) çözünmüş ve son hacim aynı tamponla 100 ml 

yapılmıştır.  

 APX aktivitesi ölçümü için çözeltiler: (50 mM KH2PO4), 0,17 gr potasyum fosfat 

çözündürülmüş ve pH’sı 6,75 yapılmış, son hacim 250 ml’ye tamamlanmıştır. 0,225 

gr askorbik asit (20 µM) ve 100 μl H2O2
 (5mM) ve 0,0147 gr EDTA (0,2 mM) 

çözeltisi hazırlanmıştır. 

 Lipid peroksidasyonu homojenizasyon çözeltisi: (%0,1 TCA), yaklaşık 80 ml 

deiyonize suya 0,1 gr TCA ilave edilip, son hacim 100 ml yapıldı. 

 Lipid peroksidasyonu reaksiyon çözeltisi: (%0,5’lik TBA), 80 ml deiyonize suda 

20 gr TCA çözülmüş, daha sonra içerisine %0,5 tiyobarbutirik asit ilave edilerek son 

hacim 100 ml yapıldı.  

 H2O2 tayini için: (%0,1 lik TCA), 0,1 gr TCA yaklaşık 80 ml saf su da çözülerek 

hazırlanmıştır ve so hacmi 100 ml yapılmıştır (homojenizasyon çözeltisi). 
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 H2O2 tayini için: 10 mM KH2PO4: 0,136 gr potasyum 100 ml saf su içerisine ilave 

edilerek pH sı 7 ye ayarlanmıştır. 

 Fenolik madde tayini için: (0,1 M KH2PO4 (pH 6,75), 3,4 gr KH2PO4 200 ml 

deiyonize suda çözülmüş, 1 M NaOH ile pH6,75 ayarlanmış ve son hacim deiyonize 

suyla 250 ml tamamlanmıştır. 

 Fenolik madde tayini için: (%20 lik Na2CO3 çözeltisi), bunun için 20 gr Na2CO3 

100 ml saf suda çözündürülerek hazırlanmıştır.  

 Akrilamid/Bis-akrilamid (%30 akrilamid ve %2,7 Bis): Bunun için 29,2 gr 

Akrilamid yaklaşık 80 ml saf suda çözünmüş ve üzerine 0,8 gr Bis eklendikten sonra 

son hacim saf suyla 100 ml’ye tamamlanmıştır. 

 Ayırma jelinin tamponu (1,5 M Tris-HCl, pH 8,8): Bunun için 18,15 gr Tris-HCl 

50 ml saf suda çözünmüş ve 1 M HCl ile pH 8,8 yapılmıştır. Sonra, saf su ile çözelti 

hacmi 100 ml yapılmıştır. 

 Yükleme tamponu için (0.5 M Tris-HCl, pH 6,8): 6 gr Tris-HCl 80 ml saf suda 

çözündürülmüş, 1 M HCl ile pH 6,8’e ayarlanmış ve hacmi distile su ile 100 ml’ye 

tamamlanmıştır.  

 SDS (%10): Bunun için 10 gr SDS yaklaşık 80 ml suda çözülmüş ve son hacim 100 

ml’ya tamamlanmıştır. 

 Elektroforez tank içi tamponu (0,025 M Tris-HCl, 0,192 M Glisin, %0,1 SDS, 

pH 6,8): Bunun için 3 gr Tris-HCl, 1 gram SDS ve 14,4 gr Glisin alınmış, yaklaşık 

900 ml saf suda çözündülten sonra pH’sı 6,8’e ayarlanmıştır. Çözeltinin son hacmi 

saf su ile 1000 ml’ye ayarlanmıştır. 

 GR aktivitesi için: (0,25 mM’lık NADPH) Bunu hazırlamak için 0,0022 gr NADPH 

yaklaşık 8 ml saf suda çözünmüş ve son hacmi 10 ml yapılmıştır. 

 GR aktivitesi için: 1 mM oksitlenmiş glutatyon (GSSG), bunun için 0,0061 gr 

GSSG, 10 ml distile su içersinde iyice çözünmüştür. 

 GR aktivitesi için: 0,5 mmol EDTA çözeltisi için, 0,0014 gr EDTA 10 ml deiyonize 

su içerisinde çözündürülmüştür. 

 GR aktivitesi için: 50 mM Tris-HCl çözeltisi için, 0,06 gr Tris, bir miktar saf su 

içerisinde çözündürülmüş, sonra pH:7.8’e ayarlanmış ve son hacim 10 ml’ye 

tamamlanmıştır. 

 NR ve NiR aktivitesi çözeltileri: NR aktivitesinde kullanılan ekstraksiyon çözeltisi 

(100 mM Tris (pH 7,6), 7,5 mM sistein, %1 PVP, %0,5 BSA, 1 mM Na-EDTA ve 5 

mM merkaptoetanol), bunun için 1,2 gr Tris-HCl yaklaşık 80 mL saf suda çözülür ve 

pH’sı 7,6’ya ayarlanır. Sonra bu çözeltiye 1 gr PVP, 0,037 gr Na-EDTA, 0,5 gr BSA, 

0,09 gr sistein, 40 µL merkaptoetanol ilave edilmiş ve son hacim distile suyla 100 
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mL olacak şekilde ayarlanmıştır. 

  NR için aktivite tamponu: Bunun için 0,272 gr KH2PO4, 0,0074 gr Na-EDTA, 0,02 

gr KNO3 ve son olarak 4 mg NADH yaklaşık 15 ml distile suda çözülmüş ve son pH 

7,8’e ayarlanmıştır. Çözeltinin son hacmi distile su ile 20 ml yapılmıştır.  

 1 M Baryum asetat: Bunun için 5 gr baryum asetat’ın 15 ml saf suda çözüldükten 

sonra son hacmi 20 ml’ye tamamlanmıştır. 

 %1 Sülfanilamid: Bunun için 1 gr sülfanilamid, 80 ml 2 N HCl içinde çözüldükten 

sonra son hacmi 100 ml’ye tamamlanmıştır. 

 %0,02’lik N-1-Naftil Etilendiamin Dihidroklorür (NED): Bunun için 0,04 gr N-

1-Naftiletilendiamin dihidroklorür, 100 ml distile suda çözünmüş ve daha sonra son 

hacim 200 ml’ye tamamlanmıştır. 

 Glutaminsentaz aktivitesi çözeltileri: Homojenizasyon çözeltisi (250 ml), bunun 

için 6 gr HEPES, 150 mL saf suda çözünmüş ve bunun üzerine 0,19 gr DTT, 18 �l 

merkaptoetanol, 0,07 gr EDTA ve 0,24 gr MgCl2 ilave edildikten sonra, pH’sı 7,6’ya 

ayarlanmış ve son hacmi distile su ile 250 ml’ye tamamlanmıştır. 
 Reaksiyon karışımı (100 ml): Bunun için 12,15 gr Tris-HCl alındı ve yaklaşık 80 

ml saf suda çözündü, çözelti üzerine 0,5 gr ATP, 0,24 gr Sistein, 0,96 gr MgS04, 0,55 

gr hidroksilamin hidroklorür (NH2OH.HCl) ve son olarak 0,95 gr glutamat ilave 

edilmiş ve pH’sı 7,6’ya ayarlanmış ve son olarak çözeltinin hacmi 100 ml’ye 

tamamlanmıştır. 

 %10’luk FeCl3 Reaktifi (120 mL): Bu çözelti için ayrı 3 çözelti hazırlanmıştır;12 

gr FeCl3 alınır ve yaklaşık 30 ml 0,2 M HCl içinde çözündürülmış ve son hacmi 40 

ml’ye tamamlanmıştır (çözelti 1). 28,8 gr TCA alınmıştır ve yaklaşık 30 ml saf su 

içinde çözündürüldükten sonra hacmi 40 ml’ye tamamlanmıştır (çözelti 2). Son 

olarak 40 mL %5’lik HCl çözeltisi hazırlanmıştır (çözelti 3). Hazırlanan bu üç çözelti 

birbiriyle karıştırılmıştır yani (çözelti 1+ çözelti 2+ çözelti 3=120 ml olacak şekilde). 

Yöntemler 

Bitkilerin yetiştirilmesi 

Bu araştırmada fasulye (Phaseolus vulgaris L., cv. Lunatus) bitkisi kullanılmıştır. 

Tohumlar %75’lik etil alkolde iyice yıkanmış ve peşine %5’lik sodyum hipoklorit (ticari 

çamaşır suyu) ile 5 dk sterilizasyon yapıldı. Steril edilen tohumlar, 3-5 kez çeşme suyuyla ve 

sonra 3-5 kez distile su ile yıkama işlemne tabi turuldu. İyice temizlenen tohumlar ditile su 

içerisinde 8 saat ön ıslatma işlemine tabi tutuldu. Daha sonra tohumlar çimlendirilmek amacıyla 

önce içerisine kurutma kȃğıdı serilmiş plastik kaplara yerleştirilmiş ve ortamın nemlendirilmesi 
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için su ilavesi yapılmış ve 1 haftalık çimlenme ve büyüme peryodu boyunca hergün ortama saf 

su ilavesi yapılmıştır. Bu süre sonunda kaplarin içerisinde eşit büyüme gösteren fideler (bireyler 

arasındaki genetik farkılılıkları minimize edebilmek amacıyla) seçilerek (çok küçük ve çok 

büyük olanlar alınmamıştır) hazırlanan kum dolu saksıların içerisine eşit sayılarda (10 

fide/saksı) olacak şekilde ekim yapılmıştır. Müteakiben bitkiler, bir iklim kabininde normal 

şartlarında (24/20°C, 14/10 s foto periyod, 15,000 lüks, %70 nem) yetiştirilmiştir. Her saksıda 

bulunan fideler hasat edileceği güne kadar, hergün eşit miktarda su ile sulanmıştır. Bitkiler 11 

ilave gün bu şartlarda büyütüldükten sonra saksılardaki bitkiler gruplara ayrılarak yapılacak 

uygulamaları gösterecek şekilde üzerleri etiketlendirilmiştir. UV-B uygulaması şu şekilde 

yapılmıştır: Saksıların içerisindeki bitkiler UV-B lambası yerleştirilmiş özel bir kabinin 

içerisine konuldu ve 10 sn 20 W m-2 boyunca UV-B ışığına maruz bırakıldıktan sonra UV-B 

ışığı kapatılarak 1 dk beklendikten sonra bu işlem 3 kez daha tekrar edilerek UV uygulaması 

sonlandırıldı. Aynı zaman diliminde hazırlanan bitki hormonları salisilik asit (SA) 10-4 M, 

absisik asit (ABA) 10-4 M, memeli cinsiyet hormonları östrojen (ÖS) 10-6 M, progesteron 

(PRO) 10-9 M olacak şekilde bitkilere püskürtmeli olarak yapraklarına (50 ml sinyal 

bileşiği/saksı) uygulanmıştır. Tüm bu uygulamalar sonrasında bitkiler, iklim odasına taşınmış 

sıcaklık tedricen düşecek şekilde 14 saat boyunca ışık, 9 °C ve 10 saat boyunca karanlık, 

5°C’olacak şekilde sıcaklık ayarlanmıştır. Belirlenen konsantrasyonlar, ön çalışmalar yapılmış 

ve soğuk uygulamasından sonraki kök gövde uzunluğu, protein miktarındaki artışa ve MDA 

içeriklerine bakılarak seçilmiştir (Şekil 10). 

 

Şekil 9. Soğuk, UV ve hormon uygulanan fasulye bitkileri 
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Kök ve gövde uzunluğu belirlenmesi 

Fasulye bitkileri dikkatlice hasat edilmiş ve kök-gövde uzunluğu hassas bir cetvel 

yardımıyla ölçülmüştür. Bulgular cm/bitki olarak sunulmuştur (Bozcuk 1978). 

Protein tayini 

Taze bitki dokularından 0,5 gr alınan örnek, sıvı azot ile iyice un haline getirildi ve 

üzerine 5 ml 100 mM fosfat tamponu (pH 6,70) pipetlendi ve soğuk bir havanda iyice 

homojenize edildi. Oluşan homjenat 12,000xg’de +4 oC’de 15 dk santrifüjlendi. Santrifüj 

sonrası elde edilen berrak süpernatant protein tayini için kullanıldı. Bu amaçla süpernatanttan 

20 µl alınıp üzerine 200 µl BCA (Bicinchoninic asit+CuSO4) reaktifi pipetlendi. Karışım 60 

°C’de 15 dk süreyle inkübe edildi. Sonra, örnek oda sıcaklığına geledikten sonra absorbansı bir 

nanodrop-plate spektrofotometrede 562 nm’de köre karşı okunmuştur. Kör, ekstrakt yerine 20 

µl BCA reaktifi kullanıllanıarak hazırlandı. Örneklerin protein içeriği hesaplamaları, standart 

bir grafik üzerinden yapıldı ve protein miktarları µg protein/gr taze doku olarak sunuldu. 

Standart grafik için 1 ml’sinde 1 mg protein içeren sığır albumini (BSA) ile hazırlanmış stok 

çözeltisinden plate (96 kuyulu) kuyularına 0.0, 2.5, 5, 7.5, 10 ve 12.5 µg protein içerecek 

şeklilde pipetleme yapıldı ve kuyuların hacimleri steril saf su ile 20 µl’ye tamamlanmıştır. Bu 

kuyulara, 200 µl BCA reaktifi ilave edilip plate hafifçe karıştırıldı. Kör örnek için 200 µl BCA 

ve 20 µl steril saf su kullanıldı. Yükleme yapılan plate, 60 °C’de 20 dk inkübe edildi ve plate 

absorbansı 562 nm’de köre karşı kaydedildi. Ölçümler sonrasında, 562 nm absorbans 

değerlerine karşılık gelen protein içeriği kullanılarak bir standart grafik elde edilmiştir (Şekil 

11). 

