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Biyoloji Anabilim Dali
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Danigsman: Prof. Dr. Rahmi DUMLUPINAR

Bu arastirma, diisiik sicakliklara dayanikli olan bugdaym dort varyetesi (Yildirim, Dogu-88,
Ayyildiz, Alpaslan) ve lahana, diisiik sicakliklara dayaniksiz olan misirin 3 varyetesi (SZE-TC-
913, LG, Antisis) ve fasulye (Elkoca) bitkileri iizerinde yiiriitiilmiistiir. Herbir tiire has iisiime
sicakliklar1 kontrollii olarak uygulandiktan sonra bir takim antioksidant enzim aktiviteleri
(Katalaz, peroksidaz, siiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz, glutatyon reduktaz), lipid
peroksidasyon miktari(MDA igerigi), hidrojen peroksit (H,O,) ve siiperoksit (O27) igerikleri ve
ozellikle Alternatif Oksidaz (AOX) aktivitesindeki degisimler analiz edilmistir.

Yapilan analizlere gore, Katalaz aktivitesinin bugday varyetelerinin bazilarinda kontrol
bitkilerine kiyasla artma, bazilarinda ise azalma, misir varyetelerinde azalma oldugu, fasulyede
istatistiki olarak degismedigi, oysa lahanada artma egilimi gosterdigi, Peroksidaz ve Siiperoksit
Dismutaz aktivitelerinin de bu bitkilerde (fasulye hari¢) genel anlamda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Askorbat peroksidaz aktivitelerinin tiim bitki varyetelerinde genel olarak artmig
oldugu, Glutatyon Reduktaz ve oksidatif hasarin seviyesini gosterme anlaminda 6nemli olan
H,0, ve Siiperoksit iceriklerinin bugday varyetelerinde artma ve azalmalar, misir ve fasulyede
azalma, lahanada ise artma seklinde degisim gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglara bakarak,
tsiime smir sicakliginin tiim bitkilere ait varyetelerde antioksidant enzim aktivitelerine etki
etmis oldugunu, soguga dayanikli tiirler oldugu bilinen bugday ve lahanada genel anlamda tiim
antioksidant enzim aktivitelerinin artigina yol agtigini, ancak bazi bugday varyeteleri ve soguga
dayaniksiz oldugu bilinen misir ve fasulyede (APX hari¢) ise bunun tam tersi sonuglari ortaya
cikardigini sdylemek miimkiindiir.

Yaptigimiz analizler sonucunda, diigiik sicaklik uygulamasinin bugday ve musir varyetelerinde,
fasulye ve lahanada, LPO seviyelerini kontrol gruplarina kiyasla artirdigi, ancak artis seviyeleri
kiyaslandiginda, misir varyetelerinde ki artis yiizdelerinin (%125, 122 ve 45) bugday ve fasulye
ve lahana bitkilerine nispeten c¢ok yiiksek oldugu, sadece bugdaymm B2 kodlu varyetesinde
%47°1ik bir degerin olustugu belirlenmistir.

Arastirmamizda, AOX proteini translasyon diizeylerinin, yapilan islime smir sicaklig
uygulamalariyla kendi kontrollerine kiyasla bugday ve muisir varyetelerinin hepsinde ve
fasulyede bariz olarak arttig1 belirlenmistir (bugday icin %47, 33, 31, 70, musir i¢in %134, 32,
98, fasulye igin %60).

Bu arastirmada elde edilen bulgulara bakarak, 6zellikle bu arastirmanin da temelini olusturan
AOX enziminin sorumlu oldugu, “Alternatif Solunum Yolu” denilen metabolik yolun,
yapilacak eksojen uygulamalar ile aktiflestirilebilme durumunun arastirilmasi, soguga direnci az
oldugu bilinen bitkilere diren¢ saglamak adina faydali sonuglar verebilir diisiincesindeyiz.

2016, 95 sayfa
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In this study, we had used 4 varieties of wheat (Yildirnm, Dogu-88, Ayyildiz, Alpaslan) and 1
variety of cole known as cold resistant, and 3 varieties of corn (SZE-TC-913, LG, Antisis), 1
variety of bean (Elkoca) known as cold nonresistant. After application of species-specific
chilling temperatures to the seedlings under controlled conditions, some antioxidant enzyme
activities (Catalase (CAT), peroxidase (POX), superoxide dismutase (SOD), aspartat
peroksidase (APX), glutation reductase (GR)), some stress parameters (CRED-RA, MDA, the
content of H,O, and superoxide) and especially changes of Alternative oxidase activity were
analyzed on the leaves of the seedlings.

From these findings, it has been determined that CAT activity was increased in the some of
wheat varieties and in cole seedlings with compared to control, decreased in the some of wheat
varieties and its activity didn’t statistically change in bean seedlings. We also observed
generally similar increments and decrements for POX and SOD activities in the seedlings
(except bean). We identified that APX activity generally increased, GR activity and the content
of H,0, and superoxide increased in the some wheat varieties and cole seedlings, decreased in
the some wheat varieties, corn and bean seedlings. According to these activity results, it is
possible to say that species-specific chilling bounday temperatures effected antioxidant enzyme
activities, lead to generally increment of these enzyme activities in the cole and some of wheat
varieties known as cold resistant, but decrement in the corn and bean seedlings (except APX)
known as cold sensitive plants.

Low temperature treatments lead to increments in the LPO levels in the wheat, corn varieties
and bean and cole seedlings, but when LPO increments (%) of corn varieties compare to the
other species (wheat varieties, bean and cole), its increment levels were higher than the others. It
was only found a high percentage in the one of wheat variety (%47).

In our study, it was determined that levels of AOX enzyme translation were apparently
increased in the all wheat (47, 33, 31, 70 %) and corn varieties (134, 32, 98 %) and also bean
seedlings (60%) with comparison to their controls.

From the all findings obtained from the study, it can be said that there is a tight relationship
between cold hardiness and altenative respiration patway. Therefore, investigation of
activatability of alternative respiration pathway can be ensure very useful results for increase of
cold hardiness on especially the cold sensitive plant species.

2016, 95 pages

Keywords: Low temperature, Antioxidant Enzyme Activity, Lipid Peroxidation, Alternative
Oxidase (AOX), Wheat, Corn, Bean, Cole
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1. GIRIS

1.1. Bitkilerde Stres Kavram

Bitkiler, yasamlar1 siiresince birgok stres faktoriiyle karsi karsiya kalirlar. Ekosistemin
primer iireticileri olmalari, atmosferin karbondioksit ve oksijen dengesini saglamalar1 ve
buna bagli olarak yeryiiziindeki sicaklik dengesini ayarlamalari gibi Onemli
fonksiyonlara sahip olmalar1 nedeniyle doganin vazgec¢ilmez 6geleri konumundadirlar.
Bitkiler, ¢evrelerinde biiyiime ve gelisme sanslarini kisitlayici olumsuz sartlara maruz

kalarak strese girebilirler.

Cevresel ve biyolojik faktorlerin ayr1 ayr1 ya da birlikte fizyolojik olaylarda belirgin
degisimler meydana getirmesi stres olarak tanimlanmaktadir. Stres terimi ayn1 zamanda
hasar meydana getirme potansiyelini sahip giic olarak da bilinir. Metabolizma
bozuklugunun sonucunda olusan bu hasarlar bitkinin biiylimesinde ve veriminde

indirgenmelere sebep olurlar (Hale and Orcutt 1987).

Stres “fizyolojik degisimlere, bedensel zararlara ve hastaliklara neden olma kapasitesine
sahip olan biyotik veya abiyotik faktorler” seklinde de tanimlamistir (Cassels and Curry
2001).

Bitkiler belirli derecelerde stres hasarlarina direnebilme ve canli kalabilme
ozelligindedir. Bir bitkinin bazi kisimlar1 (tohumlar, tomurcuk ve dormant hiicreler)
strese dayanikliyken, diger kisimlar1 (meristemler, sukkulent organlar ve fideler) duyarl
olabilir. Ayrica bitkiler yasamak zorunda olduklari ¢evreye kismen veya tamamen uyum

saglayabilme 6zelligine sahiptirler (Bidwell 1974).

Bitkiler streslere karsi, bircok mekanizmanin yaninda, biyokimyasal ve fizyolojik

mekanizmalarini devreye sokarak cevap verirler. Bitkiler bir veya daha fazla olumsuz



sartlara karst smirli bir cevap kapasitesine sahiptirler (Hale and Orcutt 1987;
Kocagaligkan 2004).

Strese dayaniklilik, sakinma (avoidans) ve tolerans (esneklil) olmak iizere ikiye ayrilir
(Levitt 1972). Avoidans, dis ¢evrede stres olusturabilecek kosullar olmasina ragmen
bitkinin, hiicrelerini stresden koruyan bir i¢ ortam hazirlamasidir. Diger bir deyisle,
bitkinin dis ortamdan gelen olumsuz faktdrlerin etkisini stres olusmadan once dnleme
yetenegidir. Tolerans ise bitkinin asir1 dis stres sartlarinda oldugu kadar igsel stres
altinda da bir dereceye kadar canliligini devam ettirme yani strese dayanma
kapasitesidir. Bu 6zellige sahip bitkiler stres sonucu olusan hasarlar1 azaltabilme veya

hi¢ hasar olusturmama kabiliyetine sahiptirler (Street and Opik 1984).

Stres fizyolojisinde 6nemli konulardan birisi de, adaptasyon ve aklimatasyon (uyum)

kavramlari arasindaki ayrimin iyi bilinmesidir. (Huner et al. 1998)

Adaptasyon, uzun siireli ¢evresel degisimler sonucunda ortaya c¢ikan genotipik bir
cevaptir. Adaptasyon sonucu genomda olusan degisiklikler stabildir ve populasyonda
nesiller boyunca korunmaktadir. Uyum, genetik yapida degisim olmaksizin, ortam
sartlarinin degismesi nedeniyle olusan fenotipik bir yanittir (Huner et al. 1998). Soguga
uyum buna verilebilecek uygun 6rneklerden biridir. Soguga uyumda diisiik sicakliga
direngli bitkilerin, diisiik fakat sifirin iizerindeki sicakliklara maruz kalmasiyla, bitki
biiyiimesi ve metabolizmasinda yeni diizenlemeler meydana gelir ve neticesinde bitki
donmaya karsi direng saglar (Jouve et al. 2000). Uzun siireli uyum s6z konusu
oldugunda bitki ¢esitli organlarin1 kaybedilebilir. Ancak bu organlar tekrar olusup
biiyiiyerek yeni bir morfolojik ve anatomik yapilar kazanir. Kisa siireli uyumda ise
transkripsiyon, translasyon, protein sentez hizi ile ¢esitli biiyiime hormonlarinin miktari

ve aktivite miktar1 degisir (Gaspar et al. 2002).

Sekil 1.1 goriildiigii gibi bitkilerin maruz kaldigi baslica stres faktorleri, biyotik ve

abiyotik olmak tizere iki kisma ayrilabilir.
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Sekil 1.1. Baslica gevresel stres kaynaklari (Kadioglu 2011)

Hem dogal hem de tarimsal sartlar altinda, bitkiler siklikla ¢evresel streslere maruz
kalirlar. Diinya genelinde bitkisel iiretimde iriin kaybinin baslica nedeni abiyotik
streslerdir ve dnemli tarimsal tiriinlerin ortalama iiretimini yaklasik %50 azaltarak tarim

endiistrisinin gelecegini tehdit etmektedir (Bray et al. 2000; Mahajan and Tuteja 2005).

Cevresel stres kaynaklarinimn etkileri birbiriyle iliskilidir. Ornegin, yiiksek sicakliga
dayaniklilik, onunla birlikte olusan kuraklik kosullarina dayanikliliga baghdir. Diger
yandan donmaya dayaniklilik, dokunun dehidrasyonuna dayaniklilig1 ile 6nemli dl¢iide

baglantilidir (Hale and Orcutt 1987)

Bu stres kaynaklari bitkilerin biyosentetik potansiyelini indirger, normal fonksiyonlarini
degisiklige ugratarak bitkinin Oliimiine yol agabilecek zararlara neden olabilirler.
Ornegin diinyanmn ortalama sicakliginin 1°C’lik azalmasi halinde piring iiretiminde de
%40’ 11k bir diistisiin meydana gelecegi bildirilmistir. Bununla beraber narenciye, kislik
tahil, bazi sebzelerin ve meyve agaclarinin dona dayanikliliginin 2°C artmasinin
diinyadaki iiretimi 6nemli derecede artiracagi ileri stiriilmistiir (Hale and Orcutt, 1987).
Bu nedenle iiriin kayiplarin1 en aza indirmek ve diinyanin degisen iklim kosullarina
kars1 direngli tlirler gelistirmek i¢in bitkilerin stresten korunma ve tolerans

mekanizmalarinin iyi bilinmesi 6nem kazanmistir (Bidwell 1974).



Bir bitki iizerinde stres olusturan kosullar digeri icin stres olusturmayabilir. Ornegin;
bezelye (Pisum sativum) ve soya fasulyesi (Glycine max) optimum gelisimlerini
sirastyla 20°C ve 30°C’lik sicakliklarda gosterirler. Sicaklik arttik¢a, 1s1 stresinin
etkileri bezelyede soya fasulyesinden Once ortaya c¢ikar. Yani, soya fasulyesinin 1s1

stresine toleransi daha yiiksektir (Kocagaligkan 2004).

1.2. Diisiik Sicakhik Stresi

Her bitkinin normal biiylime ve gelisim gosterebildigi optimum bir sicaklik derecesi
vardir ve bu sicaklik derecesinin altindaki sicakliklar bitkilerde soguk stresi olarak
bilinmektedir. Ayrica, belirli sicaklik kosullart bir bitki i¢in optimum olurken, diger
bitki i¢in strese neden olabilmektedir (Mahajan and Tuteja 2005).

Soguk stresinden etkilenme derecelerine gore bitkiler 3 gruba ayrilirlar; soguga hassas
olanlar, soguga dayanikli fakat dona duyarli olanlar ve dona dayanikli olanlar. Soguga
hassas olan bitkiler 12°C’nin altindaki sicakliklarda hasar goriirler. Soguga dayanikli
ancak dona duyarli olanlar 12°C’nin altindaki sicakliklara uyum saglayabilir, ama
donma sicakliklarinda yasamlarini siirdiiremezler. Dona duyarli olan bitkiler ise donma
sicakliginin altindaki sicakliklarda hayatta kalabilirler ve bu sicakliklara uyum
saglayabilirler. Usiime ve donma streslerinin mekanizmalar1 ve etki sekilleri farklilik
gosterir. Soguk stresi hiicreler iizerine diisiik sicakligin dogrudan etkisidir. Donma ise

dolayl olarak rol oynar ve hiicreleri buz olusumu ile hasara ugratir (Pearce 1999).

Yeryliziiniin nadir yerlerinde sicakliklar, bitkilerin hayatsal fonksiyonlarini uygun

sekilde siirdiirmelerine izin veren 5°C ile 25°C arasinda kalmaktadir (Larcher 1995).

Diistik sicakligin 6zellikle ekonomik degeri olan bitkiler iizerine neden oldugu zararlar
onlemek i¢in her yil biiyiikk biitceler harcanmasina ragmen ekonomik kaybin

milyonlarca dolar civarinda oldugu bildirilmistir (Steponkus 1992).



Diisiik sicaklik ¢imlenme, biiyiime ve gelisme, reprodiiktif organlar ve hasat sonrasi
depolama siiresi de dahil olmak iizere bitkilerde bir¢ok olay tizerinde etkili olan ¢evresel

bir faktordiir (Lyons 1973; Wang 1990).

Bitkilerin en 6nemli 6zelliklerinden birisi de poikilotermik canlilar olmasidir. Yani bitki
dokularmin sicakligi ortam sicaklifina bagl olarak degismektedir (Hale and Orcutt
1987). Bitkiler Aktif olarak yer degistirme yetenegine sahip degillerdir ve bulunduklari
ortamin sicakligindaki degisimleri algilayip, metabolik reaksiyonlarini, olusan yeni
sicaklik rejimine gore ayarlamak zorundadirlar. Bitkiler aleminde diisiik sicakliklara

tolerans gosterme agisindan farkli varyasyonlar bulunmaktadir (Rajashekar 2000).

Bir bitki tiliriiniin diisiik sicakliga gosterebilecegi toleransin derecesi genetik faktorlerle

belirlenir ve bitkinin yasadigi ortamin iklim 6zelliklerine de baglidir (Sutka and Galiba
2003).

Ekstrem sicakliklar, kuraklik, oksidatif, stres tuzluluk, kimyasal toksisite gibi abiyotik
stresler bitki gelisimi ve verimliligi iizerinde olumsuz etkisi olan bir¢ok morfolojik,

fizyolojik ve molekiiler degisimlere neden olurlar (Wang et al. 2003).

Bitkiler, diisiik sicakliga yasamlarinin belli evrelerinde diger evrelerine gore daha
duyarlidir. Ornegin geng fideler olgun bitkilerle karsilastirildiginda, geng fidelerin
diisiik sicakliktan olgun bitkilere gore daha fazla etkilendikleri bildirilmistir (Patterson
et al. 1987; Alberdi and Corcuera 1991; Nishida and Murata 1996).

Bitkilerdeki soguk hasarmin belirtileri; soguga maruz kalma siiresine, bitkinin
genotipine, bitkinin gelisim evresine, sogukla temas eden dokuya, sicakliga, riizgara,
suya, besinlere ve 151k gibi diger ¢evresel kosullara bagli olarak degismektedir (Saltveit
and Morris 1990). Bu belirtiler; bitki biiylime hizinin yavaslamasi, yaprak genisliginin
daralmasi, hiicresel otolizin ve yaslanmanin hizlanmasi, programlanmis hiicre 6liimleri,
1sikta fotooksidasyon sonucu klorofil kaybi nedeniyle klorozis olusumu, hiicre zar

yapilariin bozulmasi ve bunun sonucunda hiicre biitlinliigiin bozulmasi, protoplazmik



akiskanligin azalmasi ve nekrozis olarak Ozetlenebilir (Saltveit and Morris 1990;
Kratsch and Wise 2000; Mahajan and Tuteja 2005; Bertamini et al. 2007; Rymen et al.
2007).

