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OZET

DOKTORA TEZi

BAZI SINYAL BILESIKLERI iLE ULTRAVIYOLE ISIGININ FASULYE (Phaseolus
vulgaris L.) BITKISININ SOGUK TOLERANSI UZERINE FiZYOLOJIK ve
BiYOKIMYASAL ETKILERI

Bagher SHEIKHI DIDANI

Amacg: Bu caligmada bazi bitki hormonlar1 (salisilik asit ve absisik asit) ve memeli cinsiyet
hormonlarinin (0strojen ve progesterone) fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisinde, UV-B ve soguk
stresine kars1 iyilestirici etkileri arastirtlmistir.

Yontem: Cimlendirilmis fasulye tohumlar1 kum igeren saksilara esit olacak sekilde ekilmistir. Bitkiler
17 giinliik oldugunda, 1 dk araliklarla 3 kez 10 sn UV-B 1s1gina maruz birakilmistir. Daha sonra bitki
hormonlari olarak 10 M salisilik asit (SA) ve 104 M absisik asit (ABA), memeli cinsiyet hormonlar
olarak 10° M &strojen (OS) ve 10> M progesteron (PRO) ayr1 ayr1 veya kombinasyonlar halinde fide
yapraklarina uygulanmistir. Normal kosullarda (24/20 °C, giindiiz/gece) biiyiiyen bitkiler, ilave 3 giin
i¢in sicaklig1 9/5 °C olan bir iklim dolabina aktarilmistir. Uygulama yapilmis ve yapilmamus bitkilerde
biiylime parametreleri (kok ve gdvde uzunlugu) ve kuru madde miktari, hidrojen peroksit (H,O») igerigi,
lipid peroksidasyon (MDA olarak) seviyesi, toplam ¢6ziinebilir protein, klorofil, karbohidrat ve fenolik
madde miktarlar1 belirlenmistir. Ayn1 bitkilerde, antioksidan enzimleri (stiperoksit dismutaz, katalaz,
peroksidaz, askorbat peroksidaz ve glutatyon rediiktaz) ile bitki azot metabolizmasi enzimlerinin (nitrat
rediiktaz, NR; nitrit rediiktaz, NiR; ve glutamin sentaz, GS) aktiviteleri ve ¢dzlinebilir proteinlerin SDS-
PAGE’deki degisimleri de degerlendirilmistir.

Bulgular: Tek basina soguk ve UV uygulamasi fasulye bitkisinin kok-gévde uzunlugu ve kuru madde
miktarini kontrole gore azalmustir. Calisilan bitki ve memeli cinsiyet hormonlarinin ayri veya
kombinasyonlar1 genelde ayni parametreleri artirmistir. Tek basina soguk, protein miktarim artirirken,
Soguk+UV uygulamasi ise diigiirmiistiir. Bitki ve memeli cinsiyet hormonlar1 protein igerigini soguk
uygulamasina gore azaltirken, Soguk+UV’ye gore artirmustir. Coklu hormon uygulamalarinda ise genel
olarak artig belirlenmistir. Coziinebilir seker miktari, soguk uygulanan bitkilerde artarken, Soguk+UV
uygulanmis bitkilerde diismiistiir. Bitki ve memeli cinsiyet hormonlari seker miktarini tek basina soguga
gore azaltirken, coklu hormon uygulamalar1 genelde artirmistir. Tek basina soguk, toplam klorofil
miktarii disiirtirken, UV uygulamasi soguga gore artirmistir. Bitki ve memeli cinsiyet hormon
uygulamalar1 klorofil miktarii diislirmiis, ancak ¢oklu hormon uygulamalar1 artirmistir. Soguk ve
Soguk+UV uygulamalar1 H,O; i¢erigini kontrole gore artirirken, bitki ve memeli cinsiyet hormonlar1
soguk ve Soguk+UV uygulamasina gore diisiirmiistiir. Lipid peroksidasyonu (LPO) seviyesi (MDA
olarak), soguk ve Soguk-+UYV ile artmistir. Ancak LPO her iki grup hormon uygylamalarinda, tek basina
soguga gore diismiistiir. Soguk ve Soguk+UV uygulamalar1 SOD, CAT, APX, POD ve GR aktivitelerini
artirmistir. Bitki ve memeli cinsiyet hormonlarinin hem ayri hem de kombinasyonlar1 ayni enzimlerin
aktivitelerini genelde diiglirmiistiir. Soguk ve Soguk+UV uygulamalart NR, NiR ve GS aktivitelerini
azaltmistir. Uygulanan hormonlar UV ve sogugun aynmi enzimler iizerindeki etkisini belirgin sekilde
hafifletmistir. SDS-PAGE bulgularina goére, soguk uygulamasiyla, bazi polipeptidlerin bant siddeti
artarken, bitki ve memeli cinsiyet hormonlari, birgok polipeptidin bant siddetini artirmanin yaninda,
yeni polipeptid bantlarinin sentezine neden olmustur.

Sonug¢: Caligma sonucunda her iki stres (soguk ve UV-B) etkisine maruz kalan fasulye bitkisinde
fizyolojik ve biokimyasal olarak olumsuzluklar oldugu tespit edilmis, ancak bu olumsuzluklarin bitki
ve memeli cinsiyet hormonlariyla belirgin sekilde hafifletildigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan enzim, Phaseolus vulgaris, protein, peaktif oksijen, MDA, klorofil,
fenolik madde, karbohidrat, azot metabolizmasi, soguk 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*M, abscisic acid (ABA) 10*M, and
mammalian sex hormones estrogen (ES) 10 M, progesterone (PRO) 10° 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 (H»0>) 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+UYV. 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 H,O» 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+UYV 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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GIRIS

Atmosferik karbonu kullanip kendi besinini yapan ve O, olusturan (fotosentez) bitkiler
hayatimizin vazgecilmez unsurudurlar (Bray ef al. 2000). Bunun yam sira diger canlilar i¢in
besin, barinak olmakta ve cesitli dogal afetlerden (sel, erozyon) korumaya yardimci
olmaktadirlar. Yine bilindigi lizere, bitkilerin iirettikleri sekonder metabolitlerden kimya, tip,
eczacilik ve kozmetikte yararlanilmaktadir (Magodoff and Weil 2004; Yagmur 2008;
Faydaoglu ve Siirticiioglu 2011).

Yagamin devamlilig1 i¢in biiyiik 6neme sahip bu canlilarin biliylimesi ve gelismesi de
oldukca Onem tagimaktadir. Bitkinin biiylime ve gelismesi kendi igyapist (genetik yapi,
hormonlar vb.) ve gevresel faktorlere (151k, su, sicaklik, topragin yapisi, UV) baghdir. Cevresel
faktorler, bitkinin biiylime ve gelismesini ve iirlin verimliligini etkilemektedir. Abiyotik ve
biyotik olarak siniflandirilan faktorler strese neden olup bitkinin biiyiimesini engellenmesine

ve hatta 6liimiine yol agabilirler (Kocagaligkan 2008).

Bitkilerin normal biiyiime ve gelismelerini sagladiklar1 optimum kosullar olan
degerlerin alt1 veya iistii biyotik ve abiyotik kosullarin bitkilerde olusturdugu degisim durumlari
stres olarak tanimlanmaktadir. Bagka bir ifadeyle stres; Onemli fizyolojik, metabolik
degisimlere yol acan, bitki biliylime ve gelisimini olumsuz sekilde etkileyen, iirlin verimini

azaltan, bitki organ kaybina hatta 6liimiine sebep olan degisimlerdir (Taiz and Zieger 2008).

Stresin sifir stresten, siddetli strese kadar ¢ok farkli dereceleri vardir. Stresin derecesi
bitki tiirlinden tiirtine degisiklik gostermektedir. Bir bitki tiirlinde strese yol acan bir faktor,
diger bitki tiirlinde strese sebep olmayabilir. Yine strese dayaniklilik, bitkinin biiylime ve
gelisme donemine gore de degisebilmektedir. Bazi durumlarda bir bitkinin biitiinii veya bir
kismu strese karsi direngli olabilirken, diger bazi kisimlari ise strese daha az dayaniklikli

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

Diinya iizerindeki kullanilabilir tarim alanlarinda olusan stres faktorlerinin goriilme
sikligina gore siralandiginda, kuraklik stresinin %26, mineral stresi %20 ve soguk ve don
stresinin ise %15 ’lik bir alanda goriildiigii belirlenmistir. Bunlarin disinda kalan diger tiim
stresler %29’1luk bir alanda s6z konusu iken, yalnizca %10’luk bir alanda herhangi bir ¢evresel

stres goriilmemektedir (Gtiler 2008).

Bitki gelisimini etkileyen en 6nemli abiyotik stres faktorlerinden biri de soguk stresidir

(Maestri et al. 2009). Ortam sicakliginin suyun donma noktasi olan sifir dereceye indigi

1



durumlarda pekcok bitkide tisiime-donma hasarlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Bu hasarlarin ortaya
cikis derecesi sogugun siddetine bagli olarak degistigi gibi,, bitkinin soguga maruz kalma
stiresine, soguga maruz kaldig1 olgunluk sathasina, bitki yapisinda bulunan ¢oziilebilir seker ile
prolin igerigine, bitki blinyesindeki biiylimeyi diizenleyicilerin dengesine (Wang 1990) gore de
degisebilmekte olup her bitkinin soguga kars1 direng derecesi genetigine bagli olarak farklilik
gostermektedir (Hale and Orcutt 1987; Urrutia et al. 1992; Griffith et al. 1992; Hon et al. 1995;
Atict and Nalbantoglu 2003; Tasgin 2004)

Diinyanin tiim bolgelerinde bulunan bitkilerin, gelisim ve biliylime gostermeleri i¢in
ortam sicakliginin optimum sartlarda olmasi gerekmektedir. Optimum sicaklik degerinin 1-2
derece altinda olmasi bile bitkiyi iisiime stresine sokabilmektedir (Mahajan and Tuteja, 2005).
Soguk stresine maruz kalan bitkide zar yapisinda anormallikler goriilmekte, gelisimini tam
olarak tamamlayamamakta, fotosentez orani1 diismekte ve hatta hasat sonras1 depolama siiresi

azalma gostermektedir (Morsy ef al. 2007; Bertamini et al. 2007).

Bitkiler, ani sicaklik degisimleri (don olay1) olmadig siirece soguk soklarina maruz
kalmazlar. Dogada sicaklik ekseriyetle kademli olarak azalir ki bu tedrici azalig bitkilerde soguk
aklimasyonu denilen “soguga alisma, uyum saglama” siireglerinin ger¢eklesmesine imkan tanir.
Bu siire¢ igerisinde bitki azalan sicakligi hissederek sahip oldugu genetik 6zellikleri kullanarak
sicaklik azalmasina tepki olusturmaya c¢alisir. Bu tepkiye soguk aklimasyonu adi verilir.
Direncli bitkiler i¢in pek dnemli olmadigr halde, bu aklimasyon siirecine 6zellikle soguga
hassas olan bitkiler ihtiya¢ duyar. Hassas bitkiler i¢in aklimasyonun siiresi bile ¢ok dnemlidir.
Bu siire yeterli olmazsa, soguga direng icin gerekli metabolik faaliyetlerin tamamlanmasi
miimkiin olmadigindan, bitkide asagidaki sekilde (Sekil 1) belirtilen semptomlarin ortaya
¢ikmasi kacinilmaz olur (Dumlupinar, 2000).



USUMEYE HASSAS BITKILER
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Sekil 1. Soguga hassas bitkilerin {istime sicakliklarina verdigi fizyolojik ve biyokimyasal
cevaplar (Wang 1982).

Diinyay1 cevreleyerek canlilarin yagamlarini devam ettirmesini saglayan atmosferin,
insan aktivitesiyle olusan ¢esitli kimyasallar sebebiyle dogal yapisinda bozulmalar ortaya
cikmaktadir. Bunun sonucu atmosferdeki ozon tabakasi her on yilda %3 oraninda
incelmektedir. Ozon tabakasinin incelmesiyle gilinesten yayilan ultraviyole 1sinlarinin
yeryiiziine ulagsma orani artmaktadir. Ozon tabakasindaki bu olumsuz degisimi, dogal dengeyi,

ekosistemleri ve neticede insani da etkilemektedir (Blaustein 2001; Kenar ve Ketenoglu 2009).

Ozon tabakasinin incelmesiyle birlikte bitkiler i¢in zararli olan UV-B (280 — 320 nm)
1sinlar1 yeryiiziine daha fazla gelmektedir. UV-B, bitkilerde biiyiime, gelisme ve fotosentezde
anormalliklere, DNA, protein ve zarlar iizerinde ise hasarlara yol agmaktadir (Correia et al.

1999; Laposi et al. 2009).



UV-B radyasyonu duyarlilig1 ya da direnci, bitki tiirleri arasinda farklilik géstermekte,
hatta ayni tlirler arasinda bile oldukg¢a farkli oldugu bildirilmektedir. UV-B radyasyonu

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

mordtesi gorilindr g1k kizilotesi

H .
280 315 400 700

Sekil 2. Isik dalga boylar1

100

dalga boyu (nm)

Stres faktorleri, cesitli zararlar meydana getirmek suretiyle bitki yapisinda
gerceklesmekte olan biyolojik fonksiyonlarinin bozulmasina ya da aksamasina sebep olarak,
onlarin biiylime, gelisme yoniinden genetik potansiyellerine ulagmalarini engellerler. Biyotik
(otobur aktiviteler, rekabet, patojenler vb.) ve abiyotik (diisiik ve yiiksek sicaklik, tuzluluk,
kuraklik vb.) faktorler olmak iizere iki gruba ayrilan stres faktorleri, biiylime ve gelismenin yani
sira iirlin verimliligi oranlarinda da 6nemli diisiislere neden olurlar (Gorovitz and Czosnek
2007). Bu sorunun ¢oziimiine yonelik olarak, bitki verimini azaltan abiyotik faktorleri konu
alan ¢aligmalarin sayis1 her gecen giin artmakta olup bitkilerde strese sebep olan biyotik ve

abiyotik faktorler Sekil 3°de 6zetlenmistir:
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Sekil 3. Bitkilerde stres olusturan faktorler.

Strese maruz kalan tiim bitkilerde hiicresel redoks dengesi bozularak oksidatif hasara ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) fazla miktarda iiretilmesine neden olurlar (Bolwell et al. 2002;
Mittler et al. 2002; Asada 2006). ROT molekiilleri yiiksek enerjili, ¢ok kararsiz ve toksik
maddelerdir. Oksidatif strese maruz kalan bitkilerde, ROT’lar bitki hiicresinin kloroplast,
mitokondri ve sitoplazma gibi farkli kisimlarinda meydana gelerek hiicrede 6zellikle zar lipit
ve proteinler, klorofil ve DNA gibi 6nemli hiicre bilesenlerinin yapilarinin bozulmasina sebep
olurlar. Bitkiler bu maddelerin zararlarindan korunmak igin antioksidan savunma
mekanizmasini harekete gecirirler (Asada 2006; Siddiqui et al. 2010). Bu oksidantlar arasinda
en 6nemlilerinden biri atmosferik oksijen (O2)’den olusan kararsiz ve toksik olan radikallerdir:
siiperoksit radikali (O2"™), hidroksil radikali (OH" ve singlet oksijen (!02)’dir (Alscher et al.
1997). Sekil 4’de bu radikallerin olusumu sematize edilmistir.
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Sekil 4. Atmosferik oksijenden reaktif oksijen tiirlerinin olusumu (Alscher ef al. 1997).

Hiicrelerde vuku bulan fizyolojik olaylarin stireklilik veya dengesini bozan ve
biyosentez reaksiyonlarinin aksamasina sebebiyet veren diisiik sicakliklar, bitkilerde hiicre
seviyesinde geri doniistimlii (primer etkiler) ve geri doniisiimsiiz hasarlarin (sekonder etkiler)
ortaya ¢cikmasina yol acgarlar (Turan ve Ekmekc¢i 2008). Primer degisimler, sicakligin normal
sartlara ylikselmesi sonucunda geri doniisiimliidiir ve olusan hasarlar bertaraf edilebilir.
Sekonder etkiler ise, birincil hasarlar olustuktan sonra stresin devami halinde ortaya ¢ikan ve
genel olarak geriye doniisii olmayan degisimlerdir (Wang 1982; Turan ve Ekmek¢i 2008).
Diisiik sicakligin hiicresel seviyede ilk olumsuz primer etkisi, zarlarin sivi-jel durumundan kati-
jel durumuna gecisi ve bunun sonucu olarak da zarlarda kirilma-yarilmalarin ortaya c¢ikisi
seklinde olur (Lyons and Raison 1970). Zarlarda meydana gelen bu hasarlar, dehidrasyon bagta
olmak iizere, tiim zar fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur. Diisiik sicakliklar, membran
bilesenlerinden 6zellikle lipidler tizerine etki gosterirler. Bu degisiklik, dncelikli olarak hiicre
ve organel membranlarinda bulunan fosfolipidlerin oranindaki artis ile karakterize edilir.
Sonrasinda ise soguk toleransinin maksimum oldugu noktada, hiicre zarinda bulunan
serebrosidlerin oraninda azalma ile kendini gosterir (Uemura et al. 1995). Soguk kaynakli bu
degisimler, hiicre membranlarinin biitiinligiinde bozulma, esnekliginde ve akiciliginda azalma,
gecirgenliginde artma ve membrana bagli enzimlerin aktivitelerinde azalmalar seklindeki

etkilerle kendini gosterir.

Soguk hasarinin neden oldugu fonksiyon kayiplarindan biri de kokten su alimi ve
transpirasyon arasindaki kurulmus olan dengenin bozulmasi nedeniyle ortaya ¢ikan gdévde

dehidrasyonudur (Vernieri ef al. 2001; Tiirk et al. 2014). Diisiik sicakliklar, basta kloroplast ve



mitokondriler olmak iizere cesitli hiicresel organellerdeki metabolik faaliyetlerin de sekteye

ugramasina neden olurlar.

BM Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) ne (2016) gére hizla artmakta olan diinya niifusunun
2050 yilina kadar 9,7 milyar olmasi beklenmektedir. Yine artmakta olan niifusun baskilari,
iklim degisikliginin olumsuz yansimalar1 gibi nedenlerden dolay1 son 20 yilda tarima elverisli
arazilerin ciddi tehlike altinda oldugu uyarisinda bulunulmustur (FAO 2018). Artan insan
niifusuna karsin, orman, bitkisel ve hayvansal iiretim yapilan alanlarin yerlesime a¢ilmasindan
dolay1 giderek azalmakta olmasi, yine kiiresel 1sinmadan kaynakli dengesiz iklimsel olaylarin
sikca ortaya ¢ikisi, ozon tabakasindaki hasarin artisi, ¢evre kirliligi gibi etkenlerden dolayi
mevcut tarim alanlarindaki verimin de tehdit altinda bulunmasi nedeniyle, insanligin yakin bir
gelecekte besin kithigiyla karst karsiya kalabilecegini 6ngdrmek miimkiindiir. Yaklasan bu
kithik tehlikesi nedeniyle, bilim diinyasinin konuyla ilgili branslarinda, tarim alanlarinda
bitkilerin yetistirilmesi sirasinda ortaya ¢ikabilecek ani iklimsel degisikliklere kars1 disaridan
miidahalelerle bitkileri koruyabilmek veya ¢evresel faktorlerin degisimlerine daha direngli bitki
varyetelerinin klasik seleksiyon, 1slah ve yine biyoteknolojik yontemlerle elde edilmesi, birim
alandan maksimum verim alabilmek i¢in hibrit varyetelerin olusturulmasi, sulama ve
giibreleme tekniklerinin ve tarimda mekanizasyonun gelistirilmesi gibi alanlarda yogun
arastirmalar yapilmaktadir. Tiim bu bilimsel ¢evrelerin temel gayesi, olmasi kuvvetle muhtemel

besin kitligina karst insanliin gelecegini koruma altina almaya ¢aligmaktir.

Iste biz de bu calismada, fasulye bitkisine iisiimeye karsi diren¢ kazandirabilmek
amaciyla, bazi sinyal bilesikleri olarak Salisilik asit (SA), Absisik asit (ABA), Progesteron
(PRO), Ostrojen (OS) ve bitkiye hafif 6n stres olusturabilecek diizeyi belirlenmis olan
Ultraviyole B (UV-B) 1s18m1 tek tek ve kombinasyonlariyla birlikte fasulye bitkisine
uyguladiktan sonra, bitkileri kontrollii lisiime sicakliklarina maruz birakip, sonrasinda strese
direngle iligkili fizyolojik ve biyokimyasal parametrelere analiz ederek, fasulye bitkisinin

yapilan bu uygulamalarla listimeye kars1 direncinde artis olup olmadigini test etmeye calistik.

Bitki Hormonlari
Salisilik Asit (SA)

Yiizyillardir yaprak ve kabuklarinin agr1 ve atese iyi geldigi bilinmekte olan sogiit
(Salix)) agacindan adin1 alan ve bitki fenolik bilesiklerinden olan bir maddedir. 1828 yilinda
Almanya'da Johann Buchner isimli arastirmaci sogiit agaci kabuklarindan salisin izole etmis,
salisilik asit adi ilk olarak 1838 yilinda Raffaele Piria adl1 arastirmaci tarafindan kullanilmistir.