 

Şekil 10. Protein tayini için kullanılan standart grafik 
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Total klorofil içeriği 

Bitki taze yapraklarında klorofil-a, klorofil-b, toplam klorofil ve karotenoid miktarı için 

aşağıdaki prosedür kullanıldı (Witham et al. 1971). Taze yaprak örnekleri 0,2 gram olacak 

şekilde tartıldı ve önce sıvı azotta sonra %80’lik soğuk aseton içerisinde son hacim asetonla 10 

ml olacak şekilde homojenize edildi. Daha sonra homojenat Whatman filtre kağıdından 

süzülerek elde edilen ekstrakt 5000 rpm‘de 5 dk santrifüj edildi. Homojenatların hacmi tekrar 

kontrol edildi ve hacimleri 10 ml yapıldı. Tüplerden süpernatantlar alınarak 450, 645 ve 663 

nm‘de absorbans değerleri yeşil ışıkla aydınlatılmış koşullarda kaydedildi. Süpernatantların üç 

farklı dalga boyunda kaydedilen absorbans değerleri aşağıda verilen denklemlerde yerine 

konulmasıyla bitki yaprak dokusunun 1 gr’da bulunan klorofil-a, klorofil-b, total klorofil ve 

karotenoid miktarları hesaplandı ve mg/doku olarak sunuldu. 

mg klorofil a/gr doku = ((12,7x(A663)-2,69 x (A645))x(V/1000 x (W) 

mg klorofil b/gr doku = ((22,9(A645)-4,68 x (A663))x(V/1000 x W) 

mg toplam klorofil/gr doku = ((20,2 x (A645)+8.02(A663))x(V/1000 x W) 

mg toplam karotenoid/gr doku = (4,07 x A450)-(0,0435 x kla +0,367 x klb)  

Yukarıdaki denklemlerde; 

A: Klorofil ekstraktının belirtilen dalga boylarındaki absorbans değerini, 

V: %80’lik asetonun son hacmini, 

W: Dokunun taze ağırlığını (gr) ifade eder. 

Lipid peroksidasyon (LPO) seviyesi 

Lipid peroksidasyonu (malondialdehid içeriği olarak) belirlenmesi Heath ve Packer 

(1968) metoduna göre yapıldı. Malondialdhid (MDA) içeriğini belirlemek için 0,5 gr örnek 4 

ml %0,1 TCA içinde iyice homojenize edildi ve homojenat 12,000xg’de 20 dakika santrifüj 

edildi. Süpernatanttan alınan 1 ml üzerine, %0,5’lik TBA (Tiobarbutirik asit, 20 TCA içinde 

hazırlanmış) çözeltisinden 4 ml ilave edildi. Hazırlanan tüpler, 100 oC’de 30 dk inkübe edildi. 

Reaksiyon, tüplerin bir buz küvetine alınmasıyla sonlandırıldı. Tüpler, 5,000xgde 10 dk (+4 oC) 

santrifüj edildi ve berrak süpernatantın absorbansı 532 nm’de ve 600 nm’de okundu.  

MDA içeriğini hesaplamak için; 532 nm’deki absorbans değerinden 600 nm’deki 

absorbans değeri çıkarıldı. MDA içeriğinin hesaplanmasında, MDA (nmol/µl): [(A532-

A600)/155000] x 106 denklemi kullanıldı. Sonuçlar MDA nmol/ml olarak sunuldu (Heath and 

Packer 1968; Jaleel et al. 2007). 
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Hidrojen peroksitin (H2O2) içeriği 

Bu deneyde ilk olarak 0,4 gr bitki dokusu 4 ml soğuk %0,1 TCA içrisinde homojenize 

edilmiş ve homojenat 12000xg’de 30 dk santrifüj edilmiştir. Bu aşamadan sonra elde edilen 

süpernatantın 0,5 ml’si, 0,5 ml K2HPO4 (10 mM; pH 7,0) içinde homojenize edilmiş ve üzerine 

KI çözeltisinden 1 ml pipetlenmiştir. Örneklerin, absorbans değerleri 390 nm’de belirlenmiştir. 

Bulgular standart bir grafik yardımıyla gr doku başına düşen H2O2 miktarı (µg.gr-1 yaprak) 

olarak hesaplanmış ve sunulumuştur (Velikova et al. 2000). 

Gerekli standart grafiği hazırlamak için H2O2 (%35) çözeltisinden Ependorf tüplere (2 

ml) sırayla; 1.8, 3.6, 5.4, 7.2, 9, 10.8, 12.6, 14.4, 16.2, 18 µg içerecek şekilde H2O2 pipetlemesi 

yapıldı. Tüplerin son hacmi 1 ml olacak şekilde K2HPO4 (10 mM; pH 7,0) tamponu ile 

karıştırıldı. Sonra her tüpe KI çözeltisinden 1 ml pipetlendi. Örnek absorbansı, 390 nm’de Kör 

örneğe karşı ölçöüldü (Şekil 12). 

 

Şekil 11. H2O2 miktarını belirlemede kullanılan standart grafik 

Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi 

Taze doku (0.5 gr), önce sıcı azot içinde ve sonra %0,2 polivinilpirolidon (PVP) ve 1 

mM EDTA içeren 5 ml ekstraksiyon tamponu (0,1 M KH2P04, pH 7,0) içinde öğütüldü ve 

homojenat +4 oC'de 12,000xg'de 15 dakika santrifüjlendi. Örneklerin protein içeriği 

Bradford'un (1976) yöntemine göre belirlendi ev süpernatantlar enzim aktivite ölçümü için 

kaynak olarak kullanıldı. 

Süperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi 

Süperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi, nitro blue tetrazoliumun (NBT) süperoksit 

radikalleri ile mavi renkli formazona fotokimyasal indirgenmesi reaksiyonunun SOD enzimi 

tarafından engellenmesinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasına dayanır (mor renk 
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oluşur) (Agarwal and Pandey 2004). SOD aktivitesi, enzim tarafından nitro mavi tetrazolyum 

(NBT) boyasının optik yoğunluğundaki düşüşün kaydedilmesiyle belirlendi. 3 mL'lik reaksiyon 

karışımı, 2 mM riboflavin, 13 mM metiyonin, 75 mM NBT, 0,1 mM etilendiamintetraasetik 

asit (EDTA), 50 mM fosfat tamponu (pH 7,8), 50 mM sodyum karbonat ve 0,05 ml enzim 

fraksiyonu içeriyordu. Reaksiyon, riboflavin solüsyonu ilave edilerek ve tüpler, 15 dakika 

süreyle iki adet 30W'lık floresan lambanın altına yerleştirilerek başlatıldı. Maksimum rengi 

veren enzim içermeyen tam bir reaksiyon karışımı kontrol olarak görev yaptı. Işık kapatılarak 

ve tüpler karanlıkta bırakılarak reaksiyon durduruldu. Işınlanmayan tam bir reaksiyon karışımı 

kör olarak görev yaptı. Absorbans 560 nm'de kaydedildi ve 1 ünite enzim aktivitesi, absorbans 

okumasını enzimsiz tüplere göre %50'ye düşüren enzim miktarı olarak alındı (Sairam ve 

Srivastava 2000; Yordanova et al. 2004). 

Katalaz (CAT) aktivitesi 

Katalazın (CAT) aktivite tayini için kullanılan yöntem, Gong vd. (2001)’in uyguladığı 

yöntemdir. CAT aktivite ölçümü ortamındaki H2O2’nin O2 ve H2O’ya dönüşümünü sağlarken 

meydana gelen absorbans azalmasının 240 nm’de izlenmesi esasına dayanmaktadır. 

Reaksiyonda azalan H2O2 miktarını belirlemede kullanılacak olan H2O2 standart grafiği (Şekil 

13) hazırlanmıştır. Bunun için, 5 mM H2O2 çözeltisinden 3 ml'lik spektrofotometre tüplerine 

sırasıyla; 0.0, 0.5, 1, 1.5, 2 ve 2.5 mM içerecek şekilde pipetleme yapıldı. Tüplerin hacmi saf 

su ile 1.5 mL'ye tamamlanmış ve üzerlerine 1,47 ml KH2PO4 (104 mM; pH 7) ve 30 μl saf su 

ilave edilmiştir. Küvet spektrofotometreye yerleştirildikten sonra 240 nm’de absorbans 

belirlenmiştir (Şekil 13). CAT aktivite ölçümü için 3 ml‘lik spektrofotometre küvetine, 103 

mM KH2PO4 (pH 7) tamponundan 1,475 ml ve 40 mM‘lık H2O2 substrat çözeltisinden 1,5 ml 

konulduktan sonra, üzerine 30 μl enzim ekstraktı ilave edilir. Küvet spektrofotometreye 

yerleştirildikten sonra 240 nm’de 3 dakika boyunca 1 dk aralıklarla köre karşı absorbansı 

okunur. Ölçümlerde absorbansın doğrusal olarak azaldığı aralıktan dakika başına absorbans 

azalması hesaplanır. Bu ortalama absorbans değerleri, standart grafik yardımıyla μmol 

cinsinden H2O2 miktarına dönüştürülür. 25 oC’de, 1 dakika içinde substratı 1 μmol azaltan 

enzim miktarı, 1 enzim ünitesi olarak kabul edilir ve sonuçlar mg protein başına düşen enzim 

ünitesi olarak sunulur (Gong et al. 2001).  
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Şekil 12. CAT aktivitesini ölçmekiçin kullanılan standart grafik 

Guaiacol Peroksidaz (POX) aktivitesi 

Guaiacol peroksidaz (POX) aktivite tayini, guaiacol ve H2O2’nin substrat olduğu 

reaksiyonun bir ürünü olan renkli bileşiğin meydana getirdiği absorbans artışının 470 nm’de 

izlenmesi esasına dayanmaktadır. Aktivite ölçümü için spektrofotometre küvetine; 100 ml 0,1 

M KH2PO4 (pH 5,5) ve 5 mM guaiacol içeren substrat çözeltisinden 3 ml konulduktan sonra, 

üzerine 10 μl enzim ekstraktı pipetlenir. Sonra 470 nm’de 5 dakika süreyle absorbanstaki artış 

1 dakika periyotlarla kaydedilir ve absorbansın doğrusal olarak arttığı alandaki artış baz 

alınarak belirlenen absorbans 1 dakika başına oranlanmıştır. 25 oC’de 1 dakika içinde 

absorbansı 0,01 birim artıran enzim miktarı, 1 enzim ünitesi (EU) olarak kabul edilmiş ve 

sonuçlar mg protein başına düşen enzim ünitesi (EU/mg protein) olarak sunulmuştur (Yee et 

al. 2002). 

Askorbat Peroksidaz (APX) enzimi aktivitesi 

APX enzimin aktivitesi, 290 nm’de absorbansın azalmasına bağlı olarak belirlendi 

(Nakano and Asada 1981). APX’in aktivitesi, 50 mM potasyum fosfat tamponundan pH’sı 7,0 

olarak, 250 µmol askorbik asit (ASA), 5 milimolar H2O2 ve 100 µl enzim ekstrasyonu içeren 

3,1 mil’lik hazırlanan reaksiyon karışımının ölçülmesiyle belirlendi. APX enziminin aktivitesi, 

290 nm’de ASA için 2,8 mM-1cm-1 epsilon katsayısı kullanımıyla hesaplandı. Sonuçlar U.mg-1 

protein olarak ifade edildi. 

Glutatyon redüktaz (GR) aktivitesinin tayini 

GR aktivitesi, küçük modifikasyonla Foyer ve Halliwell (1976) tarafından tarif edilen 

yönteme göre belirlendi. Aktivite, NADPH oksidasyonu nedeniyle 340 nm'de absorbanstaki 
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azalma ölçülerek test edilir. Bunun için 3 ml reaksiyon karışımı, 0,1 M Tris-HCl (pH 7,8), 1 

mM EDTA, 0,2 mM NADPH, 1 mM GSSG, 5 mM MgCl2 ve 50 ml enzim özütü içerir. 

Reaksiyon, GSSG ilavesiyle başlatılır ve NADPH oksidasyon hızı, 3 dakika boyunca 340 nm'de 

izlenir. Enzim aktivitesi, NADPH için molar yok olma katsayısı (6,2 mM-1 cm-1) kullanılarak 

belirlenir. Bir enzim ünitesi, A290/dk'da 0,01'lik bir artışa neden olan miktar olarak tanımlanır. 

GR aktivitesi U.mg-1 protein olarak sunuldu. 

Toplam Fenolik Madde İçeriğinin Belirlenmesi 

Bitki ekstraktlarında fenolik madde tayini için 0,2 gr doku, 2 ml %80’lik soğuk metanol 

(+4 oC) içinde homojenize edildi. Daha sonra, 10 ml’lik bir falkon tüpüne 1 m ekstrakt alındı 

ve üzerine %10’luk FCR’den (folin reaktifi) 2,5 mL eklendi. Bu işlemden 5 dakika sonra, 

karışım üzerine 2 ml sodyum karbonat (Na2CO3, %7,5) pipetlendi (toplam hacim 5,5 ml). 

Karışım 10 dakika 50 oC'deki bir su banyosunda hafifçe çalkalanarak inkübe edildi. Banyodan 

alınan tüpler, oda sıcaklığında 30 dk inkübe edildi ve sonra 4 oC'de 10,000 rpm'de 10 dk 

santrifüjlendi. Süpernatantın absorbansı bir spektrofotometrede 765 nm'de kör örneğe karşı 

okundu. Kör, ekstrakt yerine 1 ml saf su kullanılmış örnek tüp. Ekstraktlardaki toplam fenolik 

madde içeriği, bilinen miktarlarda gallik asit kullanılarak aynı yönteme göre belirlenen bir 

standart eğri (Şekil 14) üzerinde belirlenmiş ve bulgular µg fenolik madde/gr doku olarak 

sunulmuştur. 

 

Şekil 13.  Toplam fenolik madde miktarını belirlemek için kullanılan grafik 
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Azot Metabolizmasi Enzimlerinin Aktiviteleri 

Nitrat redüktaz (NR) aktivitesinin tayini için, Jaworski (1971) metodu kullanıldı. Enzim 

özütü hazırlamak için, bitki dokuları (200 mg) önce sıvı azotla iyice ekstrakte edildikten sonra, 

3 mM EDTA, 1% BSA (w/v), 5 mM Sistein ve %0,1 PVP içeren 2,5 ml 50 mM Fosfat tamponu 

(KH2PO4; pH 7,5) tamponu içinde homojenize edilir (Zheng-xun et al. 2007). 