Soguga uyum, bitki metabolizmasinda morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
degisiminlerin meydana geldigi olduk¢a karmasik bir olaydir. Bu degisimler arasinda
biliyiimenin durmasi, dokulardaki su miktarinin azalmasi, rozet olusumu, absisik asit
(ABA) miktarinin gegici olarak artmasi, membran lipid kompozisyonunun degismesi,
serbest prolin, ¢oziinebilir karbohidratlar ile antifriz proteinler gibi osmotik etkinlige
sahip molekiillerin birikimi, antioksidan enzimlerin aktiviteleri ile antioksidan
molekiillerin miktarin artmasinin yani sira bir¢ok genin ifadesinin artmasi sayilabilir
(Sekil 1.2). Bu parametrelerin bitkisel dokulardaki miktar1 ve aktivitelerindeki
farkliliklara gore, bir bitkinin diisiik sicakliga toleransli olup olmadigi, toleransh ise
soguga uyumun saglanmasi i¢in hangi metabolik degisimlerin olmasi gerektigi hakkinda
fikir elde edilebilmektedir (Nishida et al. 1996; Tao et al. 1998; Thomashow 1999;
Janda et al. 2003; Mahajan and Tuteja 2005).

Gen ifadesindeki
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Sekil 1.2. Bitkilerde soguga uyum siiresince indiiklenen hiicresel degisiklikler (Xin and
Browse 2000)



Diisiik sicaklik stresinden dncelikle ve en fazla etkilenen organel, kloroplasttir. Soguk
zararmin belirtileri kloroplast sismesi, tilakoitlerin bi¢im degistirmesi ve geniglemesi,
nisasta graniillerinin boyutunda ve sayisinda azalma ve kloroplast zarindan periferal
retikulum denilen kiiglik ¢ikintilarin olusumu seklinde tipik olarak ortaya ¢gikmaktadir
(Kratsch and Wise 2000).

Kloroplastin aksine mitokondri, soguk stresine daha toleransl bir organeldir ve sadece
soguga kars1 asir1 duyarlt bitkilerin mitokondrileri diisiik sicakliklardan goriiniir sekilde
etkilenir. Asir1 duyarl tiirlerde, mitokondri zarinin fiziksel durumunun farklilastigi ve
bu nedenle sitokrom ¢ oksidaz aktivitesinin azaldig: bildirilmistir (De Santis et al. 1999;
De Virville et al. 2002).

Cekirdek, nadiren donma derecesinin altindaki diisiik sicaklik stresinden goriiniir bir
sekilde degisikliklere ugrar. Asirt duyarli bitkilerin soguk stresi uygulanmis hiicre
kiiltirlerinde kromatin yogunlagmasi (Yun et al. 1996), kromatin ve niikleoluslardaki
parcalanma nedeniyle ¢ekirdekte meydana gelen genisleme ve mikrofilamentlerde
yigilma gozlenmistir (Ishikawa 1996). Bunlara ek olarak, diisiik sicakliklara maruz
kalan hiicrelerde golgi vezikiillerinin sistigi ve endoplazmik retikulumun genisledigi de
bildirilmistir (Ishikawa 1996).

Diisiik sicaklik hasarmin ilk belirtilerinden biri, kok bolgesinden su alimi ve
transpirasyon arasindaki dengenin bozulmasi nedeniyle meydana gelen goévde
dehidrasyonudur (Vernieri et al. 2001). Buna ek olarak, kokteki gibi govdede de
bliylime hiz1 yavaglar. Soguga maruz kalma sonucu bitkilerin yaprak genisligi daralir.
Daha siddetli soguk stresi hiicresel otolizi ve yaslanmay1 arttirir. Otoliz ve yaslanma
dokularda ya da dokularin yiizeyinde lezyonlara neden olabilir. Bu lezyonlar genellikle
hiicre hasarina bagli olarak yaprak epidermisinde ¢ukur ya da batik bolgeler olarak
gorilmektedir. Diisiik sicaklik stresi esnasinda, 1sikta fotooksidasyon sonucu
Klorofildeki farkliklasmalar nedeniyle yapraklarda sararmalar (klorozis) ve benekler

(nekrozis) goriiliir (Saltveit and Morris 1990).



Diisiik sicakliklara hassas bitkilerde soguga dayaniklilik, bitkinin gelisim evresine
baglidir. Tohum, diisiik nem icerigi ve dinlenme halinde (dormant) olmasi nedeni ile
uzun siireli diisiik sicakliklara oldukca toleranslidir. Tohumun su igeriginin artmasiyla
birlikte tohum, soguga duyarli hale gelebilir. Soguk, suyun emilimini geciktirir ya da ilk
emilimi sirasinda zar biitiinliigiinii bozar, elektrolit (iyon) sizintisini artirir ve

cimlenmeye engel olur (Bois et al. 2006).

Diisiik sicakliklarin diger bir fizyolojik etkisi fotosentez iizerinedir. Fotosentez, 1s1k
enerjisini biyokimyasal olarak kullanilan kimyasal potansiyel enerjiye (ATP) ve redoks
potansiyel enerjiye (NADPH,) kloroplastlatdaki tilakoid zarlara yerlesmis sistemler
araciligiyla doniistiiren mekanizmadir. Fotosentezin birincil reaksiyonlar1 sicakliktan
bagimsizdir ve 151k enerjisini yakalayarak enerjiyi redoks potansiyel enerjiye aktarmak
i¢in fotosistem PSI ve PSII tarafindan katalizlenirler. Buna karsilik, sicakliga bagimli
biyokimyasal reaksiyonlar bu redoks potansiyel enerjisini kararli NADPH, formuna
dontistiiriir (Paul and Foyer 2001; Ensminger et al. 2006). Bu sicakliga bagiml
reaksiyonlarin diisiik sicaklik stresi kosullarinda inhibe oldugu rapor edilmistir (Allen
and Ort 2001; Foyer et al. 2002).

Bunlara ilave olarak 1sikta soguga maruz kalma neticesinde PSI’in verici bolgesinde
oksijenin indirgenmesi ile siiperoksit radikali veya uyarilmis klorofil molekiiliiniin
enerjisini oksijene aktararak singlet oksijen iiretiminin artmasinin, hiicresel bilesenlerde
oksidatif hasarlara ve fotosentetik yapilarda fotoinhibisyona neden oldugunu bildiren

caligmalar vardir (Wise 1995; Foyer et al. 2002; Hogewoning and Harbinson 2007).

Diisiik sicaklik stresi fizyolojik olaylardan solunumu da etkiler. Yapilan ¢alismalar
sicaklik degerindeki azalmanin, fotosentezin aksine solunumun hizimi arttirdiginm
saptamigtir. Zhou and Solomos (1998)’un calismasinda, arastirmacilar patates
yumrularini 10°C’den 1°C ye aktararak 12. giinde solunum degerinde ii¢ kat artisin
oldugunu tespit etmislerdir. Bu arastirmay1 destekler nitelikteki bagka bir calismada da,
20°C’den 5°C’ye aktarilan lale soganlarinda da O, tiiketiminin dolayist ile oksidatif

fosforilasyon hizinin arttig1 rapor edilmistir (Kannerworff and Vander Plas 1994).



Yapilan farkli bir ¢alismada ise dnceki arastirmalart destekler nitelikte sonuglar elde
edilmesinin yan sira bitkilere 6zgii oldugu bilinen alternatif solunum yolu aktivitesinin

de artis gosterdigi tespit edilmistir.

25°C’de yetistirilen patates yumrularina kiyasla 5°C’de yetistirilen patates yumrulardaki
CO; ¢ikist diistik sicaklik uygulamasinin ilk dort giliniinde hizla artmis 10 glintinde ise
en st seviyeye ulastigini rapor edilmistir. Esit kosullardaki patates yumrularindan izole
edilen mitokondrilerdeki alternatif oksidaz (AOX) aktivitesinin ise kontrol bitkisine

kiyasla 10 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir (Borecky and Vercesi 2005).

Soguk stresi uygulanan bitkilerde AOX aktivitesinin artis gostermesi soguk stresine
cevapta antioksidan sisteme ek olarak AOX’un da ekin bir sekilde dahil olabilecegi
fikrini ortaya c¢ikarmaktadir. Genel olarak solunum tiim canlilarda meydana gelir.
Solunum kompleks molekiillerden karbondioksit ve enerjinin agiga ¢ikarildig: oksidatif
bir metabolik yoldur. Solunumda asil amag, hiicrelerde enerjinin gegerli formu olan
kimyasal potansiyel enerjinin (ATP) diretilmesidir. Sentezlenen ATP, bitki
hiicrelerindeki kimyasal sentezlerde enerji kaynagi olarak kullanilir. Aerobik
organizmalarda glikoliz, trikarboksilik asit dongiisii (TCA), ve mitokondriyal elektron
transport sistemi karbon metabolizmasinin temelini olusturur. Solunum, biitiin bitkilerde
hayatin devami, biiyiime, ve karbon dengesi i¢in temel 6gedir. Solunum enzimlerinin
biiylik cogunlugu tiim organizmalarda ayni olsa da bitki solunum sistemi, diger bir¢ok
organizmalarda bulunmayan metabolik bir ag ile kusatilmistir. Bitkiler sitosolik
glikolizis, TCA dongiisii ve ETS de farklh alternatif enzimlere sahiptirler. Bitkilerde
solunum metabolizmasinin degisken dogasi, ATP iiretiminin yani sira ¢ok degisik ve

onemli biyosentetik rollere de sahip oldugunu gosterir.

Oksidatif fosforilasyon, mitokondrial elektron transport sisteminde (MIETS) meydana
gelir. Elektron transport sistemi bes temel protein kompleksi igerir (Sekil 1.3). Bu

kompleksler mitokondri i¢ zarina yerlesmis sekilde bulunurlar.
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Sekil 1.3. Bitki mitokondri i¢ =zarlarinda yerlesmis elektron tasinma sisteminin
diizenlenisi ve ATP sentezi (Taiz and Zeiger 2008’den modifiye edilerek alinmistir)

Kompleks I(NADH dehidrogenaz), matriksdeki NADH’lar1 okside eder ve elektronlari
Ubikinon’a (UQ) transfer ederek UQ'u Ubikinol’a (UQH,) indirger. ETS zincirine
elektronlarin en biiyiik giris bolgesidir (Friedrich and Bottcher 2004).

Kompleks I’in bir bolgesi proton taginmasindan sorumludur ve mitokondri i¢ zarinin
icine yerlesmistir. Diger bolgesi mitokondri matriksinin i¢ kismina dogru uzanir ve
NADH’in oksidasyonundan sorumludur (Abdrakhmanova et al. 2004). NADH’dan
ubikinona elektron transferi esnasinda Kompleks I’den her elektron gifti i¢in zarlar arasi

bosluga 4 proton pompalanir (Friedrich and Bottcher 2004).

Mitokondial elektron transport sisteminde bitkilere 0zgli olan iki tip NADH
dehidrogenaz; i¢sel NADH-dehidrogenaz mitokondri i¢ zarmin 1i¢ Yylizeyine
konumlanmis, digsal NADH- dehidrogenaz ise mitokondri i¢ zarmin dis yiizeyinde
yerlesmis sekilde bulunur ve ubikinon araciligiyla 6zellikle stres durumlarinda ETS
zincirine katilirlar. Bu iki tip NADH-dehidrogenazdan elektronlar ubikinona transfer
edilirken mitokondri zarlar1 arasina proton pompalanmaz. iki tip NADH-

dehidrogenazda kompleks I’in aksine rotenona hassas degillerdir (Moller 2002).
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Mitokondrial oksidatif fosforilasyon sisteminin en kiigiik protein kompleksi, hidrofobik
membran proteinlerine bagl iki alt tinite iceren kompleks I1°dir. Kompleks II (siiksinat-
ubikinon oksidorediiktaz) ETS zincirine elektronlarin ikinci giris kapisidir

(Yankovskaya et al. 2003).

Kompleks II (Siiksinat dehidrogenaz), siiksinatin oksidasyonuyla UQ'u indirgeyen bir
membran-bagli sitrik asit yolu enzimidir (Browse et al. 2006).

Kompleks Il (ubikinol-sitokrom ¢ oxidorediiktaz), dimerik yapilardir ve mitokondrial
elektron transport sisteminin merkezine yerlesmistir (Berry et al. 2000). Sitokrom b ve
cl den olusan kompleks III’iin sipesifik inhibitérii Antimisin A’dir. Antimisin A
kompleks III’teki sitokrom b ile sitokrom c1 arasindaki elektron akigina engel olarak
kompleks III’1 inhibe eder (Storey 1972; Roberts et al. 1980).

Kompleks IV (sitokrom c-O; oksidorediiktaz) solunum zincirinin sonunda bulunur.
Membran igerisinde monomer veya dimer formdadir (Michel et al. 1998). Kompleks 11
ile kompleks IV arasinda elektron transferi sitokrom ¢ aracilifiyla saglanir. Sitokrom c
mitokondri i¢ zarinin yilizeyine bagl ve hareket yetenegi olan kiiciik bir proteindir (Taiz

and Zeiger 2008).

Kompleks 1V sitokrom c araciligiyla kompleks I1I’ten elektronlar alarak zarlar arasina
proton pompalar ve molekiiler oksijenin indirgenmesiyle su molekiiliiniin olusmasinda
gorev alir (Lambers 1997; Parsons 1998). Kompleks IV’iin redox reaksiyon merkezinde
(sitokrom a, sitokrom az, Cua ve Cug) yer alan enzimlerden sitokrom as’e ciyaniiriin
baglanmas1 in vivo ortamda kompleks IV’ii inhibe ederek elektron akisini durdurur
(Jones et al. 1984). Ciyaniire benzer sekikde karbon monoksit (CO) ve azid de (NaNO3)

sitokrom c oksidaz1 inhibisyona ugratir (Wilson 1967).

Kompleks I, III ve IV mitokondri i¢ zar1 ilizerinden protonlarin translokasyonu igin

gergeklestirilen elekton transportu ile olusan elektrokimyasal proton gradiyentinden
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kaynaklanan enerjiyi kullanir. Zarlar arasi bosluga pompalanan protonlarin ATP sentaz

tizerinden matrikse gegmesiyle birlikte ATP iiretimi gerceklesir (Browse et al. 2006).

Kompleks V (ATP sentaz) mitokondri membranina tutturucu F,-bolgesi ile Fi-bolgesi
olarak tanimlanan bas kismindan olusur (Stock et al. 2000). ATP sentazin iki bolgesi
kataliz siiresince donebilen merkez sap ve bas bolgesinin donmesini dnleyen periferik
bir sap ile birbirine baghidir. ATP sentazin alt {initelerinin dénmesi mitokondri i¢
zarlariin iki tarafi arasinda bir protein gradienti olusmasina sebep olur ki; bu gradiyent

farki ADP fosforilasyonunun temelidir (Dudkina et al. 2006).)

Hayvanlardan farkli olarak mantar, bitki, ve bazi protistler, son elektron alicist olan Oj'e
NADH ve NADPH dan gelen elektronlarin tasmimi i¢in ilave enzimler igerirler
(Vanlerberge and Mclntosh 1997; Rasmusson et al. 2004). Bu enzimlerin, her biri bir
tip polipeptidden olusur ve proton pompalayamazlar. Bununla birlikte proton
pompalamayan ve i¢ mitokondri membraninin i¢ ve dis yilizeylerine konumlanmis
NAD(P)H dehidrogenazlar igerirler (Sekil 1.3). Bitki mitokondrileri, bu dehidrogenazlar
araciligiyla matriks ve sitosélden gelen NADH ve NADPH'lar1 direkt olarak okside
edebilme kabiliyetine sahiptirler (Rasmusson et al. 2004). Ayrica bitki solunumundaki
ETS zinciri UQH,'i okside eden ve O;'i indirgeyen ve yine proton pompalamayan
alternatif oksidaz (AOX) igerir.

AOX fizerinden elektron transferi ile elektronlar, proton pompalanan {i¢ bolgenin
ikisinden (Kompleks III ve IV) gecmez ve alternatif yolda UQ ve oksijen arasinda enerji
elde etme yeri bulunmadigindan bu yol ile elektronlarin transferinden kaynaklanan
enerji 1st olarak yayilir (Vanlerberghe and McIntosh 1997; Millenaar and Lambers
2003).
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AQX inaktif (okside) form
Zarlar arasi bélge

Matriks

AOX alctif (ingenmis) form
Zarlar arasi balge

Lo i e B

Matriks

Sekil 1.4. Alternatif oksidazin redoks aktivasyonu (Yaniv 2002).

Bitkilerde mitokondri i¢ zarma sikica baglanmis integral membran proteini olan AOX
homodimer formda bulunur ve indirgenmis (dimer 70 kDa) veya yiikseltgenmis

(monomer, 36 kDa) formlarda bulunabilir (Sekil 1.4).

Mitokondri i¢ zarlar1 arasinda homo dimerik olarak heliks seklinde yerlesmistir

(Umbach and Siedow 1993; Siedow et al. 1995).
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Intermembrane space

Mitochondrial matrix

(a)

Sekil 1.5. AOX enziminin diagramatik yapisi
(a) AOX monomeri, (b) bitkilerde bulunan dimerik AOX yapus1, Iki kirmiz1 nokta (a) iki demir merkezini
gostermektedir, (b) seklinde siyah gosterilmistir.

Mitokondri i¢ zarinda dimer olarak bulunan AOX’in inaktif formu dimerlerin birbirine

kovalent baglarla baglanmis seklidir (Vanlerberghe et al. 1999).

AOX enzimi, disiilfit baglarminindirgenmesi ile aktive olur (Sekil 1.4) (Umbach and
Siedow 1993).