Salisilik asidin ticari olarak iiretimi 'Aspirin' ismiyle Almanya'da gergeklesmistir. Son yillarda



salisilik asidin bitkiler tizerindeki etkisine yonelik yapilan ¢aligsmalarda, bitki biiylimesinin
diizenlenmesinde ve gelisiminde oldukga etkili oldugu ortaya konmustur. Salisilik asit bitkinin
tlim organlarinda bulunmaktadir ve digaridan uygulandigi yerden floem yoluyla farkli organlara
tasinmaktadir (Raskin 1992a,b; Kocagaliskan 2004; Mutlu 2005). Kimyasal formiilii C7HsO3,
erime noktast 159 °C’dir. Suda az ¢oziiniir ve pH’s1 2,4 tiir. Sekil 5’te salisilik asidin kimyasal

yapis1 gosterilmektedir.

@
OH
OH

Sekil 5. Salisilik asidin kimyasal yapis1

SA’nin ultraviyole 15181, kuraklik, soguk ve tuz stresi gibi bircok abiyotik strese ve
patojen gibi biyotik strese kars1 bitkiyi korudugu bulunmustur (Tasgin et al. 2003: Ananieva et
al. 2004; Sakhabutdinova et al. 2004; Mutlu et al. 2009). SA'min elmalarda etilen sentezini
durdurdugu, fasulyede dane verimini ve koklenmeyi arttirdigi, fotosentezi hizlandirdig
bilinmektedir (Ramanujam et al. 1998; Romani et al.1989; Hayat vd. 2007) SA soguk sartlar
altindaki bitkilere disaridan uygulamasiyla, direk veya dolayli olarak antioksidan enzim
aktivitelerini degistirebilmektedir (Tasgin et al. 2006; Baktir 2010; Algiil vd. 2016). SA’nin
antioksidan enzim aktiviteleri lizerine etkisi, H>O, metabolizmasin1 diizenledigini 6ne
stiriilmiistiir (Janda et al. 2003). SA, zayif bir deterjan 6zelligi gosterdigi ve hiicre yiizeyinin
elektrik ylikiinii degistirdiginden, hiicre igerisindeki baz1 antioksidan enzimlerin hiicre disina
salgilanmasinda rol oynadigi yoniinde goriisler de bulunmaktadir (Minibaeva and Gordon
2003). Ancak, SA’nin yukarida belirtilen pek ¢ok fizyolojik ve biyokimyasal etkilerine ragmen,
i¢sel SA’nin bu mekanizmadaki diizenleyici rolii heniiz tam olarak anlasilamamistir (Tasgin et

al. 2006).

Absisik Asit (ABA)

1950 ve 1960’11 yillarda absisyon ve dormansi ¢alismalart hormonal bir bitki biiylime
engelleyicisinin varligini ortaya koymustur. 1963 yilinda kimyasal yapist pamuk meyve ve
yapraklarinda Addicott ve arkadaglari tarafindan incelenmis ve aym yil Acer
pseudoplatanus 'un (yalanci ¢mar yaprakli ak¢aagag) agacinin tomurcuklarindan Vareing
tarafindan izole edilip, kimyasal yapis1 belirlenmis ve sesquiterpen yapisindaki bu maddeye

absisik asit (ABA) ad1 verilmistir (Cetin 2002).



Bitkilerde biliylime ve gelismeyi diizenleyen hormonlardan biri olan absisik asit (ABA)
biiylimeyi tesvik eden giberellin ve oksinin aksine biiyiimeyi engeller (Morsiinbiil vd, 2010).
Bitkilerin her organinda bulunan ABA en ¢ok yash yapraklarin mezofil dokusunda {iretilir,
koklerde ABA bulunmaz (Baktir 2010). Tomurcuk ve tohumlarda bulunarak dormansi halinin
siirmesine yardimci olmaktadir (Kumalay ve Eryigit 2011). ABA konsantrasyonu cevre
kosullarina ve strese bagl olarak miktar1 artarak, hemen yaprak sap1 ve govdeye tasinir (Algiil
vd. 2016). Boylece bitki kendini stres kosullarindan korur. Sekil 6’da absisik asidin agik

kimyasal formiilii verilmistir.

O~ OH

Sekil 6. Absisik asidin agik kimyasal yapisi
Memeli Cinsiyet Hormonlari

Memeli cinsiyet hormonlarinin bitkilerde var oldugu ozellikle bitki generatif
organlarinda bulundugu 1926 yilinda tespit edilmis olmasina ragmen heniiz metabolizmalar1 ve
etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamistir (Novak et al. 2008; Simerski et al. 2009).
Bunun yani sira disaridan bitkilere verilen cisiyet hormonlar1 (8strojen, progesteron, androjen
vb.) bitki kok govde, kuru agirlik, protein miktarlarinda artis sagladigi belirlenmistir (Erdal
2010; Janeczko et al. 2005). Bu calismada kullanilan cinsiyet hormonlar1 progesteron ve

Ostrojen steroid hormonlardandir.

Progesteron

Progesteron, memeli cinsiyet hormonlarinin (MCH) bir tiyesidir. 21 karbon igeren
steroid yapida bir hormondur. C21H3002 kapali formiiliine sahip progesteron kolesterolden
sentezlenir. Sekil 7°de genel yapis1 gosterilmistir. Bitkilerde dogal olarak bulunur ve bitki
dokularindaki progesteron olduk¢a diisiik diizeydedir. Bu nedenle, progesteronun bitkilerde
hormonal bir yapiya sahip oldugu ve bitki hormonu aday1 oldugu sdylenebilir (Janeczko 2012)
Progesteron igeren MCH'lerin ¢imlenmeden, bitkilerin ¢igeklenmelerine kadar ¢esitli yasam
evrelerinde uyaric etkileri ortaya konulmustur (Martinez-Honduvilla et al. 1976; Dogra and

Thukral 1991).



O

Sekil 7. Progesteronun genel yapisi
Ostrojen

Kadinlarin adet dongiisiinde ve diger memeli hayvanlarin disilerinde 6strus dongiisiinde
onemli rol oynayan 18 karbonlu steroid hormonlardir. Ostrojenler biiyiime, farklilasma ve
islevsel yonden hedef dokularda anahtar diizenleyici olarak gorev yaparlar (Erdal 2010).
Ostrojenler hem erkek hem kadimlarda bulunmakla beraber, iireme yaslarinda kadinlarda
seviyeleri ¢ok daha yiiksektir (Erdal 2010). Bu hormonlar kadinlarda g6giis gibi ikincil cinsiyet
Ozelliklerinin gelisimini saglarlar ve adet dongiisiiyle iligkili olan endometrium kalinlagmasi ve
diger siirecleri diizenlerler (Erdal 2010). Ostradiol, striol ve dstron olmak iizere ii¢ alt tipi
bulunmaktadir. En etkin ovaryum 6strojeni olan Ostradioldiir. Sonra sirasiyla estriol ve en az

etkili olan 6strondur (Erdal 2010).

CH3 OH

«uOH

HO

Sekil 8. Ostrojenin genel yapisi

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) Leguminosae (650 cins, 18000 tiir) familyasinin
diinyada ¢ok genis bir yayilis alanina sahip bir iiyesidir (Dogan 2006). Anavatan1 Gliney
Amerika’dir ve tilkemize yaklasik 250 y1l 6nce geldigi tahmin edilmektedir. Tiirkiye nin hemen
hemen her tarafinda yetistirilmesine karsin en ¢ok Karadeniz bolgesinde yetistirilir. Kurakliga
dayanikl tiirleri bulunmakta ve 1000 m’den daha yiikseklerde kolaylikla yetismektedir (Acar
1999; Uluocak 1984; Dogan 2006).
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Kiiltiir fasulyesinin yabani formu tam olarak bilinmemekle birlikte Meksika ve Orta
Amerika'daki tek veya ¢ok yillik sarilic1 formlarin oldugu tahmin edilmektedir. Meksika’da ¢ok
eski yillardan beri fasulye tarrmmin yapildigi saptanmis ve Amerika'nin kesfiyle Ispanyollar
tarafindan Avrupa'ya getirilmis buradan da tiim diinyaya yayilmistir. Ulkemizde fasulye
tariminin diger yemeklik baklagillerden sonra basladigi ve yaklasik 200 yildan beri kiiltiiriiniin
yapildigi tahmin edilmektedir (Anlarsal 2005; Kaya 2011). Diinyada toplam fasulye {iretim
alan1 26 milyon hektar civarinda olup. Fabaceae (Leguminosae) familyasinda yer alan fasulye
genellikle dikildigi yerdeki bir destege sarilarak biiyiiyen, tek veya cok yillik tiirleri olan, otsu
bir bitkidir.

Cesitli stres sartlarina maruz kalan bitkilerde antioksidan enzimlerinde, kdk goévde
yapilarinda, hiicre ve molekiiler yapilarinda degisiklikler meydana gelir. Bu durumu ortadan
kaldirmak veya stres etkisini azaltmak i¢in ¢esitli ¢alismalar yapilmaktadir. Bu boliimde bu

calismalarin bazilar1 6zetlenmistir.

Bitkilerde soguk hasarmin ilk etkilerinden biri, kok bolgesinden su alinimi1 ve terleme
arasindaki dengenin bozulmasindan kaynaklanan gévdeden su kaybidir (Vernieri ef al. 2001).
Bunun sonucunda, kokte oldugu gibi govdede de biiyiime hiz1 ve yaprak genislikleri azalir.
Daha siddetli soguk stresi ise hiicresel otolizi ve senesensi artirir (Hund et al. 2008; Farooq et

al. 2009).

Soguk stresinin bitkiler {izerindeki en Onemli etkilerinden biri LPO diizeyinin
artmasidir. Bu artigla birlikte hiicre membran yapis1 bozulmakta ve bununla beraber klorofil
miktar1 ciddi derecede diismektedir (Mahajan and Tuteja 2005; Hu et al. 2006; Posmyk et al.
2009). UV stresine maruz kalan bitkiler de kok ve gdvde uzunlugunun azaldigi, element

miktarinin degistigi, tily ve epidermal hiicrelerinin yapisinin bozuldugu goézlemlenmistir (Cil

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

UV B stresi ise uygulama siiresi ve siddetine bagh olarak klorofil pigmentlerinde genel
olarak bir degisime sebep olmazken, karotenoid miktarinda artisa sebep oldugu bildirilmistir

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

Biyotik ve abiyotik strese maruz kaldig1 zaman bitkiler ¢esitli (Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROT) iiretirler. Soguk stresine maruz kalmis bitkilerde H»O,,OH ve O," miktarlar
artmaktadir. Tiim hiicreler i¢in zararli olan bu toksik maddeleri ortadan kaldirmak i¢in bitki
mitokondri, kloroplast ve peroksizomlarindan SOD, CAT, POD ve APX gibi ¢esitli antioksidan

enzimleri uretilmektedir.
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Ayni1 zamanda UV stresine maruz kalan bitkilerde de diger stres sartlarina maruz
kalindig1 zamanki gibi ROT miktarlarinda artis meydana gelmis ve bunu baskilamak igin
antioksidan enzimlerin aktivitelerinde benzer sekilde artis olmustur (Tossi et al. 2009; Berli et

al. 2010; Szegény et al. 2016).

Simdiye kadar yapilan tiim calismalarda cok c¢esitli maddeler kullanilarak stresin
olusturdugu zararlar1 en aza, indirgemek istenmistir. Bu amagla kullanilan maddelerden bazilar
bitki hormonlarindan olan salisilik asit, absisik asit, hayvan cinsiyet hormonlarindan
progesteron ve Ostrojendir. Bu maddelerin farkli stres unsurlarina karst uygulanmasi ve

yararlar1 kisaca 6zetlenmistir.

Keshavaraz (2016) yaptiklari calismada soguk sartlarda yetistirdikleri aycigegi bitkisine
stres etkisini azaltmak i¢in salisilik asit uygulamig ve bu uygulamanin sogugun zararl etkisini
azalttig1 rapor etmislerdir. Tasgm (2006) SA uygulamasiyla soguk sartlarinda yetistirilen
bugday bitkisinin yapraklarinda donma hasarinin diistiigiinii belirlemistir. Benzer bir calisma
da arpa bitkisinde yapilmis ve soguk stresinin arpa bitkisindeki etkinligini azaltmak ig¢in
salisilik asit uygulanmis ve olumlu sonuclar elde edilmistir (Mutlu et al. 2016). Yapilan
caligmalar giincellenecek olursa sadece soguk degil aym1 zamanda diger abiyotik ve biyotik
streslerin etkisini azaltmak ic¢in kullanilan salisilik asit ROT miktarlarinda bir azalisa ve

iyilesmeye sebep olmaktadir (Miura and Tada 2014).

Bitki diizenleyici ve hormonlardan olan ABA farkli stres kosullarina ¢esitli bitkilerde

kullanilmistir (Xuan et al. 2010).

Chen vd (2010) yaptiklar1 ¢calismada model organizma olan Arabidopsis kullanmislar
ve bu g¢aligmanin sonucunda ABA’nin kok uzunlugu ve tohum biyiikligiinii artirdigini
bulmuslardir. Yine piring bitkisinde soguk, kuraklik ve tuz stresine kars1t ABA uygulanmis ve

belirgin sekilde stresin etkilerinin azaltig1 belirlenmistir (Tao et al. 2010).

Dumlupinar (2000) fasulye bitkisinin soguga dayaniklilig1 tizerine ABA’nin kok gévde

uzunlugu, kuru agirlik, protein ve prolin miktarinin artirdigini bildirmistir.

Sadece bitki hormonlarin iyilestirici giicii arastirilmamis ayn1 zamanda memeli cinsiyet

hormonlarinin da iyilestirici etkisi arastirilmistir. Bunlardan bazilari;

Janeczko vd. (2002), in vitro sartlarda ¢iceklenme i¢in 151k veya soguga ihtiya¢ duyan
Arabidopsis thaliana ve Triticum aestivum bitkilerinde dstrojenlerin ¢igeklenmeyi uyardigini

bildirmislerdir.

Dogra and Kaur (1994) ¢imlenen bugday tohumlarinin bazi biiylime ve biyokimyasal

parametreleri lizerine Ostrojen, progesteronun etkisini arastirmislar ve bu hormonlarin kok ve
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govde uzunlugu, kok ve govde kuru agirliklari, kok sayisi ve ¢imlenme yiizdesi gibi morfolojik
parametreleri uyardiklarini, ayrica protein igerigi, a-amilaz, peroksidaz ve katalaz aktivitelerini
de arttirdiklarini rapor etmislerdir. Ayrica bu arastirmacilar, uygulanan memeli cinsiyet
hormonlarinin diisiik konsantrasyonlarda (10 ve 10® M) yiiksek konsantrasyonlara oranla
daha iyi sonug¢ verdiklerini rapor etmislerdir. Yine bazi arastiricilar, bitkilerin cinsiyetinin
belirlenmesi olayinda bu hormonlarin etkili olabilecegini 6ne siirmiislerdir (Tamindzic and Jo

Ann Banks 2004).

Baska bir calismada ise bugday bitkisinde kuraklik stresine karsi progesteron

uygulanmis ve klorofil igeriginin artig1 belirlenmistir (Janeczko et al. 2015).

Bu calismanin amaci; Tiirkiye’de ve diinyada tarimi yapilan fasulye bitkisinin soguga
direncine katki saglayabilecegi varsayilan bazi bitki sinyal bilesiklerinin ve soguga aklimasyon
saglayabilmek i¢in hafif on stres faktérii olabilecegini tahmin ettigimiz UV-B i1smlarini,
bitkileri listime sicakliklarina maruz birakmadan 6nce uygulamak siiretiyle soguk stresine karsi
diren¢ saglamada etkili olup olmadiklarin1 gérmek ve strese direngle alakali fizyolojik ve
biyokimyasal parametrelerle buldugumuz sonuglari analiz edebilmektir. Ayn1 zamanda bu s6z
konusu sinyal ajanlart ve UV-B 1sinlarin1 kombinasyonlu olarak uygulayarak sinergistik etki

gosterip gostermediklerini test edebilmektir.
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KURAMSAL TEMELLER

Reaktif Oksijen Tiirleri

Molekiiler oksijen, yaklasik 2,7 milyar y1l 6nce Diinya'nin erken indirgen atmosferine
O; iireten fotosentetik organizmalar tarafindan salind1 ve bunun bir sonucu olarak istenmeyen
yan triinler yani reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) ortaya ¢ikmasina neden oldu. Bir serbest
radikal, bir atomik orbitalde eslesmemis bir elektron igeren, bagimsiz olarak var olabilen
herhangi bir molekiiler tiir olarak tanimlanabilir. Eslenmemis bir elektronun varligi, ¢ogu
radikal tarafindan paylasilan belirli ortak 6zelliklerle sonuglanir. Birgok radikal kararsiz ve
oldukca reaktiftir. Diger molekiillere elektron verebilir veya diger molekiillerden elektron
alabilirler, bu nedenle oksidan veya indirgeyici gibi davranirlar. Bir¢ok hastalik durumunda en
onemli oksijen iceren serbest radikaller, hidroksil radikali, siiperoksit anyon radikali, hidrojen
peroksit, tekli oksijen, hipoklorit, nitrik oksit radikali ve peroksinitrit radikalidir. Bunlar, DNA,
proteinler, karbohidratlar ve lipidler gibi biyolojik olarak ilgili molekiillere zarar verme
yetenegine sahip, ¢ekirdekte ve hiicre zarlarinda oldukca reaktif tiirlerdir. Serbest radikaller,
hiicre hasarina ve homeostatik bozulmaya yol agan 6nemli makro molekiillere saldirir. Serbest
radikallerin hedefleri dokulardaki her tiirlii molekiilii igerir. Bunlar arasinda lipidler, niikleik
asitler ve proteinler baslica hedeflerdir.

Eslenmemis elektrona sahip molekiillerin molekiil biiyiikliikleri az olmakla birlikte
Omiirleri kisa ve kararsiz olan ROT lar diger molekiiller ile etkilesemeye girdikten sonra bu
molekiillerden bir elektron almis olurlar ve bazen elektronu onlara vermis olurlar. Diger
molekiillerle etkilestiginde kolay bir sekilde elektron aligverisine girerler ve onlarin yapilarini
bozarlarBu molekiiller 2 grupta incelenebilir.

Radikal olanlar: Bunlarin bir elektronu eksik olmasina ragmen,diger molekuller ile
kolay bir sekilde elektron alisverisine girerek oksidasyon yaparlar. Ornek olarak siiperoksid
anyonu (O,",) ve hidroksil radikali ("OH) verilebilir.

Radikal olmayanlar: Bu molekiillerin eksik elektron ihtiyact olmamasina ragmen,
diger molekiilleri ile 6nceki gruba gére ¢ok zayif halde oksidasyona girerler. Ornek olarak;

H,0; ve Singlet Oksijen ('02) gibi (Genisel 2010).

Singlet Oksijen (102)

Foyer vd. (1997) ve Giiler (2008) arastirmalarina goére bu molekiil yiiksek enerjiye
sahip ve radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiildiir. Ancak giiclii bir oksidandir. Bitkilerde

tiretimi genellikle fotokimyasal olup asil kaynag: fotosentezde gorev alan klorofil pigmentidir.
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10, igerdigi yiiksek enerjiyi transfer ederek, kovalent tepkimelere girerek diger molekiillerin
yapisini degistirir. Singlet Oksijen karbon-karbon ¢ift baglar1 ile tepkimeye girer. !0, ¢oklu
molekiiller ile tepkimeye girdiginde biiylik seviyede yikicidir ve canlilarda hasara neden olan
oksijen tiirlerindendir (Cadenas 1989; Durmus 2003). Cift bagh olan yag asitleri ile reaksiyona
girer ve O, {iretir ve etkili halde lipidlerin peroksidasyonu baslatabilir (Gechev et al. 2002;
Minibaeva and Gordon 2003). Gechev vd. 2002; Minibaeva ve Gordon 2003 caligmalarina gore
hiicrelerde membranlarin glikolipidler, fosfolipidler, steroller ve gliseridler yapisindaki ¢ift
bagli olan yag asitleri ile tepkimeye girer ve sonucgta peroksitler, aldehitler, hidroksi yag
asitlerine benzer lipit peroksidasyon iirlinlerinin olusumunu saglarlar (Minibaeva and Gordon

2003).