Nitrat redüktaz (NR) aktivitesinin tayini 

Homojenat 15000 g’de 15 dk santrifüj edilir (+4 oC). Daha sonra, temiz bir tüpe, 200 

mM NaNO3 (veya KNO3) içeren 25 mM’lık fosfat tamponundan (pH 7,5) 1,20 ml konulur. 

Tüpün üzerine 3 mM NADH’dan 400 µl pipetlenir. Bu karışım üzerine 100 µl enzim özütü 

pipetlenir ve tüp bir vorteksde hafifçe çalkalanır. Tüp, 30 oC’de 30 dk inkübe edilir. Sonra tüp 

üzerine 100 µl 1 M Çinko Asetat ilave edilerek reaksiyon durdurulur. Tüp, 7000 g’de 5 dk 

santrifüj edilir (+4 oC). Peşine süpernatan temiz bir tüpe alınır. Karışımın renk reaksiyonu için; 

Temiz tüpe alınan süpernatant üzerine 1 ml %1 sülfanilamid (1,5 M HCl içinde) + 1 ml %0,02 

N-(1-Naftil etilenediamin dihidroklorür (NED-HCL) (1,5 M HCl içinde) ilave edilir. Tüp 

karıştırıldıktan sonra, gelişen pembe rengin absorbansı 20 dk sonra 540 nm'de ölçülür. Kör, 3 

NO’lu işlemden itibaren enzim yerine 100 µl saf su kullanılarak işlemlere devam edilir (Barro 

et al. 1991). Reaksiyon sonunda tüpte oluşan NO2 iyonlarının miktarı üzerinden enzim ünitesi 

belirlenir. Bunun için belirli miktarlarda 1,8 ml hacimlerde NaNO2 içeren çözeltiler hazırlanır. 

Bu çözeltiler üzerine üzerine 1 ml %1 sülfanilamid (3 M) ve 1 ml %0,02 NED-HCl ilave edilir.  

Gelişen pembe rengin absorbansı 30 dakika sonra 540 nm'de ölçülür. Hazırşlanan standart 

grafik (Şekil 15) kullanılarak örneklerde oluşan NO2 miktarı belirlenir. Bir ünite NR, 1 µmol 

NO2 üretmek için gerekli enzim miktarıdır. Sonuçlar EU/mg protein miktarı olarak 

sunulmuştur.  
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Şekil 14. NR ve NiR enzim aktivitesi tayininde kullanılan standart grafik 

Nitrit redüktaz (NiR) aktivitesi 

Enzim özütü hazırlamak için, bitki dokuları (200 mg) önce sıvı azotla iyice ekstrakte 

edildikten sonra, 3 mM EDTA, %1 BSA, 5 mM Sistein ve %0,1 PVP içeren 2.5 ml 50 mM 

Fosfat tamponu (KH2PO4; pH 7,5) tamponu içinde homojenize edilir. Homojenat 15,000xg’de 

15 dk santrifüj edilir (+4 oC). Daha sonra, temiz bir tüpe; 1,5 ml fosfat tamponu (0,5 M; pH 

7,5), 100 µl sodyum nitrit (15 mM NaNO2), 200 µl metilviolen (5 mM) ve 200 µl 190 mM 

sodyum bikarbonat konulur. Bu karışımın üzerine 100 µl enzim özütü pipetlenir ve tüp hafifçe 

alt-üst edilir. Tüpün ağzı paraflimle kapatılır ve 35 oC’de 30 dk inkübe edilir. Sonra, tüpteki 

reaksiyon, koyu mavi renk kaybolana kadar şiddetli çalkalanır ve kaynar suda 1 dk tutulur. Tüp, 

7000xg’de 5 dk santrifüj edilir (+4 oC). Peşine, elde edilen süpernatan temiz bir tüpe alınır. 

Karışımın renk reaksiyonu için; Tüp üzerine 1 ml %1 sülfanilamid (1,5 M HCl içinde 

hazırlanmış) + 1 ml %0.02 N-(1-Naftil etilenediamin dihidroklorür (NED-HCL) ilave edilir. 

Tüp karıştırıldıktan sonra, gelişen pembe rengin absorbansı 20 dk sonra 540 nm'de ölçülür. Kör 

örnek için enzim yerine 100 µl saf su konulur (enzim haricindeki tüm bileşenleri içermelidir). 

Tüpte kalan ve tüketilmeyen nitrit iyonlarının konsantrasyonları, standart eğri (Şekil 15) 

kullanılarak elde edilir. Bir ünite NiR, 30 °C'de 1 dakika başına 1 μmol nitriti tüketmek için 

gereken enzim miktarı olarak hesaplandı. Sonuçlar EU/mg protein olarak sunulmuştur. 

Glutamin sentaz (GS) aktivitesi tayini 

Bu enzimin aktivitesi Zheng-xun vd. (2007) tarafından önerilen yönteme göre 

yapılmıştır. Enzim özütü hazırlamak için, bitki dokuları (250 mg) önce sıvı azotla iyice 

ekstrakte edilir. Ekstrakt sonra, 4 ml ekstraksiyon çözeltisi içinde iyice homojenize edilir. 
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Ekstraksiyon çözeltisi; 0,1 M HEPES tamponu (pH 7,6) olup içinde 5 mM DTT, 1 mM EDTA, 

1 mM 2-Merkaptoetanol ve 10 mM MgCl2 içerir. Sonra, homojenat 15,000xg’de 15 dk santrifüj 

edilir (+4 oC). Süpernatant temiz bir tüpe alınır. Başka bir temiz tüpe ise 2 ml reaksiyon karışımı 

ilave edilir. Reaksiyon karışımı; 0,1 M Tris-HCl (pH 7,6) tamponu olup, içinde 10 mM ATP, 

80 mM MgSO4, 80 mM hidroksilamin hidroklorür (NH2OH.HCl), 20 mM sistein ve 50 mM 

Glutamat bulundurmakatadır. Tüpteki reaksiyon karışımı üzerine, 200 µl enzim özütü pipetlenir 

ve tüp alt üst edilerek karıştırılır. Bu karışım 35 °C'de 30 dakika inkübe edilir. Sonra üzerine, 

%10’luk FeCl3 Reaktifinden 1 ml eklenir ve karıştırılır. Proteinlerin çökmesi için 10 dk. 

beklenir. Tüpler sonra 10,000xg’de 5 dk santrifüj edilir. Tüplerin süpernatantı temiz bir tüpe 

alınır. Süpernatantın absorbansı 540 nm’de okunur. Kör, enzim yerine 200 µl su katılmış 

örnektir. Sonuçlar µmol ɣ-glutamyl hydroxamate min-1 mg-1 yaş ağırlık olarak ifade edilmiştir. 

Toplam çözünebilir karbohidrat tayini 

Toplam çzünebilir karbohidrat (KH) tayini için bitki yapraklaından alınan 0,1 gr örnek 

önce sıvı azotta ve sonra 2,5 M HCl’nin 5 ml’si içinde homojenize edildi. Oluşan ekstrakt 3 s 

kaynar bir su banyosunda inkübe edilmiştir. Örnekler soğutulmuş ve üzerlerine nötralleştirmek 

için Na2CO3 ilave edilmiştir. Ekstraktların üzeri distile su ile 50 ml’ye tamamlanmış ve 

12,000xg’de 20 dk santrifiüj işlemine tabi tutulmuştur. Süpernatanttan 1 ml alınarak üzerine 

taze hazırlanan Antron çözeltisi (3 ml) ilave edilmiş ve örnekler soğuk suda soğutulmuştur. Oda 

sısına kadar soğutulan örneklerin absorbansı 630 nm’de kör örneğe karşı okunmuştur. Total 

çözünebilir karbohidrat miktarı benzer şekilde saf glukoz ve fruktozla hazırlanan standart bir 

grafik kullanılarak gr doku/µg cinsinden sunulmuştur (Dische 1962). 

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS PAGE) 

Fasulyenin yapraklarından izole edilen çözünebilir proteinlerin değişiklikleri sodyum 

dodesil sülfat-poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile analiz edildi (Laemmli 1970). 

Proteinler %4–10 kesikli jel SDS-PAGE sisteminde yürütülerek molekül büyüklüklerine göre 

ayrıldı. Çalışmada, önce elektroforez cam plakaları elektroforez sistemi (Biorad elektroforez 

dikey elektroforez sistemi) aparatına yerleştirildi. Ayırma jeli hazırlandı (%10) ve elektroforez 

camları arasına pipetlendi. Bu işlemden önce jel içinde hava kabarcığı kalmaması için jeldeki 

hava kabarcıkları bir vakum pompasıyla alındı. Camlar arasına dökülen jel yüzeyinin düzgün 

ve pürüzssüz olması için izopropil alkol kullanıldı. Polimerleşmeden sonra izopropil alkol 

kısmı döküldü ve jellerin üstü saf su ile yıkandı. Polimerleşme sonrası jeller 3-5 saat +4 oC’de 

tutuldu. Daha sonra yığma jeli hazırlandı (%4) ve zaman geçirmeden camlar arasına pipetlendi 

ve hemen uygun kuyucuk tarakları yerleştirildi. Yaklaşık 60 dk sonra, jelden tarak nazikçe 
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çıkarıldı ve jeli bulunduran cam plakalar elektroforez sistemi tankına yerleştirildi. Elektroforez 

tankınına taze hazırlanan yürütme tamponu yüklendi. Proteinler, örnek tamponu içinde her bir 

kuyuya 20 μg protein içerecek şekilde hazırlandı. Örneklerin son hacmi, 850 μl olması için 

1/1,25 oranında örnek tamponu pipetlendi. Örnek tamponu içindeki protein örnekleri 5 dk 

kaynar (100 oC) su banyosunda bekletildi. Örnekler oda ısısına geldiğinde, jel kuyularına bir 

mikropipet ile yükleme yapıldı. Molekül ağırlıkları bilinen ticari markır proteinler de aynı 

işemlere tabi tutularak numunelerle birlikte jele yüklenmiştir. Elektroforez tank kapağı 

kapatıldı ve anot (+) kablo ile katot (+) kablolar yerlerine takıldı. Yüklenen proteinler, ilk önce 

80 voltluk sabit akımda 30 dk yürütüldü (+4 oC). Yarım saat sonra, akım 120 volta ayarlandı 

ve yaklaşık 3 saat +4 °C’de yürütme işlemi gerçekleştirildi. Polipetidlerin yürüme hattı 

sonlandığında, elektrik akımı kesildi ve jel cam plakalar arasından dikkatlice alındı. Jellerdeki 

proteinlerin jele iyice fikse olması için jeller fiksasyon çözeltisinde 45 dk çok hafif hızda (75 

rpm) çalkalandı. Fiksasyon sonrası jeller boyama çözeltisine (Commassie Brillant Blue-R250) 

alındı. Boyama işlemi 1 gece düşük hızda (150 rpm) çalkalanarak gerçekleştir. Boyama işlemi 

bitince, jeller yıkama çözeltisinde şeffaflaşana ve bantlar net görülene kadar yıkandı.  

Yığma jeli hazırlanırken, %30 akrilamid-%0,8 bis-akrilamid çözeltisinden 830 µl alındı 

ve üzerine sırayla 1 M Tris-HCl’den (pH 6,8) 630 µl, %10 SDS’den 50 µl, 5 l %10 TEMED 

ve 3,4 ml distile su konularak karıştırıldı. Bu çözelti üzerine herzaman taze hazırlanan %10 

amonyum persülfattan 45 µl pipetlendi. 

Ayırma jelinin hazırlanmasında, %30’luk akrilamid-%0,8’lik bis-akrilamid çözeltisinden 

3,2 ml alındı ve bunun üzerine 1 M Tris-HCl’den (pH 8,8) 2,03 ml, %10 SDS’den 80 µl, %5’lik 

TEMED’den 4 µl ve son olarak 2,61 ml distile su eklenmiştir. Bu çözelti üzerine son olarak 1 

gr 95 µl amonyum persülfat pipetlenmiştir 

İstatistik Analizler 

Çalışmada bulgular için tam bir randomize tasarımda 3 kez tekrarlanan veriler üzerinde 

tek yönlü varyans analizi testi (ANOVA) uygulandı. Uygulamaların ortalamaları arasındaki 

anlamlı farklılıkları hesaplamak için SPSS 16.0 versiyonu ile p<0,05 anlamlılık düzeyinde 

Duncan'ın çoklu karşılaştırma testi kullanıldı. Veriler tüm tablolarda ortalama ± standart hata 

olarak sunuldu.. 
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ARAŞTIRMA BULGULARI 

Soğuk, UV ve Hormon Uygulamalarının Kök Gövde Uzunlukları Üzerine Etkisi 

Fiziksel çevre stresi olan soğuk ve UVB’nin etkisini azaltmak için kullanılan bitkisel ve 

memeli cinsiyet hormonlarının kök ve gövde uzunluğuna etkisi ölçülmüştür (Tablo 1). Soğuk 

kontrol kök uzunluğu en az (13,5 cm), tek başına hormon uygulamalarında kök uzunluğu en 

çok progesteron da (20,4 cm), gövde uzunluğu ise SA (52,88 cm) da olmuştur. Ayrıca 

iyileştirici etken olarak kullanılan UV ışığının uygulaması, hormonların soğuğa etkisini daha 

da artmıştır.  