Disiilfit baglarimin  indirgenmesi, NADPH'lar tarafindan baslangigta indirgenen
mitokondriyal tiyoredoksinler tarafindan gerceklestirilir (Sekil 1.4) (Laloi et al. 2001,
Gray et al. 2004). Tiyoredoksinler, disiilfit baglarin1 indirgemek suretiyle enzimleri

diizenler ve bu diizenlemede muhtemelen redoks-aktif sisteinler de rol alir.

Tiyoredoksinler hiicrede redoks reaksiyonlarini diizenlemekle sorumlu olan kiiclik
proteinlerdir. Her yerde hazir halde bulunan bu proteinler prokaryotlarin, dkaryotlarin
tiimiinde ve fotosentetik organizmalarin biiyiik boliimiinde islevseldir (Schiirmann and

Jacquot 2000; Bauchanan et al. 2002).

In vitroda AOX homologlarmin ¢ogunun da yine baslangicta piruvat ve diger keto
asitlerle stimiile edildikleri rapor edilmistir (Millar et al. 1993; Vanlerberghe et al.
1995; Rhodas et al. 1998).



15

AOX gen
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ROT
Metabokitler
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Sekil 1.6. Mitokondride AOX in regiilasyonu ve yapisi (Taiz and Zeiger Web 11.3)

AOX aktivitesi salisilhidroksamik (SHAM) asit tarafindan inhibe edilir. SHAM
indirgenmis ubikinondan oksijene elektronlarin akis1 engeller (Sekil 1.7) (Schonbaum et
al. 1971; Michae 1989).

Zarlar aras: bélge

4H"  NADH_ NADPH 0, Oy 4H* 2H*
A

Rotenon I

.\Iitokondri\

ic zan

0, NADH NADH NADPH  guicinat O2 H0 [0z O O [H0

Sekil 1.7. Mitokondrial elektron transport kompleksleri ve inhibitérleri (Moller 2002)

Termojenik bitkilerde tespit edilmis asir1 1s1 {iretimi artan O tiiketimi ile alakalidir.
Ormegin, ortam sicakligi 5°C iken Philodendrum selloum bitkisi ciceklerinin
sicaklikligin1 yaklasik 40°C civarina yiikseltebilir (Nagy et al. 1972). Bir niliifer
tirtinde(Nelumbo nucifera), termogenezis boyunca oksijene elektron akiginin

¢ogunlukla AOX iizerinden gergeklestigi rapor edilmistir (Watling et al. 2006).
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Enerjiyi paylastiran mekanizma olarak Alternatif oksidaz (AOX) ilk kez termojenik
bitkilerde baz1 dokularda 1s1 lireten sistem olarak kesfedilmistir (Meeuse 1975).

Bu yolla 1s1 iiretiminin anterlerde aromatik bilesikleri buharlastirmak ve pollinatorleri

cezbetmek amaciyla kullanildigi da tespit edilmistir (Meeuse 1975).

Arum maculatum bitkisinde polinasyon siiresince AOX in aktif oldugu apendiks
bolgesinde sicakligin hava sicakligindan 15°C daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
(Meeuse 1975).

McCain and Hill (1977)’nin kislik ve yazlik bugday c¢esitlerini arastirmalarinda
kullanarak alternatif oksidaz kapasitesindeki farki tespit etmiglerdir. Arastirmacilar
yazlik bugdaya gore kislik bugdayin daha fazla alternatif oksidaz kapasitesine sahip
oldugunu saptamis ve soguga tolerans ile alternatif oksidaz kapasitesi arasinda pozitif
bir korelasyonun olabilecegi fikrini one siirmiislerdir. Benzer bir ¢alisma da aym
aragtirmacilar dort farkli bugday kiiltiriinde etiyole yapraklardan izole ettikleri
mitokondrilerde alternatif solunum kapasitesinin Kkiiltiirlere oranla kompleks Il

respirasyon degerinin %8 ile %35 arasinda degisim gosterdigini rapor etmislerdir.

Ote yandan cigeklerde termoregiilasyonun, tozlasmay1 (polinasyon) saglayan bdcekler

i¢in termal bir 6diil oldugunu gosteren kanitlar rapor edilmistir (Seymour et al. 2003).

Sitokrom yolunun aksine, AOX antimisin A ve siyanide dayaniklidir. Siyanid ve
antimisin A- dayanikli O2 tiiketimi biitiin angiospermlerde, cogu mantar ve protistlerde
yaygindir (Vanlerberghe ve Mclntosh 1997). Bitkilerde okside edilen solunum
substratlarinin biiyiime, depolama veya ATP sentezi i¢in gereksinim duyulandan daha
fazla olmasi durumunda, alternatif yolun bu substratlarin okside edildigi, diger bir
deyisle “enerji fazlalif1” yolu olarak islev gordiigii ileri siiriilmiistiir (Lambers 1982).
Bu goriise gore, ancak elektronlarin esas solunum yolu aktivitesinin doygunluga
ulasmasindan sonra alternatif yolu kullandiklari belirtilmistir. Fakat unutulmamasi

gereken onemli bir nokta, in vivo ortamda eger solunum hizi hiicrenin ATP ihtiyacini
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karsilarsa (ve ADP seviyesi ¢ok diiserse) ancak o zaman doygunluk meydana gelebilir.
Bununla birlikte sitokrom yolunun doygunluga ulasmasindan once de alternatif
oksidazin aktif olabilecegi gosterilmistir (Fiorani et al. 2005). Boylece alternatif
oksidaz, mitokondriye biyosentetik reaksiyonlarda kullanilan karbon iskeletinin sentez

ve ATP’nin nispi liretim hizlarini ayarlama olanagini saglar.

Alternatif yolun diger bir islevinin, mitokondride solunumu engelleyen ¢esitli streslere
(fosfat eksikligi, soguk, kuraklik, osmotik stres v.s.) karsi bitkilerin olusturdugu bir
yanit olabilecegi belirtilmistir (Wagner and Krab 1995). Elektron tasima zincirinden
elektronlarin bosalmasiyla alternatif yol, ubikinon havuzunun asir1 indirgenme
potansiyelini engeller. Eger bu yapilmazsa, s6z konusu elektronlar siiperoksit anyonlari
ve hidroksil radikalleri gibi zararli reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol agabilir. Bu
sekilde alternatif yol, solunum iizerindeki stresin zararli etkilerini azaltabilir (Wagner

and Krab 1995; Moller 2001).

Memelilerin mitokondrilerinde toplam oksijen tiiketiminin %1-5 inin (Chance et al.
1979), bitki mitokondrilerinde ise yaklasik %1’inin ROS iiretimi ile sonuglandigi rapor
edilmistir (Puntarulo et al. 1988). Diger taraftan bitki mitokondrilerinde solunumla
ROT diretiminin artan AOX aktivasyonu ile azaldigi rapor edilmistir (Purvis 1997
Braidot et al. 1999). AOX aktivasyonu ile ROT iiretiminin disiisii durumunun, artan
AOX aktivasyonu ile birlikte ubikinonun asir1 indirgenmesinin azalmas1 mekanizmalari

ortaya atilmigtir (Hoefnagel et al. 1995; Lambers, 1982; Rasmusson et al. 2009).

AOX kapasitesinin, protein miktarinin ve AOX kodlayan mRNA transkript miktarinin
cesitli biyotik ve abiyotik stres sartlari altinda arttig1 bircok arastirmayla rapor edilmistir
(Simons et al. 1999; Djajanegara et al. 2002; Sieger et al. 2005; Rasmusson et al. 2009).

AOX proteinindeki bu degisimler stres sartlar1 altinda artan ROS miktarinin AOX
proteinini kodlayan gen ekspresyonunu artirdig1 seklinde bir yaklasimla agiklanmistir.

Mitokondriler, 6zellikle kompleks | ve kompleks [II’iin bulundugu kisimlardaki
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salimimin biiyiik katkistyla ROT iiretiminin bitkilerde kloroplastlardan sonra en yaygin

oldugu bitki organelidir (Noctor et al. 2007).

Bitki mitokondrisinde ROS’un kaynagi, siiperoksit radikalinin tiretildigi kompleks I ve
kompleks III’tiir ve siiperoksit radikalinin artmasi toksik hidrojen peroksit radikalinin

birikmesine yol acar (Braidot et al. 1999; Navrot et al. 2007).

Stres sartlar1 altinda AOX gen ekspresyonunun artmasit durumu AOX’ 1n ubikinon
indirgenme diizeyini azaltmak ve bdylece ROT {iretiminin azalmasi seklinde
yorumlanmugtir (Purvis and Shewfelt 1993; Meller 2001; Rhoads and Subbaiah 2007).
Bununla birlikte AOX aktivitesinin ortamdaki molekiiler oksijen miktarinin azalmasina
katkida bulunarak ROT iiretiminin engellenmesine yardime1 olabilecegi de bildirilmistir

(Gupta et al. 2009).

Bunlara ek olarak AOX indirgenmis oksijenin suya doniisiimiinde de gorev alir. AOX
tizerinden aktarilan dort elektron igin bir su molekiilii olusur (Siedow and Moore 1993).
Bu durum organelin iginde oksijen-su konsantrasyonun stabil kalmasina destek olur ve

mitokondrideki ROS iiretiminin kisitlanmasinda da etkilidir (Maxwell et al. 1999).

AOX karbon metabolizmasi, elektron transportu ve ATP dongiisii arasindaki tikaniklig
tolere eder ve boylece karbon iskeleti, ATP ve indirgenmis gii¢ destegine ihtiyaci olan
diger metabolik siireglerle solunum arasindaki entegrasyonu saglayarak solunumun

optimize edilmesinde gorev alir (Finnegan et al. 2004; Vanlerberghe et al. 2009).

Termojenik olmayan bitkilerde soguk uygulamasinin AOX aktivitesini artirdig1 rapor
edilmistir (Vanlerberghe and Mclntosh 1997; Mclintosh et al. 1998; Zhou and Solomos
1998; Calegario et al. 2003).

Fiorani et al. (2005) 12°C’de biiyiitiilen Arabidopsis bitkisinde AOX proteini miktarinin
daha sicak kosullarda yetistirtenlere nazaran oldukga yiiksek oldugunu rapor etmistir.

Ayrica AOX’1 eksik olan bitkiler i¢in diisiik sicaklik sartlarinin daha biiyiik tehdit
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olusturdugu saptanmistir. Ayni aragtirmact soguk stresine maruz birakilarak yetistirilen
transgenik Arbidopsis bitkisinde AOX protein diizeyinin yaprak fenotipinde farkliliklara

neden oldugunu gézlemlemistir.

Searle et al. (2010) sicak aylar1 soguk aylarla karsilastirdiginda, soguk aylarda alp
¢imenlerinin sitokrom yoluna oranla daha fazla AOX proteini igerdigini ifade etmistir.
Bu caligma neticesinde, benzer sekilde bir takim calismalar sicak ortamlarda gelisen
bitkilere kiyasla soguk ortamlarda gelisen bitkilerin daha fazla AOX proteini igerdigini
belirlemislerdir (Campbell et al. 2007; Umbach et al. 2009; Wang et al. 2011).

Bu calismanin bulgulari, daha sonraki zamanlarda Nobuyuki et al. (2008)’in
aragtirmasiyla da desteklenmistir. Soguga hassas ve toleranshi iki bugday ¢esidiyle
yapilan caligmada arastirmacilar, 22°C’de iki hafta yetistirildikten sonra 4°C’ye transfer
edilen bugday varyetelerinde hassas tiire gore toleransli bugday varyetesinin alternatif
solunum yolunun daha ciddi bir artis gosterdigini belirlemiglerdir. Yine ayni
aragtirmacilar toleransli bugday varyetesinde AOX proteini gen transkripsiyonunun
hassas varyeteye gore daha yiiksek oldugunu tespit ederek soguk aklimasyonu ve
donma toleransiyla mitokondriyal alternatif solunum yolunun iliskili oldugu fikrini 6ne

stirmiislerdir.

Wang et al. (2011)’1n yaptig1 arastirmada yabani tip, AOX expressiyonu baskilanmis tip
ve AOX expressiyonu artirtlmig transgenik Nicotiana tabacum bitkilerini 28/22°C ideal
yetisme ortamindan 12/5°C’lik soguk sartlara aktarildiktan sonra 24 saat i¢inde yaprak
dokusunda AOXla mRNA ve AOX proteini diizeylerinin yiiksek oranda artigini
saptamiglardir. Ayni1 ¢alismada arastirmacilar, yaprak seker diizeyinin AOX diizeyinin
artmasi ile dogru orantili olarak arttigini tespit etmislerdir. Yine AOX ekspressiyonu
baskilanmis transgenik bitkilerin lipid peroksidasyon diizeyinin yabani tipe gore anlamli
degerde artis gosterdigi tespit edilmistir. AOX ekspressiyonu transgenik olarak
artirilmis bitkilerdeki MDA seviyesinin ise yabani tip tiitiin bitkisine kiyasla daha diisiik
oldugu tespit edilmistir.
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Alternatif solunum yolu {izerinde yapilan ¢aligmalar, enzimin antioksidant olusumunu
engelleme Ozelligi ve aktiflesmesi durumunda bitkideki igsel ROS olusumunda
azalmaya yol actig1 bilindiginden dolayi, stres fizyolojisinde giderek daha fazla ilgi
gormeye baslamistir. Ancak s6z konusu metabolik yolun, cesitli stres durumlarinda ve
bazi bitkilerde polinasyon ve meyve olgunlasmasi asamasinda aktif oldugu bilinmekle
birlikte, bu metabolik yolun soguk stresi ile iligkisi hakkinda pek fazla bilgi mevcut
degildir. Kaldi ki, bu metabolik yolun, soguga direncli ve direngsiz olan bitkilerin
varyeteleri arasinda nasil bir degisim gosterdigine dair doyurucu bir bulguya

rastlanmamaktadir.

Bu arastirma, literatiirde eksik olan bu kismi tamamlamak, yani alternatif solunum
yolunun aktivitesinin, soguga direngli ve direngsiz bitki tiirleri ve bu tiirlere ait
varyeteler arasinda, tiire 6zgii lisiime sicakliklar1 uygulandiktan sonra, nasil bir degisim
gosterdigini belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir. Bu varyetelere ait tohumlar
cimlendirilerek biiyiitilmiis ve elde edilen bitkilere, kontrollii diisiik sicaklik
uygulamalar1 yapildiktan sonra, birgok stres parametresinin yam sira, AOX
aktivitelerine bakilarak, herbir tiiriin varyetelerine ait kontrol gruplar1 ve bunlarin soguk
uygulanmis gruplar1 arasinda mukayeseler yapmak siiretiyle, s6z konusu olan “soguga
direnglilik” ile “mitokondriyal alternatif solunum yolu aktivitesi” arasindaki iliskinin

varlig: belirlenmeye calisilmigtir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Diisiik sicaklik stresini de i¢ine alan ¢evresel stresler, hiicresel redoks dengesini bozarak
oksidatif zarara ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) fazla miktarda tretilmesine neden
olurlar (Bolwell et al. 2002; Mittler et al. 2002; Asada 2006). Oksidatif stres siiresince,
ROT’lar bitki hiicresinin mitokondri, kloroplast, peroksizom ve nukleus gibi farkli
kisimlarinda meydana gelerek hiicrede zarara ve hatta dliime bile neden olabilirler
(Sekil 2.1.). Diger taraftan, ROT’lar hiicre icerisinde redoks sinyali ve antioksidan

savunma mekanizmasini harekete gecirmede 6nemli rol oynarlar (Siddiqui et al. 2010).
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Sekil 2.1. Bitki hiicrelerinde AOT lerin olusabilecegi bolgeler
(3-FGA, 3-fosfogliserik asit; ER, endoplazmik retikulum; 102, singlet oksijen) (Vranova et al. 2003;
Dogru 2006)
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Reaktif oksijen tiirleri bir ya da daha fazla eslesmemis elektronu olan, kisa omiirld,
kararsiz, diisitk molekiil agirligina sahip ve reaktif molekiiller olarak tanimlanabilirler.
Baska molekiillerle kolayca elektron alig-verisine girerek onlarin yapisini bozan bu
molekiillere ‘Serbest Radikaller, Oksidan Molekiiller ya da Reaktif Oksijen Tiirleri’ ad1

da verilir. Reaktif oksijenler iki gruba ayrilirlar;

Radikaller: Tek elektron eksikleri nedeniyle baska molekiiller ile kolayca elektron

alisverisine giren oksidanlardir. Ornegin; siiperoksit radikali, hidroksil radikali (Neill et
al. 2002).

Nonradikaller: Elektron eksikleri olmadigi halde bagka molekiillerle radikallerden
daha zayif sekilde birlesebilen oksidanlardir. Ornegin; hidrojen peroksit (Neill et al.
2002).

2.1.1. Singlet oksijen (*02)

Oksijenin yiiksek enerjili formudur. Singlet oksijen, eslesmis iki elektron ayni orbitalde
veya farkli orbitallerde zit spinler halinde bulunduklarinda olusur. Eslesmemis
elektronu bulunmadig i¢in radikal ozelligi yoktur, ancak oksidan 06zelligi oldukca
yiiksektir. Singlet oksijen ¢ok degisik yollarla kimyasal veya fotokimyasal olarak
uretilebilir. Bitkilerde singlet oksijenin en iyi bilinen iiretim yolu fotokimyasal olup,
fazla miktarda 151k enerjisi absorblayan klorofilden oksijene enerji aktarilmasiyla
alakalidir. Esas kaynagi, fotosentez reaksiyonlarinda elektron transport sistemindeki
Klorofil pigmentleridir (Foyer et al. 1997; Giler 2008). Singlet oksijen diger
molekiillerle etkilestiginde ya icerdigi enerjiyi transfer eder, ya da kovalent tepkimelere
girerler. Ozellikle karbon-karbon cift baglar1 singlet oksijenin tepkimeye girdigi
baglardir. 'O, birgok organik molekiille tepkimeye girdiginden yiiksek oranda yikicidir
ve canlt organizmada hasara neden olan baglica oksijen tiirlerindendir. (Cadenas 1989;
Durmus 2003). Doymamis yag asitleri ile de dogrudan reaksiyona girerek peroksit
radikalini olustururlar ve 'OH kadar etkin bir sekilde lipid peroksidasyonu

baslatabilirler. Hiicre zarlarmin glikolipid, fosfolipid, sterol ve gliserid yapisindaki
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doymamuis yag asitleriyle reaksiyona girerek peroksitler, aldehitler, hidroksi yag asitleri
ve pentan gibi gesitli lipid peroksidasyon iiriinlerinin olusumuna yol agarlar (Gechev et
al. 2002; Minibaeva and Gordon 2003; Mutlu 2009).