Siiperoksit radikali (02")

Canli organizmalarda olan ve molekiiler oksijenin bir elektron alinmasi sonucunda
indirgenir ve bu anyon olusur. Bu radikal hem enzimatik yolla hem de enzimatik olmayan
tepikmeler ile olusabilir. Organizmalarda temel yeri iiretmek i¢in tilakoidlerin membranlarinda
yerlesen PSI’ sistemi’dir. Mitokondrilerde elektron sizintilar1 sirasinda da {iretile bilir. Alscher
vd. (1997) ¢alismalarina gore siiperoksit anyonunu ‘OH ve singlet oksijen olusumunu baslatir.
0O, giiclii reaktiviteyesahiptir ve lipitler ile baska bilesiklerinoksidasyonuna da sebep olabilir.
Fridovich (1995) ve Mutlu (2009) incelemelerine gore O>™ radikalin lipit peroksidasyonuna,
hiicre zarmin bozulmasi, hiicrelerde toksisite ve DNA’nin tek zincir kiriklarina nede oldugu
gosterilmistir. Delledone vd. (2001) ve Desikan vd. (2005) calismalarina gore bu radikal
hiicreye dogrudan zarar vermez. O>™ H20: ile tepkimeye girer ve organizma i¢in ¢ok daha
zararli bir molekiil "OH iiretilmesinde etkili olur (Giiler 2008; Mutlu 2009). Stiperoksit radikali,
kloroplastlarin elektron tasima zinciri (ETS) ve bitki hiicresinin diger boliimlerinde elektron
transfer sirasinda O>'nin kismi indirgenmesi {izerine iiretilir. O2'nin siiperoksit radikali iiretmek
tizere indirgenmesi, kloroplastlarin tilakoidlerinde lokalize olan siklik olmayan ETS'de
gerceklesir. Mitokondriyal ETS'de sitokrom ¢ oksidaz, O; ile etkilesime girdiginde normalde
H>O iiretilir. Ancak O, O».. olusturmak i¢in sitokrom ¢ disindaki ETS bilesenleriyle de
reaksiyona girebilir. Siiperoksit anyonu bitki hiicresinde olusan ilk ROS'tur ve kisa bir
yarilanma omrii ile daha az reaktif oldugundan, bu nedenle kendi basina herhangi bir biiyiik
hasara neden olmaz. Bunun yerine, her ikisi de membran lipid peroksidasyonuna neden olabilen

"OH ve '0; gibi daha reaktif ve toksik formlara doniisebilir (Alscher ef al. 1997).
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Hidrojen peroksit (H202)

Orta derecede reaktif bir oksijen tilirli olan hidrojen peroksit, O nin tek degerli
indirgenmesi veya protonlanmasiyla tiretilir. Diisiik pH kosullar1 altinda veya ¢ogunlukla SOD
tarafindan katalize edilen bir reaksiyon ile H>O;'ye dismute edilerek enzimatik olmayan bir
sekilde de meydana gelebilir (Hagar et al. 1996). H>O», proteinlerin denatiirasyonuna, DNA’da
kirilmalara, ve kloroplastlarda thiol grubu igeren enzimlerin aktivitesinin inhibe edilmesine
neden olur ve bitki hiicrelerinde oldukca toksik bir maddedir (Slezak et al. 2007). . O2"’lerin
tiretildigi yerlerde yani peroksizom organelinde, mitokondrilerde elektron sizintilarinda, hucre
zarlarinda ve ekstraseliilar matriks’de fazla miktarlarda H,O> de meydana gelir. Ote yandan
peroksizomlarda foto solunum esnasinda da iiretilebildigi Mittler vd. (2004) tarafindan
belirlemistir. Bu molekiiliin bliyiikliiglinden dolay1 difiizyon halinde taginir. Bir taraftan gii¢siiz
asittir ve diger taraftan biiytlik bir oksidasyon 6zelligi vardir. Eslenmemis elektron bu molekiilde
olmadigindan dolay1 radikal olmayan O6zelliginde bir maddedir. Bitkilerde 6zellikle Calvin
dongiisti enzimleri, CuMg-SOD ile Fe-SOD enzimleri, H>O> tarafindan inaktive edilmektedir
(Halliwell 2006; Gechev et al. 2002; Minibaeva and Gordon 2003; Mutlu 2009).

Hidroksil radikali COH)

Serbest radikallerle kiyaslandiginda ¢ok yiiksek hasar potansiyeline sahip oksidan
maddedir, iyonlastirma etkisiyle su molekiillerinin bozunmasi sonunda olusabilir (Mutlu 2009).
Hiicredeki tiim biyolojik maddelerle reaksiyona giren, fazla iiretildiginde hiicre 6liimiine sebep
olan en reaktif ve toksik radikaldir (2003; Halliwell 2006; Mittler 2006). Nétr pH'ta Fe (Fe?*,
Fe’") gibi gecis metalleri tarafindan katalize edilen H,O> ve O>™ arasindaki Fenton reaksiyonu
ile tiretilir. DNA, proteinler ve lipidler gibi biyomolekiillerle etkilesme ve bunlara zarar verme
potansiyeline sahiptir. Bu son derece toksik ROS'u temizlemek i¢in herhangi bir enzimatik

sistem yoktur; bu nedenle, artan birikimi hiicre 6liimiine yol agar.

Lipid Peroksidasyonu

Lipidlerin peroksidasyonlari, hem hiicrenin hem de organellerin memberanlardaki
fosfolipidlerin asir1 poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi bilinmektedir sonugta hasara
neden olur ve hasarlar1 geri doniigsiizdiir (Akkus 1995). Kararli olmayan lipid radikalinin O>
ile reaksiyona girerek ve sonug olarak lipidlerin peroksitlesmis radikalleri tiretilir (Spiteller
2001; Kuru 2007; Erdal 2010). Ikiden fazla ¢ift baglari olan yag asitlerinin peroksidasyonunda,
malondialdehid (MDA) iiretilir (Y1lmaz ve Ozan 2003). Bu bilesigin igsel seviyesini dlgmek
icin tiyobarbitiirik asit kullanilmaktadir (Yi1lmaz ve Ozan 2003; Kuru 2007; Erdal 2010).
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Antioksidan Enzimler

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (E.C.1.15.1.1) metalloenzim ailesine aittir ve evrensel olarak
tlim aerobik organizmalarda bulunur. Stres kosullar1 altinda, SOD hayati bir rol oynar ve

ROS kaynakli hasarlara karsi birincil savunma hattini olusturur (Alscher and Hess 1993).

SOD
207" + 2H w—) >0, + 0>

Stiperoksit dismutaz enzimi ROT’larin pargalanmasinda belli bir rolii oldugu
belirlenmis, antioksidan savunmanin ilk savunma zincirini olusturur (Moller 2001). Siiperoksit
dismutaz enzimi biitiin canlilarda ve tiim hiicre alt yapisinda olan kendi aktivitesini cesitli
streslere tepki seklinde arttig1 ve bu artislarin strese icin direng kazanma oldugu kesfedilmistir
(Bowler et al. 1991; Van Camp et al. 1994; Foyer et al. 1997; Apel and Hirt 2004; Turk et al.
2014). Siiperoksit dismutaz enziminin {i¢ izoenzimi bulunur. Bu enzimler; (Cu/ZnSOD),
(MnSOD) ve (Fe SOD) dir. Siiperoksit dismutaz enziminin bu ii¢ formu KCN ve H»0O;’ye
duyarhiliklara gore farklilik gosterirler (Scandalios 1993; Bowler et al. 1994; Allen 1995).
Onlardan MnSOD KCN ve H>0O;’ye direngli olup ve tiim hiicrelerin mitokondrilerinde goriiliir.
Cu/Zn SOD KCN ve H>O>’ye duyarlidir ve yiiksek bitkilerin sitozol ve kloroplastlarinin i¢inde
bulunurlar. Onceki SOD gesiti olan, hidrojen peroksite duyarliyken, potasyum siyanide direng
kazanmustir (Bowler et al. 1992; Giiler 2008). Ote yandan FeSOD, homodimer seklindedir
(Alscher ve Erturk 2002). Siiperoksit dismutaz enziminin stres durumunda olusan oksidatif

hasara kars1 tek basina giiglii olmadig: ileri siiriilmiistiir (Pitcher et al. 1991).

Guaiacol Peroksidaz (POD)

POD’lar (E.C.1.11.1.7) farkli biyolojik olaylarda 6énemli rolii olan biiyiik bir enzim
grubu sayilir. Siiperoksit dismutaz enzimi ve katalaz enzimi ile etki gosterirken ROT’larin
parcalanmasinda aktif etkisi olan HEM prostetik kisimlarina sahip bir enzimdir (Banci 1997,
Kim et al. 2000). Peroksidazlar, hidrojen peroksitten yararlanarak fenoller ve hidrokinonlar
benzer ¢ok sayida aromatik olan bilesenlerin hidrojen alinnminda katalitik rolleri vardir

(Bergmeyer and Grabl 1983).

POD’larin fazla sekilde fizyolojik mekanizmalarda irtibati oldugu ve hiicre
reaksiyonlarinda onemli bir islevi oldugu tanimlanmistir (Durmus 2003). Stres sartlarindaki

bitkilerde POD’larin etkinliklerinin arttig1 ifade edilmistir (Asada 1992, Erdal and Tiirk 2015,
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Genisel et al. 2015). Peroksidaz enzimi, bitkilerin hiicresi i¢inde en 6nemli antioksidan
enzimlerindendir (Bakardjieva and Christov 1996). Molekiil agirliklar1 35-100 kDa arasinda
degismektedir. POD’lar H>O verirler ve ¢oklu organik ve inorganik maddeleri (BH2) kullanip
hidrojen peroksiti aradan kaldirirlar.
BH, + H,O0, =) B +2H,0
POD

Peroksidazlar diger birgok metabolik siiregte de etkili olurlar. Mesela oksin
metabolizmasi. POD enzimin aktivitesi, bir ¢cok stres faktorlerinden biiyiik miktarda etkilenir,
o ylizden POD enzimi, strese karsilasan bir enzim tanimlanir (Whetten et al. 1998; Jaleel et al.

2007; Mutlu 2005).

Katalaz (CAT)

CAT (E.C.1.11.1.6) enzimi oksijen kullanan tiim mikroroganizmalarda, omurgali
olanlarda, omurgali olmayanlarda, bitkilerde ve mantarlarda bulunur ve canlilarda ¢ok yaygin
dagilim gosterirler (Bergmeyer and Grabl 1983). Tek bir katalaz molekiilii bir saniye i¢inde bir

ka¢ milyon H>O; molekiillerini katalizler.

CAT enzimi bitkisel dokularinda hidrojen peroksitin temizlenmesinde onemli rolii
oldugu ifade edilmistir (Patykowski and Urbanek 2003). Katalaz enziminin esas islevi, oksijen
varliginda hiicre reaksiyonlarinin bazi yerlerinde sentezlenen, radikal 6zellikleri hidrojen
peroksitn veya karboksil gruplarinin 6zellikle hiicre zarlarinda olusabilecek hasarlarini
engellemektedir. Zira H>O,, 'Oz ve "OH radikallerinin bir giic mekamdir (Scandalios 1993;
Chaudiere and Ferrari 1999). Katalaz enzimi, mitokondirilerin elektron tagima sizintilarinda

oksijen az elektron alirken hidrojen peroksite iiretir (Chaudiere and Ferrari 1999).

(Kataliz eden Aktivitesi)
2 HO; —————— 2 H, O+ 0Oy

(Peroksidatif Aktivite)
AH>+ ROOH - =—(- H>,O+ROH + A

Streb vd. (1993) arastirmalarinda ifade etmistir ki CAT enzimi nisbeten kararsiz bir
enzimdir. Is1gin fazla oldugu ve strese maruz kalan bitkilerde olusan hidrojen peroksitin yiiksek
konsantrasyonlarda oldugu durumlarda aktivitesi engellenebilir. CAT enziminin tek oldugu yer
peroksizomlardir ve bir kiiciik miktarda mitokondrinin matriksinde bulunmamaktadir bu
yizden CAT enzimi nisbeten az etkinlige sahiptir (Asada 1992; Scandalios 1993). Katalaz

enziminin aktivitesinin artisinda iki vitamin (E ve K) ve iki antioksidant madde (askorbik asit,

18



glutatyon) yararlanir. Bunun nedeni kolay bir sekilde elektron almalarina ragmendir (Keha and

Kiifrevioglu 2000; Tasgin 2004).

Askorbat peroksidaz (APX)

Askorbat peroksidaz (E.C.1.1.11.1) askorbat-glutatyon (ASC-GSH) dongiisiiniin
onemli bir bilesenidir ve sitozol ve kloroplastta tiretilen H2O-'yi ortadan kaldirir. APX, askorbik
asiti indirgeyici bir ajan olarak kullanarak H>O:'yi H2O ve DHA'ya donustiiriir. Askorbat
peroksidaz enzimi, iki molekiil askorbattan yararlanarak H>O;’yi suya doniistiiren antioksidan
bir enzim olarak bilinmektedir (Noctor and Foyer 1998). Bu reaksiyon sonucunda askorbat iki
molekiil monodehidro askorbata (MDHA) dontisiir. MDHA mono dehidroaskorbat rediiktaz
tarafindan tekrar askorbata doniistiiriiliir (Kumar et al. 2011). APX, glutatyon askorbat
dongiisiinlin ayrilmaz bir bilesenidir (Noctor and Foyer 1998). APX’in bitki hiicrelerinde
tilakoid ve mikrozomal membranlara bagli formlarda, sitoplazmada ve stromada ¢6ziinmiis
formlarda ve apoplast da olmak iizere en az bes izoformu vardir (Yamaguchi 1995; Noctor and
Foyer 1998). tAPX, gmAPX, sAPX, cAPX gibi izoformlardan iiretilen APX ailesi, H>O>’ye
kars1 CAT’a kiyasla daha ytiiksek bir afinitesi vardir. APX’in izoformlari, elektron vericidirler
ve askorbat olmadan ¢ok kararsiz olurlar (Miyake and Asada 1996). Sitoplazmadaki APX’ler,
kloroplast APX’lerine benzerler (Ranieri et al. 1996; Van Acker et al. 1998; Giiler 2008).
APX’ler, genelde askorbata olan yiiksek afiniteleri oldugundan dolay1 guaiakol peroksidazlarla
farklar1 belirlenmistir (Nakano and Asada, 1987; Giiler 2008).

APX
H202 + 2AsA ——— H2O +2 MDHA

Glutatyon (GSH)

Glutatyon esasen diisiik molekiiler agirlikli bir tiyol tripeptittir (y-glutamylcysteinyl-
glycine) ve sitozol, kloroplastlar, endoplazmik retikulum, mitokondri, vakuoller, peroksizomlar
ve apoplast gibi tiim hiicresel bolmelerde genis dagilima sahiptir ve ROS'un neden oldugu
oksidatif hasara kars1 hiicre i¢i savunmanin temelini olusturur. ATP'ye bagli iki adim, glutation
sentezini belirler; ilk olarak, y-glutamilsistein, glutamat-sistein ligaz (GCL) varliginda Cys ve
Glu'dan sentezlenir ve ardindan glutatyon sentetaz (GS), GSH'yi vermesi i¢in Gly'ye y-
glutamilsistein yardimci olur. GSH, hiicre bdliinmesi, hiicre farklilagmasi, hiicre 6limi ve
yaslanmasi, patojen direnci, enzimatik aktivitenin diizenlenmesi, siilfat taginmasinin
diizenlenmesi, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, metabolitlerin konjugasyonu, proteinlerin
ve niikleotitlerin sentezi, sentezi gibi kapsamli biyolojik siireglerde ayrilmaz bir rol oynar.

Herschbach vd. (1994) ifadelerine gére GSH’nin rolii bitkilerin hiicrelerinde siilfiir
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reaksiyonlarinda biiyiik bir fizyolojik rolii oldugu ileri siirmiislerdir. Herschbach vd. 1994
GSH’nin, proteinsiz tiyol gruplar icerirken diger taraftan siilfiir yikimini diizenler. Diger
taraftan agir metaller bitkiler tarafindan kontrol gecerler (Grill et al. 1989; Rauser 1987,
Scheller et al. 1987). GSH bitkilerde ve hayvanlarda redoks tamponu olarak ve antioksidan
Ozeline sahip olan maddedir (Foyer and Halliwell 1976; Meister 1994). GSH, antioksidan
fonksiyonu sayesinde, ROT’larin detoksifikasyonunda islevi belirlenmistir (Foyer et al. 1994;
Creissen et al. 1996; Giiler 2008). Baska bir gorevi gen ekspresyon islevinde rolii vardir (Dron
et al. 1988; Wingate et al. 1988). Bitki hiicrelerinin boliinmesinde redoks kontrolii olayinda

rolii belirlenmistir (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 bagislama yeteneginden dolayi, artan ROS seviyesinden kaynaklanan oksidatif strese
kars1 onemli bir savunma rolii olan bol, giiclii, diisiik molekiiler agirlikli ve suda ¢oziiniir bir
antioksidandir. Bitkilerin tiimiinde askorbat iiretilebilir (Burns 1957). Hidroksil, siiperoksit ve
singlent oksijen radikallerine direkt olarak etki eden 6nemli bir primer antioksidan maddedir
(Buettner and Jurkiewicz 1996). Fotosentezin basamaklarinin dengede tutulmasi ve 1s1k
hasarmi 6nlemede etkilidir (Forti and Elli 1995). Bitki hiicrelerinde antioksidan 6zelligi vardir.
Enzimlerin aktivitelerinin korunmasinda énemli rol oynar (Padh, 1990). Bunlara ilave olarak
askorbat, dnemli bir antioksidan olan a-tokofenollerin okside formlarini indirgeyen giiclii bir

sekonder antioksidan olarak gorev yapar (Padh, 1990).

Bitkilerde H>O2’nin temizlenmesi i¢in ¢ok Onem saglayan substrat askorbattir
(Mehlhorn et al. 1996; Nakano and Asada 1987). GSH, ona benzer askorbat masraflanmazlar
(Noctor and Foyer 1998). (Sekil 9).
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MATERYAL ve YONTEMLER

Kullamlan Kimyasallar ve Aletler

Sogutucu : Argelik

Dikey difriz (-20 °C) : Siemens

Dikey difriz dondurucu (-80 °C) : Thermo Scientific

Mini Elektroforez : BIO-RAD

Dijital terazi (hassas) : Shimadzu-AY220

Tiip karistiricisi : Fisons Whirlimixer Cyclone Vortex Mixer

Manyetik karigtiric1 ve 1sitict ~ : Chiltern, model HS31

Masa {istii santrifiijii : Hettich, model EBA-22

Otomatik pipetler : Ependorf pipet

Dijital pH metre : Mettler Toledo

Soguk su banyosu : Huber Polystat, model CC1

Kuru blok inkiibatorii : Allsheng miniT-100

Su banyosu : WiseBath Fuzzy Control Systemes
Sogutmali masa santrifiijii : Hettich Universal
Spektrofotometre : Shimadzu UV-visible-1800

Mikroplate spektrofotometre ~ : Thermo, Scientific Multi Scan Go
UV-B lambas1 ve kabini : TLD 15W/08 UVP

Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanma Kosullari

Calismalarimizida kullanilan kimyasallar Merk ve Sigma-Aldrich firmalarindan satin

alinmistir. Kullanilan ¢ozeltilerin yapilis1 asagida verilmistir.

e Protein tayini: 1 M KH>PO4 (pH 6,75) 3,4 gr KH2PO4 200 ml saf suda ¢oziiliir. 1 M
NaOH ile pH 6.5’a ayarlanir ve toplam hacim distile su ile 250 ml yapilir.

e Protein tayini: 15ml Bicinchoninic asit 0,3 ml CuSOys ile karistirildi (BCA reaktifi)

e Antioksidan enzimlerin homojenizasyon cozeltisi: 0,1 M K;HPO4 (pH 6,70), %1
PVP ve | mM EDTA (3,4 gr KH2PO4 200 ml deiyonize suda ¢oziilmiis, Normalitesi
bir olan sodyum hiroksit ile pH 6,7'ye ayarlanmis ve sonra toplam hacmi saf su ile
250 ml’ye tamamlanmistir. Bunun iizerine 2,45 gr PVP ile 0,75 gr EDTA sira ile
ilave edilmistir.

e Katalaz aktivitesi icin tampon 103,5 mM KH>PO4, (pH 7,5) 1,42 gr KH2POys,
yaklasik 80 ml saf suda ¢oziilmiis ve 1 M NaOH ile pH 7,5’e ayarladiktan sonra
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¢Ozelti hacmi distile su ile 100 ml yapilmistir.

Katalaz aktivitesi icin substrat ¢ozeltisi: (40 mM H>0,), %35 H>0, ¢ozletisinde
346 pl alinip son hacim saf su ile 100 ml yapilmastir.

Katalaz aktivitesi icin standart grafik: (5 mM HxO» ¢ozeltisi) %35’lik H202
cozletisinde 40 pl alinir ve son hacmi distile suyla 100 ml yapilmistir.

SOD i¢in gerekli tampon ¢ozelti: 50 mM KH>PO4 (pH: 7,8) 1,7 gram KH2PO4 200
ml deiyonize suda ¢6ziilmiis, pH 7,8’e ayarlanmis ve son toplam hacim saf su ile 250
ml’ye ayarlanmistir.

SOD aktivitesi reaksiyon karisimi: (13 mM metionin, w/v), bunun i¢in 0,586 gr
metionin alinmis ve yukarida SOD i¢in verilen tampon ¢dzelti i¢cinde ¢oziinerek son
hacim 250 ml olacak sekilde hazirlanmistir.

SOD reaksiyon karisim icin: (63 pM NBT), 0,0128 g NBT alinir ve yukarida
hazirlanan SOD tampon ¢6zeltisi iginde ¢oziinerek son hacim 250 ml yapilmistir.
SOD reaksiyon karisimi i¢in: (0,1 mM EDTA), bunun i¢in 0,073 g EDTA, SOD
tampon ¢ozeltisi iginde ¢oziinerek son hacim 250 ml yapilmistir.

SOD aktivitesi icin 2. Cozelti: (13 uM riboflavin), 0,019 gr Riboflavin alinip, 500
ml dsitile suda ¢6zdiikten sonra 3 ml reaksiyon karigimi hazirlamak i¢in 390 pL
Riboflavin ¢ozeltisi ilave edilerek hazirlandi.

Peroksidaz aktivitesi tampon c¢ozeltisi: 100 mM Na HPO4, (pH 5.5), 3,55 gr
Na;HPO4 100 ml saf suda ¢oziinmiis ve pH 5,5’e ayarlanmigtir. Son olarak toplam
hacim saf su ile 250 ml yapilmistir.