Tablo 1. Soğuk + UV stresine karşı uygulanan bitki ve memeli cinsiyet hormonlarının kök 
gövde uzunluğuna (cm/fide) etkisi 

UYGULAMALAR  KÖK (cm/bitki) GÖVDE (cm/bitki) 

K  22,62 ±0,216a 51,55 ±0,15a 

S  13,5 ±0,11f 24,03 ±0,21f 

PRO  20,4 ±0,18b  51±0,31a 

ABA  16,33±0,14d 48,11±0,12b 

ÖS  16,9±0,15d 46,75±0,21b 

SA  17,5±0,16c 52,88±0,24a 

UV  18,66±0,15c 50,37±0,16b 

PRO+S  15,22 ±0,12e 29 ±0,19d 

ABA+S  16 ±0,11d 30,25 ±0,11d 

ÖS+S  18,5 ±0,149c 26,75 ±0,26e 

SA+S  16,11 ±0,126d 30±0,12d 

UV+S  13.00±0,21f 22,14 ±0,15f 

PRO+ UV+S  15 ±0,14e 25,1 ±0,24e 

ABA+UV+S  18,33 ±0,14c 28,41 ±0,12d 

ÖS +UV+S  14,90 ±0,16e 30,6 ±0,14d 

SA+UV+S  15,66 ±0,11e 27 ±0,21d 

PRO+ABA+UV+S 14,83±0,16e 31,05 ±0,26d 

PRO+ÖS+UV+S 16,63 ±0,12d 37,88 ±0,38c 

PRO+SA+UV+S 15,27 ±0,14e 30,9 ±0,09d 

ABA+ÖS+UV+S 16,1 ±0,12 d  25,5 ±0,24e 

ABA+SA+UV+S 15,1 ±0,14e 34,44 ±0,12c 

ÖS+SA+UV+S 15,9 ±0,16ed 27,27 ±0,28e 

PRO+ABA+ÖS+UV+S 16,1 ±0,08d 26,44 ±0,15e 

PRO+ABA+SA+UV+S 14,8 ±0,09e 26,5 ±0,11e 

ABA+ÖS+SA+UV+S 17,77 ±0,14c 29,11 ±0,16d 

PRO+ABA+SA+ÖS+UV+S 16,08 ±0,18d 30,6 ±0,21d 
* Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 
anlamsızdır.  
*S= Soğuk uygulaması K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, ÖS= Östrojen, SA= Salisilik asit 
  UV= UV uygulanmış 
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Şekil 15. Tekli hormon uygulamalarının kök gövde uzunluğuna etkisi 

 

 

Şekil 16. Çoklu hormon uygulamalarının kök ve gövde uzunluğuna etkisi 

Soğuk, UV ve Hormon Uygulamalarının Yaş ve Kuru Ağırlık Üzerine Etkisi 

Kontrole göre kıyaslandığında her hormon uygulaması yaş ağırlığı yaklaşık olarak %40 

oranında artırmıştır. Çoğu uygulamalarda soğuk uygulamasına (S) göre yaş ve kuru ağırlıkların 

artırmışlardır (Tablo 2. ve Şekil 18 ve 19). ABA, PRO, SA, ABA+S, ABA+UV+S,  
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PRO+ABA+ÖS+UV+S uygulamaları yüksek kuru ağırlık oluşturmuştur. Öte yandan PRO 

uygulamasında soğuk kontrole göre %95 kuru ağırlık ve SA uygulamasında % 96 kuru ağırlığa 

sahip olduğu tespit edilmiştir (Tablo 2). 

Tablo 2. Soğuk stresine karşı uygulanan bitki ve hayvan cinsiyet hormonlarının yaş ve kuru 
ağırlığa etkisi 

UYGULAMALAR                    Yaş ağırlık (gr/bitki)         

Kuru ağırlık 
(gr/bitki) 

K         6,96±0,20bc  1,71±0,11bc 

S         5,42±0,25d       1,04±0,10d 

PRO         8,24±0,21a       2,03±0,12a 

ABA         7,87±0,15ab  1,99±0,08ab 

ÖS         7,76±0,11ab  1,88±0,11ab 

SA         8,52±0,13a       2,04±0,14a 

UV         7,98±0,18ab  1,92±0,12ab 

PRO+S         7,83±0,20ab       1,88±0,14ab 

ABA+S         7,75±0,16bc  1,89±0,08ab 

ÖS+S         7,63±0,21b  1,81±0,09ab 

SA+S         7,96±0,16ab  1,88±0,12ab 

UV+S         5,39±0,20d       1,07±0,09d 

PRO+ UV+S         8,02±0,23ab  1,61±0,08bc 

ABA+UV+S         8,14±0,16ab  1,81±0,14bc 

ÖS +UV+S         6,47±0,19c       1,46±0,16c 

SA+UV+S         7,29±0,17bc       1,73±0,11b 

PRO+ABA+UV+S         7,44±0,11bc       1,66±0,8bc 

PRO+ÖS+UV+S         6,01±0,19c  1,61±0,04bc 

PRO+SA+UV+S         6,79±0,15bc  1,71±0,12bc 

ABA+ÖS+UV+S         7,60±0,21b       1,76±0,07b 

ABA+SA+UV+S         6,20±0,18c       1,42±0,14c 

ÖS+SA+UV+S         7,39±0,13bc  1,64±0,05bc 

PRO+ABA+ÖS+UV+S         8,53±0,22a       1,97±0,09ab 

PRO+ABA+SA+UV+S         8,09±0,11ab  1,88±0,08ab 

ABA+ÖS+SA+UV+S         7,88±0,20ab  1,78±0,11ab 

PRO+ABA+SA+ÖS+UV+S         6,75±0,10bc  1,62±0,07bc 

* Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 
anlamsızdır. 
*S= Soğuk uygulaması K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, ÖS= Östrojen, SA= Salisilik asit 
  UV= UV uygulanmış 
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Şekil 17. Tekli hormon uygulamalarının yaş ve kuru ağırlık üzerine etkileri 

 

 

Şekil 18. Çoklu hormon uygulamalarının yaş ve kuru ağırlık üzerine etkileri 

 

Soğuk, UV ve Hormon Uygulamalarının Çözünebilir Protein İçeriği Üzerine Etkisi 

Fasulye bitkisinin yapraklarında soğuk stresi kontrole göre protein içeriğini artırmıştır 

(Tablo 3). Strese maruz kalan bitkileri iyileştirmek için kullanılan hormon uygulamalarda ise 

soğuğa (25,07 mg) göre protein miktarında azalmaya neden olmuştur. Çoklu uygulamalarda ise 
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soğuğa göre protein miktarında yaklaşık %10- 20 arasında azalma belirlenmiştir. En yüksek 

protein değerleri yapraklarda PRO+UV+S, ABA+UV+S, ÖS+UV+S ve SA+UV+S 

uygulamalarından elde edilmiştir (Tablo 3 ve Şekil 20 ve 21). 

Tablo 3. Soğuk ve UV stresine maruz kalan fasulye bitkisinde protein içeriği 

UYGULAMALAR         PROTEİN (mg/gr doku) 

K         18,55 ±0.21e 

S          25.07±0.25C     

PRO         19,11±0.22e 

ABA         16,15±0.14f 

ÖS         17,08±0.22e 

SA         19,41±0.28e 

UV         23.90±0.14cd 

PRO+S         23,69±0.18d 

ABA+S                                           25.66±0,14c 

ÖS +S         23.51 ±0.11d 

SA +S         24,30 ±0.09c 

UV +S         25.47 ±0.28 c 

PRO+ UV +S         29,42 ±0.22 a 

ABA+UV +S         27,91±0.24b 

ÖS +UV +S         28,92±0.22a  

SA+UV +S         27,77 ±0.14b 

PRO+ABA+UV +S         24,59 ±0.12c 

PRO+ ÖS +UV +S         24,41±0.12c 

PRO+SA+UV +S         24,74 ±0.15c 

ABA+ ÖS +UV+S         24,22±0.11cd 

ABA+SA+UV +S         23,47±0.09d 

ÖS +SA+UV +S         23,81 ±0.08d 

 PRO+ABA+ ÖS +UV +S         24,37±0.11c 

PRO+ABA+SA+UV         25,83±0.18c 

ABA+ ÖS +SA+UV +S         25,14±0.22c 

PRO+ABA +ÖS +SA+UV+ S                                           23,28 ±0.12ed 

* Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 
anlamsızdır. *S= Soğuk uygulaması K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, ÖS= Östrojen, SA= 
Salisilik asit UV= UV uygulanmış 
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Şekil 19. Tekli ve ikili uygulamalardaki protein miktarı  

 

Şekil 20. Çoklu hormon uygulamasındaki protein içeriği 
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Soğuk, UV ve hormon Uygulamalarının Klorofil ve Karotenoid İçeriği Üzerine Etkisi 

Tablo 4 ve Şekil 22 ve 23’te görüldüğü gibi soğuk uygulamasinda toplam klorofil 

miktarı 37,75 mg iken, UV+S uygulanmasıyla bu oran %10 artışla 42,13 mg’a yükselmiştir. 

Sadece toplam klorofil değil aynı zamanda klorofil a ve b miktarlarında artış görülmüştür. Bitki 

ve memeli cinsiyet hormon uygulamalarında genel ve soğuk kontrole göre klorofil a, klorofil b 

miktarlarında artış gözlenmiştir. Karotenoid içeriğinde ise soğuk şartlarda düşüş 

gözlemlenirken hormon uygulamalarında artış belirlenmiştir (Tablo 5). 

Tablo 4. Soğuk ve UV’ye maruz kalan fasulye bitkisinde klorofil içerikleri (mg/gr doku) 

UYGULAMALAR Kloa  Klob Tklo 

K 28,85 ±0,35c 15,83 ±0,cd 44,68 

S 24,3 ±0,21e 13,45±0,14e 37,75 

PRO                           34,5±0,28a 19,32±0,31a 53,82 

ABA 24,5±0,11e 13,88±0,12e 38,38 

ÖS 29,64±0,33c 16,46±0,29c 46,1 

SA 31,5±0,21b 17,12±0,26b 48,62 

UV 30,24±0,28b 17,93±0,32b 48,18 

PRO+S  28,33 ±0,32c 16,22 ±0,28c 44,45 

ABA+S 25,12 ±0,15d 15,14±0,15d 40,26 

ÖS+S 23,75 ±0,26e 18,12±0,38b 41,87 

SA+S 25,37 ±0,18d 15,12±0,16d 40,49 

UV+S 26,07±0,24d 16,06±0,22c 42,13 

PRO+ UV+S 26,71 ±0,35d 14,42±0,19d 41,13 

ABA+UV+S 24,2 ±0,22e 14,71±0,11d 38,91 

ÖS +UV+S 20,21 ±0,25f 11,78±0,25f 31,99 

SA+UV+S 26,52±0,14d 15,14±0,15d 41,56 

PRO+ABA+UV+S 27,22 ±0,28c 16,44 ±0,33c 43,66 

PRO+ÖS+UV+S 25,25±0,32d 15,37 ±0,22d 40,62 

PRO+SA+UV+S 31,12±0,31b 14,87 ±0,16d 45,99 

ABA+ÖS+UV+S 26,66±0,15d 14 ±0,12ed 40,71 

ABA+SA+UV+S 25,35±0,16d 15,4±0,15d 40,8 

ÖS+SA+UV+S 25,28±0,26d 13,59 ±0,14e 38,87 

PRO+ABA+ÖS+UV+S 25,83±0,28d 15± 0,21d 40,83 

PRO+ABA+SA+UV+S 24,25±0,15e 13,5±0,24e 37,82 

ABA+ÖS+SA+UV+S 27,70±0,23c 15,37±0,09d 43,08 

PRO+ABA+ÖS+SA+UV+S 26,16±0,19d 13,85±0,16e 40,01 

* Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 
anlamsızdır.*S= Soğuk uygulaması K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, ÖS= Östrojen, SA= 
Salisilik asit,   UV= UV uygulanmış 
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Şekil 21. Klorofil a (Kla), Klorofil b (Klb) ve Toplam klorofil (TKLO) içeriği 

 

 

Şekil 22. Çoklu hormon uygulamalarında Klorofil a (Kla), Klorofil b (Klb) ve Toplam klorofil 
(TKLO) içeriği 
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Tablo 5. Soğuk ve UV’ye maruz kalan fasulye bitkisinde karotenoid içerikleri (mg/gr doku) 

UYGULAMALAR   Karotenoid 

K     13,82±0,12e 

S     12,13±0,12e 

PRO     15,61±0,21b 

ABA     10,14±0,11f 

ÖS     13,93±0,09d 

SA     14,18±0,19cd 

UV     14,41±0,15c 

PRO.+S     12,23±0,11e 

ABA+S     15,14±0,08b 

ÖS+S     13,46±0,15d 

SA+S     16,91±0,19a 

UV+S     12,67±0,16e 

PRO+UV+S     15,25±0,18b 

ABA+UV+S     14,61±0,12c 

ÖS+UV+S     15,10±0,21b 

SA+UV+S     13,43±0,11d 

PRO+ABA+UV+S     13,26±0,12d 

PRO+ÖS+UV+S     14,88±0,15bc 

PRO+SA+UV+S     16,48±0,15a 

ABA+ÖS+UV+S     12,81±0,16e 

ABA+SA+UV+S     10,37±0,11f 

ÖS+SA+UV+S     13,85±0,14d 

PRO+ABA+ÖS+UV+S     14,56±0,09c 

PRO+ABA+SA+UV+S     11,93±0,08e 

ABA+ÖS+SA+UV+S 

PRO+ABA+ÖS+SA+UV+S 

    12,93±0,11e 

    14,29±0,16c 

* Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 
anlamsızdır. 

.*S= Soğuk uygulaması K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, ÖS= Östrojen, SA= Salisilik asit, 
UV= UV uygulanmış 
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Şekil 23. Tekli hormon uygulamalarında Karotenoid içeriği 

Şekil 24. Çoklu hormon uygulamalarında Karotenoid içeriği 

Soğuk, UV ve hormon Uygulamalarının H2O2 içeriği üzerine etkisi 

            H2O2 içeriği, soğuk uygulamasında, kontrol bitkisine göre önemli derecede artış 
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H2O2 içeriğinin istatistiki olarak azaltılmış olduğu (PRO+ABA+ β-Ö +UV +S uygulaması 

hariç) belirlenmiştir (Tablo 6, Şekil 26 ve 27).  