2.1.2. Siiperoksit anyonu (02 ™)

O," seklinde formiilize edilen ve molekiiler oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesiyle hizlica olusan bir anyondur. Siiperoksit radikali enzimatik ya da
nonenzimatik (enzimatik olmayan) reaksiyonlarla meydana gelebilir. Bu radikal
oldukga reaktiftir ve lipidlerin yan1 sira diger biyokimyasal bilesenlerin de
oksidasyonuna neden olur. Bu radikalin lipid peroksidasyonu, membran hasari, hiicresel
toksisite ve DNA’daki tek zincir kiriklarina sebep oldugu belirtilmistir (Fridovich 1995;
Mutlu 2009). Siiperoksit radikali hidrojen peroksitle reaksiyona girerek ¢ok daha toksik
bir molekiil olan hidroksil radikalini olusturabilir. Haber-Weiss reaksiyonu olarak
bilinen bu reaksiyon, demir ve bakir gibi metallerin katalizorliigiinde olduk¢a hizli
gerceklesir. Siiperoksit radikali, yiiksek katalitik etkiye sahip siiperoksitdismutaz (SOD)
enziminin etkisiyle dismutasyona girerek konsantrasyonu azaltilir (Halliwell 1984;

Halliwell and Gutteridge 1999).

2.1.3. Hidrojen peroksit (H,0,)

Oksijenin enzimatik olarak iki elektron alarak indirgenmesiyle ya da siiperoksitlerin
enzimatik veya nonenzimatik (enzimatik olmayan) dismutasyon reaksiyonlar
neticesinde meydana gelirler. Siiperoksitin nonenzimatik yikimi nétral ve disiik asidik
pH’da spontan, enzimatik yikimi ise siiperoksitdismutaz enzimi araciligiyla
gerceklestirilir. Siiperoksitin olustugu yerlerde (peroksizomlar, elektron tasima zinciri,
plazma membrani, ekstraseliilar matriks) fazla miktarda H,0O,’de iiretilir (Slesak et al.
2007). Zayif bir asit olmasma karsin giiclii oksidasyon 6zelligine sahiptir. Yapisinda
paylasilmamis elektron igermediginden radikal 6zellik tasimaz. Radikal olmadig1 halde
H,02’nin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni demir ve bakir gibi metal

iyonlarinin varliginda serbest oksijen radikalleri icinde en yiiksek derecede toksisiteye
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sahip olan hidroksil radikalinin Onciilii olarak davranmasidir. H;O, 6zellikle
proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile reaksiyona girerek yiiksek oksidasyon
seviyesindeki reaktif demir formlarint meydana getirir. Bu formdaki demir giiclii
oksitleyici ozelliktedir ve hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri
baslatabilir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H,O’nin
bulundugu ortamdan uzaklastirllmasi gerekir (Halliwell 1984; Giiler 2008). Bunu
katalaz ve peroksidaz gibi antioksidan enzimler, H,O ve O gibi liriinlere doniistiirerek
gerceklestirir.  Oksidatif streslere toleransda bitkilerin bu enzimlerin hiicresel
seviyelerini diizenlemesi olduk¢a dnemlidir (Gechev et al. 2002; Minibaeva and Gordon
2003).

2.1.4. Hidroksil radikali (OH)

Oksijen radikalleri igerisinde en aktif ve en toksik olanidir (Elstner 1982; Baskin and
Salem 1997; Sigel and Sigel 1999; Kehrer 2000). Uretildigi her ortamda bircok molekiil
ile tepkimeye girer. Hidroksil radikali, iyonlastirici radyasyonun (x 1sinlari) etkisiyle su
molekiillerinin homolitik kirilmasi neticesinde olusabilecegi gibi hidrojen peroksit
molekiiliiniin metaller ile reaksiyona girerek eksik indirgenmesiyle de olusabilir (Stahl
and Sies 2002). Biyolojik sistemlerin bilinen en reaktif tiirii olan "OH, su dahil
karsilastigi her molekiille reaksiyona girebilir. Tim bu reaksiyonlar ‘OH’in
paylasiimamis elektron ihtiva eden dis orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir
(Halliwell 1984). Lipid peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonu,
‘OH radikalinin neden oldugu en 6nemli hasardir. ‘OH’1n 6ncelikli hedefi yag asitleridir,
zar lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve gegirgenligini artirarak hiicre

oliimiine neden olabilir (Girotti 1985; Nishiyama et al. 1998).
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Sekil 2.2. Molekiiler oksijenden (O,) kaynak alan ROT’larin kendi aralarindaki

dontigiimleri

*0, asir1 enerjiyle eslesmemis elektronlardan birinin ters déonmesi saglanarak, aktif hale gelir ve singlet
oksijen olusur (*0,). O,’nin bir elektron alarak indirgenmesi siiper oksit (O,") radikalinin olusumuna
sebep olur. Siiperoksitin hidroperoksil radikali (HO",) seklinde ifade edilir. Daha sonraki indirgenme
asamalarinda ise hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikali (OH?) ve su (H,O) meydana gelir.
Hiicrelerde yiikseltgenmis formda mevcut olan metal iyonlar1 (Fe*, Cu*?), siiper oksit varliginda
indirgenirler ve dolayisiyla, Fenton ya da Haber-Weiss reaksiyonlar tarafindan H,O, nin OH’a degisimi
katalizlenebilir (Vranova et al. 2002).

2.2. Lipid Peroksidasyonu

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) lipid, protein, karbohidrat ve niikleik asitler gibi
hiicrelerin temel bilesenleri {izerinde etkili olurlar. Ozellikle ¢ift baglarin bulundugu
doymamis yag asitlerini igeren lipidler, ROT’lar ile kolayca reaksiyona girmektedirler
(Blokhina et al. 2003; Halliwell 2006; Mittler 2006). Membran yapisit ve fonksiyonu
tizerinde ROT’larin etkilerinin en ¢ok arastirilanlarindan birisi, lipid peroksidasyonudur
(Blokhina et al. 2003). Lipid peroksidasyonu (LPO), doymamis yag asitlerinin oksidatif
olarak yikilmasi anlaminda kullanilan bir terimdir. Membranlardaki kolesterol ve yag
asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyon vererek
peroksidasyon iiriinlerini meydana getirirler. Yine ¢oklu doymamis (poliansatiire) yag
asitlerinin oksidatif yikimi, lipit peroksidasyonu olarak tanimlanir ve ¢ok fazla
zararlidir. Ciinkii reaksiyon, zincir seklinde kendiliginden ilerler. LPO ile olusan

membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir (Heath and Packer 1968; Girotti 1985; Akkus
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1995; Halliwell and Gutteridge 1999). Biyolojik sistemlerde LPO’yu baslatan serbest
radikallerin, siiperoksit anyonu ile Ozellikle hidroksil radikali oldugu kabul
edilmektedir. Serbest radikal etkisi ile yag asidi zincirinden hidrojen atomunun
uzaklagmasi, bu yag asidinin radikal 6zellikte olmasina sebep olmaktadir. Molekiil igi
konjuge edilen baglarmin farkli pozisyonlara gelmesi ile degisiklige ugrayabilen
kararsiz lipid radikalinin molekiiler oksijenle tepkimesi neticesinde lipid peroksit
radikali olusur (Spiteller 2001; Kuru 2007). Olusan lipid radikali dayaniksiz bir
bilesiktir. Lipid-hidroperoksitlerinin yikimi ile meydana gelen ve biyolojik agidan
reaktif olan aldehitler ya hiicresel diizeyde metabolize edilirler ya da baslangigtaki etki
alanlarindan diffiize olarak hiicrenin farkli kisimlarini hasara ugratirlar. Ug ya da iigten
daha fazla cift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda, malondialdehid
(MDA) olusur (Heath and Packer 1968; Girotti 1985; Yilmaz and Ozan 2003). MDA
yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorti degildir. Ancak lipid
peroksidasyonunun seviyesi ile giiglii bir korelasyon gosterir. Bu nedenle organizmada
olusan LPO diizeyini 6l¢gmek igin MDA seviyelerinin 6lgiimi ¢ok sik kullanilan bir
yontemdir. MDA, tiobarbitiirik asit ile pembe renkli bir kompleks olusturur ve olusan
bu ¢ozeltinin absorbans degerlerinden LPO'nun derecesi saptanmaktadir (Halliwell

2006; Ahmad et al. 2008).

2.3. Antioksidan Enzimler

Bitki hiicreleri ROT miktarii kontrol etmek ve stres kosullarinda hiicreleri artan ROT
etkisinden korumak i¢in ROT’u temizleyen bazi enzimler ihtiva ederler. Antioksidan
enzimler olarak adlandirilan bu enzimler, reaktif oksijen tiirlerini kademeli bir sekilde
daha az toksik olan bilesiklere parcalayarak temizlerler. Bu enzimlerin baglicalar
stiperoksid dismutaz, katalaz ve peroksidazdir (Halliwell 2006; Ahmad et al. 2008).

2.3.1. Siiperoksid dismutaz (SOD)

Itk kez Mann and Keilis’in (1938) izole ettigi bu enzim, McCord and Fridovich (1969)

taradindan  katalitik  fonksiyonu tespit edilinceye dek indofenoloksidaz,
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tetrazoliumoksidaz, eritrocuprein gibi adlandirmalarla tanimlanmistir. SOD, siiperoksid
radikalinin (O,"), hidrojen peroksit (H,O,) ve molekiiler oksijene doniistimiinii
katalizleyen metal igerikli bir enzimdir (Sairam and Srivastava 2000; Eyidogan et al.
2003; Minibaeva and Gordon 2003).

20-2 +2H" SOD H,0, + O,
—_—

SOD, siiperoksidin pargalanmasini saglayarak metallerin katalizledigi Haber-Weiss
reaksiyonuyla hidroksil radikalinin meydana gelme riskini azaltir. ROT’a karsi
antioksidan savunma mekanizmasinin ilk hatti olan ve tiim aerobik organizmalarda ve
aktif hale gelmis oksijen iireten biitiin hiicre kisimlarinda bulunabilen bu enzimin
aktivitesinin degisik streslere cevapta artig gosterdigi ve bu artiglarin strese karsi direng
gosterme konusunda baglantili oldugu belirlenmistir (Bowler et al. 1991; Van Camp et
al. 1994; Foyer et al. 1997; Apel and Hirt 2004). SOD’un ii¢ farkli bakir/¢inko
(Cu/ZnSOD), mangan (MnSOD) ve demir (FeSOD) izoenzimi vardir ve KCN ve
H,0;’ye hassasiyetlerine bagli olarak belirlenirler ve hiicre kisimlarindaki dagilimlari
degislik gosterir. MnSOD her iki inhibitore kars1 direngli olup prokaryot organizmalar
ve Okaryot hiicrelerin mitokondrisinde bulunur, Cu/ZnSOD her iki inhibitére duyarlidir
ve yliksek yapili bitkilerin sitoplazma ve kloroplastlarinda (Scandalios 1993; Giiler
2008), FeSOD ise, H,0,’ye duyarli, KCN’ye direngli olup, bazi bitki tiirlerinin
kloroplastlarinda ve prokaryot organizmalarda bulunabilirler (Bowler et al. 1992; Giiler
2008).

2.3.2. Katalaz (CAT)

Yiiksek konsantrasyondaki H;O,’nin iki elektronunu kullanarak su ve oksijene
indirgenmesi i¢in katalizor olarak gorev yapan demir porfirin icerikli tetramerik ve

yiiksek molekiil agirligi olanbir enzimdir (McClung 1997; Chaudiere and Ferrari 1999).
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Bununla beraber CAT, diisilk H,O, konsantrasyonlarinda alkoller, askorbat ve fenol
icerikli indirgenmis bilesikleri (substratlari) kullanarak peroksidatif aktivite gosterebilir

(Chaudiere and Ferrari 1999). CAT 1n gorev aldig1 reaksiyonlar asagidaki gibidir.

2H70y —————p 2H-0 + O, (Katalitik Aktivite)

ROOH + AH; =— H,0+ ROH + A (Peroksidatif Aktivite)

En yiiksek hizla reaksiyon veren enzimlerden biridir. Bir molekiil katalaz, bir saniyede
milyonlarca hidrojen peroksit molekiiliinii su ve oksijene doniistiiriir (Dhindsa et al.
1981; Scandalios 1994; Willekens et al. 1997). CAT’in bitki dokusundan H,O;’nin
uzaklastirilmasinda 6nemli roller aldigr bildirilmistir (Patykowski and Urbanek 2003).
Solunum zincirinde, oksijenin eksik indirgenmesinden olusan H,O;’yi O;’ye indirger
(Chaudiere and Ferrari 1999). CAT’in temel fonksiyonu, molekiiler O, varliginda
metabolizmanin bazi basamaklarinda sentezlenen, radikal karakterli H,O,’nin ve ROOH
gibi bir peroksitin radikal 6zelligini yok ederek 6zellikle membranlarda olusabilecek
geri doniisiimii miimkiin olmayan hasarlar1 engellemektedir. Zira H,O,, singlet oksijen
(*O,) ve hidroksil radikallerinin (OH) potansiyel kaynagidir (Scandalios 1993;
Chaudiere and Ferrari 1999). CAT kararli bir enzim olmamakla beraber yiiksek 151k
yogunlugu ve strese maruz kalan bitki hiicrelerinde olusan H;O;’nin yiiksek
konsantrasyonlariyla inhibe edilebilir (Streb et al. 1993). H,O;’ye olan zayif afinitesi ve
sadece peroksizomlarda bulunmasi (¢ok az miktarda mitokondri matriksinde bulunurlar)

CAT’1n etkinligini azaltmaktadir (Asada 1992; Scandalios 1993).

2.3.3. Peroksidaz (POD)

Peroksidazlarin pek ¢ok fizyolojik olayla iliskili oldugu ve metabolizmada aktif rol
oynadigi belirlenmistir (Bunkelmann and Trelease 1996; Laloue et al. 1997; Erdei et al.
2002; Durmus 2003). Stres altindaki bitkilerde peroksidaz aktivitesinin arttig1
bilinmektedir (Asada 1992). POD, elverissiz gevresel faktorler altinda iiretilen zararli

oksijen radikallerinin seviyesini diizenler ve bitki hiicresinin en 6nemli koruyucu



29

enzimlerinden birisidir (Bakardjieva and Christov 1996; Dehon et al. 2002). Molekiil
agirliklart 35-100 kDa arasinda degismektedir. Peroksidazlar, ROT’larin ortamdan
uzaklagtirilmasinda SOD ve CAT ile koordineli bir sekilde 6nemli rol oynayan, ¢coklu
molekiiler formlara ve genis bir hiicre alti dagilimina sahip, hem grubu ihtiva eden
oksidaz grubu enzimlerdir. H,O,’yi kullanarak fenoller ve hidrokinonlar gibi ¢ok sayida
aromatik bilesenlerin dehidrojenasyonunu katalizleyen (Bergmeyer and Grabl 1983) ve
hem(demir) prostetik grubuna sahip bir proteindir (Banci 1997; Kim et al. 2000).
POD’lar hidrojen vericisi olarak birgok organik ve inorganik substrati (AH;) kullanarak

H,0;’nin zararl etkisini ortadan kaldirirlar. Asagidaki reaksiyonu katalizlerler.

AH, + HzOz POD . A + 2H,0

Sonug olarak peroksidazlar, hidrojen peroksidi kontrol altinda tutarak hiicre duvarmin
yapisina katilmasii saglarlar. Mekanizmalar1 heniiz tam olarak aydinlatilamamis
olmasina ragmen, gesitli stres faktorlerinden yiiksek seviyede etkilenen POD aktivitesi,
bu enzimin bir stres enzimi olarak tanimlanmasina neden olmustur (Whetten et al. 1998;

Amaya et al. 1999; Rout et al. 2000; Jaleel et al. 2008).

2.3.4. Askorbat peroksidaz (APX)

Iki molekiil askorbat kullanarak hidrojen peroksiti suya doniistiiren antioksidan enzim
askorbat peroksidazlar (APX)’dir (Noctor and Foyer 1998). Bu reaksiyon sonucunda
askorbat iki molekiil ~monodehidroaskorbata (MDHA) doniisiir. MDHA
monodehidroaskorbat rediiktaz tarafindan tekrar askorbata donistiiriiliir (Kumar et al.
2011). APX bitki hiicrelerinde tilakoid ve mikrozomal mebranlara bagli formlara,
sitoplazmada ve stromada ¢oziinmiis formlarda ve apoplast da olmak {izere en az bes
izoformu vardir (Yamaguchi 1995; Noctor and Foyer 1998). APX’in izoformlari
elektron verici olarak askorbat i¢in spesifik olup, askorbatin yoklugunda asir1 derecede
kararsizdirlar (Miyake ve Asada 1996). Sitoplazmada bulunan askorbat peroksidazlar,
kloroplastakine benzer ancak askorbat yoklugunda daha fazla kararli olup askorbattan

baska elektron vericilerini de kullanabilir (Ranieri et al. 1996; Vanacker et al. 1998;
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Giiler 2008). Askorbat peroksidazlar yaygin sekilde calisilan guaiakol peroksidazlara
benzemesine ragmen H" vericisi olarak askorbata olan yiiksek spesifikliklerinden dolay1

aralarinda farkliliklar vardir (Nakano and Asada 1987).