Peroksidaz aktivitesi substrat cozeltisi: (5 mM guaiacol+5 mM H>O»), bunun i¢in
54 m pl quaiacol ve 15 pl H202 (%35 ve d=1,13 gr/mol) yaklasik 90 ml fosfat
tamponunda (100 M, pH 5,5) ¢6ziinmiis ve son hacim aymi tamponla 100 ml
yapilmustir.

APX aktivitesi ol¢iimii icin ¢ozeltiler: (50 mM KH2POs), 0,17 gr potasyum fosfat
¢ozlindiiriilmiis ve pH’s1 6,75 yapilmis, son hacim 250 ml’ye tamamlanmistir. 0,225
gr askorbik asit (20 uM) ve 100 ul H20;2 (5SmM) ve 0,0147 gr EDTA (0,2 mM)
¢ozeltisi hazirlanmastir.

Lipid peroksidasyonu homojenizasyon cozeltisi: (%0,1 TCA), yaklasik 80 ml
deiyonize suya 0,1 gr TCA ilave edilip, son hacim 100 ml yapildi.

Lipid peroksidasyonu reaksiyon cozeltisi: (9%0,5’lik TBA), 80 ml deiyonize suda
20 gr TCA ¢0ziilmiis, daha sonra igerisine %0,5 tiyobarbutirik asit ilave edilerek son
hacim 100 ml yapild.

H20: tayini icin: (%0,1 lik TCA), 0,1 gr TCA yaklasik 80 ml saf su da ¢oziilerek

hazirlanmistir ve so hacmi 100 ml yapilmistir (homojenizasyon ¢ozeltisi).
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H20: tayini i¢in: 10 mM KH2POs: 0,136 gr potasyum 100 ml saf su icerisine ilave
edilerek pH s1 7 ye ayarlanmistir.

Fenolik madde tayini icin: (0,1 M KH>PO4 (pH 6,75), 3,4 gr KH2PO4 200 ml
deiyonize suda ¢oziilmiis, | M NaOH ile pH6,75 ayarlanmis ve son hacim deiyonize
suyla 250 ml tamamlanmustir.

Fenolik madde tayini icin: (%20 lik Na,COj3 ¢dzeltisi), bunun i¢in 20 gr Na,CO3
100 ml saf suda ¢oziindiiriilerek hazirlanmistir.

Akrilamid/Bis-akrilamid (%30 akrilamid ve %2,7 Bis): Bunun icin 29,2 gr
Akrilamid yaklasik 80 ml saf suda ¢oziinmiis ve lizerine 0,8 gr Bis eklendikten sonra
son hacim saf suyla 100 ml’ye tamamlanmistir.

Ayirma jelinin tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8): Bunun i¢in 18,15 gr Tris-HCI
50 ml saf suda ¢oziinmiis ve 1 M HCl ile pH 8,8 yapilmistir. Sonra, saf su ile ¢ozelti
hacmi 100 ml yapilmistir.

Yiikleme tamponu icin (0.5 M Tris-HCI, pH 6,8): 6 gr Tris-HCI 80 ml saf suda
¢ozlindiiriilmiis, 1 M HCl ile pH 6,8’e ayarlanmis ve hacmi distile su ile 100 ml’ye
tamamlanmustir.

SDS (%10): Bunun i¢in 10 gr SDS yaklasik 80 ml suda ¢6ziilmiis ve son hacim 100
ml’ya tamamlanmistir.

Elektroforez tank i¢i tamponu (0,025 M Tris-HCI, 0,192 M Glisin, %0,1 SDS,
pH 6,8): Bunun i¢in 3 gr Tris-HCI, 1 gram SDS ve 14,4 gr Glisin alinmis, yaklagik
900 ml saf suda ¢oziindiilten sonra pH’s1 6,8’e ayarlanmistir. Cozeltinin son hacmi
saf su ile 1000 ml’ye ayarlanmistir.

GR aktivitesi i¢in: (0,25 mM’lik NADPH) Bunu hazirlamak i¢in 0,0022 gr NADPH
yaklagik 8 ml saf suda ¢6ziinmiis ve son hacmi 10 ml yapilmustir.

GR aktivitesi icin: 1 mM oksitlenmis glutatyon (GSSG), bunun i¢in 0,0061 gr
GSSG, 10 ml distile su igersinde iyice ¢Oziinmiistiir.

GR aktivitesi icin: 0,5 mmol EDTA ¢ozeltisi i¢in, 0,0014 gr EDTA 10 ml deiyonize
su i¢erisinde ¢oziindlrilmiistiir.

GR aktivitesi i¢in: 50 mM Tris-HCI ¢ozeltisi i¢in, 0,06 gr Tris, bir miktar saf su
icerisinde ¢Ozlindiirlilmiis, sonra pH:7.8’¢ ayarlanmis ve son hacim 10 ml’ye
tamamlanmustir.

NR ve NiR aktivitesi ¢ozeltileri: NR aktivitesinde kullanilan ekstraksiyon ¢ozeltisi
(100 mM Tris (pH 7,6), 7,5 mM sistein, %1 PVP, %0,5 BSA, 1 mM Na-EDTA ve 5
mM merkaptoetanol), bunun i¢in 1,2 gr Tris-HCI yaklasik 80 mL saf suda ¢oziiliir ve
pH’s1 7,6’ya ayarlanir. Sonra bu ¢ozeltiye 1 gr PVP, 0,037 gr Na-EDTA, 0,5 gr BSA,

0,09 gr sistein, 40 pL merkaptoetanol ilave edilmis ve son hacim distile suyla 100
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mL olacak sekilde ayarlanmustir.

NRi¢in aktivite tamponu: Bunun i¢in 0,272 gr KH2PO4, 0,0074 gr Na-EDTA, 0,02
gr KNOj3 ve son olarak 4 mg NADH yaklasik 15 ml distile suda ¢oziilmiis ve son pH
7,8’e ayarlanmigtir. Cozeltinin son hacmi distile su ile 20 ml yapilmistir.

1 M Baryum asetat: Bunun icin 5 gr baryum asetat’in 15 ml saf suda ¢oziildiikten
sonra son hacmi 20 ml’ye tamamlanmaistir.

%1 Siilfanilamid: Bunun i¢in 1 gr siilfanilamid, 80 ml 2 N HCI i¢inde ¢6ziildiikten
sonra son hacmi 100 ml’ye tamamlanmuistir.

%0,02°lik N-1-Naftil Etilendiamin Dihidrokloriir (NED): Bunun icin 0,04 gr N-
1-Naftiletilendiamin dihidrokloriir, 100 ml distile suda ¢dziinmiis ve daha sonra son
hacim 200 ml’ye tamamlanmustir.

Glutaminsentaz aktivitesi ¢ozeltileri: Homojenizasyon ¢ozeltisi (250 ml), bunun
icin 6 gr HEPES, 150 mL saf suda ¢6ziinmiis ve bunun iizerine 0,19 gr DTT, 18 [1
merkaptoetanol, 0,07 gr EDTA ve 0,24 gr MgCl: ilave edildikten sonra, pH’s1 7,6 ya

ayarlanmig ve son hacmi distile su ile 250 ml’ye tamamlanmistir.
Reaksiyon karisimi (100 ml): Bunun icin 12,15 gr Tris-HCI alind1 ve yaklagik 80

ml saf suda ¢6ziindii, ¢ozelti lizerine 0,5 gr ATP, 0,24 gr Sistein, 0,96 gr MgS04, 0,55
gr hidroksilamin hidrokloriir (NH2OH-HCI) ve son olarak 0,95 gr glutamat ilave
edilmis ve pH’s1 7,6’ya ayarlanmis ve son olarak ¢ozeltinin hacmi 100 ml’ye
tamamlanmistir.

%10’luk FeCls Reaktifi (120 mL): Bu ¢ozelti i¢in ayr1 3 ¢dzelti hazirlanmistir;12
gr FeClz aliir ve yaklasik 30 ml 0,2 M HCl i¢inde ¢oziindiiriilmis ve son hacmi 40
ml’ye tamamlanmistir (¢ozelti 1). 28,8 gr TCA alinmistir ve yaklagik 30 ml saf su
icinde coziindiirildiikten sonra hacmi 40 ml’ye tamamlanmistir (¢6zelti 2). Son
olarak 40 mL %5’lik HCI ¢6zeltisi hazirlanmistir (¢6zelti 3). Hazirlanan bu {i¢ ¢ozelti
birbiriyle karigtirllmistir yani (¢ozelti 1+ ¢ozelti 2+ ¢ozelti 3=120 ml olacak sekilde).

Yontemler

Bitkilerin yetistirilmesi

Bu arastirmada fasulye (Phaseolus vulgaris L., cv. Lunatus) bitkisi kullanilmistir.

Tohumlar %75°lik etil alkolde iyice yikanmis ve pesine %5’°lik sodyum hipoklorit (ticari

camagir suyu) ile 5 dk sterilizasyon yapildi. Steril edilen tohumlar, 3-5 kez ¢esme suyuyla ve

sonra 3-5 kez distile su ile yikama islemne tabi turuldu. lyice temizlenen tohumlar ditile su

icerisinde 8 saat On 1slatma iglemine tabi tutuldu. Daha sonra tohumlar ¢imlendirilmek amaciyla

once icerisine kurutma kagidi serilmis plastik kaplara yerlestirilmis ve ortamin nemlendirilmesi
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i¢in su ilavesi yapilmis ve 1 haftalik ¢gimlenme ve biliylime peryodu boyunca hergiin ortama saf
su ilavesi yapilmistir. Bu siire sonunda kaplarin i¢erisinde esit biiylime gosteren fideler (bireyler
arasindaki genetik farkililiklar1 minimize edebilmek amaciyla) segilerek (¢ok kiiclik ve ¢ok
bliylik olanlar alinmamistir) hazirlanan kum dolu saksilarin igerisine esit sayilarda (10
fide/saks1) olacak sekilde ekim yapilmistir. Miiteakiben bitkiler, bir iklim kabininde normal
sartlarinda (24/20°C, 14/10 s foto periyod, 15,000 liiks, %70 nem) yetistirilmistir. Her saksida
bulunan fideler hasat edilecegi giine kadar, hergiin esit miktarda su ile sulanmistir. Bitkiler 11
ilave giin bu sartlarda biiyiitiildiikten sonra saksilardaki bitkiler gruplara ayrilarak yapilacak
uygulamalarn gosterecek sekilde iizerleri etiketlendirilmistir. UV-B uygulamasi su sekilde
yapilmistir: Saksilarin igerisindeki bitkiler UV-B lambasi yerlestirilmis 6zel bir kabinin
ierisine konuldu ve 10 sn 20 W m™ boyunca UV-B 1s1gina maruz birakildiktan sonra UV-B
15181 kapatilarak 1 dk beklendikten sonra bu islem 3 kez daha tekrar edilerek UV uygulamasi
sonlandirildi. Aym zaman diliminde hazirlanan bitki hormonlar salisilik asit (SA) 10* M,
absisik asit (ABA) 10* M, memeli cinsiyet hormonlar1 6strojen (OS) 10 M, progesteron
(PRO) 10° M olacak sekilde bitkilere piiskiirtmeli olarak yapraklarina (50 ml sinyal
bilesigi/saks1) uygulanmistir. Tiim bu uygulamalar sonrasinda bitkiler, iklim odasina tasinmis
sicaklik tedricen diisecek sekilde 14 saat boyunca 151k, 9 °C ve 10 saat boyunca karanlik,
5°C’olacak sekilde sicaklik ayarlanmistir. Belirlenen konsantrasyonlar, 6n ¢alismalar yapilmis
ve soguk uygulamasindan sonraki kok gévde uzunlugu, protein miktarindaki artisa ve MDA

iceriklerine bakilarak secilmistir (Sekil 10).
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Sekil 9. Soguk, UV ve hormon uygulanan fasulye bitkileri
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Kok ve govde uzunlugu belirlenmesi

Fasulye bitkileri dikkatlice hasat edilmis ve kok-govde uzunlugu hassas bir cetvel

yardimiyla 6l¢iilmiistiir. Bulgular cm/bitki olarak sunulmustur (Bozcuk 1978).

Protein tayini

Taze bitki dokularindan 0,5 gr alinan Ornek, sivi azot ile iyice un haline getirildi ve
tizerine 5 ml 100 mM fosfat tamponu (pH 6,70) pipetlendi ve soguk bir havanda iyice
homojenize edildi. Olusan homjenat 12,000xg’de +4 °C’de 15 dk santrifiijlendi. Santrifiij
sonrasi elde edilen berrak siipernatant protein tayini i¢in kullanildi. Bu amagla siipernatanttan
20 pl almip tizerine 200 pul BCA (Bicinchoninic asit+CuSQOs) reaktifi pipetlendi. Karisim 60
°C’de 15 dk siireyle inkiibe edildi. Sonra, 6rnek oda sicakligina geledikten sonra absorbansi bir
nanodrop-plate spektrofotometrede 562 nm’de kore karst okunmustur. Kor, ekstrakt yerine 20
ul BCA reaktifi kullanillamarak hazirlandi. Orneklerin protein icerigi hesaplamalari, standart
bir grafik lizerinden yapildi ve protein miktarlar1 pg protein/gr taze doku olarak sunuldu.
Standart grafik i¢in 1 ml’sinde 1 mg protein igeren sigir albumini (BSA) ile hazirlanmis stok
¢oOzeltisinden plate (96 kuyulu) kuyularma 0.0, 2.5, 5, 7.5, 10 ve 12.5 ug protein igerecek
seklilde pipetleme yapildi ve kuyularin hacimleri steril saf su ile 20 pl’ye tamamlanmistir. Bu
kuyulara, 200 ul BCA reaktifi ilave edilip plate hafifce karistirildi. Kor 6rnek i¢in 200 pl BCA
ve 20 pl steril saf su kullanildi. Yiikleme yapilan plate, 60 °C’de 20 dk inkiibe edildi ve plate
absorbans1 562 nm’de kore karsi kaydedildi. Olgiimler sonrasinda, 562 nm absorbans
degerlerine karsilik gelen protein igerigi kullanilarak bir standart grafik elde edilmistir (Sekil
11).
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Sekil 10. Protein tayini i¢in kullanilan standart grafik
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Total klorofil icerigi

Bitki taze yapraklarinda klorofil-a, klorofil-b, toplam klorofil ve karotenoid miktari i¢in
asagidaki prosediir kullanildi (Witham et al. 1971). Taze yaprak ornekleri 0,2 gram olacak
sekilde tartildi ve once siv1 azotta sonra %80’lik soguk aseton igerisinde son hacim asetonla 10
ml olacak sekilde homojenize edildi. Daha sonra homojenat Whatman filtre kagidindan
stiziilerek elde edilen ekstrakt 5000 rpm‘de 5 dk santrifiij edildi. Homojenatlarin hacmi tekrar
kontrol edildi ve hacimleri 10 ml yapildi. Tiiplerden siipernatantlar alinarak 450, 645 ve 663
nm‘de absorbans degerleri yesil 1s1kla aydinlatilmis kosullarda kaydedildi. Siipernatantlarin ii¢
farkli dalga boyunda kaydedilen absorbans degerleri asagida verilen denklemlerde yerine
konulmasiyla bitki yaprak dokusunun 1 gr’da bulunan klorofil-a, klorofil-b, total klorofil ve

karotenoid miktarlar1 hesaplandi 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)

Yukaridaki denklemlerde;

A: Klorofil ekstraktinin belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerini,
V: %80’lik asetonun son hacmini,

W: Dokunun taze agirhigini (gr) ifade eder.

Lipid peroksidasyon (LPO) seviyesi

Lipid peroksidasyonu (malondialdehid icerigi olarak) belirlenmesi Heath ve Packer
(1968) metoduna gore yapildi. Malondialdhid (MDA) igerigini belirlemek i¢in 0,5 gr 6rnek 4
ml %0,1 TCA icinde iyice homojenize edildi ve homojenat 12,000xg’de 20 dakika santrifiij
edildi. Silipernatanttan alinan 1 ml {izerine, %0,5’lik TBA (Tiobarbutirik asit, 20 TCA i¢inde
hazirlanmis) ¢ozeltisinden 4 ml ilave edildi. Hazirlanan tiipler, 100 °C’de 30 dk inkiibe edildi.
Reaksiyon, tiiplerin bir buz kiivetine alinmasiyla sonlandirildi. Tiipler, 5,000xgde 10 dk (+4 °C)

santrifiij edildi ve berrak siipernatantin absorbansi 532 nm’de ve 600 nm’de okundu.

MDA igerigini hesaplamak ic¢in; 532 nm’deki absorbans degerinden 600 nm’deki
absorbans degeri ¢ikarildi. MDA igeriginin hesaplanmasinda, MDA (nmol/ul): [(A532-
A600)/155000] x 10° denklemi kullanildi. Sonuglar MDA nmol/ml olarak sunuldu (Heath and
Packer 1968; Jaleel et al. 2007).
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Hidrojen peroksitin (H20:) icerigi

Bu deneyde ilk olarak 0,4 gr bitki dokusu 4 ml soguk %0,1 TCA igrisinde homojenize
edilmis ve homojenat 12000xg’de 30 dk santrifiij edilmistir. Bu asamadan sonra elde edilen
stipernatantin 0,5 ml’si, 0,5 ml K;HPO4 (10 mM; pH 7,0) icinde homojenize edilmis ve lizerine
KI ¢bzeltisinden 1 ml pipetlenmistir. Orneklerin, absorbans degerleri 390 nm’de belirlenmistir.
Bulgular standart bir grafik yardimiyla gr doku basina diisen H,O> miktar1 (pg.gr!' yaprak)

olarak hesaplanmis ve sunulumustur (Velikova et al. 2000).

Gerekli standart grafigi hazirlamak i¢in H2O2 (%35) ¢ozeltisinden Ependorf tiiplere (2
ml) sirayla; 1.8, 3.6,5.4,7.2,9,10.8, 12.6, 14.4, 16.2, 18 pg igcerecek sekilde H>O» pipetlemesi
yapildi. Tiiplerin son hacmi 1 ml olacak sekilde KoHPO4 (10 mM; pH 7,0) tamponu ile
karistirildi. Sonra her tiipe KI ¢dzeltisinden 1 ml pipetlendi. Ornek absorbansi, 390 nm’de Kor
ornege kars1 6lgotldii (Sekil 12).
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Sekil 11. H,O> miktarini belirlemede kullanilan standart grafik
Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Taze doku (0.5 gr), dnce sic1 azot i¢cinde ve sonra %0,2 polivinilpirolidon (PVP) ve 1
mM EDTA iceren 5 ml ekstraksiyon tamponu (0,1 M KH>P04, pH 7,0) icinde 6giitiildi ve
homojenat +4 °C'de 12,000xg'de 15 dakika santrifiijlendi. Orneklerin protein igerigi
Bradford'un (1976) yontemine gore belirlendi ev siipernatantlar enzim aktivite 6l¢iimii igin

kaynak olarak kullanildi.

Siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi

Stiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi, nitro blue tetrazoliumun (NBT) siiperoksit
radikalleri ile mavi renkli formazona fotokimyasal indirgenmesi reaksiyonunun SOD enzimi

tarafindan engellenmesinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasina dayanir (mor renk
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olusur) (Agarwal and Pandey 2004). SOD aktivitesi, enzim tarafindan nitro mavi tetrazolyum
(NBT) boyasinin optik yogunlugundaki diisiisiin kaydedilmesiyle belirlendi. 3 mL'lik reaksiyon
karigimi, 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 igeriyordu. Reaksiyon, riboflavin soliisyonu ilave edilerek ve tiipler, 15 dakika
stireyle iki adet 30W'lik floresan lambanin altina yerlestirilerek baslatildi. Maksimum rengi
veren enzim igermeyen tam bir reaksiyon karigimi kontrol olarak gorev yapti. Isik kapatilarak
ve tiipler karanlikta birakilarak reaksiyon durduruldu. Isinlanmayan tam bir reaksiyon karisimi
kor olarak gorev yapti. Absorbans 560 nm'de kaydedildi ve 1 {inite enzim aktivitesi, absorbans
okumasini enzimsiz tiiplere gore %50'ye diisliren enzim miktar1 olarak alindi (Sairam ve

Srivastava 2000; Yordanova et al. 2004).