Tablo 6. Soğuk ve yapılan diğer tüm uygulamalarda belirlenen H2O2 içerikleri 

UYGULAMALAR H2O2(µg/g)    

K     27,18±0,20c 

S     31,88±0,38a 

PRO     22,22±0,09e 

ABA     22,74±0,14e 

ÖS     18,75±0,08f 

SA     22,95±0,14e 

UV     23,71±0,09e 

PRO.+S     26,67±0,21c 

ABA+S     26,06±0,14cd 

ÖS+S     24,73±0,18d 

SA+S     25,53±0,25d 

UV+S     29,93±0,12b 

PRO+UV+S     26,41±0,19c 

ABA+UV+S     26,83±0,14c 

ÖS+UV+S     25,92±0,24d 

SA+UV+S     24,89±0,18d 

PRO+ABA+UV+S     25,86±0,12d 

PRO+ÖS+UV+S     26,16±0,11cd 

PRO+SA+UV+S     27,44±0,16c 

ABA+ÖS+UV+S     27,21±0,15c 

ABA+SA+UV+S     24,45±0,12d 

ÖS+SA+UV+S     29,82±0,21b 

PRO+ABA+ÖS+UV+S     30,84±0,32a 

PRO+ABA+SA+UV+S     28,64±0,16b 

ABA+ÖS+SA+UV+S 

PRO+ABA+ÖS+SA+UV+S 

    27,42±0,12c 

    29,33±0,17b 

* Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem  
seviyesine göre anlamsızdır. .*S= Soğuk uygulaması K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, ÖS= 
Östrojen, SA= Salisilik asit,   UV= UV uygulanmış 
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Şekil 25. Tekli hormon uygulamalarında H2O2 miktarı 

 

Şekil 26. Çoklu hormon uygulamalarında H2O2 miktarı 

Soğuk, UV ve Hormon Uygulamalarının MDA İçeriği Üzerine Etkisi 

Kontrole nazaran (20,24 ng/g doku), yapılan soğuk uygulamasının (23,28 ng/g doku) 
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bile daha düşük MDA değeri tespit edilmiştir. Diğer çoklu uygulamalarında da yine MDA 

değerlerinin kontrolden daha düşük olduğu (istatistiki olarak PRO + UV + S uygulaması hariç, 

22,04 ng/g doku) ve hatta bazı çoklu uygulamaların GK’den bile düşük olduğu (ÖS + UV + S, 

SA + UV + S, PRO + ÖS + UV + S, vs. ABA + ÖS + SA + UV + S) tespit edilmiştir. Özellikle 

PRO + ABA + SA + UV + S (16,64 ng/g doku) uygulamasında diğer tüm uygulamalar dikkate 

alındığında en düşük MDA değerinin elde edildiği grup olmuştur (Tablo 7, Şekil 28 ve 29). 

Tablo 7.  Soğuk ve yapılan diğer tüm uygulamalarda belirlenen MDA içerikleri 

UYGULAMALAR   MDA (ng/gr doku) 

GK     20,24±0,12b 

SK     23,28±0,22a 

PRO     18,56±0,08d 

ABA     19.04±0,08c 

ÖS     18,72±0,07d 

SA     17,28±0,11e 

UV     19,52±0,22c 

PRO+S     22,16±0,14b 

ABA+S     21,52±0,24b 

ÖS+S     18.08±0,11d 

SA+S     20,72±0,15b 

UV+S     22,24±0,19a 

PRO+UV+S     22,04±0,21a 

ABA+UV+S     20,48±0,16b 

ÖS+UV+S     17,68±0,08e 

SA+UV+S     18,56±0,07d 

PRO+ABA+UV+S     19,44±0,12c 

PRO+ÖS+UV+S     17,92±0,07ed 

PRO+SA+UV+S     19,12±0,07c 

ABA+ÖS+UV+S     20,00±0,16b 

ABA+SA+UV+S     18,96±0,11cd 

ÖS+SA+UV+S     18,64±0,14d 

PRO+ABA+ÖS+UV+S     18,24±0,08d 

PRO+ABA+SA+UV+S     16,64±0,11f 

ABA+ÖS+SA+UV+S 

PRO+ABA+ÖS+SA+UV+S 

    17,52±0,08e 

    19,68±0,8c 

* Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 
anlamsızdır. .*S= Soğuk uygulaması K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, ÖS= Östrojen, SA= 
Salisilik asit,   UV= UV uygulanmış 
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Şekil 27. Tekli hormon uygulamalarında MDA mikrarı içeriğine etkisi 

 

Şekil 28. Çoklu hormon uygulamalarında MDA içeriği değişimi 

Soğuk, UV ve Hormon Uygulamalarının Toplam Fenolik Madde İçeriği Üzerine Etkisi 
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Tablo 8. Soğuk ve yapılan diğer tüm uygulamalarda belirlenen fenolik madde içerikleri  

UYGULAMALAR                                                                                                                  Fenolik madde (µg.gr-1 
doku) 

K     1015,333±7,07b 

S     1129±0,12,72a 

PRO     1000,667±8,48b 

ABA     976,333±4,24c 

ÖS     968±9,89c 

SA     1014,667±14,14b 

UV     973±4,24c 

PRO.+S     987±9,89c 

ABA+S     1010,333±6,36b 

ÖS+S     957,666±8,48c 

SA+S     1060,333±18,38b 

UV+S     1068,667±15,55b 

PRO+UV+S     907±9,89d 

ABA+UV+S     840,666±5,65d 

ÖS+UV+S     807,666±7,07e 

SA+UV+S     787,333±8,48f 

PRO+ABA+UV+S     893,666±5,65d 

PRO+ÖS+UV+S     867,666±4,24d 

PRO+SA+UV+S     959,666±7,07c 

ABA+ÖS+UV+S     901±8,48d 

ABA+SA+UV+S     885,333±7,07d 

ÖS+SA+UV+S     799,666±5,65e 

PRO+ABA+ÖS+UV+S     942,666±9,89c 

PRO+ABA+SA+UV+S     962,666±5,64c 

ABA+ÖS+SA+UV+S 

PRO+ABA+ÖS+SA+UV+S 

    898±7,07d 

    914±5,65d 

* Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 
anlamsızdır. .*S= Soğuk uygulaması K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, ÖS= Östrojen, SA= 
Salisilik asit,   UV= UV uygulanmış 
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Şekil 29. Tekli hormon uygulamalarında fenolik madde içerikleri 

 

Şekil 30. Çoklu hormon uygulamalarında fenolik madde içerikleri 

 

Soğuk, UV ve Hormon Uygulamalarının Toplam Karbohidrat İçeriği Üzerine Etkisi 
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elde edilen değerlerin, soğuk uygulama değerinden düşük olduğu, hatta bazı uygulamalarda 

alınan değerlerin kontrolden alınan değerlerden dahi düşük olduğu (ABA, SA + S, ABA + UV 

+ S, PRO+ABA+UV+S, ABA+SA+UV+S, PRO+ABA+SA+UV+S, sırasıyla 3,96, 3,46, 3,42, 

3,88, 3,59, 3,52 mg) tespit edilmiştir (Tablo 9, Şekil 32 ve Şekil 33).  

Tablo 9. Soğuk ve yapılan diğer tüm uygulamalarda belirlenen toplam karbohidrat içerikleri 

UYGULAMALAR Toplam karbohidrat 
içeriği(mg.gr-1doku) 

K     4,08±0,05e 

S     6,18±0,14a 

PRO     5,16±0,09c 

ABA     3,96±0,07e 

ÖS     5,01±0,12c 

SA     4,15±0,11e 

UV     4,63±0,11d 

PRO.+S     5,00±0,12c 

ABA+S     4,15±0,14e 

ÖS+S     5,47±0,11b 

SA+S     3,46±0,12e 

UV+S     5,83±0,11b 

PRO+UV+S     5,12±0,14c 

ABA+UV+S     3,42±0,1f 

ÖS+UV+S     4,44±0,12d 

SA+UV+S     5,23±0,15bc 

PRO+ABA+UV+S     3,88±0,11e 

PRO+ÖS+UV+S     5,33±0,11bc 

PRO+SA+UV+S     4,02±0,08e 

ABA+ÖS+UV+S     4,78±0,11cd 

ABA+SA+UV+S     3,59±0,12e 

ÖS+SA+UV+S     4,12±0,14e 

PRO+ABA+ÖS+UV+S     4,98±0,15c 

PRO+ABA+SA+UV+S     3,52±0,09e 

ABA+ÖS+SA+UV+S 

PRO+ABA+ÖS+SA+UV+S 

    4,59±0,14d 

    5,6±0,15b 

 * Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 
anlamsızdır. *S= Soğuk uygulaması K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, ÖS= Östrojen, SA= 
Salisilik asit, UV= UV uygulanmış 
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Şekil 31. Tekli hormon uygulamalarında şeker içerikleri 

 
Şekil 32. Çoklu hormon uygulamalarında şeker içerikleri 

 

Soğuk, UV ve Hormon Uygulamalarının SOD Enzim İçeriği Üzerine Etkisi 

Soğuk uygulamasıyla SOD aktivitesinin kontrol ile karşılaştırıldığında istatistiki olarak 

önemli düzeyde arttığı (K: 14,32, S: 22,86 U.mg-1 protein) tespit edilmiştir. Hatta Soğuk 
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değerlerden daha yüksek olduğu, oysa kontrol ile kıyaslandığında ise, SOD değerlerinin diğer 

tüm uygulama gruplarında nisbeten yüksek olduğu (SA +S, SA+UV +S, 

PRO+ABA+SA+UV+S uygulamaları hariç, sırasıyla; 14,41, 14,54, 14,65 U.mg-1 protein) 

kaydedilmiştir (Tablo 10 Şekil 34 ve 35).  

Tablo 10. Soğuk ve yapılan diğer tüm uygulamalarda belirlenen SOD aktivitesi 

UYGULAMALAR SOD (U.mg-1 protein) 

K     14,32±0,11f 

S     22,86±0,28a 

PRO     17,13±0,24c 

ABA     15,09±0,12e 

ÖS     17,63±0,19c 

SA     16,82±0,16c 

UV     20,34±0,22b 

PRO.+S     20,53±0,16b 

ABA+S     18,66±0,21c 

ÖS+S     19,74±0,33c 

SA+S     14,41±0,11ef 

UV+S     21,25±0,14a 

PRO+UV+S     16,00±0,19d 

ABA+UV+S     17,93±0,31c 

ÖS+UV+S     15,82 ±0,16d 

SA+UV+S     14,54±0,12ef 

PRO+ABA+UV+S     19,37±0,33b 

PRO+ÖS+UV+S     18,36±0,16c 

PRO+SA+UV+S     20,38±0,18b 

ABA+ÖS+UV+S     19,14±0,26b 

ABA+SA+UV+S     15,59±0,14d 

ÖS+SA+UV+S     14,85±0,21e 

PRO+ABA+ÖS+UV+S     18,14±0,18c 

PRO+ABA+SA+UV+S     14,65±0,21ef 

ABA+ÖS+SA+UV+S 

PRO+ABA+ÖS+SA+UV+S 

    15,40±0,11d 

     16,86±0,29d 

* Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 
anlamsızdır. *S= Soğuk uygulaması K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, ÖS= Östrojen, SA= 
Salisilik asit,   UV= UV uygulanmış 
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Şekil 33. Tekli hormon uygulamalarında SOD aktivitesi 

 

 

Şekil 34. Çoklu hormon uygulamalarında SOD aktivitesi 

 

Soğuk, UV ve Hormon Uygulamalarının CAT Aktivitesi Üzerine Etkisi 

Tablo 11’e bakıldığında, yapılan soğuk uygulamasının fasulyedeki CAT activitesini 

(58,21 U.mg-1 protein) kontrole (31,16 U.mg-1 protein) göre yaklaşık iki kat artırdığı, bitkilere 

yapılan diğer uygulamaların çoğunluğunda ise Soğuk uygulamasıyla nispeten birkaç grup (PRO 
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+ S, ABA + S, ÖS + S) haricinde CAT aktivitesinde istatistiki anlamda önemli düzeylerde 

azalmaya neden oldukları kaydedilmiştir. Bu uygulamalar içerisinde en fazla CAT aktivitesinin 

azaldığı grupların SA+UV +S (30,14), ÖS +UV +S (35,14), ABA+UV +S (36,53), 

PRO+ABA+UV +S (37,31), PRO+ UV +S (38,60), PRO+SA+UV +S (38,66) oldukları tespit 

edilmiştir (Tablo 11, Şekil 36 ve 37).  

Tablo 11. Soğuk ve yapılan diğer tüm uygulamalarda belirlenen CAT aktivitesi 

UYGULAMALAR CAT (U.mg-1 protein) 

K     31,16±0,19f 

S     58,21±0,16b 

PRO     54,36±0,28b 

ABA     39,71±0,22d 

ÖS     38,20±0,16e 

SA     37,53±0,12e 

UV     46,81±0,28c 

PRO.+S     62,52±0,18b 

ABA+S     69,40±0,13a 

ÖS+S     66,69±0,11a 

SA+S     38,12±0,24e 

UV+S     57,02±0,15b 

PRO+UV+S     38,60±0,12e 

ABA+UV+S     36,53±0,14e 

ÖS+UV+S     35,14±0,19e 

SA+UV+S     30,14±0,29f 

PRO+ABA+UV+S     37,31±0,12e 

PRO+ÖS+UV+S     43,47±0,16d 

PRO+SA+UV+S     38,66±0,12e 

ABA+ÖS+UV+S     42,93±0,25d 

ABA+SA+UV+S     50,42±0,29c 

ÖS+SA+UV+S     47,81±0,21c 

PRO+ABA+ÖS+UV+S     48,91±0,31c 

PRO+ABA+SA+UV+S     45,24±0,26d 

ABA+ÖS+SA+UV+S 

PRO+ABA+ÖS+SA+UV+S 

    49,84±0,19c 

    44,59±0,15d 

* Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 
anlamsızdır. * Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine 
göre anlamsızdır. *S= Soğuk uygulaması K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, ÖS= Östrojen, 
SA= Salisilik asit, UV= UV uygulanmış 
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Şekil 35. Tekli hormon uygulamalarında CAT aktivitesi 

 

 

Şekil 36. Çoklu hormon uygulamalarında CAT aktivitesi 

Soğuk, UV ve Hormon Uygulamalarının POD Aktivitesi Üzerine Etkisi 

Kontrol ile soğuk uygulama bitkisini kıyaslandığında, bitkilere uygulanan soğuğun 

etkisiyle POD aktivitesinin 401,83’den 714,1U mg-1 protein seviyesine kadar çıktığı 

görülmüştür. Ancak yapılan diğer uygulamalar soğuk uygulamasıyla karşılaştırıldığında, UV+S 

(716,7 U.mg-1 protein), PRO+ABA+ÖS+UV+S (709,8 U.mg-1 protein, PRO+ABA+SA+UV+S 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

C
A

T
 a

kt
iv

it
es

i 
(U

.m
g-1

pr
ot

ei
n)

0

10

20

30

40

50

60

70

C
A

T
 a

kt
iv

it
es

i 
(U

.m
g-1

p
ro

te
in

)



 

59 

(708,3 U.mg-1 protein)’de POD aktivitelerinin istatistiki olarak aynı olduğu, oysa diğer tüm 

uygulamalarda POD aktivitelerinde çok önemli düşük değerlerin elde edildiği kaydedilmiştir. 