2.3.5. Glutatyon Rediiktaz (GR)

NADPH’1 elektron verici olarak kullanan oksitlenmis glutatyonun (GSSG), glutatyona
(GSH) indirgenmesini katalizleyen enzim glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2)
enzimidir (Ranieri et al. 2005; Yannarelli et al. 2007).

GSSG + NADPH + H* GR__, 2GSH+NADP’

GSH’1in antioksidan oOzelliginden dolayi, glutatyon rediiktaz hiicrenin antioksidan
kapasitesinin devamliligi i¢in onemlidir (Meister 1983; Creissen et al. 1994). GR
askorbat glutatyon dongiistinde GSH/GSSG oranini yiiksek tutarak hiicreleri oksidatif
hasara kars1 korumada goérevli anahtar enzimlerden biridir (Foyer and Noctor 2005). GR
diger enzimlerle birlikte H,O;’ nin radikal 6zelliginin ortadan kaldirilmasinda gorev alir.
Oksitlenmis askorbik asiti (dehidroaskorbat) tekrardan askorbik asite indirgeyen
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) enzimi sustrat olarak GSH’1 kullanmakta ve
reaksiyon sonucu GSSG olugmaktadir. Olusan GSSG, GR enzimiyle tekrardan GSH’a
indirgenir ve bdylece dehidroaskorbat rediiktaz enziminin substratt yeniden olusur.
Ayrica GR enzimi GSSG’yi GSH’a indirgerken, NADPH’1 kullanmakta ve boylece CO;
fiksasyonu smirlandigi  durumlarda, NADPH/NADP+ oranmin dengelenmesine
yardimct  olmaktadir. Bu nedenle GSSG’nin GSH’a indirgenmesi, oksidan
temizlenmesinde Onemli bir basamaktir ve oksidatif strese karsi savunmada GR’nin

Onemini ortaya ¢ikarmaktadir (Aono et al. 1995; Creissen et al. 1996).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Calisma esnasinda asagidaki alet ve cihazlar kullanildi:

Buzdolab1

Derin dondurucu (-30°C)
Derin dondurucu (-80°C)
Elektroforez

Hassas terazi
Homojenizator

Iklim dolab1

Karistirici

Manyetik karistirict
Masa santrifiijii
Otomatik pipetler

pH metre

Soguk su banyosu
Spektrofotometre
Western blot cihazi

Western blot goriintileme cihazi

Otoklav
Sogutmali1 Santrifiij

Elektroforez Akim Saglayici

Su Banyosu
Buzdolab1
Saf Su Cihazi

: Arcgelik

: Argelik

: Harris, Ingiltere

: Owl Separation Systems P10DS

: Shimadzu AY220

: Wiggen Hauser D- 500

: Sanyo, Japonya ve Jeno Tech, Kore

: Fisons Whirlimixer

: Chiltern HS31

: Hettich EBA 21

: Ependhof

: WTW unilab pH metre

: Huber Polystat CC1

: Shimadzu UVmini—1240

: Bio-Rad Semi Dry Bloting

: Fusion Fx Vilber Lourmat

:Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253
:Hettich, Mikro 22R, M10, SN 0001279-03-00

:OWL OSP300-2Q, U.S.A.
:Memmert WNB14, GERMANY
:Argelik, TURKIYE, 8190NF)
:GFL 2004, GERMANY
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3.2. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

Arastirma suresince kullanilan g¢ozeltilerin kullanildig1 yerler ve hazirlanis bigimleri
asagida belirtilmistir. Calismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma ve Fluka

sirketlerinden temin edilmistir.

1) 0.05 M KH3;PO, (pH: 6.5) (Protein tayini igin): 1.7 g KH,PO4 200 ml saf suda
¢oOziilmiis, 1 N NaOH kullanilarak pH 6.5’e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250
ml’ye tamamlanmistir.

2) Coomassie reaktifi (protein tayini i¢in): 10 mg Coomassie Blue G-250, 5 ml
etanolde ¢oziiliir, iizerine 10 ml %85°lik fosforik asit ilave edilir ve hacim saf suyla 100
ml’ye tamamlanir.

3) %5 lik TCA - trikloroasetik asit (Lipid peroksidasyon igin homojenizasyon
¢ozeltisi): 100 mL saf su icerisine 5 g TCA ilave edilerek ¢oziiliir.

4)  %0.5 lik TBA-tiobarbutirik asit) (Lipid peroksidasyon i¢in reaksiyon ¢ozeltisi): 100
mL saf su i¢cine 20 gram TCA ¢oziiliir ve daha sonra igerisine %0.5 g TBA ilave
edilerek iyice ¢ozlinmesi saglanir.

5) 0.1 M KH,PO4 (pH: 7.0), %1 PVP, ImM EDTA (hiicresel antioksidan enzimlerin
homojenizasyon tamponu): 2.72 g KH,PO4 200 ml saf suda ¢6ziilmiis, 1 N NaOH
kullanilarak pH 7.0’ye ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 200 ml’ye tamamlanmis ve
tizerine 0.5 g PVP ve 0.04 g EDTA ilave edilmistir.

6) 103.5 mM KH,PO,, pH: 7.5 (Katalaz aktivitesi 6l¢timiinde kullanilan tampon): 1.4
g KH3;PO4, 80 mL saf suda ¢6ziilmiis, 1 N NaOH ile pH: 7.5’¢ ayarlanmis ve hacim saf
su ile 100 mL'ye tamamlanmustir.

7) 40 mM H,0; ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan substrat ¢6zeltisi):
408 pL %30’luk HyO; alinip hacmi saf su ile 100mL'ye tamamlanarak hazirlanmistir.

8) 5 mM H,0, ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde standart grafik hazirlamak igin
kullanilan): 41 pL %30’luk H,0, alinip hacmi saf su ile 100mL'ye tamamlanarak
hazirlanmstir.

9) %5’lik Ti(SOy); - titanyum disiilfat ¢ozeltisi (H,O, miktari igin): 1 gram Ti(SO4),

20 mL saf suda ¢oziilerek hazirlamistir.
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10) %19’luk NH4OH — amonyum hidroksit (H20, miktari i¢in): 20 mL saf su  {izerine
4.16 mL NHjsiave edilerek ¢coziinmesi saglanir.

11) 2 M’lik H,SO, — siilfiirik asit (H,O, miktar1 i¢in): 40 mL %98’lik H,SO,4 alinmus,
tizerine 160 mL saf su ilave edilerek hacmi 200 mL’ye tamamlanmustir.

12) 50 mM KH,PO,4 (pH: 7.8) (SOD i¢in tampon ¢ozelti): 1.7 g KH,PO4 200 mL saf
suda ¢oOziilmiis, pH: 7.8’e¢ ayarlandiktan sonra ve hacim saf su ile 250 mL’ye
tamamlanmustir.

13) 13 mM metionin ¢6zeltisi (SOD reaksiyon karisimi i¢in): 0.586 g metionin alinir,
27. maddede hazirlanmis olan 250 mL 50mM KH,PO, tamponu igerisine ilave edilerek
¢Ozilir.

14) 63 uM NBT-Nitroblue Tetrazolium Kloriir (SOD reaksiyon karigimi i¢in): 0.0128 g
NBT alinir, 27. maddede hazirlanmis olan 250 mL 50mM KH,PO,4 tamponu igerisine
ilave edilerek ¢oziiliir.

15) 0.1 mM EDTA-Etilen Diamin Tetra Asetik asit (SOD reaksiyon karigimi igin):
0.073 g EDTA alinir, 27. maddede hazirlanmis olan 250mL 50mM KH;PO,4 tamponu
i¢erisine ilave edilerek ¢oziiliir.

16) 13 uM riboflavin (SOD aktivitesi igin 2. ¢ozelti): 0.019 g riboflavin, 500 mL saf
suda ¢oziilmiis, 3 mL’lik reaksiyon karisiminin 13 uM riboflavin igermesi i¢in 390 pL.
riboflavin alinmstir.

17) 0.1 M NayHPO,, pH: 5.5 (Peroksidazin aktivitesi 6lglimiinde kullanilan tampon
cozeltisi): 3.55 g NayHPO, alinarak 200 mL saf suda ¢o6ziilmiis ve pH: 5.5‘%
ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 mL'ye tamamlanmistir.

18) Peroksidaz aktivitesi dl¢imiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi (SmM guaikol + 5mM
H,07): 54 pL quaikol ve 15 pL HgOg’dan (d=1.13 g/mol) 5 mM olacak sekilde 100 mL
0.1 M fosfat tamponu (pH: 5.5) i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir.

19) 50 mM K;HPO,4, 1 mM EDTA pH 7,0, %1 PVPP (GR homojenizasyon tamponu)
0,5 g doku s1v1 azot ve Sml ekstraksiyon tamponunda homojenize edilir.

20) 200 pl 0,5 mM EDTA igerisinde hazirlanmis 50 mM Tris-HCI (pH 7,8) ve 250 ul 1
mM oksitlenmis glutatyon (GSSG) ve 500 upl 0,25 mM NADPH ihtiva eden

karisim.(GR oOl¢iimiinde kullanilan tampon).
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21) 1 M Tris-HCI (pH:6.8) (Elektrforezde jel hazirlamak i¢in kullanilan tampon): 12.1
g Tris bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 6.8’e ayarlanmis ve toplam hacim
saf su ile 100 ml’ye tamamlanmustir.

22) 1 M Tris-HCI (pH: 8.8) (Elektrforezde jel hazirlamak i¢in kullanilan tampon): 12.1
g Tris bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 8.8’e ayarlanmig ve toplam hacim saf
su ile 100 mI’ye tamamlanmistir.

23) %10’luk SDS (Elektrforezde jel hazirlamak igin kullanilan ¢ozelti): 1 g SDS
tizerine 9 ml saf su ilave edilerek ¢ok hafif 1sitmak suretiyle, seffaflasincaya kadar
karigtirilmistir.

24) %30’luk akrilamid ¢ozeltisi (Elektroforez ayirma jelinin hazirlanmasinda
kullanilan): 30 g akrilamid ve 0.8 g bis-akrilamid saf su ile iyice ¢oziildiikten toplam
hacim 100 mL’ye tamamlanmis, kullanim diginda renkli sisede 4°C’de saklanmustr.

25) %10’luk akrilamid ¢ozeltisi (Elektroforez yigma jelinin hazirlanmasinda
kullanilan): 10 g akrilamid ve 2.5 g bis-akrilamid saf su ile iyice ¢oziildiikten sonra
lizerine 87.5 ml saf su ilave edilmis, kullanim disinda renkli sisede 4°C’de saklanmistir.

26) SDS-PAGE’de kullanilan yiiritme tamponu: 1.5 g Tris ile 7.2 g glisin yaklagik 50
mL saf suda iyice ¢6ziilmiis ve {izerine 5 mL %10’luk SDS ilave edilerek hacmi saf su
ile 500 m1’ye tamamlanmustir.

27) %0.1°1ik brom timol mavisi: 0.1 g indikator boya, 16 ml 0.1 N NaOH igerisinde
¢oziildiikten sonra su ile hacmi 100 ml’ye tamamlanmistir.

28) SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu: 0.65 mL 1 M Tris-HCI pH: 6.8, 3 mL
%10’luk SDS, ImL %100’lik gliserin ve 1 mL %0.1°lik brom timol mavisinden
karistirtlarak toplam hacimleri 10 mL’ye tamamlanarak hazirlanmis ve bu tampona
kullanmadan hemen 6nce 50 pL B-merkaptoetanol ilave edilmistir.

29) 0,4 M mannitol, 50 mM MOPS, 2mM EGTA, 4 mM L-sistein, %0,6 PVP, 20 mM
B-merkaptoetanol, %0,5 BSA (Mitokokondri izolasyonu i¢in homojenat tamponu): 3,64
g mannitol, 0,5225 g MOPS 40 ml saf suda ¢oziilip pH: 7,2’ye ayarlandiktan sonra
0,0388 g EGTA, 0,0242 g L- sistein, 0,3 g PVP, 0,25 g BSA ve 70 ul -
merkaptoetanol, ayn1 ¢cozeltide ¢oziildiikten sonra son hacim 50 ml’ye ayarlanir.

30) 0,3 M mannitol, 20 mM MOPS, 1 mM EGTA, %0,1 BSA (Mitokondri yikama
tamponu): 2,73 g mannitol, 0,209 g MOPS 40 ml saf suda ¢oziiliip pH: 7,2’ye
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ayarlandiktan sonra 0,0194 g EGTA ve 0,05 g BSA ayn1 ¢ozeltide ¢oziiliir. Son Hacim

50 ml olacak sekilde saf su ile tamamlanir.

3.3. Yontemler

3.3.1. Bitkilerin biiyiitiilmesi

Yapilan caligmalarda disiik sicaklifa tolerans yetenekleri farkli olan bugdayin
(Tiritucum aestivum cv. Yildirim, Dogu-88, Ayyildiz, Alparslan) dort ayr1 varyetesi,
musirin (Zea mays cv. SZE-TC-913, LG, Antisis) ti¢ ayr1 varyetesi, fasulye (phaseolus
vulgaris cv. Elkoca) ve disiik sicakliga dayanikli kara lahana (Brassica oleracea)
bitkileri kullanigmistir. Tohumlar Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden ve
Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii'nden temin edilmistir.
Tohumlar ekilmeden 6nce %96’lik alkol ile kisa siireli hizlica yikanmis ve %5°lik
sodyum hipoklorit i¢erisinde 5 dk yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Daha sonra 3
kez saf su ile yikanarak, oda sartlarinda saf su igerisinde yaklagik 5 saat sismeye
birakilmistir. Her saksiya saf su ile sigirilmis tohumlar esit miktarda ekilmistir. Bitkiler
iklim dolabinda kontrol sartlarinda (25/20°C sicaklik ve 14/10 saat 1sik-karanlik
periyodunda 20.000 liiks, %70 nem) biiyiitiilmiistiir. Her saksi, kesilecegi giine kadar,
giinliik esit miktarda saf su ile sulanmigtir. Bugday bitkisi i¢in 5/2°C, musir bitkisi
icin10/7°C, fasulye bitkisi i¢in 8/5°C, lahana bitkisi i¢in ise 5/2°C sicaklik degerlerine
sahip iklim dolabina aktarilan bitkiler 48 saat sonra hasat edilerek molekiiler ve
biyokimyasal parametrelerindeki degisimler belirlenmeye c¢alisilmistir. Parametre

sonuglariin daha anlasilir olabilmesi agisindan her bir tiir asagidaki gibi kodlanmustir.
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Cizelge 3.1. Bitkilere ait varyeteler ve kodlamalari

IRK KOD IRK KOD
Yildirim B1 SZE-TC-513 M1
BUGDAY Dogu-88 B2 MISIR LG M2
Ayyildiz B3 Antisis M3
Alparslan B4
FASULYE Elkoca F LAHANA L

3.3.2. Coziinebilir protein miktarinin tayini

Bitkilerin yapraklardan alinan 0,5g’lik 6rnekler kullanilarak Bradford (1976) metoduna
gore protein tayini yapilir. Sonuglar “mg protein/g taze doku cinsinden hesap edilir. Her
bir bitkiye ait yaprak organindan 0.5g numune alinarak 10 misli hacimdeki 0.05 M
fosfat tamponunda (pH:6.5) havanda ezilerek homojenizasyon yapilir. Homojenat dort
kath tiilbentten siiziilir ve siiziintii santrifiij tliplerine alinip, 15.000 rpm’de 20dk.
boyunca santrifiij edilir. Protein tayini i¢in tliplerin iist kismindaki siv1 faz (slipernatant)
kullanilir. Protein miktar1 spektrofotometrik yolla tayin edilir. Metot i¢in gerekli
standart grafik su sekilde hazirlanir; 1ml’sinde 1 mg protein iceren standart sigir
albumin ¢dzeltisinden 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pg protein igeren hacimler
tiiplere aktarilip, saf su ile biitiin tiiplerin hacimleri 0.2ml’ye tamamlanir. Bu tiiplere
3’er ml de Coomassie reaktifi ilave edilip vorteks ile karistirilir. Koér numune olarak 0.2
ml aynm1 tampondan ve 3 ml Coomassie reaktifinden olusan karisim kullanilir. Yapilan
spektrofotometrik Ol¢limler sonucunda, 595nm’deki absorbans degerlerine karsilik
gelen protein degerlerinden yararlanarak standart grafik elde edilir. Standart grafik
hazirlama ¢aligmasinda oldugu gibi, bitki organlarindan elde edilen 6ziitlerden 0.2 ml
almip, 3 ml Coomassie reaktifiyle karistiritlir ve 595 nm’de absorbanslar1 dlgiilerek,
standart grafikten yararlanilip, 0.2 ml 6ziitdeki protein miktarlar1 belirlenir. Daha sonra,

gerekli hesaplamalar yapilarak protein miktarlart pg protein/g doku olarak tayin edilir.
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Sekil 3.1. Protein tayini i¢in kullanilan standart grafik

3.3.3. Lipid peroksidasyon miktarinin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu i¢in 0.5 g yaprak alinarak 5 mL %5’lik TCA iginde homojenize
edildikten sonra elde edilen homojenat 10.000 x g°de 15 dakika santrifiij edilir. Tiipiin
siipernatant kismindan 4 mL alinarak {izerine 1 mL %0.5 lik TBA ¢d6zeltisi ilave edilir.
Reaksiyon karigimi kaynar suda 30 dakika inkiibe edilir ve reaksiyon tiiplerin buz
banyosuna alinmasiyla durdurulur. Ornekler tekrar 10000 X g‘de 10 dakika santrifiij
edilir. Siipernatant kismi alinarak absorbansi 532 nm de okunur ve daha sonra 600 nm
deki nonspesifik absorbsiyon i¢in absorbans degeri belirlenir.Lipid peroksidasyonun
hesaplanmasi i¢in; 532 nm’de Olgililen absorbans degerinden 600 nm’de belirlenen
degeri ¢ikarilir ve 1 ml ¢ozeltideki MDA (nmol/g): [(A532- A600)/155000] x 106
formiilityle hesaplanir. Sonuglar MDA (nmol/gram doku) seklinde verilir (Ananieva et
al. 2002).
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3.3.4. Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Kontrol ve soguk gruplarina ait 0.5 gram yaprak Ornekleri 5 ml 0.1 M fosfat
tamponunda homojenize edilerek 15000 rpm’de 15 dk santrifiij edilir. Siipernatant kismi1

alinarak enzim kaynagi olarak kullanilir.