Katalaz (CAT) aktivitesi

Katalazin (CAT) aktivite tayini i¢in kullanilan yontem, Gong vd. (2001)’in uyguladig:
yontemdir. CAT aktivite 6l¢limii ortamindaki H>O2’nin Oz ve H2O’ya doniigiimiinii saglarken
meydana gelen absorbans azalmasimnin 240 nm’de izlenmesi esasmna dayanmaktadir.
Reaksiyonda azalan H>O» miktarini belirlemede kullanilacak olan H,O, standart grafigi (Sekil
13) hazirlanmistir. Bunun i¢in, 5 mM H>O> ¢ozeltisinden 3 ml'lik spektrofotometre tiiplerine
sirastyla; 0.0, 0.5, 1, 1.5, 2 ve 2.5 mM igerecek sekilde pipetleme yapildi. Tiiplerin hacmi saf
su ile 1.5 mL'ye tamamlanmis ve iizerlerine 1,47 ml KH2PO4 (104 mM; pH 7) ve 30 ul saf su
ilave edilmistir. Kiivet spektrofotometreye yerlestirildikten sonra 240 nm’de absorbans
belirlenmistir (Sekil 13). CAT aktivite 6l¢iimii icin 3 ml‘lik spektrofotometre kiivetine, 103
mM KH>PO4 (pH 7) tamponundan 1,475 ml ve 40 mM‘lik H2O> substrat ¢ozeltisinden 1,5 ml
konulduktan sonra, {lizerine 30 pl enzim ekstrakti ilave edilir. Kiivet spektrofotometreye
yerlestirildikten sonra 240 nm’de 3 dakika boyunca 1 dk araliklarla kore karsi absorbansi
okunur. Olgiimlerde absorbansin dogrusal olarak azaldig1 araliktan dakika basina absorbans
azalmast hesaplanir. Bu ortalama absorbans degerleri, standart grafik yardimiyla pmol
cinsinden H>O> miktarina donistiiriiliir. 25 °C’de, 1 dakika i¢inde substratt 1 umol azaltan
enzim miktari, 1 enzim iinitesi olarak kabul edilir ve sonuglar mg protein basina diisen enzim

tinitesi olarak sunulur (Gong et al. 2001).
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Sekil 12. CAT aktivitesini 6lgmeki¢in kullanilan standart grafik
Guaiacol Peroksidaz (POX) aktivitesi

Guaiacol peroksidaz (POX) aktivite tayini, guaiacol ve H>O>’nin substrat oldugu
reaksiyonun bir iirlinii olan renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans artisinin 470 nm’de
izlenmesi esasina dayanmaktadir. Aktivite 6l¢limii i¢in spektrofotometre kiivetine; 100 ml 0,1
M KH>PO4 (pH 5,5) ve 5 mM guaiacol iceren substrat ¢ozeltisinden 3 ml konulduktan sonra,
tizerine 10 pl enzim ekstrakti pipetlenir. Sonra 470 nm’de 5 dakika siireyle absorbanstaki artig
1 dakika periyotlarla kaydedilir ve absorbansin dogrusal olarak arttigi alandaki artis baz
alinarak belirlenen absorbans 1 dakika basina oranlanmistir. 25 °C’de 1 dakika iginde
absorbansi 0,01 birim artiran enzim miktari, 1 enzim iinitesi (EU) olarak kabul edilmis ve
sonuclar mg protein basina diisen enzim iinitesi (EU/mg protein) olarak sunulmustur (Yee et

al. 2002).

Askorbat Peroksidaz (APX) enzimi aktivitesi

APX enzimin aktivitesi, 290 nm’de absorbansin azalmasina bagli olarak belirlendi
(Nakano and Asada 1981). APX’in aktivitesi, 50 mM potasyum fosfat tamponundan pH’s1 7,0
olarak, 250 umol askorbik asit (ASA), 5 milimolar H>O; ve 100 ul enzim ekstrasyonu igeren
3,1 mil’lik hazirlanan reaksiyon karisiminin dl¢iilmesiyle belirlendi. APX enziminin aktivitesi,
290 nm’de ASA icin 2,8 mM'cm! epsilon katsayisi kullanimiyla hesaplandi. Sonuglar U.mg'!

protein olarak ifade edildi.

Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin tayini

GR aktivitesi, kii¢iik modifikasyonla Foyer ve Halliwell (1976) tarafindan tarif edilen
yonteme gore belirlendi. Aktivite, NADPH oksidasyonu nedeniyle 340 nm'de absorbanstaki
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azalma Olg¢iilerek test edilir. Bunun i¢in 3 ml reaksiyon karisimi, 0,1 M Tris-HCI (pH 7,8), 1
mM EDTA, 0,2 mM NADPH, 1 mM GSSG, 5 mM MgCl, ve 50 ml enzim 06ziitli igerir.
Reaksiyon, GSSG ilavesiyle baglatilir ve NADPH oksidasyon hizi, 3 dakika boyunca 340 nm'de
izlenir. Enzim aktivitesi, NADPH icin molar yok olma katsayis1 (6,2 mM™' cm™) kullanilarak
belirlenir. Bir enzim iinitesi, A290/dk'da 0,01'lik bir artisa neden olan miktar olarak tanimlanir.

GR aktivitesi U.mg™! protein olarak sunuldu.

Toplam Fenolik Madde Iceriginin Belirlenmesi

Bitki ekstraktlarinda fenolik madde tayini i¢in 0,2 gr doku, 2 ml %80’lik soguk metanol
(+4 °C) i¢inde homojenize edildi. Daha sonra, 10 ml’lik bir falkon tiipiine 1 m ekstrakt alind1
ve lizerine %10’luk FCR’den (folin reaktifi) 2,5 mL eklendi. Bu islemden 5 dakika sonra,
karisim tizerine 2 ml sodyum karbonat (Na2COs, %7,5) pipetlendi (toplam hacim 5,5 ml).
Karisim 10 dakika 50 °C'deki bir su banyosunda hafifce ¢alkalanarak inkiibe edildi. Banyodan
alinan tiipler, oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi ve sonra 4 °C'de 10,000 rpm'de 10 dk
santrifiijlendi. Siipernatantin absorbansi bir spektrofotometrede 765 nm'de kor 6rnege karsi
okundu. Kor, ekstrakt yerine 1 ml saf su kullanilmis 6rnek tiip. Ekstraktlardaki toplam fenolik
madde igerigi, bilinen miktarlarda gallik asit kullanilarak ayni yonteme gore belirlenen bir
standart egri (Sekil 14) {izerinde belirlenmis ve bulgular pg fenolik madde/gr doku olarak

sunulmustur.
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Sekil 13. Toplam fenolik madde miktarini belirlemek i¢in kullanilan grafik
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Azot Metabolizmasi Enzimlerinin Aktiviteleri

Nitrat rediiktaz (NR) aktivitesinin tayini i¢in, Jaworski (1971) metodu kullanildi. Enzim
Oziitli hazirlamak igin, bitki dokular1 (200 mg) dnce s1v1 azotla iyice ekstrakte edildikten sonra,
3 mM EDTA, 1% BSA (w/v), 5 mM Sistein ve %0,1 PVP igeren 2,5 ml 50 mM Fosfat tamponu
(KH2POg4; pH 7,5) tamponu i¢inde homojenize edilir (Zheng-xun et al. 2007).

Nitrat rediiktaz (NR) aktivitesinin tayini

Homojenat 15000 g’de 15 dk santrifiij edilir (+4 °C). Daha sonra, temiz bir tiipe, 200
mM NaNOs (veya KNO3) igeren 25 mM’lik fosfat tamponundan (pH 7,5) 1,20 ml konulur.
Tiipiin tizerine 3 mM NADH’dan 400 pl pipetlenir. Bu karisim tizerine 100 pl enzim 6ziitii
pipetlenir ve tiip bir vorteksde hafifce ¢alkalanir. Tiip, 30 °C’de 30 dk inkiibe edilir. Sonra tiip
tizerine 100 ul 1 M Cinko Asetat ilave edilerek reaksiyon durdurulur. Tiip, 7000 g’de 5 dk
santrifiij edilir (+4 °C). Pesine silipernatan temiz bir tiipe alinir. Karigimin renk reaksiyonu igin;
Temiz tiipe alinan siipernatant lizerine 1 ml %1 siilfanilamid (1,5 M HCl i¢inde) + 1 ml %0,02
N-(1-Naftil etilenediamin dihidrokloriir (NED-HCL) (1,5 M HCI i¢inde) ilave edilir. Tiip
karistirildiktan sonra, gelisen pembe rengin absorbansi 20 dk sonra 540 nm'de ol¢iiliir. Kor, 3
NO’lu islemden itibaren enzim yerine 100 pl saf su kullanilarak islemlere devam edilir (Barro
et al. 1991). Reaksiyon sonunda tlipte olusan NO; iyonlarinin miktari tizerinden enzim iinitesi
belirlenir. Bunun i¢in belirli miktarlarda 1,8 ml hacimlerde NaNO: i¢eren ¢ozeltiler hazirlanir.
Bu ¢ozeltiler iizerine iizerine 1 ml %1 stilfanilamid (3 M) ve 1 ml %0,02 NED-HCl ilave edilir.
Gelisen pembe rengin absorbansi 30 dakika sonra 540 nm'de Olgiiliir. Hazirglanan standart
grafik (Sekil 15) kullanilarak 6rneklerde olusan NO> miktar1 belirlenir. Bir iinite NR, 1 pmol
NO, iiretmek icin gerekli enzim miktaridir. Sonuglar EU/mg protein miktar1 olarak

sunulmustur.

33



y=1,0932x
R2=0,981
2.5
E
S20
2
NG
15
E
510+
wn
O
<
0,5
0,0 } t } t } |
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2.5 3,0

NaNO, (M)

Sekil 14. NR ve NiR enzim aktivitesi tayininde kullanilan standart grafik
Nitrit rediiktaz (NiR) aktivitesi

Enzim 6ziiti hazirlamak i¢in, bitki dokular1 (200 mg) 6nce siv1 azotla iyice ekstrakte
edildikten sonra, 3 mM EDTA, %1 BSA, 5 mM Sistein ve %0,1 PVP igeren 2.5 ml 50 mM
Fosfat tamponu (KH2PO4; pH 7,5) tamponu i¢inde homojenize edilir. Homojenat 15,000xg’de
15 dk santrifiij edilir (+4 °C). Daha sonra, temiz bir tiipe; 1,5 ml fosfat tamponu (0,5 M; pH
7,5), 100 pl sodyum nitrit (15 mM NaNOy), 200 pl metilviolen (5 mM) ve 200 pl 190 mM
sodyum bikarbonat konulur. Bu karisimin tizerine 100 pl enzim 6ziitii pipetlenir ve tiip hafifge
alt-list edilir. Tipiin agz1 paraflimle kapatilir ve 35 °C’de 30 dk inkiibe edilir. Sonra, tiipteki
reaksiyon, koyu mavi renk kaybolana kadar siddetli calkalanir ve kaynar suda 1 dk tutulur. Tiip,
7000xg’de 5 dk santrifiyj edilir (+4 °C). Pesine, elde edilen siipernatan temiz bir tiipe alinir.
Karigimin renk reaksiyonu ig¢in; Tiip {lizerine 1 ml %] siilfanilamid (1,5 M HCI iginde
hazirlanmis) + 1 ml %0.02 N-(1-Naftil etilenediamin dihidrokloriir (NED-HCL) ilave edilir.
Tiip karistirildiktan sonra, gelisen pembe rengin absorbansi 20 dk sonra 540 nm'de 6l¢iiliir. Kor
ornek i¢in enzim yerine 100 pl saf su konulur (enzim haricindeki tiim bilesenleri icermelidir).
Tiipte kalan ve tiiketilmeyen nitrit iyonlarinin konsantrasyonlari, standart egri (Sekil 15)
kullanilarak elde edilir. Bir iinite NiR, 30 °C'de 1 dakika basma 1 pmol nitriti tiiketmek i¢in

gereken enzim miktari olarak hesaplandi. Sonuglar EU/mg protein olarak sunulmustur.

Glutamin sentaz (GS) aktivitesi tayini

Bu enzimin aktivitesi Zheng-xun vd. (2007) tarafindan Onerilen yonteme gore
yapilmistir. Enzim 0ziitii hazirlamak i¢in, bitki dokular1 (250 mg) 6nce sivi azotla iyice

ekstrakte edilir. Ekstrakt sonra, 4 ml ekstraksiyon ¢ozeltisi i¢inde iyice homojenize edilir.
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Ekstraksiyon ¢6zeltisi; 0,1 M HEPES tamponu (pH 7,6) olup i¢ginde 5 mM DTT, 1 mM EDTA,
1 mM 2-Merkaptoetanol ve 10 mM MgCl; igerir. Sonra, homojenat 15,000xg’de 15 dk santrifiij
edilir (+4 °C). Siipernatant temiz bir tiipe alinir. Bagka bir temiz tiipe ise 2 ml reaksiyon karigimi

ilave edilir. Reaksiyon karisimi; 0,1 M Tris-HCI (pH 7,6) tamponu olup, icinde 10 mM ATP,
80 mM MgSO4, 80 mM hidroksilamin hidrokloriir (NH>OH-HCl), 20 mM sistein ve 50 mM

Glutamat bulundurmakatadir. Tiipteki reaksiyon karigimi tizerine, 200 pl enzim 0ziitii pipetlenir
ve tiip alt iist edilerek karistirilir. Bu karisim 35 °C'de 30 dakika inkiibe edilir. Sonra iizerine,
%10’luk FeCl; Reaktifinden 1 ml eklenir ve karigtirilir. Proteinlerin ¢okmesi i¢in 10 dk.
beklenir. Tiipler sonra 10,000xg’de 5 dk santrifiij edilir. Tiiplerin siipernatant1 temiz bir tiipe
alinir. Siipernatantin absorbansi 540 nm’de okunur. Koér, enzim yerine 200 ul su katilmig

ornektir. Sonuglar pmol y-glutamyl hydroxamate min' mg™! yas agirlik olarak ifade edilmistir.

Toplam c¢oziinebilir karbohidrat tayini

Toplam ¢ziinebilir karbohidrat (KH) tayini i¢in bitki yapraklaindan alinan 0,1 gr 6rnek
once s1v1 azotta ve sonra 2,5 M HCI’nin 5 ml’si iginde homojenize edildi. Olusan ekstrakt 3 s
kaynar bir su banyosunda inkiibe edilmistir. Ornekler sogutulmus ve iizerlerine nétrallestirmek
icin Na;COs ilave edilmistir. Ekstraktlarin {izeri distile su ile 50 ml’ye tamamlanmis ve
12,000xg’de 20 dk santrifilij islemine tabi tutulmustur. Siipernatanttan 1 ml alinarak iizerine
taze hazirlanan Antron ¢6zeltisi (3 ml) ilave edilmis ve 6rnekler soguk suda sogutulmustur. Oda
sisina kadar sogutulan drneklerin absorbansi 630 nm’de kor 6rnege karst okunmustur. Total
¢ozilinebilir karbohidrat miktar1 benzer sekilde saf glukoz ve fruktozla hazirlanan standart bir

grafik kullanilarak gr doku/pg cinsinden sunulmustur (Dische 1962).

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS PAGE)

Fasulyenin yapraklarindan izole edilen ¢6ziinebilir proteinlerin degisiklikleri sodyum
dodesil siilfat-poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile analiz edildi (Laemmli 1970).
Proteinler %4-10 kesikli jel SDS-PAGE sisteminde ytiriitiilerek molekiil biiyiikliiklerine gore
ayrildi. Calismada, once elektroforez cam plakalar elektroforez sistemi (Biorad elektroforez
dikey elektroforez sistemi) aparatina yerlestirildi. Ayirma jeli hazirlandi (%10) ve elektroforez
camlar arasina pipetlendi. Bu islemden once jel icinde hava kabarcigi kalmamasi i¢in jeldeki
hava kabarciklar1 bir vakum pompasiyla alindi. Camlar arasia dokiilen jel yiizeyinin diizgiin
ve piiriizssiiz olmasi i¢in izopropil alkol kullanildi. Polimerlesmeden sonra izopropil alkol
kismi dokiildii ve jellerin iistii saf su ile yikandi. Polimerlesme sonrasi jeller 3-5 saat +4 °C’de
tutuldu. Daha sonra y1igma jeli hazirlandi (%4) ve zaman gecirmeden camlar arasina pipetlendi

ve hemen uygun kuyucuk taraklar1 yerlestirildi. Yaklasik 60 dk sonra, jelden tarak nazikce
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cikarildi ve jeli bulunduran cam plakalar elektroforez sistemi tankina yerlestirildi. Elektroforez
tankinina taze hazirlanan yiiriitme tamponu yiiklendi. Proteinler, 6rnek tamponu i¢inde her bir
kuyuya 20 pg protein igerecek sekilde hazirlandi. Orneklerin son hacmi, 850 pl olmas icin
1/1,25 oraninda 6rnek tamponu pipetlendi. Ornek tamponu igindeki protein 6rnekleri 5 dk
kaynar (100 °C) su banyosunda bekletildi. Ornekler oda 1sisina geldiginde, jel kuyularina bir
mikropipet ile yiikleme yapildi. Molekiil agirliklart bilinen ticari markir proteinler de ayni
isemlere tabi tutularak numunelerle birlikte jele yliklenmistir. Elektroforez tank kapagi
kapatildi ve anot (+) kablo ile katot (+) kablolar yerlerine takildi. Yiiklenen proteinler, ilk once
80 voltluk sabit akimda 30 dk yiiriitiildii (+4 °C). Yarim saat sonra, akim 120 volta ayarlandi
ve yaklasik 3 saat +4 °C’de yiiriitme islemi gergeklestirildi. Polipetidlerin yiiriime hatti
sonlandiginda, elektrik akimi kesildi ve jel cam plakalar arasindan dikkatlice alind1. Jellerdeki
proteinlerin jele iyice fikse olmasi i¢in jeller fiksasyon ¢ozeltisinde 45 dk ¢ok hafif hizda (75
rpm) ¢alkalandi. Fiksasyon sonrasi jeller boyama ¢ozeltisine (Commassie Brillant Blue-R250)
alindi. Boyama islemi 1 gece diisiik hizda (150 rpm) ¢alkalanarak gergeklestir. Boyama islemi

bitince, jeller yikama ¢ozeltisinde seffaflagana ve bantlar net goriilene kadar yikandi.

Yi1gma jeli hazirlanirken, %30 akrilamid-%0,8 bis-akrilamid ¢6zeltisinden 830 pl alindi
ve lizerine sirayla 1 M Tris-HCI’den (pH 6,8) 630 pl, %10 SDS’den 50 ul, 5 ul %10 TEMED
ve 3,4 ml distile su konularak karistirildi. Bu ¢ozelti {izerine herzaman taze hazirlanan %10

amonyum persiilfattan 45 pl pipetlendi.

Ayirma jelinin hazirlanmasinda, %30’luk akrilamid-%0,8’1ik bis-akrilamid ¢6zeltisinden
3,2 ml alind1 ve bunun iizerine 1 M Tris-HCI’den (pH 8,8) 2,03 ml, %10 SDS’den 80 ul, %5°lik
TEMED’den 4 ul ve son olarak 2,61 ml distile su eklenmistir. Bu ¢6zelti tizerine son olarak 1

gr 95 ul amonyum persiilfat pipetlenmistir

Istatistik Analizler

Calismada bulgular i¢in tam bir randomize tasarimda 3 kez tekrarlanan veriler iizerinde
tek yonlii varyans analizi testi (ANOVA) uygulandi. Uygulamalarin ortalamalar1 arasindaki
anlamli farkliliklar1 hesaplamak i¢in SPSS 16.0 versiyonu ile p<0,05 anlamlilik diizeyinde
Duncan'in ¢oklu karsilastirma testi kullanildi. Veriler tiim tablolarda ortalama + standart hata

olarak sunuldu..
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ARASTIRMA BULGULARI

Soguk, UV ve Hormon Uygulamalarimin Kok Gévde Uzunluklari Uzerine Etkisi

Fiziksel ¢evre stresi olan soguk ve UVB’nin etkisini azaltmak i¢in kullanilan bitkisel ve

memeli cinsiyet hormonlarinin kok ve gévde uzunluguna etkisi 6l¢lilmiistiir (Tablo 1). Soguk

kontrol kdk uzunlugu en az (13,5 cm), tek basina hormon uygulamalarinda kok uzunlugu en

cok progesteron da (20,4 cm), govde uzunlugu ise SA (52,88 cm) da olmustur. Ayrica

tyilestirici etken olarak kullanilan UV 1s181inin uygulamasi, hormonlarin soguga etkisini daha

da artmustir.

Tablo 1. Soguk + UV stresine kars1 uygulanan bitki ve memeli cinsiyet hormonlarinin kok

gdvde uzunluguna (cm/fide) etkisi

UYGULAMALAR KOK (cm/bitki) GOVDE (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 5140,31a
ABA 16,33+0,14d 48,11+0,12b
0s 16,9+0,15d 46,75+0,21b
SA 17,5+0,16¢ 52,88+0,24a
UV 18,66+0,15¢ 50,37+0,16b
PRO+S 15,22 +£0,12¢ 29 +0,19d
ABA+S 16 +0,11d 30,25 +0,11d
0OS+S 18,5 +0,149¢ 26,75 +0,26¢
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 £0,24¢
ABA+UV+S 18,33 +£0,14¢ 28,41 +0,12d
0OS +UV+S 14,90 +0,16¢ 30,6 £0,14d
SA+UV+S 15,66 +0,11e 27+0,21d
PRO+ABA+UV+S 14,83+0,16¢ 31,05 +0,26d
PRO+0OS+UV+S 16,63 +0,12d 37,88 £0,38¢
PRO+SA+UV+S 15,27 £0,14e 30,9 £0,09d
ABA+OS+UV+S 16,1 0,12 d 25,5 +0,24¢
ABA+SA+UV+S 15,1 £0,14e 34,44 +0,12¢
OS+SA+UV+S 15,9 +0,16ed 27,27 +0,28¢
PRO+ABA+OS+UV+S 16,1 +0,08d 26,44 +0,15¢
PRO+ABA+SA+UV+S 14,8 £0,09¢ 26,5 +0,11e
ABA+OS+SA+UV+S 17,77 £0,14c 29,11 +0,16d
PRO+ABA+SA+OS+UV+S 16,08 +£0,18d 30,6 £0,21d

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 Snem seviyesine gore

anlamsizdir.