Tüm uygulamalar içerisinde en düşük POD aktivitesi değerinin PRO+ABA+UV +S 

uygulamasında olduğu belirlenmiştir (Tablo 12 ve Şekil 38 ve Şekil 39).  

Tablo 12. Soğuk ve yapılan diğer tüm uygulamalarda belirlenen POD aktivitesi 

UYGULAMALAR POD (U.mg-1 protein) 

K     401,829±0,31e 

S     714,110±0,23a 

PRO     639,128±0,24b 

ABA     618,754±0,17c 

ÖS     610,503±0,21c 

SA     552,432±0,19d 

UV     671,860±0,18b 

PRO.+S     425,843±0,23e 

ABA+S     487,333±0,27e 

ÖS+S     604,534±0,23c 

SA+S     555,757±0,21d 

UV+S     716,686±0,28a 

PRO+UV+S     522,240±0,26d 

ABA+UV+S     651,725±0,32b 

ÖS+UV+S     535,552±0,24d 

SA+UV+S     580,843±0,20d 

PRO+ABA+UV+S     379,104±0,31f 

PRO+ÖS+UV+S     564,104±0,27d 

PRO+SA+UV+S     423,337±0,25e 

ABA+ÖS+UV+S     675,361±0,23b 

ABA+SA+UV+S     434,697±0,22e 

ÖS+SA+UV+S     584,889±0,28d 

PRO+ABA+ÖS+UV+S     709,840±0,49a 

PRO+ABA+SA+UV+S     708,345±0,27a 

ABA+ÖS+SA+UV+S 

PRO+ABA+ÖS+SA+UV+S 

    675,629±0,26b 

    703,433±0,27a 

* Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 
anlamsızdır. * Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine 
göre anlamsızdır. *S= Soğuk uygulaması K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, ÖS= Östrojen, 
SA= Salisilik asit, UV= UV uygulanmış 
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Şekil 37. Tekli hormon uygulamalarında POD aktivitesi 

 

Şekil 38. Çoklu hormon uygulamalarında POD aktivitesi   

 

Soğuk, UV ve Hormon Uygulamalarının APX Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisi 

APX enzim aktivitesi, kontrol bitkisinde 7,59 U/mg protein olarak ölçülmüşken, soğuğa 

maruz kalmış fasulye bitkisinde 12,72 U/mg proteine yükselmiştir (Tablo 13). Yine aynı tablo 

0

100

200

300

400

500

600

700

800
P

O
D

 a
kt

iv
it

es
i 

(U
.m

g-1
p

ro
te

in
)

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

P
O

D
 a

k
ti

vi
te

si
 (

U
.m

g-1
p

ro
te

in
)



 

61 

incelendiğinde, diğer tüm uygulamalardaki APX değerlerinin soğuk uygulamasılya nispetle 

istatistiki açıdan çok önemli düşüşler gösterdiği kaydedilmiştir. Hatta bazı uygulamalardan 

alınan değerlerin (SA+UV+S’de 6,2; PRO+ABA+UV +S’de 6,3; ÖS +UV +S’de 6,8 U.mg-1) kontrol 

bitkisinden bile düşük oldukları belirlenmiştir (Şekil 40 ve Şekil 41).  

Tablo 13.  APX aktivitesi 

UYGULAMALAR APX (U.mg-1 protein) 

K     7,59±0,11d 

S     12,72±0,24a 

PRO     9,21±0,09c 

ABA     9,36±0,1c 

ÖS     9,79±0,26c 

SA     8,75±0,22b 

UV     9,63±0,18c 

PRO.+S     11,77±0,21b 

ABA+S     12,02±0,24a 

ÖS+S     9,50±0,21c 

SA+S     10,80±0,11b 

UV+S     12,33±0,1a 

PRO+UV+S     6,94±0,19e 

ABA+UV+S     7,48±0,16d 

ÖS+UV+S     6,79±0,12e 

SA+UV+S     6,17±0,17f 

PRO+ABA+UV+S     6,34±0,12e 

PRO+ÖS+UV+S     10,29±0,13b 

PRO+SA+UV+S     8,80±0,17d 

ABA+ÖS+UV+S     10,49±0,21b 

ABA+SA+UV+S     8,48±0,12d 

ÖS+SA+UV+S     8,08±0,11d 

PRO+ABA+ÖS+UV+S     8,63±0,16d 

PRO+ABA+SA+UV+S     7,21±0,14de 

ABA+ÖS+SA+UV+S 

PRO+ABA+ÖS+SA+UV+S 

    7,72±0,16d 

    7,93±0,13d 

. * Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 
anlamsızdır. * Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine 
göre anlamsızdır. *S= Soğuk uygulaması K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, ÖS= Östrojen, 
SA= Salisilik asit, UV= UV uygulanmış 
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Şekil 39. Tekli hormon uygulamalarında APX aktivitesi 

 

 

Şekil 40. Çoklu hormon uygulamalarında APX aktivitesi 
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Soğuk, UV ve Hormon Uygulamalarının GR Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisi 

Diğer antioksidan enzimlerde olduğu gibi GR aktivitesi, soğuk uygulamasıyla (27,0 

U.mg-1 protein) kontrole (15,2 U.mg-1 protein) göre önemli seviyede (%77 oranında) göre artış 

göstermiştir. Ancak soğuk uygulamasıyla karşılaştırıldığında, diğer tüm uygulamalardaki GR 

değerlerinin önemli seviyelerde düşük olduğu, en düşük değerlerin (kontrol haricinde) ABA 

(14,5 U.mg-1 protein), ABA+ ÖS +SA+UV +S (16,1 U.mg-1 protein), SA (16,5 U.mg-1 protein), 

ÖS (16,6 U.mg-1 protein) uygulamalarında oluştuğu tespit edilmiştir (Tablo 14 ve Şekil 42 ve 

43). 

Tablo 14. Soğuk ve yapılan diğer tüm uygulamalarda belirlenen GR aktivitesi  

 UYGULAMALAR GR (U.mg-1 protein) 

K 15,24±0,14f 

S 27,03±0,35a 

PRO 16,69±0,12e 

ABA 15,47±0,09f 

ÖS 16,61±0,08e 

SA 16,53±0,12e 

UV 18,61±0,15d 

PRO+S 19,88±0,22b 

ABA +S 17,50±0,16d 

ÖS +S 19,71±0,18bc 

SA +S 18,16±0,21d 

UV +S 21,19±0,25b 

PRO+ UV +S              19,13±0,14c 

ABA+UV +S 20,04±0,24b 

ÖS +UV +S 19,00±0,15cd 

SA+UV +S 20,80±0,28b 

PRO+ABA+UV +S 19,10±0,12c 

PRO+ ÖS +UV +S 20,56±0,19b 

PRO+SA+UV +S 17,82±0,18d 

ABA+ ÖS +UV+S 18,75±0,19cd 

ABA+SA+UV +S 20,32±0,31b 

 ÖS +SA+UV +S 19,38±0,25c 

PRO+ABA+ ÖS +UV +S 18,23±0,18d 

PRO+ABA+SA+UV+S 17,39±0,14d 

ABA+ ÖS +SA+UV +S                                     16,05±0,12e 

PRO+ABA +ÖS +SA+UV+S 17,58±0,11d 
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Şekil 41. Tekli hormon uygulamalarında GR aktivitesi 

 

 

Şekil 42. Çoklu hormon uygulamalarında GR aktivitesi 

Soğuk, UV ve Hormon Uygulamalarının Nitrat Redüktaz (NR) Aktivitesi Üzerine Etkisi     

Nitrat redüktaz (NR) hücre ortamında nitratı (NO3), nitrite (NO2) indirgeyen bir 

enzimdir. Enzim aktivitesi belirlenirken ortamda enzim tarafından türetilen NO2 miktarı 

hesaplanarak aktivite belirlenmektedir. Fasulyenin yapraklarında bütün uygulama gruplarında          

NR aktivitesi ölçülmüş ve veriler Tablo 15’te sunulmuştur. Tablo 15 incelendiğinde, soğuk 
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uygulaması NR aktivitesini kontrole göre düşürmüştür. Diğer taraftan, soğuk uygulamasına 

göre, hemen hemen tüm tekli veya kombine uygulanan hormonlar NR aktivitesini artırmıştır. 

Çoğu gruplarda NR aktivitesindeki artış soğuk uygulamaya nispetle %50’den fazla olmuştur. 

Kontrol haricinde, diğer tüm uygulamalar içinde en yüksek NR aktivitelerinin ABA+ ÖS 

+UV+S (32,2 µmol NO2), SA +S (30,4 µmol NO2) ve ABA (30,0 µmol NO2) uygulamalarında 

ortaya çıktığı tespit edilmiştir (Şekil 44 ve 45). 

 Tablo 15. Soğuk ve yapılan diğer tüm uygulamalarda belirlenen NR aktivitesi 

 UYGULAMALAR NR aktivitesi (µmol NO2/gr yaş ağırlık) 

K 31,29±0.35a 

S 18,45±0.31f 

PRO 26,90±0,28c 

ABA 29,97±0.38b 

ÖS 25,14±0,19d 

SA 26,46±0.24c 

UV 22,94±0.21e  

PRO+S 26,16±0,35c 

ABA +S 24,70±0,18d 

ÖS +S 21,18±0,25e 

SA +S 30,41±0,32b 

UV +S 18,98±0,16f 

PRO+ UV +S              22,79±0,26e 

ABA+UV +S 24,63±0,16d 

ÖS +UV +S 28,21 ±0,29b 

SA+UV +S 21,47±0,21e 

PRO+ABA+UV +S 20,74±0,18e 

PRO+ ÖS +UV +S 28,65±0,31b 

PRO+SA+UV +S 24,41±0,12d 

ABA+ ÖS +UV+S 32,17±0,29a 

ABA+SA+UV +S 27,34±0,21c 

ÖS +SA+UV +S 21,62±0,14e 

PRO+ABA+ β-Ö +UV +S 20,74±0,25e 

PRO+ABA+SA+UV+S 26,46±0,32c 

ABA+ ÖS +SA+UV +S                                     23,82±0,18d 

PRO+ABA +ÖS +SA+UV+S 22,06 ±0,22e 

* Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 

anlamsızdır. * Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine 

göre anlamsızdır. *S= Soğuk uygulaması K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, ÖS= Östrojen, 

SA= Salisilik asit,   UV= UV uygulanmış 
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Şekil 43. Tekli hormon uygulamalarında NR aktivitesi 

 

 

Şekil 44. Çoklu hormon uygulamalarında NR aktivitesi 

Soğuk, UV ve Hormon Uygulamalarının Nitrit Redüktaz (NiR) Aktivitesi Üzerine Etkisi 

Nitrit redüktaz (NiR) hücre ortamında nitriti (NO2), amonyuma (NH4) indirgeyen bir 

enzimdir. Enzim aktivitesi belirlenirken ortamda enzim tarafından tüketilen NO2 miktarı 

hesaplanarak aktivite belirlenmektedir. Çalışmamızda NiR aktivitesi verileri Tablo 16’da 

sunulmuştur. Tablo 16 incelendiğinde, soğuk uygulaması NiR aktivitesini kontrole göre 

düşürmüştür. Buna karşılık, soğuk uygulamasına göre, hemen hemen tüm tekli veya kombine 

uygulanan hormonlar NiR aktivitesini artırmıştır. Örneğin soğuk uygulamasında NiR aktivitesi 
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15,9 µmol NO2/gr iken, hormon uygulamalarında aktivite bu değerden daha yukarı seviyelere 

çıkmıştır. Tekli hormon uygulamalarında NiR aktivitesi artışı en çok estradiolda olmuş ve 20,8 

µmol NO2/gr’a yükselmiştir. Çoklu hormon uygulamalarında NiR artışı en çok (ÖS 

+SA+UV+S)‘da olmuş ve 22,8 µmol NO2/gr’a yükselmiştir (Tablo 16 ve Şekil 46 ve Şekil 47). 