3.3.4.a. Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi

Katalazin (CAT) aktivite tayini i¢cin Gong et al. (2001) uyguladigi metot kullanilir. Bu
metot, katalazin ortamdaki H,O,’nin oksijen ve suya doniisiimiinii saglarken meydana

gelen absorbans degisiminin 240 nm’de izlenmesi esasina dayanir.

Once reaksiyonda azalan H;O, miktarint belirlemek i¢in standart grafik hazirlanir.
Standart grafik hazirlamak icin, 5 mM H,0, ¢ozeltisinden 3 mL'lik spektrofotometre
tiiplerine sirastyla; 0.15, 0.3, 0.45, 0.6, 0.75, 0.9, 1.05, 1.2, 1.35 ve 1.5 mL konulur,
tiiplerin hacimleri saf su ile 1.5 mL'ye tamamlanir ve her tiipe 1.47 mL 103.5 mM
KH,PO,4 ve 30 pL su ilave edilir. Spektrofotometrede 240 nm’de absorbans kore karsi
okunur ve absorbans degerlerine karsilik gelen uM H,O, degerleri kullanarak standart
grafik elde edilir. Aktivite 6l¢limii i¢in 3 mL‘lik spektrofotometre kiivetine, 103 mM
KH,;PO,4 tamponundan 1.475 mL ve 40 mM‘lik H,O; substrat ¢ozeltisinden 1.5 mL
konulduktan sonra, 25 pL enzim ekstrakti ilave edilir. Spektrofotometrede 240 nm’de 3
dakika boyunca 1 dakika araliklarla kore karsi absorbansi okunur ve absorbansin
dogrusal olarak azaldigi araliktan dakika basina absorbans azalmasi hesaplanir. Bu
ortalama absorbans degerleri, standart grafik yardimiyla pmol cinsinden H,O, miktarina
dontstiiriiliir. 25°C’de, 1 dakika iginde, absorbanst 1 pmol azaltan enzim miktart 1
enzim tinitesi olarak kabul edilir ve sonuglar g yaprak basina diisen enzim tinitesi (EU/g

yaprak) olarak sunulur.
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Sekil 3.2. Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan standart grafik

3.3.4.b. Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz (POD) aktivite tayini, guaikol ve H,O;’nin substrat oldugu reaksiyonun
tirtinii olan renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans artisinin 470 nm’de izlenmesi

esasina dayanmaktadir.

Aktivite 6l¢timii igin spektrofotometre kiivetine; 100 mL 0.1 M, NaH,PO, (pH: 5.5) ve
5 mM guaikol ve 5mM H,0; igeren substrat ¢ozeltisinden 3 mL konulduktan sonra,
tizerine 10 pL enzim ekstrakt: ilave edilir. 470 nm’de 5 dakika boyunca absorbans artisi
1 dakika araliklarla kaydedilir ve absorbansin dogrusal olarak arttigi kisimdaki
absorbans artis1 1 dakikaya oranlanir. 25°C’de 1 dakikada, absorbansit 0.01 artiran
enzim miktar1 1 enzim iinitesi olarak kabul edilir ve sonuclar g yaprak basina diisen

enzim initesi (EU/g yaprak) olarak sunulur (Yee et al. 2002).
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3.3.4.c. Siiperoksid dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

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

enzimi tarafindan engellenmesinin spektrofotometrik olarak belirleme esasina dayanur.

Reaksiyon karigimi (3 mL); 50 mM KH,PO, (pH: 7.8), 13 mM metiyonin, 63 uM NBT,
13uM riboflavin ve 0.1 mM EDTA igermektedir. Aktivite oOl¢limii i¢in 3 mL
spektrofotometre kiivetine yukaridaki riboflavin igermeyen reaksiyon karigimdan 2,58
ml alinmis ve lizerine 30 pL enzim ekstrakti pipetlenmistir. Reaksiyon, tiip tizerine 13
uM’lik riboflavin ¢ozeltisinden 390 pL pipetlenip karigtirildiktan hemen sonra, beyaz
bir 151k kaynagi Oniine yerlestirmek suretiyle baslatilmistir. Tiip, 151k kaynaginin
karsisinda 15 dk. tutulmus ve reaksiyon 151k kaynaginin kapatilmasiyla durdurulmustur.
15 dk. igerisinde NBT’nin renk acilma yogunlugu 560 nm’de kore karst okunmustur.
Kor; ayni islemin enzimsiz 6rneginden olugmaktadir. SOD aktivitesinin 1 iinitesi, 560
nm’de gozlenen NBT indirgenmesinin %50 inhibisyonuna neden olan enzim miktari, 1
enzim {nitesi olarak kabul edilmis ve degerler EU/g yaprak olarak sunulmustur

(Agarwal and Pandey 2004).

3.3.4.d. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin tayini

Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290 nm’de absorbansdaki azalisa bagli olarak belirlenir
(Nakano ve Asada; 1981). Enzim aktivitesi, 50 mM Potasyum fosfat tamponu (pH 7,0),
250 pM askorbik asid (ASC), 5 mM H,O; ve 20ul enzim ekstrakti iceren 1 ml’lik
reaksiyon karisiminin Glgiilmesiyle belirlenir. Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290
nm’de ASC i¢in 2,8 mM*em? epsilon katsayisinin kullanilmasiyla hesaplanir. Sonuglar

g taze agirlik bagina ifade edilir.
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3.3.4.e. Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin tayini

Glutatyon rediiktaz aktivitesi spektrofotometrik olarak Foyer ve Halliwell (1976)’e gore
belirlenir. Substrat olarak 0,25 mM NADPH ve 1 mM oksitlenmis glutatyon (GSSG)
kullanilir. Yikseltgenmis glutatyonun enzim tarafindan indirgenmesi i¢in indirgeyici
faktor olarak NADPH kullanilir. Aktivite tayini i¢in, 200 pl 0,5 mM EDTA igerisinde
hazirlanmis 50 mM Tris-HCI (pH 7,8), 250 ul GSSG ve 500 ul NADPH ihtiva eden
karisima 50 pl enzim ekstrakti ilave edilir. NADPH’ 1n oksidasyonu 340 nm’de 5 dakika

boyunca azalmanin 6l¢iilmesiyle belirlenir. GR aktivitesi mU/ml olarak ifade edilir.

3.3.5. Hidrojen peroksit (H,0O,) miktarimin belirlenmesi

Hidrojen peroksit (H,O;) miktarinin belirlenmesi i¢in; 0.5 gram yaprak alinarak 10 mL
soguk aseton i¢inde homojenize edildikten sonra homojenat 10.000 x g’de 10 dakika
santrifiij edilir. Daha sonra elde edilen siipernatantin 1.5 mL’si, sirasiyla 0.15 mL
%5’lik Ti(SO4), (titanyum disiilfat) ve 0.3 mL %19’luk NH,OH (amonyum hidroksit)
ile karistirlir. Cokelek olustuktan sonra karisim 10.000 x g’de 10 dakika daha santrifiij
edilir. Tiipiin siipernatant kismi uzaklastirildiktan sonra elde edilen pelet 3 mL 2 M’lik
H,SO, (siilfiirik asit) icinde ¢oziiliir ve 415 nm’de absorbansi dlgiilerek kaydedilir. Bu
ortalama absorbans degerleri, daha 6nceden hazirlanmis standart grafik yardimiyla
nanogram cinsinden H,O, miktarina doniistiiriiliir. Sonuglar g yaprak basina diisen H,O,
miktar1 (ngram /g yaprak) olarak sunulur (He et al. 2005).H,0, miktarin1 belirlemede
kullanilan H,O, standard1 icin, %35’lik H,O, ¢6zeltisinden hazirlanan 3 mM’lik stok
¢ozeltiden epphendorft tiiplerine sirasiyla; 3.6, 7.2, 10.8, 14.4, 18,21.6, 25.2, 28.8, 32.4
ve 36 nanogram olacak sekilde konulur. Tiipiin hacmi aseton ile 1.5 mL'ye tamamlanir
ve her tiipe 0.15 mL %5’lik Ti(SOg)2 ve 0.3mL %19’luk NH4OH ilave edilir. Cokelek
olustuktan sonra karisim 10.000 x g’de 5 dakika daha santrifiij edilir. Tlpiin siipernatant
kism1 uzaklastirildiktan sonra elde edilen pelet 3 mL 2 M’lik H,SO, iginde ¢oziiliir ve
kiivet spektrofotometreye yerlestirildikten sonra 415 nm’de absorbans kore karsi
okunur. Absorbans degerlerine karsilik gelen nanogram H,O, degerleri kullanarak

standart grafik elde edilir.
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Sekil 3.3. Hidrojen peroksit (H202) miktarini belirlemede kullanilan standart grafik

3.3.6. Siiperoksit (O;") iceriginin belirlenmesi

Stiperoksit igerigi Elstner and Heupel (1976) tarafindan tanimlanan metoda gore
ol¢iildii. Bitki yapraklarindan 0,4 g alinarak 2 ml 50 mM potasyum fosfat tamponunda
(pH: 7,8) homojenize edildi. Homojenat 10 dakika 10000 g’de santifiij edildikten sonra
siipernatanttan 0,5 ml alinarak tizerine 0,5 ml 50 mM potasyum fosfat (pH: 7.8)
tamponundan eklendi. Daha sonra karigima 0,1 ml 10 mM hidroksilamin hidroklorid
eklenerek karistirildi. Karigim 1 saat 25°C’de inkibe edildikten sonra iizerine 1 ml 17
mM siilfonamid ve 1 ml 7 mM o-naftilamin eklenerek oda sicakliginda 20 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra 530 nm’de spesifik absorbans degerleri belirlendi. Siiperoksit
anyonu icerigini hesaplamak i¢in sodyum nitrit kullanilarak yapilan standart grafik

kullanildi.
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Sekil 3.4. Siiperoksit igerigini belirlemede kullanilan standart grafik

3.3.7. Mitokondri izolasyonu

Bitki yapraklar1 sivi azotta homojenize edildi. Daha sonra agirliginin 4 kati kadar
hacimde 0,4 M mannitol, 50 mM MOPS (pH 7,2), 2mM etilen glikol tetra asetik asid
(EGTA), 4 mM L-sistein, %0,6 polivilprolidin (PVP), 20 mM B- merkaptoetanol ve
%0,5 bovine serum albumin (BSA) igeren ekstraksiyon tamponunda 4°C de homojenize
edildi. Karisim 5 dakika 400 g‘de santifiij edildi. Stipernatant kismi alinip 15 dakika
2000 g’de santifiij edildi. Santifiij isleminden sonra silipernatant alinip 30 dakika 10000
g’de tekrar santifiij edildi. Olusan pelet alinip 0,3 M mannitol, 20 mM MOPS (pH 7,2),
ImM EGTA ve %0,1 BSA igeren tamponda homojenize edildi. Elde edilen karigim
2000 g’de 10 dakika santifiij edildi. Siipernatant alinip 15 dakika 15000 g’de santifiij
edildi. Elde edilen saf mitokondri peleti az miktarda yikama tamponunda homojenize
edilip oksijen tiikketimi ve Western blot analizleri i¢in -80°C’de muhafaza edildi
(Plummer 1980; Chien 2011).
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3.3.8. Sodyum dodesil siilfat -Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS PAGE)

Western blot analizi i¢in mitokondrial proteinler %4—10 kesikli sodyum dodesilsiilfat
poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) Laemmli (1970) yontemi ile yiirtitiildi.
Bunun i¢in elektroforez plakalar1 énce su, sonra alkol ile iyice yikanir. iki cam plaka
birbiri iistiine konulur ve kiskaglarla tutturularak jel hazirlama cihazina konulur. Ayirma
jeli hazirlanarak plakalar arasina pastor pipetleri yardimiyla aktarilir. Bu islemler
yapilirken hava almamasina dikkat edilir. Jel ylizeyinin diizgiin olmasi igin izopropil
alkol ile ince bir tabaka olusturulur. Polimerlesinceye kadar yaklasik yarim saat
beklenir. Polimerizasyon bittikten sonra iizerindeki izopropil alkol dokiiliir. Daha sonra
yigma jel iist ylizeye kadar ilave edilir. Yaklasik 45 dakika sonra tarak dikkatlice
cikarilarak plakalar elektroforez tankina yerlestirilir. Olusan bosluklar isaretlenerek jelin
iistii 6nce saf su, sonra da yiiriitme tamponu ile yikanir. Elektroforez tankinin alt ve tist
kismina yiiriitme tamponu konulur. Numuneler her birinde 20 pg protein olacak sekilde
hazirlanir. Toplam hacim 100 pl olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katilir.
bes dakika boyunca kaynar su banyosunda inkiibe edilir. Numuneler sogutularak,
elektroforeze ¢ok ince bir enjektor yardimiyla uygulanir. Tank kapagi kapatilarak (+)
kablo (Anot) ve (-) kablo (katot) yerlestirilir. Once 80 voltluk akim yarim saat gegirilir.
Daha sonra akim 120 volta ayarlanarak 2-4 saat oda sicakliginda tatbik edilir. Akim

kesilerek, cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarilir.

Yigma jeli hazirlanmasi sirasinda 1 M’lik Tris-HCI1 (pH: 6,8)’den 500 ul, %30’luk
akrilamid-%0,8’lik bisakrilamid’den 670 pl, %10’luk SDS’den 40 pul, %5’lik
TEMED’den 4 pl, ve saf sudan 2,7 ml alinarak karistirildi. Son olarak yine giinliik
hazirlanmis %10’luk amonyum persiilfat (NH4)2S,0g (PER)’den 40 pl ilave edilir.

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 2,03 ml 1M Tris-HCl (pH: 8,8), 2,67 ml %30’luk
akrilamid, %0,8’lik bisakrilamid, 80 ul %10 SDS, 3,2 ul %5’lik TEMED (N,N,N’,N’-
tetrametil etilen daimin) ve 3,15 ml su karistirilir. Bu karisimin iizerine en son olarak 80
ul %10’luk PER ilave edilir. Burada kullanilan PER kullanilmadan hemen 6nce taze

olarak hazirlanir.
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3.3.9. AOX proteini ifadesi analizi (Western Blot)

Bitki dokularindan izole edilen mitokondrial protein ekstraktlart %4-10 kesikli sodyum
dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) Laemmli (1970) yontemi
ile molekiil biiylikliigline gore ayrimi yapilacak. Daha sonra molekiil biiyiikliigiine gore
ayrilmig proteinler Towbin et al (1979) tarafindan tanimlanan metodla 13mM tris (pH:
7,2), %10 metanol ve 190 mM glisin igeren tamponda nitroseluloz memrana (0,45 mm
por biiyiikliigiine sahip) 60 mA akim ile bir saat siireyle (semi-dry) blotlama cihazinda
transfer gergeklestirilir. %0,1 Tween-20, 140 mM NacCl iceren 20 mM Tris tamponunun
(pH: 7,6) hacmine oranla %3 BSA (sigir serum albumini) ve %5 siit tozu katilir ve
membranlar bu ¢ozeltide 4°C’de bir gece inkiibe edilir. Memran %0,1 Tween-20’de
yikandiktan sonra AOX’e kargi Sauromatum guttatumdan elde edilen monoklonal
antikorlar (Elthon et al. 1989) (1: 100 oraninda seyreltilmis) igeren tween-20 de %5 siit
tozuyla bir saat oda sicakliginda inkiibe edilir. 4 kez 5’er dakika %0,1 Tween-20’de
yikanan memran, yabanturpu peroksidazina baglanmig anti-mouse sekonder
antikorlarmi (1:10000 oraninda seyreltilen) igeren %0,1 Tween-20 ve %2 siit tozunda
iki saat oda sicakliginda inkiibasyona birakilir. Memran 6 kez 5’er dakika %0,1 Tween-
20 ile yikanir. Cross-reacted antikor SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate (Pierce, Perbio Science UK) kullanilarak AOX protein bantlar1 saptanr.

Western blot ile AOX ifade analizinin degerlendirilmesinde TotalLab TL-120 programi

kullanilmistir.

3.3.10. istatistiksel analiz

Tez igerisinde sunulan sonuglar, her bir uygulamadan en az iki biyolojik tekrar ve her
bir biyolojik tekrar i¢in en az {i¢ tekerriir yapildiktan sonra elde edilen en az alt1 degerin
ortalamasidir. Analizler “(iki kuyruklu) Student t test” programu kullanilarak yapilmis
ve 0.05 hata seviyesinde onemli bulunan degerler istatistiksel agidan anlamli olarak

kabul edilmistir.
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Western blot ile AOX ifade analizinin degerlendirilmesinde TotalLab TL-120

kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Yapilan galismalarda soguga tolerans yetenekleri farkli olan bugdayin (Tiritucum
aestivum cv. Yildirirm Dogu-88, Ayyildiz, Alparslan) dort ayr1 varyetesi, misirin (Zea
mays cv. SZE-TC-513, LG, Antisis) li¢ ayr1 varyetesi, fasulye (phaseolus vulgaris cv.
Elkoca) ve kara lahana (Brassica oleracea) bitkilerinin yapraklari kullanigmistir.
Arastirma icin kullanilan bugday bitkisi varyetelerinden Alparslan’nin -19°C’ye, Dogu-
88 ve Ayyildiz’in -15°C’ye ve Yildirim’m -15°C’nin altindaki sicakliklara dayanikli
oldugu bilinmektedir. Bitkiler iklim dolabinda kontrol sartlarinda (25/20°C sicaklik ve
14/10 saat 1s1k-karanlik periyodunda 20.000 liiks, %70 nem) biyiitiilmiistiir. Her saksi,
kesilecegi giine kadar, giinliik esit miktarda saf su ile sulanmistir. Bugday bitkisi igin
5/2°C, musir bitkisi i¢in10/7°C, fasulye bitkisi i¢in 8/5°C, lahana bitkisi i¢in ise 5/2°C
sicaklik degerlerine sahip iklim dolabina aktarilan bitkiler 48 saat sonra hasat edilerek
MDA diizeyleri, total protein miktari, antioksidan enzim aktiviteleri, Antioksidan
madde igerigi (Siiperoksit Oy igerigi, H20; icerigi), AOX aktivitesi ve AOX proteinin
ifade diizeylerindeki degisimler belirlenmeye ¢alisilmigtir. Parametre sonuglarinin daha

anlasilir olabilmesi agisindan her bir tiir asagidaki gibi kodlanmistir.