*S= Soguk uygulamasi K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, OS= Ostrojen, SA= Salisilik asit

UV=UV uygulanmis
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Sekil 15. Tekli hormon uygulamalarinin kok gévde uzunluguna etkisi
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Sekil 16. Coklu hormon uygulamalarinin kok ve gévde uzunluguna etkisi

Soguk, UV ve Hormon Uygulamalarinin Yas ve Kuru Agirhik Uzerine Etkisi

Kontrole gore kiyaslandiginda her hormon uygulamasi yas agirligi yaklasik olarak %40
oraninda artirmistir. Cogu uygulamalarda soguk uygulamasina (S) gore yas ve kuru agirliklarin

artirmiglardir (Tablo 2. ve Sekil 18 ve 19). ABA, PRO, SA, ABA+S, ABA+UV+S,
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PRO+ABA+OS+UV+S uygulamalart yiiksek kuru agirlik olusturmustur. Ote yandan PRO
uygulamasinda soguk kontrole gore %95 kuru agirlik ve SA uygulamasinda % 96 kuru agirliga
sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Soguk stresine kars1 uygulanan bitki ve hayvan cinsiyet hormonlarinin yas ve kuru
agirhiga etkisi

Kuru agirhk
UYGULAMALAR Yas agirhk (gr/bitki) (gr/bitki)
K 6,96+0,20bc 1,710,11bc
S 5,42+0,25d 1,0420,10d
PRO 8,24+0,21a 2,03+0,12a
ABA 7,87+0,15ab 1,99+0,08ab
0s 7,7620,11ab 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
0s+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 1,6120,08bc
ABA+UV+S 8,14+0,16ab 1,81+0,14bc
0OS +UV+S 6,47+0,19¢ 1,46+0,16¢
SA+UV+S 7,29+0,17bc 1,73+0,11b
PRO+ABA+UV+S 7,44+0,11bc 1,66+0,8bc
PRO+0OS+UV+S 6,01+0,19¢ 1,61+0,04bc
PRO+SA+UV+S 6,79+0,15bc 1,7120,12bc
ABA+OS+UV+S 7,60£0,21b 1,76+0,07b
ABA+SA+UV+S 6,20+0,18¢ 1,42+0,14c
OS+SA+UV+S 7,39+0,13bc 1,64+0,05bc
PRO+ABA+OS+UV+S 8,53+0,22a 1,97+0,09ab
PRO+ABA+SA+UV+S 8,09+0,11ab 1,88+0,08ab
ABA+OS+SA+UV+S 7,88+0,20ab 1,78+0,11ab
PRO+ABA+SA+OS+UV+S 6,75+0,10bc 1,62+0,07bc

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 Snem seviyesine gore

anlamsizdir.

*S= Soguk uygulamasi K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, OS= Ostrojen, SA= Salisilik asit

UV= UV uygulanmis
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Sekil 18. Coklu hormon uygulamalarinin yas ve kuru agirlik iizerine etkileri

Soguk, UV ve Hormon Uygulamalariin Coziinebilir Protein Icerigi Uzerine Etkisi

Fasulye bitkisinin yapraklarinda soguk stresi kontrole gore protein igerigini artirmigtir

(Tablo 3). Strese maruz kalan bitkileri iyilestirmek i¢in kullanilan hormon uygulamalarda ise

soguga (25,07 mg) gore protein miktarinda azalmaya neden olmustur. Coklu uygulamalarda ise
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soguga gore protein miktarinda yaklasik %10- 20 arasinda azalma belirlenmistir. En yiiksek
protein degerleri yapraklarda PRO+UV+S, ABA+UV+S, OS+UV+S ve SA+UV+S
uygulamalarindan elde edilmistir (Tablo 3 ve Sekil 20 ve 21).

Tablo 3. Soguk ve UV stresine maruz kalan fasulye bitkisinde protein icerigi

UYGULAMALAR PROTEIN (mg/gr doku)
K 18,55+0.21¢
S 25.07+0.25C
PRO 19,1140.22¢
ABA 16,15+0.14f
0Ss 17,08+0.22¢
SA 19,41+0.28¢
uv 23.90+0.14cd
PRO+S 23,69+0.18d
ABA+S 25.66+0,14c¢
0S +S 23.51+0.11d
SA +S 24,30+0.09¢
UV +S 25.47+0.28 ¢
PRO+ UV +S 29.42+0.22 a
ABA+UV +S 27,91+0.24b
0S +UV +S 28,92+0.22a
SA+UV +8 27,77 +0.14b
PRO+ABA+UV +S 24,59+0.12¢
PRO+ OS +UV +S 24,4140.12¢
PRO+SA+UV +S 24,74 £0.15¢
ABA+ OS +UV+S 24,22+0.11cd
ABA+SA+UV +S 23,47+0.09d
OS +SA+UV +S 23,81+0.08d
PRO+ABA+ OS +UV +S 24,37+0.11c
PRO+ABA+SA+UV 25,83+0.18¢
ABA+ OS +SA+UV +S 25,14+0.22¢
PRO+ABA +0S +SA+UV+ S 23,28 +0.12ed

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farklilhiklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. *S= Soguk uygulamasi K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, OS= Ostrojen, SA=
Salisilik asit UV= UV uygulanmig
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Sekil 19. Tekli ve ikili uygulamalardaki protein miktar1
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Sekil 20. Coklu hormon uygulamasindaki protein igerigi
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Soguk, UV ve hormon Uygulamalarimin Klorofil ve Karotenoid Icerigi Uzerine Etkisi

Tablo 4 ve Sekil 22 ve 23’te goriildiigli gibi soguk uygulamasinda toplam klorofil
miktar1 37,75 mg iken, UV+S uygulanmasiyla bu oran %10 artisla 42,13 mg’a ylikselmistir.
Sadece toplam klorofil degil ayn1 zamanda klorofil a ve b miktarlarinda artig goriilmiistiir. Bitki
ve memeli cinsiyet hormon uygulamalarinda genel ve soguk kontrole gore klorofil a, klorofil b
miktarlarinda artis gozlenmistir. Karotenoid igeriginde ise soguk sartlarda diisiis

gozlemlenirken hormon uygulamalarinda artis belirlenmistir (Tablo 5).

Tablo 4. Soguk ve UV’ye maruz kalan fasulye bitkisinde klorofil i¢erikleri (mg/gr doku)

UYGULAMALAR Kloa Klob Tklo
K 28,85 +0,35¢ 15,83 +0,cd 44,68
S 243 +021e 13,45+0,14¢ 37,75
PRO 34,5+0,28a 19,32+0,31a 53,82
ABA 24,5+0,11e 13,88+0,12¢ 38,38
0s 29,64+0,33¢ 16,46+0,29¢ 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 +0,32¢ 16,22 +0,28¢ 44,45
ABA+S 25,12 £0,15d 15,14+0,15d 40,26
0s+S 23,75 £0,26¢ 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+0,22¢ 42,13
PRO+ UV+S 26,71 +0,35d 14,42+0,19d 41,13
ABA+UV+S 24,2 +0,22¢ 14,71+0,11d 38,91
OS +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 +0,28¢ 16,44 £0,33¢ 43,66
PRO+OS+UV+S 25,2540,32d 15,37 +0,22d 40,62
PRO+SA+UV+S 31,12+0,31b 14,87 +0,16d 45,99
ABA+0OS+UV+S 26,66+0,15d 14 +0,12ed 40,71
ABA+SA+UV+S 25,35+0,16d 15,440,15d 40,8

OS+SA+UV+S 25,28+0,26d 13,59 +0,14e 38,87
PRO+ABA+OS+UV+S 25,83+0,28d 15+ 0,21d 40,83
PRO+ABA+SA+UV+S 24,25+0,15¢ 13,5+0,24¢ 37,82
ABA+OS+SA+UV+S 27,70+0,23¢ 15,37+0,09d 43,08
PRO+ABA+OS+SA+UV+S 26,16+0,19d 13,85+0,16¢ 40,01

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farklihklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.*S= Soguk uygulamasi K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, OS= Ostrojen, SA=

Salisilik asit, UV=UV uygulanmis
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Sekil 21. Klorofil a (Kla), Klorofil b (KIb) ve Toplam klorofil (TKLO) igerigi
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Sekil 22. Coklu hormon uygulamalarinda Klorofil a (Kla), Klorofil b (Klb) ve Toplam klorofil
(TKLO) igerigi
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Tablo 5. Soguk ve UV’ye maruz kalan fasulye bitkisinde karotenoid igerikleri (mg/gr doku)

UYGULAMALAR
K

S

PRO

ABA

0s

SA

Uv

PRO.+S

ABA+S

OS+S

SA+S

UV+S

PRO+UV+S
ABA+UV+S
OS+UV+S

SA+UV+S
PRO+ABA+UV+S
PRO+OS+UV+S
PRO+SA+UV+S
ABA+OS+UV+S
ABA+SA+UV+S
OS+SA+UV+S
PRO+ABA+OS+UV+S
PRO+ABA+SA+UV+S

ABA+OS+SA+UV4S
PRO+ABA+OS+SA+UV+S

* Bir siitun icinde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore

anlamsizdir.

*S= Soguk uygulamasi K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, OS= Ostrojen, SA= Salisilik asit,

UV= UV uygulanmis
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Karotenoid

13,82+0,12¢
12,130,12¢
15,61+0,21b
10,14+0,11f
13,93+0,09d
14,18+0,19¢d
14,41+0,15¢
12,23+0,11¢
15,14+0,08b
13,460,15d
16,910,192
12,67+0,16¢
15,25+0,18b
14,6120,12¢
15,10+0,21b
13,43+0,11d
13,26+0,12d
14,88+0,15bc
16,480,152
12,81+0,16¢
10,37+0,11f
13,85+0,14d
14,5620,09¢
11,93+0,08¢

12,93+0,11e
14,29+0,16¢
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Sekil 23. Tekli hormon uygulamalarinda Karotenoid igerigi

> ¥ AXAXG')%

18

16

1

S

1

N

1

Karotenoid igerigi (mg.g™!)
N B D [¢¢] o

o

=) % S

%
~ 2> x X >< >< ><
Fo 4 A
‘k’o&\ < O>< >< % X %0 \3 %0 >< 0 ><
& Yg,V’ S %Y' Ygﬁ’ O c? & Y’%Y’ %%V L vxe? %G? %%V’
X
(8]
& & Aot OXY'
&

Sekil 24. Coklu hormon uygulamalarinda Karotenoid icerigi
Soguk, UV ve hormon Uygulamalarinin H20: igerigi iizerine etkisi

H>O> igerigi, soguk uygulamasinda, kontrol bitkisine gore onemli derecede artis

gostermistir. Oysa soguk uygulamasiyla karsilastirildiginda yapilan diger tiim uygulamalarda
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H,0» iceriginin istatistiki olarak azaltilmis oldugu (PRO+ABA+ B-O +UV +S uygulamasi

hari¢) belirlenmistir (Tablo 6, Sekil 26 ve 27).

Tablo 6. Soguk ve yapilan diger tiim uygulamalarda belirlenen H>O; igerikleri

UYGULAMALAR H,02(ng/g)

K 27,18+0,20c
S 31,88+0,38a
PRO 22,2240,09¢
ABA 22,7440,14e
0s 18,75+0,08f
SA 22,95+0,14¢
uv 23,7140,09¢
PRO.+S 26,67+0,21¢
ABA+S 26,06+0,14cd
0s+S 24,73+0,18d
SA+S 25,53+0,25d
UV+S 29,93+0,12b
PRO+UV+S 26,41+0,19¢
ABA+UV+S 26,83+0,14c
OS+UV+S 25,9240,24d
SA+UV+S 24,89+0,18d
PRO+ABA+UV+S 25,86+0,12d
PRO+OS+UV+S 26,16+0,11cd
PRO+SA+UV+S 27,44+0,16¢
ABA+OS+UV+S 27,21%0,15¢
ABA+SA+UV+S 24,45+0,12d
OS+SA+UV+S 29,82+0,21b
PRO+ABA+OS+UV+S 30,84+0,32a
PRO+ABA+SA+UV+S 28,64+0,16b
ABA+OS+SA+UV+S 27,42+0,12¢
PRO+ABA+OS+SA+UV+S 29,33+0,17b

* Bir situn iginde aym harflerin  bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 Oonem
seviyesine gore anlamsizdir. .*S= Soguk uygulamasi K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, OS=
Ostrojen, SA= Salisilik asit, UV=UV uygulanmig
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Sekil 25. Tekli hormon uygulamalarinda H>O2 miktari
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Sekil 26. Coklu hormon uygulamalarinda H>O; miktar1

Soguk, UV ve Hormon Uygulamalarinin MDA i¢erigi Uzerine Etkisi

Kontrole nazaran (20,24 ng/g doku), yapilan soguk uygulamasmin (23,28 ng/g doku)
MDA igerigini istatistiki olarak artirdigi, tiim tekli uygulamalarin MDA igerigini, kontrole dahi
kiyasla 6nemli diizeylerde azalttigi, fakat ABA ve UV uygulamalarinda alinan degerlerin
istatistiki olarak kontrolden farkli olmadigi, ikili uygulamalarin soguk uygulamasiyla

karsilastirildiginda MDA degerlerinin diisiis gosterdigi, hatta OS+ S uygulamasinda kontroldan
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bile daha diisiik MDA degeri tespit edilmistir. Diger ¢oklu uygulamalarinda da yine MDA
degerlerinin kontrolden daha diisiik oldugu (istatistiki olarak PRO + UV + S uygulamas: harig,
22,04 ng/g doku) ve hatta baz1 ¢oklu uygulamalarin GK’den bile diisiik oldugu (OS + UV + S,
SA+UV+S,PRO+0OS+UV+S, vs. ABA + OS + SA + UV + S) tespit edilmistir. Ozellikle
PRO + ABA + SA + UV + S (16,64 ng/g doku) uygulamasinda diger tiim uygulamalar dikkate
alindiginda en diisitk MDA degerinin elde edildigi grup olmustur (Tablo 7, Sekil 28 ve 29).

Tablo 7. Soguk ve yapilan diger tlim uygulamalarda belirlenen MDA igerikleri

UYGULAMALAR MDA (ng/gr doku)
GK 20,24+0,12b
SK 23,2840,22a
PRO 18,56+0,08d
ABA 19.04+0,08¢
0s 18,72+0,07d
SA 17,28+0,11e
[0A% 19,52+0,22¢
PRO+S 22,16+0,14b
ABA+S 21,52+0,24b
0OS+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
OS+UV+S 17,68+0,08¢
SA+UV+S 18,56+0,07d
PRO+ABA+UV+S 19,44+0,12¢
PRO+OS+UV+S 17,92+0,07ed
PRO+SA+UV+S 19,12+0,07¢
ABA+OS+UV+S 20,00+0,16b
ABA+SA+UV+S 18,96+0,11cd
OS+SA+UV+S 18,64+0,14d
PRO+ABA+OS+UV+S 18,24+0,08d
PRO+ABA+SA+UV+S 16,64+0,11f
ABA+OS+SA+UV+S 17,52+0,08¢
PRO+ABA+OS+SA+UV+S 19,68+0,8¢

* Bir silitun ig¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 Snem seviyesine gore
anlamsizdir. .*S= Soguk uygulamasi K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, OS= Ostrojen, SA=
Salisilik asit, UV= UV uygulanmis
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Sekil 27. Tekli hormon uygulamalarinda MDA mikrari i¢erigine etkisi
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Sekil 28. Coklu hormon uygulamalarinda MDA igerigi degisimi
Soguk, UV ve Hormon Uygulamalarinin Toplam Fenolik Madde Icerigi Uzerine Etkisi

Kontrole ile soguga maruz kalmis fasulye bitkisini kiyaslandiginda soguk stresinin
fasulye bitkisinde fenolik madde miktarini artirdigini bariz olarak gérmek miimkiindiir. (Tablo
8). Soguk uygulamasiyla karsilastirildiginda ise, yapilan tiim uygulamalardaki fenolik madde
iceriklerinin istatistiki olarak daha diisiik degerlerde oldugu ve hatta baz1 uygulamalardaki
fenolik madde igeriklerinin kontrolden (1015,3 pg.gr! doku) bile diisiik oldugu (Ornegin;
SA+UVHS, OS +SA+UV+S, OS+UV+S, ABA+UV+S, sirasiyla 787,3 pg.gr' doku, 799,7
pg.gr! doku, 807,7 ng.gr'! doku, 840,7 ng.gr!) belirlenmistir (Tablo 8, Sekil 30 ve Sekil 31).
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Tablo 8. Soguk ve yapilan diger tim uygulamalarda belirlenen fenolik madde igerikleri

UYGULAMALAR Fenolik madde (ng.gr!
doku)
K 1015,333+7,07b
S 1129+0,12,72a
PRO 1000,667+8,48b
ABA 976,333+4,24c
0S 968+9,89¢
SA 1014,667+14,14b
Uv 973+4,24¢
PRO.+S 987+9,89¢
ABA+S 1010,333+6,36b
0OS+S 957,666+8,48¢
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
OS+UV+S 807,666+7,07¢
SA+UV+S 787,333+8,48f
PRO+ABA+UV+S 893,666+5,65d
PRO+OS+UV+S 867,666+4,24d
PRO+SA+UV+S 959,666+7,07¢
ABA+OS+UV+S 901+8,48d
ABA+SA+UV+S 885,333+7,07d
OS+SA+UV+S 799,666+5,65¢
PRO+ABA+OS+UV+S 942,666+9,89¢
PRO+ABA+SA+UV+S 962,666+5,64¢
ABA+OS+SA+UV+S 898+7,07d
PRO+ABA+OS+SA+UV+S 914+5,65d

* Bir siitun i¢inde aym harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkhiliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. .*S= Soguk uygulamasi K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, OS= Ostrojen, SA=

Salisilik asit, UV=UV uygulanmig
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Sekil 29. Tekli hormon uygulamalarinda fenolik madde igerikleri
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Sekil 30. Coklu hormon uygulamalarinda fenolik madde igerikleri

Soguk, UV ve Hormon Uygulamalarinin Toplam Karbohidrat icerigi Uzerine Etkisi

Toplam karbohidrat igerigi, kontrole (4,08 mg) nisbeten soguk uygulama grubunda
(6,18 mg) istatistiki anlamda 6nemli artis gostermistir. Yani yapilan soguk uygulamasi total

karbohidrat igerigini artiric1 yonde etki etmistir. Ote yandan, yapilan diger tiim uygulamalarda
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elde edilen degerlerin, soguk uygulama degerinden diisiik oldugu, hatta baz1 uygulamalarda
alinan degerlerin kontrolden alinan degerlerden dahi diisiik oldugu (ABA, SA + S, ABA + UV
+ S, PRO+ABA+UV+S, ABA+SA+UV+S, PRO+ABA+SA+UV+S, sirasiyla 3,96, 3,46, 3,42,
3,88, 3,59, 3,52 mg) tespit edilmistir (Tablo 9, Sekil 32 ve Sekil 33).

Tablo 9. Soguk ve yapilan diger tiim uygulamalarda belirlenen toplam karbohidrat igerikleri

UYGULAMALAR Toplam karbohidrat
icerigi(mg.gr'doku)
K 4,08+0,05¢
S 6,18+0,14a
PRO 5,16+0,09¢
ABA 3,96+0,07¢
0S 5,0140,12¢
SA 4,15+0,11e
Uv 4,63+0,11d
PRO.+S 5,00+0,12¢
ABA+S 4,15+0,14¢
0s+S 5,47+0,11b
SA+S 3,46+0,12¢
UV+S 5,83+0,11b
PRO+UV+S 5,12+0,14¢
ABA+UV+S 3,4240,1f
OS+UV+S 4,44+0,12d
SA+UV+S 5,23+0,15bc
PRO+ABA+UV+S 3,88+0,11e
PRO+OS+UV+S 5,33+0,11bc
PRO+SA+UV+S 4,02+0,08¢
ABA+OS+UV+S 4,78+0,11cd
ABA+SA+UV+S 3,59+0,12¢
OS+SA+UV+S 4,12+0,14e
PRO+ABA+OS+UV+S 4,98+0,15¢
PRO+ABA+SA+UV+S 3,52+0,09¢
ABA+OS+SA+UV+S 4,59+0,14d
PRO+ABA+OS+SA+UV+S 5,6+0,15b

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. *S= Soguk uygulamasi K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, OS= Ostrojen, SA=
Salisilik asit, UV= UV uygulanmis
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Sekil 31. Tekli hormon uygulamalarinda seker igerikleri
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Sekil 32. Coklu hormon uygulamalarinda seker igerikleri

Soguk, UV ve Hormon Uygulamalarmin SOD Enzim Icerigi Uzerine EtKisi

Soguk uygulamasiyla SOD aktivitesinin kontrol ile karsilastirildiginda istatistiki olarak
onemli diizeyde arttign (K: 14,32, S: 22,86 U.mg! protein) tespit edilmistir. Hatta Soguk

uygulamasinda elde edilen bu SOD degerlerinin diger tiim uygulamalardan elde edilen
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degerlerden daha yiiksek oldugu, oysa kontrol ile kiyaslandiginda ise, SOD degerlerinin diger
tim uygulama gruplarinda nisbeten yiiksek oldugu (SA +S, SA+UV +S§,
PRO+ABA+SA+UV+S uygulamalari harig, sirasiyla; 14,41, 14,54, 14,65 U.mg! protein)
kaydedilmistir (Tablo 10 Sekil 34 ve 35).