Tablo 16. Soğuk ve yapılan diğer tüm uygulamalarda belirlenen NiR aktivitesi 

 UYGULAMALAR NiR aktivitesi (µmol NO2/g yaş ağırlık) 

K 24,55±0.42a 

S 15,91±0.29e 

PRO 18,94±0,36c 

ABA 20,69±0.26b 

ÖS 21,85±0,43b 

SA 20,31±0.15b 

UV 21,62±0.32b  

PRO+S 16,45 ±0,21de 

ABA +S 17,94 ±0,25d 

ÖS +S 20,84±0,38b 

SA +S 21,18±0,43b 

UV +S 15,61 ±0,14e 

PRO+ UV +S              17,22 ±0,31d 

ABA+UV +S 18,37±0,35cd 

ÖS +UV +S 15,69 ±0,22e 

SA+UV +S 16,64±0,15d 

PRO+ABA+UV +S 16,13±0,28de 

PRO+ ÖS +UV +S 16,58±0,25d 

PRO+SA+UV +S 18,57±0,14c 

ABA+ ÖS +UV+S 19,23±0,29c 

ABA+SA+UV +S 17,81±0,15d 

 ÖS +SA+UV +S 22,83±0,42b 

PRO+ABA+ ÖS +UV +S 16,70±0,22d 

PRO+ABA+SA+UV+S 14,36±0,16f 

ABA+ ÖS +SA+UV +S                                     15,35±0,28e 

PRO+ABA +ÖS +SA+UV+S 18,61 ±0,24c 

* Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 

anlamsızdır. * Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine 

göre anlamsızdır. *S= Soğuk uygulaması K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, ÖS= Östrojen, 

SA= Salisilik asit, UV= UV uygulanmış 
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Şekil 45. Tekli hormon uygulamalarında NiR aktivitesi 

 

 

Şekil 46. Çoklu hormon uygulamalarında NiR aktivitesi 

 

Soğuk, UV ve Hormon Uygulamalarının Glutamin Sentaz Aktivitesi Üzerine Etkisi 

            Bitki hücrelerinde glutamin sentetaz (GS), NH4'ü ATP harcayarak glutamata aktararak 

glutamin oluşturur. Çalışmamızda, kontrole göre kıyaslandığında, GS aktivitesi soğuğa maruz 

kalmış fasulye bitkisinde 204,63 U/gr’dan 107,89 U/gr dokuya düşmüştür. Soğuğun etkisini 

azaltmak için uygulanan hormonlar genel olarak değerlendirildiğinde soğuk uygulamaya göre 

GS aktivitesini artırmıştır. UV+soğuk uygulamasında da GS aktivitesinin (109,28 U/gr) 
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kontrole göre düştüğü belirlenmiştir. UV ve soğuğun GS aktivitesini düşürmedeki etkisi 

uygulanan hormonlar tarafından genelde iyileştirilmiştir. Soğuk uygulamaya göre en yüksek 

aktivite artışı ABA+S, PRO+S, ABA+ÖS+SA+UV+S uygulamalarında ortaya çıktığı 

görülmüştür (Tablo 17, Şekil 48 ve 49) 

Tablo 17. Soğuk ve yapılan diğer tüm uygulamalarda belirlenen GS aktvitesi 

 UYGULAMALAR GS aktivitesi (µmol ɣ-glutamylhydroxamate min-

1 mg-1 FW) 

K 204,63±0,32a 

S 107,89±0,28f 

PRO 190,60±0,26b 

ABA 194,72±0,35b 

ÖS 151,90±0,25d 

SA 197,74±0,35b 

UV 133,21±0,25d 

PRO+S 196,74±0,33b 

ABA +S 197,91±0,36b 

ÖS +S 161,52±0,29c 

SA +S 116,99±0,32e 

UV +S 109,28±0,28e 

PRO+ UV +S              109,30±0,36e 

ABA+UV +S 107,19±0,26f 

ÖS +UV +S 125,60±0,31e 

SA+UV +S 104,28±0,35f 

PRO+ABA+UV +S 165,60±0,29c 

PRO+ ÖS +UV +S 178,34±0,36c 

PRO+SA+UV +S 178,01±0,32c 

ABA+ ÖS +UV+S 138,72±0,19d 

ABA+SA+UV +S 165,37±0,26c 

 ÖS +SA+UV +S 185,11±0,36b 

PRO+ABA+ ÖS +UV +S 157,03±0,33d 

PRO+ABA+SA+UV+S 112,30±0,31e 

ABA+ ÖS +SA+UV +S                                    217,22±0,43a 

PRO+ABA +ÖS +SA+UV+S 174,16±0,29c 

* Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 

anlamsızdır. * Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine 

göre anlamsızdır. *S= Soğuk uygulaması K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, ÖS= Östrojen, 

SA= Salisilik asit, UV= UV uygulanmış 
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 Şekil 47. Tekli hormon uygulamalarında GS aktivitesi 

0,00

50,00

100,00

150,00

200,00

250,00
G

S
 a

kt
iv

it
es

i 
(µ

m
o

l 
ɣ

-
gl

ut
am

yl
h

yd
ro

xa
m

at
e 

m
in

-1
m

g-1
F

W
)



 

71 

 
 

Şekil 48. Çoklu hormon uygulamalarında GS aktivitesi 

 

SDS-PAGE Elektroforezinden Elde Edilen Bulgular  

Bu bölümde, fasulye bitkisinin yapraklarından elde edilen hücresel çözünebilir total 

proteinler SDS-PAGE sisteminde yürütülerek standart proteinlere göre molekül ağırlıkları 

belirlenmiştir (Şekil 50-53). Çalışmada özellikle miktarı artan veya yeniden sentezlenen 

proteinler öne çıkarılmaya çalışılmıştır. Bulgularımızda fasulye total proteinlerinin standart 

proteinlerle kıyaslandığında, 15 ile 150 KDa arasında olduğu görülmektedir. Ayrıca 37-50 KDa 

arasındaki proteinlerde önemli farklar göze çarpmaktadır. Bu civarda soğuk uygulamasıyla 

şiddetin arttığı, hormon uygulamalarında da ekstra bazı bantların oluştuğu dikkat çekmektedir. 
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                 M           K           S              P           A           O       SA        UV        P1          P1 

 

Şekil 49. Fasulye bitkisinin protein jel görüntüsü; M; (Standart proteinler), K; kontrol  S;Soğuk,  

P; progesteron, A; absisik asit, O; estradiol,  SA; salisilik asit,  UV; Ultraviyole, P1; PRO+S  

150 KD 

250 KD 

100 KD 

75 KD 

50 KD 

37 KD 

25 KD 

20 KD 

15 KD 



 

73 

 

                       M      A1            O1       S1        U1       P2      A2           S            K          K   

Şekil 50. Fasulye bitkisinin protein jel görüntüsü; M; (Standart proteinler), K; kontrol, S; Soğuk 

A1; ABA+S, O1; ÖS+S,  S1; SA+S,  U1; UV+S,  P2; PRO+UV+S, A2; ABA+UV+S 

250 KD 

150 KD 

100 KD 

75 KD 

50 KD 

37 KD 

 25 KD 

20 KD 

 15 KD 
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                        M        K             S            O2        SA2     P3a      P3o      P3s        ASo       ASo 

Şekil 51. Fasulye bitkisinin protein jel görüntüsü; M; (Standart proteinler), K; Kontrol, S; 

Soğuk O2; ÖS+UV+S,  SA2; SA+UV+S, P3a; PRO+ABA+UV+S,  P3o; PRO+ÖS+UV+S,  

P3s; PRO+SA+UV+S,  A3o; ABA+ÖS+UV+S 
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                                 M      K           S          A3        O3        P4a      P3s      A4        P5       P5   

Şekil 52. Fasulye bitkisinin protein jel görüntüsü; M; (Standart proteinler), K; Kontrol, S; 

Soğuk A3s; ABA+SA+UV+S, O3s; ÖS+SA+UV+S,P4a; PRO+ABA+ÖS+UV+S,P3s; 

PRO+ABA+SA+UV+S, A4; ABA+ÖS+SA+UV+S, P5; PRO+ABA+ÖS+SA+UV+S 

250 KD 

150 KD 

100 KD 

75 KD 

50 KD 

37 KD 

25 KD 

20 KD 
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TARTIŞMA VE SONUÇ 

Tartışma 

Soğuk stresinde bitkilerde meydana gelen çeşitli morfolojik ve fizyolojik bozulmaların 

iyileştirilmesi amacıyla çeşitli araştırmalar yapılmış ve soğuk stresini az da olsa tolere etmek 

amaçlanmıştır (Baxter et al. 2013). Bu amaçla çeşitli kimyevi maddeler, bitki büyüme 

düzenleyicileri ve fiziksel faktörler kullanılmıştır (Battal et al. 2008; Kumar et al. 2008; Cheng 

et al. 2016). 

Bu çalışmada kullanılan bitki türü olan fasulye (Phaseolus vulgaris L., cv. Lunatus) en 

çok üretilen ve tarımı yapılan baklagil çeşididir. Soğuk ve UV radyasyonu etkisini azaltmak 

için kullanılan bitki hormonları (salisilik asit, absisik asit) ve memeli cinsiyet hormonları 

(östrojen, progesteron) ve UV radyasyonu kullanılmış ve elde edilen veriler çeşitli araştırma 

bulgularıyla tartışılmıştır. 

Soğuk stresine en hızlı tepki olarak bilinen kök uzaması ve gövde büyümesi bitkilerin 

strese karşı toleransını belirlemek için kullanılmaktadır. Soğuğa maruz kalan bitkilerin kök 

yapısında ve gövde boyunda kısalmalar gözlemlenmiştir. Örneğin; Liu vd. (2010)’nin yaptıkları 

çalışmada buğday bitkisinde soğukta kök ve gövde uzunluklarında azalma belirlemişlerdir. 

Benzer bir soğuğa maruz kalan çalışmada Dumlupınar (2000) fasulye bitkisinde kök ve gövde 

uzunluklarında azalma belirlenmiştir. Düşük sıcaklığın etkisiyle su alınımı, karbon 

asimilasyonu azalır ve bu nedenle kök, gövde uzaması ve kuru ağırlık miktarında kontrole göre 

düşüşler gözlemlenmektedir (Feng 1995; Liu et al. 2010). Correia vd. (2005) yüksek seviyede 

UV radyasyonuna maruz kalan Triticum aestivum’un biyokütlesinde azalma saptamışlardır. 

Yaptığımız çalışmada da literatürde olduğu gibi kök gövde uzunluğu ve kuru madde 

miktarlarında azalma belirlenmiştir (Tablo 1. ve Tablo 2). Çeşitli streslere maruz kalan 

bitkilerde iyileştirme için kullanılan SA ve ABA uygulamalarında kök gövde uzunluğu ve kuru 

madde de artışlar ölçülmüştür (Mutlu 2009;2013). Bu kapsamda kullanılan diğer bir uygulama 

olan memeli cinsiyet hormonları ise yapılan çalışmalarda bu faktörleri artırdığı belirlenmiştir 

(Tossi et al. 2009; Erdal 2010). Bu araştırmada da soğuk ve Soğuk + UV stresinin etkilerini 

azaltmak için kullanılan bitki hormonlarının kök gövde uzunluğunu arttırdığını ve ilave olarak 

ABA’nın gövde uzunluğunu, SA’nın ise kök uzunluğunu artırdığını tespit ettik. Memeli 

cinsiyet hormonları uygulamalarında ise progesteronun gövde uzunluğunu, östrogenin ise kök 

uzunluğunu daha fazla artırdığını gözlemledik. Çoklu hormon uygulamaları da genel olarak 

kök ve gövde uzunluklarını artırmıştır (Tablo 1). Kuru madde ağırlıklarında ise; bitki 
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hormonlarında ABA’nın etkisi fazla iken cinsiyet hormonlarında progesteronun daha iyi olduğu 

bulunmuştur (Tablo 2.). 

Çözünebilir protein ve şeker içerikleri, bitki metabolizmasındaki dönüşümlü ve 

dönüşümsüz değişikliklerin belirlenmesinde çok önemli göstergelerdir. Bitkilerdeki dışsal 

farklılaşma, genellikle dokulardaki protein ve karbohidratların değişimleriyle yorumlanır. Bu 

yüzden protein ve şeker içerikleri, bitki büyüme ve gelişmesinin indikatörleri olarak 

düşünülmektedir (Dogra and Kaur 1994). 

Mevcut çalışmada soğuk uygulanan bitkilerde protein miktarında artış görülmüştür.  UV 

+ Soğuk uygulanan bitkilerde ise protein miktarında ciddi azalış olduğu tespit edilmiştir. Stres 

şartlarının etkisini azaltmak için kullanılan iyileştiricilerde protein miktarında soğuk 

uygulamasında azalış, UV+ Soğuk’a göre ise artış tespit edilmiştir. Çoklu uygulamalarda ise; 

genel olarak artış gözlemlenmiştir (Tablo 3, Şekil 20 ve 21). Protein miktarındaki azalış, stres 

proteinlerinin azalmasına, artışlar ise bitki büyümesine paralel olarak yapı proteinlerinde ve 

antioksidan enzimleri içeren protein miktarlarının artışına bağlanabilir (Yacoob and Filion 

1987). 

Bu çalışmada soğuk uygulanan bitkide şeker miktarında artış belirlenmiştir. Bu durum 

soğuk uygulamasıyla bozulan hücre içi osmotik dengenin, bitki bünyesinde şeker gibi osmolit 

miktarlarının artırılması yoluyla regüle edilmesi çabasına atfedilebilir (Sharma et al. 2019). 

UV + Soğuk uygulanan bitkilerde ise şeker miktarında da azalış kayıt edilmiştir. Bu 

düşüş ise soğuk koşullardaki osmolit regülasyonun UV uygulaması ile sekteye uğramasına 

bağlanabilir. UV ve Soğuk etkisini azaltmak için kullanılan iyileştiricilerde şeker miktarında 

soğuk kontrole uygulamasında azalış tespit edilmiştir. Çoklu uygulamalarda ise genel olarak 

artış gözlemlenmiştir (Tablo 9, Şekil 32 ve 4.18). Stres koşularını hafifletmek için kullanılan 

söz konusu iyileştiricilerin soğuk koşulların etkisini farklı mekanizmalarla hafiflettiğine ve 

böylece içsel osmolit artışına ihtiyacın azaldığı şeklinde yorumlanabilir. 

Soğuk stresinde klorofil miktarında düşüş olduğu çeşitli araştırmalarda belirlenmiştir. 

Aynı zamanda UV stresinde klorofil miktarında artış belirlenmiştir (Berli et al. 2010). Literatür 

çalışmalarıyla benzerlik gösteren çalışmamızda soğukta toplam klorofil miktarında düşüş 

kaydedilmiş, UV uygulamasında ise soğuğa göre artış kaydedilmiştir (Tablo 4). Bitki hormon 

uygulamalarında klorofil miktarındaki artış, cinsiyet hormonları uygulamalarında da toplam 

klorofil miktarında artış olduğu araştırmalarda belirtilmiştir (Mutlu 2009; Erdal 2010, Berli et 

al. 2010; Mutlu 2013). Soğuk ve soğuk + UV stresinin olumsuz etkilerini düşürmek için 

kullanılan bitki hormonlarından en fazla SA klorofil içeriğini artırırken cinsiyet hormonların da 

ise en fazla artış progesteron uygulaması ile elde edilmiştir (Tablo 4 Şekil 22). Çoklu hormon 
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uygulamalarında ise her farklı kombinasyonda toplam klorofil miktarında artış tespit edilmiştir 

(Tablo 4 ve Şekil 23). Bu durum soğuk uygulaması ile sekteye uğrayan klorofil sentezinin, bitki 

hormonlarının ve memeli cinsiyet hormonlarının sinyal görevi görerek artırmasına atfedilebilir. 