Cizelge 4.1. Bugday, misir, fasulye ve lahana bitkisine ait kodlamalar

Yildirm Bl SZE-TC-513 M1

BUGDAY Dogu-88 B2 MISIR LG M2
Ayyildiz B3 Antisis M3
Alparslan B4

FASULYE Elkoca F LAHANA L
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4.1. Coziinebilir Protein Tayini Sonuc¢lar:

Coziinebilir protein miktar1 soguk uygulanan gruplarda bugday ve misir bitkisinin tim

varyetelerinde, fasulye ve lahana bitkisinde kontrol gruplarina gore artis géstermistir.

Cizelge 4.2. Bitkilerin mg/g protein doku miktarlari

Tiir Kod * mg/g protein doku
Yildirim knt Bl 4.485 mg
Yildirim sgk Bl 6.66 mg
Dogu-88 knt B2 6.39 mg
Dogu88 sgk B2 7.465 mg
Ayyildiz knt B3 5.155 mg
Ayyildizs gk B3 6.755 mg
Alparslan knt B4 4.710 mg
Alparslan sgk B4 7.35 mg
SZE-TC-513 knt M1 2.4 mg
SZE-TC-513sgk M1 3.93 mg
Lg knt M2 4.015 mg
Lg sgk M2 5.385 mg
Antisis knt M3 4.38 mg
Antisis sgk M3 5.43 mg
Fasulye knt F 4.985 mg
Fasulye sgk F 6.57 mg
Lahana knt L 2.2mg
Lahana sgk L 3.41 mg

*B= Bugday, M= Misir, F= FAsiilye, L= Lahana
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4.2. Lipid Peroksidasyon Seviyesi (MDA i¢erigi) Sonuclari

Diisiik sicaklik uygulamasmin bugday bitkisinin dort varyetesinde, MDA igerigini
kontrol gruplarina oranla artirdigi belirlenmistir (Sekil 4.1). MDA igerigi B1 kontrol
bitki yapraklarinda 0.15 nmol.g'1 degerinde Olgiilmiistiir. Soguk uygulamasi ise Bl
bitkisinin MDA igerigini kontrol grubuna gére %26.6 oraninda artirarak 0.19 nmol.g™
degerine yiikselttigi tespit edilmistir. MDA igerigi B2 kontrol bitki yapraklarinda 0.19
nmol.g™ degerinde oOlgiilmiistiir. Soguk uygulamasi ise Bl bitkisinin MDA igerigini
kontrol grubuna gore %47.3 oraninda artirarak 0.28nm01.g'1degerine yiikselttigi tespit
edilmistir. MDA icerigi B3 kontrol bitki yapraklarnda 0.23 nmol.g degerinde
Ol¢iilmiistiir. Soguk uygulamasi ise B1 bitkisinin MDA igerigini kontrol grubuna goére
%8.7 oraninda artirarak 0.25 nmol. g'1 degerine yiikselttigi tespit edilmistir. MDA igerigi
B4 kontrol bitki yapraklarinda 0.19 nmol.g™ degerinde l¢iilmiistiir. Soguk uygulamasi
ise B1 bitkisinin MDA igerigini kontrol grubuna gore %4.7 oraninda artirarak 0.22
nmol.g™ degerine yiikselttigi tespit edilmistir.

0,30 -

0,25 ~

*
*
I
0,20 -
= I

0,151 =
0,10 -
0,05 -
0,00

B1K  B1S B2K  B2S B3K  B3S B4K  B4S

Sekil 4.1. Bugday bitkisi varyetelerinde (B1, B2, B3, B4) soguk uygulamasma gore
MDA igeriginin degisimi

*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir.

MDA igerigi nmol. g-1 doku
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Diistik sicaklik uygulamasinin misir bitkisinin dort varyetesinde, MDA igerigini kontrol
gruplarina oranla artirdigi belirlenmistir (Sekil.4.2.). MDA igerigi M1 kontrol bitki
yapraklarinda 0.08 nmol.g'1 degerinde Olclilmiistiir. Soguk uygulamasi ise B1 bitkisinin
MDA igerigini kontrol grubuna gore %125 oraninda artirarak 0.18 nrnol.g‘1 degerine
yiikselttigi tespit edilmistir. MDA igerigi M2 kontrol bitki yapraklarinda 0.09 nmol.g™
degerinde Olclilmistiir. Soguk uygulamasi ise B1 bitkisinin MDA igerigini kontrol
grubuna goére %122 oraninda artirarak 0.20 nrnol.g'1 degerine yiikselttigi tespit
edilmistir MDA igerigi M3 kontrol bitki yapraklarinda 0.11 nmol.g'1 degerinde
Olciilmiistlir. Soguk uygulamasi ise B1 bitkisinin MDA igerigini kontrol grubuna gore
%45 oraninda artirarak 0.16 nmol.g™ degerine yiikselttigi tespit edilmistir.

0,25

o o o

— — N

o ()} o
1 1 1

MDA igerigi nmol. g doku

o

o

a
I

0,00

M1K M1S M2K M2S M3K M3S

Sekil 4.2. Misir bitkisi ¢esitlerinde (M1, M2, M3) soguk uygulamasina gére MDA
iceriginin degisimi
*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

Diistik sicaklik uygulamasinin fasulye bitkisinde MDA igerigini kontrol grubuna oranla
artirdig1 belirlenmistir (Sekil 4.3). MDA igerigi F kontrol bitki yapraklarinda 0.20
nmol.g”! degerinde &lgiilmiistiir. Soguk uygulamas ise Bl bitkisinin MDA igerigini
kontrol grubuna gére %10 oraninda artirarak 0.22 nmol.g” degerine yiikselttigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.3. Fasulye bitkisi(F) soguk uygulamasinda MDA igeriginin degisimi

*P< 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

Diisiik sicaklik uygulamasinin lahana bitkisinde MDA igerigini kontrol grubuna oranla
artirdigr belirlenmistir (Sekil.4.4.). MDA igerigi L kontrol bitki yapraklarinda 0.07
nmol.g” degerinde &lgiilmiistiir. Soguk uygulamasi ise Bl bitkisinin MDA igerigini
kontrol grubuna gére %10 oraninda artirarak 0.14 nmol.g™ degerine yiikselttigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.4. Lahana bitkisi(L) soguk uygulamasinda MDA igeriginin degisimi

*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir
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4.3. Antioksidan Enzim Aktiviteleri Sonuclar:

4.3.1. Katalaz (CAT) aktivitesi sonuglari

Bugday bitkisi yapraklarinda soguk uygulamasinin CAT aktivitesini B3 ile kodlanan
varyetede artirdigi tespit edilmistir (Sekil 4.5). CAT aktivitesi B1 varyetesi kontrol
grubunda 133 nmol.min*.mg™® doku degeri elde edilirken soguk grubunda 123
nmol.min'l.mg'l doku aktivite degerleri elde edilmistir. Diistik sicaklik uygulamasinin
CAT aktivitesi doku degeri kontrol grubuna oranla %-7.51 azalttig1 tespit edilmistir.
CAT aktivitesi B2 varyetesi kontrol grubunda 85 nmol.min*.mg™ doku degeri elde
edilirken soguk grubunda 84 nmol.min™.mg™ doku aktivite degerleri elde edilmistir.
Diisiik sicaklik uygulamasinin CAT aktivitesi doku degerini kontrol grubuna oranla %-
1.17 azalttig1 tespit edilmistir. CAT aktivitesi B3 varyetesi kontrol grubunda 170
nmol.min*.mg™ doku degeri elde edilirken soguk grubunda 178.5 nmol.min™".mg™ doku
aktivite degerleri elde edilmistir. Diisiik sicaklik uygulamasinin CAT aktivitesi doku
degerini kontrol grubuna oranla %4.7 artirdig1 tespit edildi. CAT aktivitesi B4 varyetesi
kontrol grubunda 133 nmol.min™.mg™* doku degeri elde edilirken soguk grubunda 116
nmol.min™.mg™ doku aktivite degerleri elde edilmistir. Diisiik sicaklik uygulamasmin

CAT aktivitesi doku degerini kontrol grubuna oranla %-12.7 azalttigi tespit edilmistir.
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CAT aktivitesi nmol.min-t.mg-* doku

Sekil 4.5. Bugday bitkisi ¢esitlerinde (B1, B2, B3, B4) diisiik sicakligin CAT aktivitesi
tizerine etkileri
*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

Misir bitkisi yapraklarinda soguk uygulamasinin CAT aktivitesini M1, M2, M3 ile
kodlanan varyetelerde azalttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.6). CAT aktivitesi M1 varyetesi
kontrol grubunda 33.1 nmol.min®.mg™ doku degeri elde edilirken soguk grubunda 28
nmol.min™.mg™ doku aktivite degerleri elde edilmistir. Diisiik sicaklik uygulamasmin
CAT aktivitesi doku degerini kontrol grubuna oranla %15 azalttig1 tespit edilmistir.
CAT aktivitesi M2 varyetesi kontrol grubundal9.4 nmol.min®.mg® doku degeri elde
edilirken soguk grubunda 13.6 nmol.min™.mg™ doku aktivite degerleri elde edilmistir.
Diisiik sicaklik uygulamasinin CAT aktivitesi doku degerini kontrol grubuna oranla %-
31.7 azalttigi tespit edilmistir. CAT aktivitesi M3 varyetesi kontrol grubunda 36.3
nmol.min™.mg™ doku degeri elde edilirken soguk grubunda 14.9 nmol.min™.mg™ doku
aktivite degerleri elde edilmistir. Diisiik sicaklik uygulamasinin CAT aktivitesi doku

degerini kontrol grubuna oranla %-27 azalttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.6. Misir bitkisi gesitlerinde (M1, M2, M3) diisiik sicakligin CAT aktivitesi

tizerine etkileri
*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

Fasulye bitkisi yapraklarinda soguk uygulamasinin CAT aktivitesini azalttig1 tespit
edilmistir (Sekil 4.7). CAT aktivitesi fasulye bitkisi yapraklarinda kontrol grubunda
46.6 nmol.min™.mg™ doku degeri elde edilirken soguk grubunda 45.4 nmol.min™.mg™
doku aktivite degerleri elde edilmistir. Diistik sicaklik uygulamasinin CAT aktivitesi
doku degerini kontrol grubuna oranla %-2.1 azalttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.7. Fasulye bitkisinde diisiik sicakligin CAT aktivitesi lizerine etkisi
*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir
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Lahana bitkisi yapraklarinda soguk uygulamasinin CAT aktivitesini artirdigi tespit
edilmistir (Sekil 4.8). CAT aktivitesi lahana bitkisi yapraklarinda kontrol grubunda 38.2
nmol.min®.mg™ doku degeri elde edilirken soguk grubunda 47.1 nmol.min™.mg™ doku
aktivite degerleri elde edilmistir. Diisiik sicaklik uygulamasinin CAT aktivitesi doku

degerini kontrol grubuna oranla %23 artirdig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. Lahana bitkisinde diisiik sicakligin CAT aktivitesi tizerine etkisi

*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

4.3.2. Peroksidaz aktivitesi sonuglari

Bugday bitkisinde soguk uygulamasi, kontrol grubu bitkilerine goére Bl, B3 ,B4
varyetelerinin POD aktivitesinde diisiise neden oldugu saptanirken B4 varyetesinde
artirdig@r saptanmistir (Sekil 4.9) B1 varyetesinin kontrol grubunda POD enzim aktivitesi
77 U.mg™ protein olarak 6lgiiliirken soguk uygulamasinda bu deger 68 U.mg™ protein’e
gerilemistir.B1 varyetesinde soguk uygulamasi POD enzim aktivitesi kontrol grubuna
%-11.6 oraninda diisiis gostermistir. B2 varyetesinin kontrol grubunda POD enzim
aktivitesi 65 U.mg™ protein olarak 6l¢iiliirken soguk uygulamasinda bu deger 89 U.mg™
protein’e yiikselmistir.B2 varyetesinde soguk uygulamasi POD enzim aktivitesi kontrol
grubuna gore %36.9 oraninda artig gostermistir.B3 varyetesinin kontrol grubunda POD
enzim aktivitesi 76 U.mg™ protein olarak lgiiliirken soguk uygulamasinda bu deger

67.8 U.mg™ protein’e gerilemistir.B3 varyetesinde soguk uygulamasi POD enzim
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aktivitesi kontrol grubuna gore %-2.5 oraninda diisiis gostermistir.B4 varyetesinin
kontrol grubunda POD enzim aktivitesi 67.8 U.mg™ protein olarak ol¢iiliirken soguk
uygulamasinda bu deger 53 U.mg'1 protein’e gerilemistir.B3 varyetesinde soguk
uygulamast POD enzim aktivitesi kontrol grubuna goére %-20 oraninda diisiis

gostermistir.
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Sekil 4.9. Bugday bitkisi gesitlerinde (B1, B2, B3, B4) diisiik sicakligin POD aktivitesi
tizerine etkileri
*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

POD aktivitesi U.mg-! protein

Misir bitkisinde soguk uygulamasi, kontrol grubu bitkilerine gére M1, M2, M3
varyetelerinin POD aktivitelerini diigiirdiigii tespit edilmistir (Sekil 4.10). M1
varyetesinin kontrol grubunda POD enzim aktivitesi 26 U.mg™ protein olarak
Slgiilirken soguk uygulamasinda bu deger 15 U.mg™ protein’e gerilemistir.M1
varyetesinde soguk uygulamast POD enzim aktivitesi kontrol grubuna gore %-42
oraninda diiglis gostermistir. M2 varyetesinin kontrol grubunda POD enzim aktivitesi
11.7 U.mg'1 protein olarak Olgiiliirken soguk uygulamasinda bu deger 7.8 U.mg'1
protein’e gerilemistir. M2 varyetesinde soguk uygulamas: POD enzim aktivitesi kontrol
grubuna gore %-36 oraninda diisiis gostermistir.M3 varyetesinin kontrol grubunda POD
enzim aktivitesi 7.2 U.mg™ protein olarak ol¢iiliirken soguk uygulamasinda bu deger 5.3
U.mg'1 protein’e gerilemistir. M3 varyetesinde soguk uygulamasi POD enzim aktivitesi

kontrol grubuna gore %-28 oraninda diisiis gostermistir.
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Sekil 4.10. Misir bitkisi gesitlerinde(M1, M2, M3) diisiik sicakligin POD aktivitesi

lizerine etkileri
*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

Fasulye bitkisi yapraklarinda soguk uygulamasinin POD aktivitesini azalttig1 tespit
edilmistir (Sekil 4.11) Fasulye bitkisi. kontrol grubunda POD enzim aktivitesi 32.9
U.mg™ protein olarak 8lgiiliirken soguk uygulamasinda bu deger 11.9 U.mg™ protein’e
diistirmustiir. Fasulye bitkisi soguk uygulamasi POD enzim aktivitesi kontrol grubuna

gore %-65 oraninda azaltmistir.
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Sekil 4.11. Fasulye bitkisinde diisiik sicakligin POD aktivitesi tizerine etkisi

* P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir
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Lahana bitkisi yapraklarinda soguk uygulamasinin POD aktivitesini artirdigi tespit
edilmistir (Sekil 4.12). Lahana bitkisi kontrol grubunda POD enzim aktivitesi 3.2 U.mg’
! protein olarak Olgiiliirken sofguk uygulamasinda bu deger 6.8 U.rng'1 protein’e
yiikselmistir. Lahana bitkisi soguk uygulamasi POD enzim aktivitesi kontrol grubuna

gore %50 oraninda artirmistir.
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Sekil 4.12. Lahana bitkisinde diisiik sicakligin POD aktivitesi tizerine etkisi

*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

4.3.3. Siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi sonuglari

Bugday bitkisinin B1, B3 ve B4 varyetelerinin soguk gruplarinda SOD aktivitesi
kontrol gruplarina gore diisiis gosterirken B2 varyetesinde artisin oldugu kaydedilmistir
(Sekil 4.13). B1 varyetesinin kontrol grubunda SOD aktivitesi 55 U.mg™ protein degeri
kaydedilirken soguk grubunda 47 U.mg™ protein olarak kaydedilmistir. B1 varyetesinde
soguk uygulamasi SOD enzim aktivitesi kontrol grubuna gore %-14 oraninda diisiis
gdstermistir. B2 varyetesinin kontrol grubunda SOD aktivitesi 28 U.mg™ protein degeri
kaydedilirken soguk grubunda 33 U.mg'1 protein olarak kaydedilmistir. B2 varyetesinde
soguk uygulamast SOD enzim aktivitesi kontrol grubuna gore %17 oraninda artig
gdstermistir. B3 varyetesinin kontrol grubunda SOD aktivitesi 24 U.mg™ protein degeri
kaydedilirken soguk grubunda 26 U.mg™ protein olarak kaydedilmistir. B3 varyetesinde
soguk uygulamasi SOD enzim aktivitesi kontrol grubuna gore %-17 oraninda azalma

gdstermistir.B4 varyetesinin kontrol grubunda SOD aktivitesi 26 U.mg™ protein degeri
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kaydedilirken soguk grubunda 6 U.mg™ protein olarak kaydedilmistir. B4 varyetesinde
soguk uygulamasi SOD enzim aktivitesi kontrol grubuna gore %-76 oraninda azalma

gostermistir.