Tablo 10. Soguk ve yapilan diger tiim uygulamalarda belirlenen SOD aktivitesi

UYGULAMALAR SOD (U.mg™' protein)
K 14,32+40,11f
S 22,86+0,28a
PRO 17,1340,24c¢
ABA 15,09+0,12¢
0s 17,63+0,19¢
SA 16,82+0,16¢
uv 20,34+0,22b
PRO.+S 20,53+0,16b
ABA+S 18,66+0,21¢
0s+S 19,74+0,33¢c
SA+S 14,41+0,11ef
UV+S 21,25+0,14a
PRO+UV+S 16,00+0,19d
ABA+UV+S 17,93+0,31¢
OS+UV+S 15,82 +0,16d
SA+UV+S 14,54+0,12ef
PRO+ABA+UV+S 19,37+0,33b
PRO+OS+UV+S 18,36+0,16¢
PRO+SA+UV+S 20,38+0,18b
ABA+OS+UV+S 19,14+0,26b
ABA+SA+UV+S 15,59+0,14d
OS+SA+UV+S 14,85+0,21¢
PRO+ABA+OS+UV+S 18,14+0,18¢c
PRO+ABA+SA+UV+S 14,65+0,21ef
ABA+OS+SA+UV+S 15,40+0,11d
PRO+ABA+0OS+SA+UV+S 16,86+0,29d

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. *S= Soguk uygulamasi K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, OS= Ostrojen, SA=
Salisilik asit, UV=UV uygulanmig
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Sekil 33. Tekli hormon uygulamalarinda SOD aktivitesi
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Sekil 34. Coklu hormon uygulamalarinda SOD aktivitesi

Soguk, UV ve Hormon Uygulamalarimin CAT Aktivitesi Uzerine Etkisi

Tablo 11’e bakildiginda, yapilan soguk uygulamasinin fasulyedeki CAT activitesini

(58,21 U.mg! protein) kontrole (31,16 U.mg"! protein) gore yaklasik iki kat artirdig1, bitkilere

yapilan diger uygulamalarin cogunlugunda ise Soguk uygulamastyla nispeten birkag¢ grup (PRO
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+ S, ABA + S, OS + S) haricinde CAT aktivitesinde istatistiki anlamda onemli diizeylerde
azalmaya neden olduklar1 kaydedilmistir. Bu uygulamalar igerisinde en fazla CAT aktivitesinin
azaldig1 gruplarm SA+UV +S (30,14), OS +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) olduklari tespit
edilmistir (Tablo 11, Sekil 36 ve 37).

Tablo 11. Soguk ve yapilan diger tiim uygulamalarda belirlenen CAT aktivitesi

UYGULAMALAR CAT (U.mg protein)
K 31,16+0,19f
S 58,2140,16b
PRO 54,36+0,28b
ABA 39,71+0,22d
0s 38,20+0,16¢
SA 37,53+0,12¢
UV 46,81+0,28c¢
PRO.+S 62,52+0,18b
ABA+S 69,40+0,13a
0s+S 66,69+0,11a
SA+S 38,12+0,24¢
UV+S 57,0240,15b
PRO+UV+S 38,60+0,12¢
ABA+UV+S 36,53+0,14¢
OS+UV+S 35,14+0,19¢
SA+UV+S 30,14+0,29f
PRO+ABA+UV+S 37,31+0,12¢
PRO+OS+UV+S 43,47+0,16d
PRO+SA+UV+S 38,66+0,12¢
ABA+OS+UV+S 42,93+0,25d
ABA+SA+UV+S 50,4240,29¢
OS+SA+UV+S 47,81+0,21¢c
PRO+ABA+OS+UV+S 48,91+0,31c
PRO+ABA+SA+UV+S 45,24+0,26d
ABA+OS+SA+UV+S 49,84+0,19¢
PRO+ABA+OS+SA+UV+S 44,59+0,15d

* Bir siitun icinde aymi harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. * Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < (.05 6nem seviyesine
gore anlamsizdir. *S= Soguk uygulamasi1 K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, Os= Ostrojen,
SA= Salisilik asit, UV= UV uygulanmis
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Sekil 35. Tekli hormon uygulamalarinda CAT aktivitesi

(o)) ~
(=) (=)

9
(==}

CAT aktivitesi (U.mg"!
protein)
—_ N (9%} N
(e (e S (]
I
.
g
3
I,
7
I
3
3
I,
3
I
3
g
g
. J

0\ & X% X% X% X% X% X% X% X X% X% X% X% X% ta
4 o
& XQA X4 XA @4 X@ & XOA XOA X@ Q XQA XOA XQA %X%
O oF & &F oF & ¥ F ¥ ¥ P oy o O
QQ' Q O < 2 ><O ><°~J ><O & x% ><O ><°~’ ><% Nad
v FELEF T T F TR
& v ¥y ov RO R
o O R &
& & v r

Sekil 36. Coklu hormon uygulamalarinda CAT aktivitesi
Soguk, UV ve Hormon Uygulamalarimin POD Aktivitesi Uzerine Etkisi

Kontrol ile soguk uygulama bitkisini kiyaslandiginda, bitkilere uygulanan sogugun
etkisiyle POD aktivitesinin 401,83’den 714,1U mg! protein seviyesine kadar ¢iktig
gorilmiistiir. Ancak yapilan diger uygulamalar soguk uygulamasiyla karsilastirildiginda, UV+S
(716,7 U.mg™! protein), PRO+ABA+OS+UV+S (709,8 U.mg"! protein, PRO+ABA+SA+UV+S
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(708,3 U.mg! protein)’de POD aktivitelerinin istatistiki olarak aym oldugu, oysa diger tiim
uygulamalarda POD aktivitelerinde ¢ok 6nemli diisiik degerlerin elde edildigi kaydedilmistir.
Tiim uygulamalar igerisinde en diisik POD aktivitesi degerinin PRO+ABA+UV +S
uygulamasinda oldugu belirlenmistir (Tablo 12 ve Sekil 38 ve Sekil 39).

Tablo 12. Soguk ve yapilan diger tiim uygulamalarda belirlenen POD aktivitesi

UYGULAMALAR POD (U.mg™ protein)
K 401,829+0,31e
S 714,110+0,23a
PRO 639,128+0,24b
ABA 618,754+0,17¢
0s 610,503+0,21¢c
SA 552,43240,19d
UV 671,860+0,18b
PRO.+S 425,843+0,23¢
ABA+S 487,333+0,27¢
0s+S 604,534+0,23¢
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
OS+UV+S 535,55240,24d
SA+UV+S 580,843+0,20d
PRO+ABA+UV+S 379,104+0,31f
PRO+OS+UV+S 564,104+0,27d
PRO+SA+UV+S 423,337+0,25¢
ABA+OS+UV+S 675,361£0,23b
ABA+SA+UV+S 434,697+0,22¢
OS+SA+UV+S 584,889+0,28d
PRO+ABA+OS+UV+S 709,840+0,49a
PRO+ABA+SA+UV+S 708,345+0,27a
ABA+OS+SA+UV+S 675,629+0,26b
PRO+ABA+OS+SA+UV+S 703,433+0,27a

* Bir siitun icinde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. * Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < (.05 6nem seviyesine
gore anlamsizdir. *S= Soguk uygulamasi1 K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, Os= Ostrojen,
SA= Salisilik asit, UV= UV uygulanmig
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Sekil 37. Tekli hormon uygulamalarinda POD aktivitesi
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Sekil 38. Coklu hormon uygulamalarinda POD aktivitesi

Soguk, UV ve Hormon Uygulamalarimin APX Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

APX enzim aktivitesi, kontrol bitkisinde 7,59 U/mg protein olarak 6l¢iilmiisken, soguga
maruz kalmis fasulye bitkisinde 12,72 U/mg proteine yiikselmistir (Tablo 13). Yine ayni tablo
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incelendiginde, diger tiim uygulamalardaki APX degerlerinin soguk uygulamasilya nispetle

istatistiki agidan ¢ok onemli diisiisler gosterdigi kaydedilmistir. Hatta bazi1 uygulamalardan

alinan degerlerin (SA+UV+S’de 6,2; PRO+ABA+UV +S’de 6,3; OS +UV +S°de 6,8 U.mg'l) kontrol
bitkisinden bile diisiik olduklar1 belirlenmistir (Sekil 40 ve Sekil 41).

Tablo 13. APX aktivitesi

UYGULAMALAR
K

S

PRO

ABA

0s

SA

UV

PRO.+S

ABA+S

OS+S

SA+S

UV+S

PRO+UV+S
ABA+UV+S
OS+UV+S

SA+UV+S
PRO+ABA+UV+S
PRO+OS+UV+S
PRO+SA+UV+S
ABA+OS+UV+S
ABA+SA+UV+S
OS+SA+UV+S
PRO+ABA+OS+UV+S
PRO+ABA+SA+UV+S

ABA+OS+SA+UV4S
PRO+ABA+OS+SA+UV+S

APX (U.mg™ protein)
7,59+0,11d
12,72+0,24a
9,21+0,09¢
9,36+0,1c
9,79+0,26¢
8,75+0,22b
9,63+0,18c
11,77+0,21b
12,020,242
9,50+0,21c¢
10,80+0,11b
12,33+0,1a
6,94+0,19¢
7,48+0,16d
6,79+0,12¢
6,17+0,17f
6,34+0,12¢
10,294+0,13b
8,80+0,17d
10,49+0,21b
8,48+0,12d
8,08+0,11d
8,63+0,16d
7,214£0,14de

7,72+0,16d
7,93+0,13d

. * Bir siitun icinde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 dnem seviyesine gore
anlamsizdir. * Bir siitun i¢inde aym harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar 7 < 0.05 6nem seviyesine
gore anlamsizdir. *S= Soguk uygulamasi K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, OS= Ostrojen,

SA= Salisilik asit, UV= UV uygulanmig
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Sekil 39. Tekli hormon uygulamalarinda APX aktivitesi
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Sekil 40. Coklu hormon uygulamalarinda APX aktivitesi
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Soguk, UV ve Hormon Uygulamalarinin GR Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Diger antioksidan enzimlerde oldugu gibi GR aktivitesi, soguk uygulamasiyla (27,0
U.mg ! protein) kontrole (15,2 U.mg™! protein) gore énemli seviyede (%77 oraninda) gore artis
gostermistir. Ancak soguk uygulamasiyla karsilastirildiginda, diger tiim uygulamalardaki GR
degerlerinin 6nemli seviyelerde diisiik oldugu, en diisiik degerlerin (kontrol haricinde) ABA
(14,5 U.mg! protein), ABA+ OS +SA+UV +S (16,1 U.mg! protein), SA (16,5 U.mg™! protein),
OS (16,6 U.mg™! protein) uygulamalarinda olustugu tespit edilmistir (Tablo 14 ve Sekil 42 ve

43).

Tablo 14. Soguk ve yapilan diger tiim uygulamalarda belirlenen GR aktivitesi

UYGULAMALAR GR (U.mg™! protein)
K 15,24+0,14f
S 27,03+0,35a
PRO 16,69+0,12¢
ABA 15,47+0,09f
0s 16,6120,08¢
SA 16,53+0,12¢
uv 18,61+0,15d
PRO+S 19,88+0,22b
ABA +S 17,50+0,16d
0S +S 19,71+0,18bc
SA +S 18,16+0,21d
UV +S 21,19+0,25b
PRO+ UV +§ 19,13+0,14c
ABA+UV +§ 20,04+0,24b
OS +UV +8 19,00+0,15cd
SA+UV +S 20,80+0,28b
PRO+ABA+UV +§ 19,10+0,12¢
PRO+ OS +UV +S 20,56+0,19b
PRO+SA+UV +S 17,82+0,18d
ABA+ OS +UV+S 18,75+0,19cd
ABA+SA+UV +8 20,32+0,31b

OS +SA+UV +S 19,38+0,25¢
PRO+ABA+ OS +UV +S 18,23+0,18d
PRO+ABA+SA+UV+S 17,39+0,14d
ABA+ OS +SA+UV +S 16,05+0,12¢
PRO+ABA +0S +SA+UV+S 17,58+0,11d
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Sekil 41. Tekli hormon uygulamalarinda GR aktivitesi
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Sekil 42. Coklu hormon uygulamalarinda GR aktivitesi
Soguk, UV ve Hormon Uygulamalarimin Nitrat Rediiktaz (NR) Aktivitesi Uzerine Etkisi

Nitrat rediiktaz (NR) hiicre ortaminda nitrati1 (NO3), nitrite (NO;) indirgeyen bir
enzimdir. Enzim aktivitesi belirlenitken ortamda enzim tarafindan tiiretilen NO; miktar1
hesaplanarak aktivite belirlenmektedir. Fasulyenin yapraklarinda biitiin uygulama gruplarinda

NR aktivitesi Ol¢lilmiis ve veriler Tablo 15’te sunulmustur. Tablo 15 incelendiginde, soguk
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uygulamasi NR aktivitesini kontrole gore diistirmiistiir. Diger taraftan, soguk uygulamasina
gore, hemen hemen tiim tekli veya kombine uygulanan hormonlar NR aktivitesini artirmistir.
Cogu gruplarda NR aktivitesindeki artig soguk uygulamaya nispetle %50’den fazla olmustur.
Kontrol haricinde, diger tiim uygulamalar i¢inde en yiiksek NR aktivitelerinin ABA+ OS
+UV+S (32,2 umol NO»), SA +S (30,4 umol NO») ve ABA (30,0 umol NO») uygulamalarinda
ortaya ¢iktig1 tespit edilmistir (Sekil 44 ve 45).

Tablo 15. Soguk ve yapilan diger tiim uygulamalarda belirlenen NR aktivitesi

UYGULAMALAR NR aktivitesi (umol NO,/gr yas agirhk)
K 31,29+0.35a
S 18,45+0.31f
PRO 26,90+0,28¢
ABA 29,97+0.38b
0S 25,14+0,19d
SA 26,46+0.24¢
UV 22,94+0.21¢
PRO+S 26,16+0,35¢
ABA +S 24,70+0,18d
0OS +8 21,1840,25¢
SA +S 30,41+0,32b
UV +S 18,98+0,16f
PRO+ UV +S 22,79+0,26¢
ABA+UV +S 24,63+0,16d
OS +UV +8 28,21 +0,29b
SA+UV +S 21,47+0,21e
PRO+ABA+UV +S 20,74+0,18¢
PRO+ OS +UV +S 28,65+0,31b
PRO+SA+UV +S 24,41+0,12d
ABA+ OS +UV+S 32,17+0,29a
ABA+SA+UV +S 27,3440,21¢c
0OS +SA+UV +S 21,6240,14¢
PRO+ABA+ B-O +UV +S 20,74+0,25¢
PRO+ABA+SA+UV+S 26,46+0,32¢
ABA+ OS +SA+UV +S 23,82+0,18d
PRO+ABA +0S +SA+UV+S 22,06 £0,22¢

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. * Bir siitun i¢inde aym harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine
gore anlamsizdir. *S= Soguk uygulamasi K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, 0s= Ostroj en,
SA= Salisilik asit, UV=UV uygulanmig
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Sekil 44. Coklu hormon uygulamalarinda NR aktivitesi
Soguk, UV ve Hormon Uygulamalarimin Nitrit Rediiktaz (NiR) Aktivitesi Uzerine Etkisi

Nitrit rediiktaz (NiR) hiicre ortaminda nitriti (NO2), amonyuma (NHa4) indirgeyen bir
enzimdir. Enzim aktivitesi belirlenirken ortamda enzim tarafindan tiiketilen NO> miktar1
hesaplanarak aktivite belirlenmektedir. Calismamizda NiR aktivitesi verileri Tablo 16’da
sunulmugtur. Tablo 16 incelendiginde, soguk uygulamasi NiR aktivitesini kontrole gore
diisiirmiistiir. Buna karsilik, soguk uygulamasina gore, hemen hemen tiim tekli veya kombine

uygulanan hormonlar NiR aktivitesini artirmustir. Ornegin soguk uygulamasinda NiR aktivitesi
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15,9 pmol NO»/gr iken, hormon uygulamalarinda aktivite bu degerden daha yukar1 seviyelere
cikmigtir. Tekli hormon uygulamalarinda NiR aktivitesi artis1 en ¢ok estradiolda olmus ve 20,8
umol NO/gr'a yiikselmistir. Coklu hormon uygulamalarinda NiR artist en cok (OS
+SA+UV+S)‘da olmus ve 22,8 pmol NO,/gr’a yiikselmistir (Tablo 16 ve Sekil 46 ve Sekil 47).

Tablo 16. Soguk ve yapilan diger tiim uygulamalarda belirlenen NiR aktivitesi

UYGULAMALAR NiR aktivitesi (umol NO/g yas agirhk)
K 24,55+0.42a
S 15,91+0.29¢
PRO 18,94+0,36¢
ABA 20,69+0.26b
0Ss 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
0OS +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+0,35¢d
0S +UV +S 15,69 +0,22e
SA+UV +S 16,64+0,15d
PRO+ABA+UV +S 16,13+0,28de
PRO+ OS +UV +S 16,58+0,25d
PRO+SA+UV +S 18,57+0,14c
ABA+ OS +UV+S 19,23+0,29¢
ABA+SA+UV +S 17,81+0,15d
OS +SA+UV +S 22,83+0,42b
PRO+ABA+ OS +UV +S 16,70+0,22d
PRO+ABA+SA+UV+S 14,36+0,16f
ABA+ OS +SA+UV +S 15,35+0,28¢
PRO+ABA +0S +SA+UV+S 18,61 +0,24c

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. * Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine
gore anlamsizdir. *S= Soguk uygulamasi1 K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, 0s= Ostroj en,
SA= Salisilik asit, UV= UV uygulanmis
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Sekil 46. Coklu hormon uygulamalarinda NiR aktivitesi

Soguk, UV ve Hormon Uygulamalarinin Glutamin Sentaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Bitki hiicrelerinde glutamin sentetaz (GS), NH4'lii ATP harcayarak glutamata aktararak
glutamin olusturur. Calismamizda, kontrole gore kiyaslandiginda, GS aktivitesi soguga maruz
kalmis fasulye bitkisinde 204,63 U/gr’dan 107,89 U/gr dokuya diigmiistiir. Sogugun etkisini
azaltmak i¢in uygulanan hormonlar genel olarak degerlendirildiginde soguk uygulamaya gore

GS aktivitesini artirmistir. UV+soguk uygulamasinda da GS aktivitesinin (109,28 U/gr)
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kontrole gore diistiigli belirlenmistir. UV ve sogugun GS aktivitesini diisiirmedeki etkisi
uygulanan hormonlar tarafindan genelde iyilestirilmistir. Soguk uygulamaya gore en yiliksek
aktivite artis1 ABA+S, PRO+S, ABA+OS+SA+UV+S uygulamalarinda ortaya ¢iktigi
gorilmistiir (Tablo 17, Sekil 48 ve 49)

Tablo 17. Soguk ve yapilan diger tiim uygulamalarda belirlenen GS aktvitesi

UYGULAMALAR GS aktivitesi (umol y-glutamylhydroxamate min-
I mg!'FW)
K 204,63+0,32a
S 107,89+0,28f
PRO 190,60+0,26b
ABA 194,7240,35b
0s 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
0OS +S 161,52+0,29¢
SA +S 116,99+0,32¢
UV +S 109,28+0,28¢
PRO+ UV +S 109,30+0,36¢
ABA+UV +S 107,19+0,26f
0OS +UV +8 125,60+0,31¢
SA+UV +S 104,28+0,35f
PRO+ABA+UV +S 165,60+0,29¢
PRO+ OS +UV +S 178,34+0,36¢
PRO+SA+UV +S 178,01+0,32¢
ABA+ OS +UV+S 138,72+0,19d
ABA+SA+UV +S 165,37+0,26¢
OS +SA+UV +S 185,11+0,36b
PRO+ABA+ OS +UV +S 157,03+0,33d
PRO+ABA+SA+UV+S 112,30+0,31e
ABA+ OS +SA+UV +S 217,22+0,43a
PRO+ABA +0S +SA+UV+S 174,16+0,29¢

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 Snem seviyesine gore
anlamsizdir. * Bir siitun iginde ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine
gore anlamsizdir. *S= Soguk uygulamasi K= Kotrol, PRO= Progesteron, ABA= Absisik asit, Os= Ostrojen,
SA= Salisilik asit, UV= UV uygulanmis
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Sekil 47. Tekli hormon uygulamalarinda GS aktivitesi
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Sekil 48. Coklu hormon uygulamalarinda GS aktivitesi

SDS-PAGE Elektroforezinden Elde Edilen Bulgular

Bu boliimde, fasulye bitkisinin yapraklarindan elde edilen hiicresel ¢oziinebilir total
proteinler SDS-PAGE sisteminde yiiriitiilerek standart proteinlere gore molekiil agirliklar
belirlenmistir (Sekil 50-53). Calismada 6zellikle miktar1 artan veya yeniden sentezlenen
proteinler 6ne ¢ikarilmaya caligilmistir. Bulgularimizda fasulye total proteinlerinin standart
proteinlerle kiyaslandiginda, 15 ile 150 KDa arasinda oldugu goriilmektedir. Ayrica 37-50 KDa
arasindaki proteinlerde 6nemli farklar géze ¢arpmaktadir. Bu civarda soguk uygulamasiyla

siddetin arttig1, hormon uygulamalarinda da ekstra bazi bantlarin olustugu dikkat cekmektedir.
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Sekil 49. Fasulye bitkisinin protein jel goriintiisii; M; (Standart proteinler), K; kontrol S;Soguk,
P; progesteron, A; absisik asit, O; estradiol, SA; salisilik asit, UV; Ultraviyole, P1; PRO+S
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Sekil 50. Fasulye bitkisinin protein jel goriintiisii; M; (Standart proteinler), K; kontrol, S; Soguk
Al; ABA+S, O1; OS+S, S1; SA+S, Ul; UV+S, P2; PRO+UV+S, A2; ABA+UV+S
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Sekil 51. Fasulye bitkisinin protein jel goriintiisii; M; (Standart proteinler), K; Kontrol, S;

Soguk 02; OS+UV+S, SA2; SA+UV+S, P3a; PRO+ABA+UV+S, P30; PRO+OS+UV+S,
P3s; PRO+SA+UV+S, A30; ABA+OS+UV+S
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Sekil 52. Fasulye bitkisinin protein jel goriintiisii; M; (Standart proteinler), K; Kontrol, S;
Soguk A3s; ABA+SA+UV+S, 03s; OS+SA+UV+S,P4a; PRO+ABA+OS+UV+S,P3s;
PRO+ABA+SA+UV+S, A4; ABA+OS+SA+UV+S, P5; PRO+ABA+OS+SA+UV+S

75



TARTISMA VE SONUC

Tartisma

Soguk stresinde bitkilerde meydana gelen ¢esitli morfolojik ve fizyolojik bozulmalarin
tyilestirilmesi amaciyla gesitli arastirmalar yapilmis ve soguk stresini az da olsa tolere etmek
amaglanmistir (Baxter et al. 2013). Bu amagla c¢esitli kimyevi maddeler, bitki biiyiime
diizenleyicileri ve fiziksel faktorler kullanilmistir (Battal ef al. 2008; Kumar et al. 2008; Cheng
et al. 2016).