Bazı çalışmalarda memeli cinsiyet hormonlarının metabolik yolaklarda uyarıcı etkilerinin 

olduğu rapor edilmiştir (Speranza 2010; Janeczko and Skoczowski 2005). 

Stres koşullarına bırakılan tüm bitkilerde bilinen ROT miktarlarında önemli derecelerde 

çoğalmalar olmakta, artış olan ROT seviyesine parallel olarak metabolik ve anatomik 

deformasyonların yukseltiğilde de artmaktadır. Stres durumlarında bitkilerde hasar meydana 

gelir ki bu hasrın büyüklüğü ve bitkilere etkili olan stresin büyüklüğünü göstermek için genelde 

lipid peroksidasyon seviyesi (MDA olarak) iyi bir indikatör olarak kabul edilmektedir (Nayyar 

et al. 2005). 

 ROT’lar en başta hücre zarlarında poliansature yağ asitlere saldırarak, strese neden 

olabildiği gibi gösterdiği, artan ROT seviyesi organellerin membranlarında da hasar miktarı 

artışına neden olur. Örneğin, soğuk stresi ile ilgili bir çalışmada, Li vd. (2011) hıyar bitkisinin 

yapraklarıda MDA, O2
.-, H2O2 miktarlarında artırş olduğunu belirlemiştir. Diğer benzer bir 

çalışmada Esim vd. (2011) mısırda saoğuk uygulamasıyla H2O2 ile O2
.- miktarının ve MDA 

seviyesinin arttığını belirlemiştir. Soğuk stresi buğdayda MDA, H2O2 ve O2
.- seviyelerini 

artırdığı da rapor edilmiştir (Esim et al. 2012). UV stresine maruz kalan bitkilerde örneğin mısır 

bitkisinde H2O2 miktarında artış belirlenmiştir (Tossi et al 2009). UV stresini azaltmak için 

kullanılan ABA H2O2 miktarında belirgin şekilde düşüşe sebep olmuştur (tossi et al 2009; Chen 

et al 2010). Diğer bitki hormonu olan SA ise çeşitli stres şartlarında oluşan H2O2 miktarında 

düşüş sağlamıştır (Saruhan et al. 2012; Mutlu et al. 2013). Farklı stres şartlarına maruz kalmış 

bitkilere uygulanan cinsiyet hormonları da H2O2 miktarında azalmaya neden olmuştur (Erdal 

2010; Erdal et al 2010). 

Bu çalışmada bulduğumuz veriler literatür bilgileri ile örtüşmektedir. Soğuk ve Soğuk 

+UV uygulamalarında H2O2 miktarları genel kontrole göre önemli değerlerde artış göstermiştir. 

Stres faktörlerinin etkisini azaltan bitki ve hormon uygulamalarında hem soğuk hemde UV + 

soğuğa göre azalış kaydedilmiştir (Tablo 6, Şekil 26 ve 4.12). Stresin en belirgin göstergesi 

olan MDA içeriği, soğuk ve soğuk + UV uygulamalarında ciddi derecede artış göstermiştir. Bu 

durum soğukla birlikte artış gösteren ROT’lara bağlabilir. ROT soğukla birlikte artarak 

hücredeki lipitlere zarar vermiş olabilir (Das and Roychoudhury 2014).  

MDA içeriği, soğuk kontrole göre hormon uygulamalarında önemli oranlarda düşüş 

göstermiştir. Bu düşüş uygulanan moleküllerin kendilerinin antioksidan etkilerine veya 
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antioksidan madde veya enzim sistemlerinin aktivasyonunda sinyal rolü üstlenmelerine 

bağlanabilir (Tablo 7, Şekil 28 ve 4.14) (Janeczko and Skoczowski 2005). 

Bitkiler kötü ortam şartlarından kaçamadıklarından stres faktörüne karşı kendilerini 

koruyabilmek için güçlü savunma sistemlerine sahiptirler. Bu durumda enzimatik ve enzimatik 

olmayan antioksidan savunma mekanizmalarından yararlanırlar. Enzimatik olan mekanizmalar, 

1O2, O2
•-, ve •OH gibi radikaller ve radikal olmayan H2O2 gibi bileşikleri detoksifiye eden 

enzimleri kapsamaktadır. Bunlardan başlıcı olarak süperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz 

(POX), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon redüktaz (GR) gibi enzimlerdir 

(Gill and Tuteja 2010; Sharma et al. 2012). Soğuk stresinin çeşitli bitkilerde antioksidan 

enzimlerin aktivitelerini artırdığı bildirilmiştir (Gill and Tuteja 2010; Esim et al. 2012). UV 

stresine maruz kalan bitkilerde CAT, POD, SOD, GR, APX gibi antioksidan enzimlerinin 

miktarlarında artışlar saptanmıştır (Young 1991; Ort 2001; Karabal, et al. 2003; Berli et al. 

2010). Keles ve Oncel (2002) soğuğa bırakılmış buğday bitkisinin iki farklı kültivarında CAT 

ve GR aktivitelerinde artış olduğu bildirmiştir. Birbirinden farklı stres şartlarının etkisini 

azaltmak için kullanılan SA ve ABA uygulamalarında antioksidan miktarlarında azalma 

kaydedilmiştir (Mutlu 2009; Tossi et al. 2009; Berli et al. 2010; Erdal and Dumlupınar (2010). 

Aynı amaçla kullanılan memeli cinsiyet hormonları da bitki hormonlarıyla benzer özellik 

gösterip antioksidan enzim miktarını azaltrmıştır (Janeczko and Skoczowski, 2005; Erdal 

2010). 

Mevcut çalışmada ise soğuk ve Soğuk + UV stresi fasulye bitkisinde SOD aktivitesini 

artırmıştır. Tekli ve çoklu hormon uygulamaları ise SOD aktivitesini soğuk ve Soğuk+UV 

uygulamasına göre azaltmıştır (Tablo 10 Şekil 34 ve 4.20). Bu azalış normalde antioksidan 

sistemin söz konusu hormon uygulamalarıyla sekteye uğradığını düşündürse de bu durum bitki 

büyüme parametreleri ile değerlendirilmeli daha yerinde olacaktır. Çünkü soğuk ve UV 

koşullarında SOD aktivitesinde hormon ugulamaları ile düşüş görülürken kök gövde uzunluğu 

gibi büyüme parametrelerinde artışlar olması, uygulanan söz konusu iyileştiricilerin ya 

kendilerinin antioksidan özellik göstrediğini veya osmolit sentezini artırıcı etki göstererek 

(Sharma et al. 2019) soğuk ve UV nin olumsuz etkilerini, SOD aktivitesine ihtiyaç kalmayacak 

şekilde bertaraf etmede aktif olmaları ile açıklanabilir.  

Tek başına soğuk uygulaması CAT aktivitesini önemli düzeyde artırmıştır. Soğuk + UV 

uygulaması ise genel kontrole göre %80’lik bir artışla CAT aktivitesini yükseltmiştir. Soğuk ve 

UV etkisini azaltmak için kullanılan hormonlar ise CAT aktivitesini düşürmüştür (Tablo 11 

Şekil 36 ve 37). Bu durumda SOD aktivitesinde açıklandığı şekilde hormon uygulamalarının 
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antioksidan enzimlerin teşvik edilmeden farklı mekanizmalarla olumsuz etkileri bertaraf 

edilmesine katkı sağlaması ile açıklanabilir 

Tablo 12 ve Şekil 38 ve 39’da görüldüğü üzere genel kontrole göre soğuk stresinde POD 

aktivitesi önemli derecede yükselmiş, Soğuk + UV uygulamasında da POD aktivitesi 

artırmıştır. Bitki hormonu ve memeli cinsiyet hormon uygulamaları ise POD aktivitesini soğuk 

ve UV + Soğuk uygulamalarına göre azaltmıştır. Soğuğa maruz kalmış fasulye bitkisinde APX 

enzim aktivitesi önemli derecede yükselmiştir. Soğuğun etkisini azaltmak için uygulanan 

hormonlar ise stres koşullarına göre APX aktivitesini azaltmıştır. (Tablo 10. ve Şekil 29). Diğer 

antioksidan enzimler de olduğu gibi GR aktiviteside soğuk ve soğuk + UV de artış göstermiş 

uygulanan hormonlar ile bu artış azalmıştır (Tablo 11 ve Şekil 30). Antioksidan enzimlerde 

stres koşullarında bir artış görülmesi stres koşulları ile mücadele için enzimatik yolun 

kullanılmasına diğer taraftan uygulanan hormonlar ile stres koşullarına göre daha düşük 

antioksidan aktivitesi tespit edilirken bitki büyümesinde artış kaydedilmesi bitkide bu 

hormonların antioksidatif yolak dışında farklı mekanizmaları aktive ederek strese karşı bitki 

direncinin artırılmasına atfedilebilir. Bu durumu açıklayabilmek için çalışmada protein 

sentezinin kilit enzimlerindeki aktiviler de belirlenmiştir. 

 Araştırmacılar stres şartları altında olan b�tk�lerde, azot metabol�zma enz�mler�n�n 

akt�v�te azaltığını ve hatta �nh�be olduğunu rapor etm�şler (Gou�a et al. 2000; Wang et al. 2008). 
Soğuk uygulaması fasulye bitkisinin yapraklarında (NR) aktivitesini azaltmıştır. Soğuk +UV 

gurubunda da NR miktarı azalış göstermiştir. Uygulanan hormonlar UV ve soğuğun NR 

üzerindeki etkisini belirli şekilde hafifletmiştir (Tablo 15 ve Şekil 44 ve 4,30). Buna benzer 

(NİR) aktivitesi soğuğa bırakılan bitkide ve Soğuk + UV grubunda ise %54 oranda azalış 

göstermiştir. Hormon uygulamaları ise yalnız stres koşullarına göre NİR aktivitesini genel 

anlamda artırmıştır (Tablo 16. ve Şekil 46 ve 47). 

Mevcut çalışmada soğuk uygulamasıyla fasulye bitkisinin yapraklarında (GS) aktivitesi 

kontrol bitkisine göre soğuğa bırakılan bitkide ve Soğuk + UV gurubunda önemli seviyelerde 

azaltmıştır. Hormon uygulamaları ise stres koşullarında tespit edilen azalmaları belli dereceye 

kadar tersine çevirebilmiştir (Tablo 17 ve Şekil 48 ve 49). NR, NiR ve GS aktivitelerinde 

değişimler uygulanan hormonların sinyal görevi üstlenerek stres koşullarında sekteye uğrayan 

protein sentez reaksiyonlarını, iyileştirdiği ve yapısal malzeme olan proteinlerin sentezinin 

artırılabildiği ve bitki büyümesinin bu şekilde sitimüle edildiği şeklinde yorumlanabilir 

(Janeczko and Skoczowski 2005; Lindemann 2015). 
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Bunu doğrular şekilde protein içeriklerinin ve protein profilinde uygulanan hormonlarla 

yeni protein bantları gözlenmiştir. 

Sonuç ve Öneriler 

Yapılan bu çalışmada; fasulye bitkisi hem soğuk stresi hemde soğuk +UV stresine 

maruz bırakılmış ve bu stres şartlarının etkilediği bitkiyi iyileştirmek için hem bitki hormonları 

hem de memeli cinsiyet hormonları tek tek ve kombinasyonlu olarak uygulanmıştır. Deneyler 

sonucunda çeşitli parametreler ölçülmüş (kök, gövde uzunluğu, kuru madde miktarı, H2O2 

oranı, MDA, protein, klorofil, şeker, fenolik madde miktarı SOD, POD, CAT, APX, GR, NR, 

NiR, GS) ve bu uygulamaların etkisi değerlendirilmiştir. 

Çalışma sonucunda her iki stres etkisine maruz kalan fasulye bitkisinde anatomik ve 

fizyolojik olarak olumsuzluklar olduğu tespit edilmiş, bu olumsuzlukların bitki ve memeli 

cinsiyet hormonlarıyla belirgin şekilde hafifletildiği tespit edilmiştir. Ayrıca çoklu 

kombinasyon uygulamalarının da bitkide stres şartlarının olumsuz etkilerini hafiflettiği 

belirlenmiştir. Araştırmamız sonucunda şu önerileri sunmak mümkündür; 

 Memeli cinsiyet hormonları, fasulye bitkisinde düşük konsantrasyonlarda bile bitki 

büyümesini arttırmaktadır. Bu anlamda, söz konusu hormonlar zirai aktivitelerde 

kullanılabilir. Ancak diğer büyüme düzenleyicileri için de şiddetle tavsiye edildiği gibi, 

memeli cinsiyet hormonlarının da zirai kullanımında, bu maddelerin bitkilerde 

metabolize edilme sürelerine dikkat edilmeli, yani bitkilerin hangi büyüme 

aşamalarında iken bu düzenleyicilerin kullanılması gerektiği noktasında bilinçli 

olunmalı, bunun içinde bu düzenleyicilerin bitkideki normal metabolize edilme süreleri 

tespit edilmelidir. 

 Türden türe değişen optimum hormon seviyeleri belirlenmeli. 

 Cinsiyet hrormonlarının direnç artırıcı özelliği ve kullanılabilirliği teşvik edilmeli. 

 Bitki hormonlarının soğuk ve UV stresi dışında uygulanabilirliği ve etkisi 

belirlenmelidir. 

 Birlikte kullanılan bitki ve cinsiyet hormonlarının farklı bitkilerdeki etkisi 

araştırılmalıdır. 

Bu bağlamda mevcut araştımanın bu konudaki araştırmalara faydalı veriler sunacak bir çalışma 

olduğu düşünülmektedir. 
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