Bu ¢alismada kullanilan bitki tiirti olan fasulye (Phaseolus vulgaris L., cv. Lunatus) en
cok iiretilen ve tarimi yapilan baklagil ¢esididir. Soguk ve UV radyasyonu etkisini azaltmak
icin kullanilan bitki hormonlar1 (salisilik asit, absisik asit) ve memeli cinsiyet hormonlari
(6strojen, progesteron) ve UV radyasyonu kullanilmis ve elde edilen veriler ¢esitli aragtirma

bulgularyla tartisiimistir.

Soguk stresine en hizli tepki olarak bilinen kdk uzamasi ve gdvde biiyiimesi bitkilerin
strese kars1 toleransini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Soguga maruz kalan bitkilerin kok
yapisinda ve gdvde boyunda kisalmalar gézlemlenmistir. Ornegin; Liu vd. (2010) nin yaptiklar:
caligmada bugday bitkisinde sogukta kdk ve gévde uzunluklarinda azalma belirlemislerdir.
Benzer bir soguga maruz kalan ¢alismada Dumlupinar (2000) fasulye bitkisinde kdk ve govde
uzunluklarinda azalma belirlenmistir. Diisiik sicakligin  etkisiyle su alinimi, karbon
asimilasyonu azalir ve bu nedenle kok, govde uzamasi ve kuru agirlik miktarinda kontrole gore
disiisler gozlemlenmektedir (Feng 1995; Liu ef al. 2010). Correia vd. (2005) yiiksek seviyede
UV radyasyonuna maruz kalan Triticum aestivum’un biyokiitlesinde azalma saptamiglardir.
Yaptigimiz calismada da literatiirde oldugu gibi kok govde uzunlugu ve kuru madde
miktarlarinda azalma belirlenmistir (Tablo 1. ve Tablo 2). Cesitli streslere maruz kalan
bitkilerde iyilestirme i¢in kullanilan SA ve ABA uygulamalarinda kok gévde uzunlugu ve kuru
madde de artiglar 6l¢iilmiistiir (Mutlu 2009;2013). Bu kapsamda kullanilan diger bir uygulama
olan memeli cinsiyet hormonlari ise yapilan ¢alismalarda bu faktorleri artirdigi belirlenmistir
(Tossi et al. 2009; Erdal 2010). Bu arastirmada da soguk ve Soguk + UV stresinin etkilerini
azaltmak icin kullanilan bitki hormonlarinin kok gévde uzunlugunu arttirdigini ve ilave olarak
ABA’nin govde uzunlugunu, SA’nin ise kok uzunlugunu artirdigini tespit ettik. Memeli
cinsiyet hormonlar1 uygulamalarinda ise progesteronun gévde uzunlugunu, 6strogenin ise kok
uzunlugunu daha fazla artirdigim1 gézlemledik. Coklu hormon uygulamalar1 da genel olarak

kok ve govde uzunluklarmi artirmistir (Tablo 1). Kuru madde agirliklarinda ise; bitki

76



hormonlarinda ABA’nin etkisi fazla iken cinsiyet hormonlarinda progesteronun daha iyi oldugu

bulunmustur (Tablo 2.).

(Cozilinebilir protein ve seker igerikleri, bitki metabolizmasindaki donilisimlii ve
dontistimstliz degisikliklerin belirlenmesinde ¢ok onemli gdstergelerdir. Bitkilerdeki digsal
farklilasma, genellikle dokulardaki protein ve karbohidratlarin degisimleriyle yorumlanir. Bu
yiizden protein ve seker igerikleri, bitki biiylime ve gelismesinin indikatorleri olarak

diisiiniilmektedir (Dogra and Kaur 1994).

Mevcut calismada soguk uygulanan bitkilerde protein miktarinda artis goériilmiistiir. UV
+ Soguk uygulanan bitkilerde ise protein miktarinda ciddi azalis oldugu tespit edilmistir. Stres
sartlarinin  etkisini azaltmak i¢in kullanilan iyilestiricilerde protein miktarinda soguk
uygulamasinda azalig, UV+ Soguk’a gore ise artis tespit edilmistir. Coklu uygulamalarda ise;
genel olarak artis gézlemlenmistir (Tablo 3, Sekil 20 ve 21). Protein miktarindaki azalis, stres
proteinlerinin azalmasina, artiglar ise bitki biiylimesine paralel olarak yapi proteinlerinde ve
antioksidan enzimleri igeren protein miktarlarinin artigina baglanabilir (Yacoob and Filion

1987).

Bu ¢alismada soguk uygulanan bitkide seker miktarinda artis belirlenmistir. Bu durum
soguk uygulamastyla bozulan hiicre i¢i osmotik dengenin, bitki blinyesinde seker gibi osmolit

miktarlarin artirilmasi yoluyla regiile edilmesi ¢abasina atfedilebilir (Sharma et al. 2019).

UV + Soguk uygulanan bitkilerde ise seker miktarinda da azalig kayit edilmistir. Bu
diisiis ise soguk kosullardaki osmolit regiilasyonun UV uygulamasi ile sekteye ugramasina
baglanabilir. UV ve Soguk etkisini azaltmak i¢in kullanilan iyilestiricilerde seker miktarinda
soguk kontrole uygulamasinda azalis tespit edilmistir. Coklu uygulamalarda ise genel olarak
artis gozlemlenmistir (Tablo 9, Sekil 32 ve 4.18). Stres kosularini hafifletmek i¢in kullanilan
s0z konusu iyilestiricilerin soguk kosullarin etkisini farklt mekanizmalarla hafiflettigine ve

boylece igsel osmolit artigina ihtiyacin azaldig seklinde yorumlanabilir.

Soguk stresinde klorofil miktarinda diisiis oldugu cesitli arastirmalarda belirlenmistir.
Ayni zamanda UV stresinde klorofil miktarinda artig belirlenmistir (Berli et al. 2010). Literatiir
caligmalariyla benzerlik gosteren ¢alismamizda sogukta toplam klorofil miktarinda diisiis
kaydedilmis, UV uygulamasinda ise soguga gore artis kaydedilmistir (Tablo 4). Bitki hormon
uygulamalarinda klorofil miktarindaki artis, cinsiyet hormonlar1 uygulamalarinda da toplam
klorofil miktarinda artis oldugu arastirmalarda belirtilmistir (Mutlu 2009; Erdal 2010, Berli et
al. 2010; Mutlu 2013). Soguk ve soguk + UV stresinin olumsuz etkilerini diistirmek icin
kullanilan bitki hormonlarindan en fazla SA klorofil igerigini artirirken cinsiyet hormonlarin da

ise en fazla artig progesteron uygulamasi ile elde edilmistir (Tablo 4 Sekil 22). Coklu hormon
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uygulamalarinda ise her farkli kombinasyonda toplam klorofil miktarinda artis tespit edilmistir
(Tablo 4 ve Sekil 23). Bu durum soguk uygulamasi ile sekteye ugrayan klorofil sentezinin, bitki
hormonlarinin ve memeli cinsiyet hormonlarinin sinyal gérevi gorerek artirmasina atfedilebilir.
Bazi1 ¢alismalarda memeli cinsiyet hormonlarinin metabolik yolaklarda uyarici etkilerinin

oldugu rapor edilmistir (Speranza 2010; Janeczko and Skoczowski 2005).

Stres kosullarina birakilan tiim bitkilerde bilinen ROT miktarlarinda 6nemli derecelerde
cogalmalar olmakta, artis olan ROT seviyesine parallel olarak metabolik ve anatomik
deformasyonlarin yukseltigilde de artmaktadir. Stres durumlarinda bitkilerde hasar meydana
gelir ki bu hasrin biiytikliigii ve bitkilere etkili olan stresin biiyiikliigiinii géstermek i¢in genelde
lipid peroksidasyon seviyesi (MDA olarak) iyi bir indikatdr olarak kabul edilmektedir (Nayyar
et al. 2005).

ROT’lar en basta hiicre zarlarinda poliansature yag asitlere saldirarak, strese neden
olabildigi gibi gosterdigi, artan ROT seviyesi organellerin membranlarinda da hasar miktari
artisina neden olur. Ornegin, soguk stresi ile ilgili bir calismada, Li vd. (2011) hiyar bitkisinin
yapraklarida MDA, O, H2O> miktarlarinda artirs oldugunu belirlemistir. Diger benzer bir
caligmada Esim vd. (2011) misirda saoguk uygulamasiyla H>O> ile O2™ miktarinin ve MDA
seviyesinin arttigini belirlemistir. Soguk stresi bugdayda MDA, H>0, ve Oy~ seviyelerini
artirdig1 da rapor edilmistir (Esim et al. 2012). UV stresine maruz kalan bitkilerde 6rnegin misir
bitkisinde H>O, miktarinda artig belirlenmistir (Tossi et al 2009). UV stresini azaltmak i¢in
kullanilan ABA H>O» miktarinda belirgin sekilde diisiise sebep olmustur (tossi et al 2009; Chen
et al 2010). Diger bitki hormonu olan SA ise ¢esitli stres sartlarinda olusan H>O> miktarinda
diisiis saglamistir (Saruhan et al. 2012; Mutlu et al. 2013). Farkl: stres sartlarina maruz kalmis
bitkilere uygulanan cinsiyet hormonlar1 da H>O; miktarinda azalmaya neden olmustur (Erdal

2010; Erdal ef al 2010).

Bu ¢alismada buldugumuz veriler literatiir bilgileri ile ortiismektedir. Soguk ve Soguk
+UV uygulamalarinda H>O> miktarlari genel kontrole gore 6nemli degerlerde artig gostermistir.
Stres faktorlerinin etkisini azaltan bitki ve hormon uygulamalarinda hem soguk hemde UV +
soguga gore azalis kaydedilmistir (Tablo 6, Sekil 26 ve 4.12). Stresin en belirgin gostergesi
olan MDA igerigi, soguk ve soguk + UV uygulamalarinda ciddi derecede artis gostermistir. Bu
durum sogukla birlikte artis gdsteren ROT’lara baglabilir. ROT sogukla birlikte artarak
hiicredeki lipitlere zarar vermis olabilir (Das and Roychoudhury 2014).

MDA igerigi, soguk kontrole gére hormon uygulamalarinda énemli oranlarda diisiis

gostermistir. Bu diislis uygulanan molekiillerin kendilerinin antioksidan etkilerine veya
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antioksidan madde veya enzim sistemlerinin aktivasyonunda sinyal rolii iistlenmelerine

baglanabilir (Tablo 7, Sekil 28 ve 4.14) (Janeczko and Skoczowski 2005).

Bitkiler kotli ortam sartlarindan kagamadiklarindan stres faktoriine karst kendilerini
koruyabilmek icin gii¢lii savunma sistemlerine sahiptirler. Bu durumda enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan savunma mekanizmalarindan yararlanirlar. Enzimatik olan mekanizmalar,
102, 02", ve "OH gibi radikaller ve radikal olmayan H>O, gibi bilesikleri detoksifiye eden
enzimleri kapsamaktadir. Bunlardan baslict olarak siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz
(POX), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimlerdir
(Gill and Tuteja 2010; Sharma et al. 2012). Soguk stresinin c¢esitli bitkilerde antioksidan
enzimlerin aktivitelerini artirdigi bildirilmistir (Gill and Tuteja 2010; Esim et al. 2012). UV
stresine maruz kalan bitkilerde CAT, POD, SOD, GR, APX gibi antioksidan enzimlerinin
miktarlarinda artiglar saptanmistir (Young 1991; Ort 2001; Karabal, et al. 2003; Berli et al.
2010). Keles ve Oncel (2002) soguga birakilmis bugday bitkisinin iki farkli kiiltivarinda CAT
ve GR aktivitelerinde artis oldugu bildirmistir. Birbirinden farkli stres sartlarinin etkisini
azaltmak i¢in kullanilan SA ve ABA uygulamalarinda antioksidan miktarlarinda azalma
kaydedilmistir (Mutlu 2009; Tossi et al. 2009; Berli et al. 2010; Erdal and Dumlupinar (2010).
Ayni amagcla kullanilan memeli cinsiyet hormonlari da bitki hormonlariyla benzer 6zellik
gosterip antioksidan enzim miktari azaltrmistir (Janeczko and Skoczowski, 2005; Erdal

2010).

Mevcut caligmada ise soguk ve Soguk + UV stresi fasulye bitkisinde SOD aktivitesini
artirmistir. Tekli ve ¢oklu hormon uygulamalar1 ise SOD aktivitesini soguk ve Soguk+UV
uygulamasina gore azaltmistir (Tablo 10 Sekil 34 ve 4.20). Bu azalis normalde antioksidan
sistemin s6z konusu hormon uygulamalariyla sekteye ugradigini diisiindiirse de bu durum bitki
bliylime parametreleri ile degerlendirilmeli daha yerinde olacaktir. Ciinkii soguk ve UV
kosullarinda SOD aktivitesinde hormon ugulamalari ile diisiis goriiliirken kok govde uzunlugu
gibi biliylime parametrelerinde artiglar olmasi, uygulanan séz konusu iyilestiricilerin ya
kendilerinin antioksidan 6zellik gostredigini veya osmolit sentezini artirict etki gostererek
(Sharma et al. 2019) soguk ve UV nin olumsuz etkilerini, SOD aktivitesine ihtiya¢ kalmayacak

sekilde bertaraf etmede aktif olmalari ile agiklanabilir.

Tek basina soguk uygulamasi CAT aktivitesini 6nemli diizeyde artirmistir. Soguk + UV
uygulamasi ise genel kontrole gore %80°lik bir artigla CAT aktivitesini ylikseltmistir. Soguk ve
UV etkisini azaltmak i¢in kullanilan hormonlar ise CAT aktivitesini diigtirmiistiir (Tablo 11

Sekil 36 ve 37). Bu durumda SOD aktivitesinde agiklandigr sekilde hormon uygulamalarinin
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antioksidan enzimlerin tesvik edilmeden farkli mekanizmalarla olumsuz etkileri bertaraf

edilmesine katki saglamasi ile agiklanabilir

Tablo 12 ve Sekil 38 ve 39’da goriildiigii iizere genel kontrole gore soguk stresinde POD
aktivitesi onemli derecede ylikselmis, Soguk + UV uygulamasinda da POD aktivitesi
artirmistir. Bitki hormonu ve memeli cinsiyet hormon uygulamalari ise POD aktivitesini soguk
ve UV + Soguk uygulamalarina gore azaltmistir. Soguga maruz kalmis fasulye bitkisinde APX
enzim aktivitesi onemli derecede yiikselmistir. Sogugun etkisini azaltmak i¢in uygulanan
hormonlar ise stres kosullarina gére APX aktivitesini azaltmistir. (Tablo 10. ve Sekil 29). Diger
antioksidan enzimler de oldugu gibi GR aktiviteside soguk ve soguk + UV de artis géstermis
uygulanan hormonlar ile bu artis azalmigtir (Tablo 11 ve Sekil 30). Antioksidan enzimlerde
stres kosullarinda bir artig goriilmesi stres kosullari ile miicadele i¢in enzimatik yolun
kullanilmasma diger taraftan uygulanan hormonlar ile stres kosullarina gore daha diistik
antioksidan aktivitesi tespit edilirken bitki biiyiimesinde artis kaydedilmesi bitkide bu
hormonlarin antioksidatif yolak disinda farkli mekanizmalar aktive ederek strese karsi bitki
direncinin artirllmasina atfedilebilir. Bu durumu agiklayabilmek i¢in calismada protein

sentezinin kilit enzimlerindeki aktiviler de belirlenmistir.

Arastirmacilar stres sartlar1 altinda olan bitkilerde, azot metabolizma enzimlerinin
aktivite azaltigini ve hatta inhibe oldugunu rapor etmisler (Gouia et al. 2000; Wang et al. 2008).
Soguk uygulamasi fasulye bitkisinin yapraklarinda (NR) aktivitesini azaltmistir. Soguk +UV
gurubunda da NR miktar1 azalis gostermistir. Uygulanan hormonlar UV ve sogugun NR
tizerindeki etkisini belirli sekilde hafifletmistir (Tablo 15 ve Sekil 44 ve 4,30). Buna benzer
(NIR) aktivitesi soguga birakilan bitkide ve Soguk + UV grubunda ise %54 oranda azalis
gostermistir. Hormon uygulamalar1 ise yalniz stres kosullarina gére NIR aktivitesini genel

anlamda artirmistir (Tablo 16. ve Sekil 46 ve 47).

Mevcut ¢alismada soguk uygulamasiyla fasulye bitkisinin yapraklarinda (GS) aktivitesi
kontrol bitkisine gore soguga birakilan bitkide ve Soguk + UV gurubunda 6nemli seviyelerde
azaltmistir. Hormon uygulamalari ise stres kosullarinda tespit edilen azalmalar1 belli dereceye
kadar tersine ¢evirebilmistir (Tablo 17 ve Sekil 48 ve 49). NR, NiR ve GS aktivitelerinde
degisimler uygulanan hormonlarin sinyal gorevi listlenerek stres kosullarinda sekteye ugrayan
protein sentez reaksiyonlarini, iyilestirdigi ve yapisal malzeme olan proteinlerin sentezinin
artirilabildigi ve bitki biiylimesinin bu sekilde sitimiile edildigi seklinde yorumlanabilir

(Janeczko and Skoczowski 2005; Lindemann 2015).
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Bunu dogrular sekilde protein igeriklerinin ve protein profilinde uygulanan hormonlarla

yeni protein bantlar1 gdzlenmistir.

Sonug¢ ve Oneriler

Yapilan bu calismada; fasulye bitkisi hem soguk stresi hemde soguk +UV stresine
maruz birakilmis ve bu stres sartlarinin etkiledigi bitkiyi iyilestirmek i¢in hem bitki hormonlari
hem de memeli cinsiyet hormonlar tek tek ve kombinasyonlu olarak uygulanmistir. Deneyler
sonucunda cesitli parametreler dlgiilmis (kok, govde uzunlugu, kuru madde miktari, H>O»
orani, MDA, protein, klorofil, seker, fenolik madde miktar1 SOD, POD, CAT, APX, GR, NR,
NiR, GS) ve bu uygulamalarin etkisi degerlendirilmistir.

Calisma sonucunda her iki stres etkisine maruz kalan fasulye bitkisinde anatomik ve
fizyolojik olarak olumsuzluklar oldugu tespit edilmis, bu olumsuzluklarin bitki ve memeli
cinsiyet hormonlariyla belirgin sekilde hafifletildigi tespit edilmistir. Ayrica c¢oklu
kombinasyon uygulamalarinin da bitkide stres sartlarinin olumsuz etkilerini hafiflettigi

belirlenmistir. Arastirmamiz sonucunda su onerileri sunmak miimkiindiir;

e Memeli cinsiyet hormonlari, fasulye bitkisinde diisiik konsantrasyonlarda bile bitki
bliylimesini arttirmaktadir. Bu anlamda, s6z konusu hormonlar zirai aktivitelerde
kullanilabilir. Ancak diger biliylime diizenleyicileri i¢in de siddetle tavsiye edildigi gibi,
memeli cinsiyet hormonlarinin da zirai kullannominda, bu maddelerin bitkilerde
metabolize edilme siirelerine dikkat edilmeli, yani bitkilerin hangi biiylime
asamalarinda iken bu diizenleyicilerin kullanilmasi gerektigi noktasinda bilingli
olunmali, bunun i¢inde bu diizenleyicilerin bitkideki normal metabolize edilme siireleri
tespit edilmelidir.

e Tiirden tiire degisen optimum hormon seviyeleri belirlenmeli.

¢ Cinsiyet hrormonlariin direng artirict 6zelligi ve kullanilabilirligi tesvik edilmeli.

e Bitki hormonlarmin soguk ve UV stresi disinda uygulanabilirligi ve etkisi
belirlenmelidir.

e Birlikte kullanilan bitki ve cinsiyet hormonlarimin farkli bitkilerdeki etkisi
arastirilmalidir.

Bu baglamda mevcut arastimanin bu konudaki arastirmalara faydali veriler sunacak bir ¢alisma

oldugu diisiiniilmektedir.
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