60 -

40 -

30 -

20 +

SOD aktivitesi U.mg-! protein
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Sekil 4.13. Bugday bitkisi ¢esitlerinde (B1, B2, B3, B4) diisiik sicakligin SOD aktivitesi

lizerine etkileri
*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

Diisiik uygulamasinin musir bitkisinin M1,M2,M3 varyetelerinin tamaminda SOD
aktivitesini diigiirdiigii kaydedilmisir (Sekil 4.14). M1, M2, M3 varyetelerinin kontrol
grubuplarinda SOD aktivitesi sirastyla 41.8 U.mg™ protein, 23.5 U.mg™ protein ve 27.8
U.mg’ protein degerleri kaydedilirken; soguk gruplarinda sirasiyla 28.3 U.mg™
protein,16.3 U.mg™ protein ve 8.5 U.mg™ protein olarak kaydedilmistir. M1, M2 ve M3
varyetelerinde soguk uygulamasi SOD enzim aktivitelerini kontrol gruplarina gore

strastyla %-31, %-30 ve %-70 oraninda diistirdiigii kaydedilmistir.
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Sekil 4.14. Misir bitkisi gesitlerinde(M1, M2, M3) diisiikk sicakligin SOD aktivitesi

lizerine etkileri
* P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

Fasulye bitkisi yapraklarinda soguk uygulamasinin SOD aktivitesini azalttig1 tespit
edilmistir (Sekil 4.15). Fasulye bitkisi. kontrol grubunda SOD enzim aktivitesi 25.8
U.mg™ protein olarak 6lgiiliirken soguk uygulamasinda bu deger 12.6 U.mg™ protein’e
diisiirmiistiir. Fasulye bitkisi soguk uygulamasi POD enzim aktivitesi kontrol grubuna

gore %-52 oraninda azaltmistir.
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Sekil 4.15. Fasulye bitkisinde diistik sicakligin SOD aktivitesi tizerine etkisi

*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir
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Lahana bitkisi yapraklarinda soguk uygulamasinin SOD aktivitesini artirdigi tespit
edilmistir (Sekil 4.16). Lahana bitkisi kontrol grubunda SOD enzim aktivitesi 24.1
U.mg'1 protein olarak oOlciiliirken soguk uygulamasinda bu deger 26 U.mg'1 protein’e
yiikselmistir. Lahana bitkisi soguk uygulamasi POD enzim aktivitesi kontrol grubuna

gore %8 oraninda artirmistir.
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Sekil 4.16. Lahana bitkisinde diisiik sicakligin SOD aktivitesi lizerine etkisi

*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

4.3.4. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi sonuclar:

Bugday bitkisinin ¢aligilan tiim varyetelerinde, soguk gruplarin APX enzim aktiviteleri
sonuglarinin kontrol gruplara gore yiikseldigi kaydedilmistir (Sekil 4.17). B1, B2, B3,
B4 varyetelerinde enzim aktivitesi degerleri kontrol gruplarinda sirasiyla 3,55
nmol.min™.mg™, 1.8 nmol.min".mg, 3.01 nmol.min".mg™* doku ve 2.9 nmol.min"*.mg’
! doku olarak lgiiliirken, soguk gruplarinda sirastyla 3.59 nmol.min.mg™ doku, 2.34
nmol.mint.mg™ doku, 4.1 nmol.min*.mg™* doku, 3.8 nmol.min™.mg* doku olarak
Olciilmiistiir. Her bir cesitteki APX enzim aktivitesi degisimi artis gostererek sirasiyla

%1, %30, %36 ve %45 oranlarina ulagmaistir.
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Sekil 4.17. Bugday bitkisi ¢esitlerinde(B1,B2,B3,B4) diisiik sicakligin APX aktivitesi

tizerine etkileri
*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

Muisir bitkisinin ¢aligilan varyetelerinde, soguk uygulamasinin APX enzim aktiviteleri
sonuglarint kontrol gruplara gore artirdigi kaydedilmistir (Sekil 4.18). M1, M2, M3
varyetelerinde enzim aktivitesi degerleri kontrol gruplarinda sirasiyla 2.9 nmol.min
' mg* doku, 0.4 nmol.min®.mg™ doku, 1.4 nmol.min“.mg® doku olarak lgiiliirken,
soguk gruplarinda sirasiyla 3.1 nmol.min®.mg™ doku, 1.6 nmol.min".mg™ doku, 1.5
nmol.min".mg™® doku olarak ®l¢iilmiistir. Her bir cesitteki APX enzim aktivitesi

degisimi artis gostererek sirasiyla %1, %30, %36 ve %45 oranlarina ulagmistir.
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Sekil 4.18. Misir bitkisi ¢esitlerinde(M1,M2,M3) diisiik sicakligin APX aktivitesi

lizerine etkileri
*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

Fasulye bitkisinde APX enzim aktivitesi sonucu kontrol grubunda 0.06 nmol.min™.mg™
doku kaydedilirken soguk uygulamasi sonucunda enzim aktivitesi degeri 0.07
nmol.min-.mg™® doku olarak kaydedilmistir ve bu artis kontrol grubuna gore soguk

grubunda APX enzim aktivitesi degerini %16 oraninda artirmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Fasulye bitkisinde diisiik sicakligin APX aktivitesi {izerine etkisi

*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir
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Lahana bitkisinde APX enzim aktivitesi sonucu kontrol grubunda 0.06 nmol.min™.mg™
doku kaydedilirken soguk uygulamasi sonucunda enzim aktivitesi degeri 0.08
nmol.min®.mg™ doku olarak kaydedilmistir ve bu artis kontrol grubuna gére soguk

grubunda APX enzim aktivitesi degerini %33 oraninda artirmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Lahana bitkisinde diisiik sicakligin APX aktivitesi tizerine etkisi

*P < 0.05 énem seviyesine gore fark anlamlidir

4.3.5. Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi sonugclari

Bugday bitkisi varyetelerinden B1 ile kodlanmis bitkide kontrol grubuna goére soguk
uygulamasi GR aktivesinde azalmaya sebep olurken, B2, B3 ve B4 ile kodlanan
varyetelerde soguk uygulamasi1 GR aktivitesini artirmistir (Sekil 4.21). B1, B2, B3 ,B4
varyetelerinde GR aktvitesi kontrol bitkilerinde sirasiyla 1.59 nmol.min.mg™ doku,
0.21 nmol.min™.mg™ doku, 1.12 nmol.min".mg™ doku, 1.45 nmol.min*.mg™ doku
degerleri kaydedilirken ayn1 gruplara soguk uygulamasi ardindan GR aktvitesi degerleri
1.2 nmol.mint.mg™ doku, 1.22 nmol.min*.mg™ doku, 1.41 nmol.min".mg™* doku, 1.6
nmol.min™.mg’1 doku seklinde kaydedilmistir. Soguk uygulamasi bugday bitkisinin B1
kodlu varyetesinde kontrol grubuna oranla GR aktvitesini %-24 oraninda azaltirken, B2,
B3, B4 varyetelerinin GR aktvitelerini sirasiyla %476, %25 ve %79 oraninda artirmistir.
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Sekil 4.21. Bugday bitkisi ¢esitlerinde (B1, B2, B3, B4) diisiik sicakligin GR aktivitesi
tizerine etkileri
*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

GR aktivitesi nmol.min-t.mg* doku

Muisir bitkisinin M1, M2 ile kodlanan varyetelerinde soguk uygulamasi kontrol gruplara
gore GR aktivitesinde diisiise sebep olurken,M3 ile kodlanan varyetesinde artiga sebep
olmustur (Sekil 4.22). M1 ve M2 ile kodlanan varyetelerin kontrol gruplarinda GR
aktivitesi sirasiyla 2.42 nmol.min.mg? doku, 1.86 nmol.min".mg™" doku olarak
Slgiiliirken soguk uygulamasi yapilan gruplarda degerler sirasiya 1.28 nmol.min™.mg™
doku,1.50 nmol.min™.mg™ doku olarak &l¢iilmiistiir. M3 varyetesinde ise kontrol grubu
GR aktivitesi 1.42 nmol.min®.mg1 doku olarak kaydedilmis soguk uygulamasi
sonrasinda GR aktivitesi 1.50 nmol.min‘l.mg‘1 doku 6l¢iilerek artis gostermistir.M1, M2
kodlu varyetelerin soguk uygulamasinda kontrol gruplarina kiyasla GR enzim aktivitesi
sirastyla %-47, -%19 oraninda azalma gosterirken M3 kodlu varyetenin soguk

uygulamasinda kontrol gruplarina oranla %4 artis gosterdigi kaydedilmistir.
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Sekil 4.22. Misir bitkisi ¢esitlerinde(M1,M2,M3) diisiik sicakligin GR aktivitesi lizerine
etkileri
*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

Fasulye bitkisinde soguk uygulamasi kontrol grubuna gére GR enzim aktivitesini
diisiirmiistiir (Sekil 4.23). Kontrol grubunda GR enzim aktivitesi 0.42 nmol.min*.mg™
doku degerindeyken soguk uygulamasi neticesinde GR enzim aktivitesi degeri 0.38
nmol.min".mg™ doku degerine gerilemistir. Soguk uygulamasi kontrol grubuna gore

GR enzim aktivitesini %-9 oraninda distirmiistiir.
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Sekil 4.23. Fasulye bitkisinde diisiik sicakligin GR aktivitesi tizerine etkisi
*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir
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Lahana bitkisinin kontrol grubunda GR enzim aktivitesi degeri 0.34 nmol.min".mg™
doku seklinde kaydedilirken soguk uygulamasi sonrasinda GR enzim aktivitesi degeri
yiikselerek 0.40 nmol.min>.mg™ doku olmustur (Sekil 4.24). Bitkinin kontrol grubuna

kiyasla soguk uygulamasi GR enzim aktivitesini %17.6 oraninda artirmistir.
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Sekil 4.24. Lahana bitkisinde diisiik sicakligin GR aktivitesi iizerine etkisi
*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

4.4. Hidrojen peroksit (H,O;) icerigi sonuglari

Bugday bitkisinin Bl ile kodlanan varyetesinin yaprak dokularinda kontrol grubunda
0.24 nmol.g™ degerinde 6lgiilen H,0; igerigini soguk uygulamasi ile %4 oranmin da
artarak 0.25 nmol.g™* degerine ulastigi saptanmistir.B2, B3, B4 varyetelerinin kontrol
gruplarinin yaprak dokularindaki H,O igerigi sirasiyla 0.123 nmol.g™, 0.16 nmol.g™,
0.12 nmol.g'l degerlerinde Olciiliirken aymi varyetelerin soguk uygulamasi sonucunda
yaprak dokularindaki H,O, igerigi 0.1lnmol.g™, 0.14 nmol.g®, 0.09 nmol.g™*
degerlerinde Olciilerek, %-4, %-12, %-25 oraninda azalma oldugu belirlenmistir (Sekil
4.25).
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Sekil 4.25. Bugday bitkisi cesitlerinde(B1, B2, B3, B4) diisiikk sicakligin H;0;
aktivitesi iizerine etkileri
*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

H202 icerigi nmol.g-1 doku

Misir bitkisinin M1, M2, M3 ifadeleriyle kodlanan varyetelerinin H,O; igeriginde soguk
uygulamasiyla kontrol gruplarina gére azalma oldugu kaydedilmistir (Sekil 4.26). M1,
M2, M3 bitkilerinin yaprak dokularinda kontrol gruplarinda H,O; igerigi sirasiyla 0.2
nmol.g™, 0.23 nmol.g™, 0.19 nmol.g™ ; soguk uygulamasiyla bu degerler 0.19 nmol.g™,
0.17 nmol.g*, 0.16 nmol.g™ olarak dlgiilmiistiir. H,O; igerigini soguk uygulamasi M1
bitkisinde %-5, M2 bitkisinde %-26, M3 bitkisinde ise %-15 oranininda azalttigi

saptanmistir.
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Sekil 4.26. Misir bitkisi ¢esitlerinde(M1, M2, M3) disiik sicakligin H,O, aktivitesi

lizerine etkileri
*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

Fasulye bitkisinde de soguk uygulamasi H,O; igerigini azaltmistir. Kontrol bitkisinde
H,0, igerigi 0.56 nmol.g" degerinde 6lgiiliirken soguk uygulamasiyla bu deger %-
44oraninda azalarak 0.31 nmol.g™ degerine ulagtirmustir (Sekil 4.27).

H,0, igerigi nmol.g* doku

FK FS

Sekil 4.27. Fasulye bitkisinde diisiik sicakligin H,O, aktivitesi tizerine etkisi
*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir
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Lahana bitkisinde soguk uygulamas1 HyO; icerigini artirmistir. Kontrol bitkisinde H2O;
icerigi 0.09 nmol.g? degerinde Sl¢iilmesine ragmen soguk uygulamas: bu degeri %22

oraninda artirmig ve 0.11 nmol. g'l degerine ulastirmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Lahana bitkisinde diisiik sicakligin H,O; aktivitesi tizerine etkisi
*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

4.5. Siiperoksit O, Icerigi Sonuclar

Bugday varyetelerinin yaprak dokusunda siliperoksit anyonu igerigi soguk uygulamasi
ile yiikseldigi belirlenmistir (Sekil 4.29). B1, B2, B3, B4 ifadeleriyle kodlanan
varyetelerin kontrol gruplarinda siiperoksit anyonu igerigi sirasiyla 0.30 nmol.min™.g™*
,0.23 nmol.min.g™ , 0.28 nmol.min™.g™ ,0.23 nmol.min™.g* degerleri kaydedilmis
soguk uygulamasi sonrasinda bu degerler sirasiyla 0.38 nmol.min™.g™* ,0.27 nmol.min"
19,0.31 nmol.min™.g? ,0.32 nmol.min™.g* degerlerine ulasarak artis gostermistir.B1,
B2, B3 ve B4 bitkilerinin siiperoksit anyonu igerigiklerinde kontrol gruplarina oranla

%26, %17, %10, %39 artis kaydedilmistir.
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Sekil 4.29. Bugday bitkisi gesitlerinde(B1, B2, B3, B4) diisiik sicakligin Siiperoksit
aktivitesi iizerine etkileri
*P<0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

Muisir varyetelerinin yaprak dokusunda soguk uygulamasi ile siiperoksit anyonu icerigi
M1 ve M2 ifadeleriyle kodlananlarda azalirken M3 varyetesinde yiikseldigi
belirlenmistir (Sekil 4.30). M1, M2 bitkilerinde siiperoksit anyonu igerigi degerleri
sirastyla 0.27 nmol.min.g? ,0.28 nmol.mint.g" kaydedilmis soguk uygulamas
sonrasinda bu degerler sirasiyla 0.26 nmol.min™.g™* ,0.27 nmol.min*.g™?, degerlerine
inerek azalma gostermistir. M1 ve M2 bitkilerinin her ikisinde de siiperoksit anyonu
icerigi soguk uygulamastyla %3 oraninda diisiis gdstermistir. M3 bitkisinde ise kontrol
grubunda 0.19 nmol.mint.g? olarak &lgiilen siiperoksit anyonu miktar1 soguk

uygulamasi ile %52 oraninda artigla 0.29 nmol.min".g™* olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.30. Misir bitkisi ¢esitlerinde (M1, M2, M3) diisiik sicakligin Siiperoksit

aktivitesi lizerine etkileri
*P<0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

Fasulye yaprak dokusunda siiperoksit anyonu igerigi soguk uygulamasi ile diigmiistiir.
Kontrol grubunda 0.26 nmol.min™.g? olarak &lgiilen siiperoksit anyonu miktar1 soguk
uygulamasi ile %-15 oraninda azalmayla 0.22 nmol.min™.g™ olarak belirlenmistir (Sekil
4.31).
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Sekil 4.31. Fasulye bitkisinde diistik sicakligin Siiperoksit aktivitesi iizerine etkisi
*P<0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir
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Lahananin yaprak dokusunda siiperoksit anyonu igerigi soguk uygulamasi ile yiikseldigi
belirlenmistir (Sekil 4.32). Kontrol grubunda 0.06 nmol.min™.g™ olarak &lgiilen
siiperoksit anyonu miktar1 soguk uygulamasi ile %3 oraninda artigla 0.062 nmol.min’l.g'

! olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.32. Lahana bitkisinde diisiik sicakligin Siiperoksit aktivitesi tizerine etkisi
*P < 0.05 6nem seviyesine gore fark anlamlidir

4.6. AOX proteini ifadesi analiz Sonuglar1 (Western Blot)

Arastirmanin bu kismina bitkilerin yaprak dokularindan mitokondri izole edilerek AOX

proteinin ifade diizeyi belirlenirken kullanilan western blot teknigi ile devam edilmistir.
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Sekil 4.33. Diisiik sicaklik uygulamalariyla bugday bitkisinde AOX proteini translasyon
diizeyi degisimi

Bugday bitkisi varyetelerinin tamaminda, yaprak dokusu mitokondrilerinde diisiik
sicaklik uygulamasiyla AOX proteini diizeyi artig1 belirgin olarak goriilebilmektedir
(Sekil 4.33).
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Sekil 4.34. Diisiik sicaklik uygulamalariyla bugday bitkisinde AOX proteini translasyon
diizeyinin analizi
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Diisiik sicaklik uygulamasi neticesinde AOX proteini translasyon diizeyi analizlerine
gore bugday varyetelerinden B1, B2, B3 ve B4 bitkilerinde sirasiyla %47, %33.5, %31
ve %70 oraninda artig oldugu belirlenmistir (Sekil 4.34).

Sekil 4.35. Diisiik sicaklik uygulamalariyla misir bitkisinde AOX proteini translasyon
diizeyi degisimi

Muisir bitkisi varyetelerinin tamaminda, yaprak dokusu mitokondrilerinde diisiik sicaklik
uygulamasiyla AOX proteini diizeyi artig1r belirgin olarak goriilebilmektedir (Sekil
4.35).
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Sekil 4.36. Diisiik sicaklik uygulamalartyla misir bitkisinde AOX proteini translasyon
diizeyinin analizi
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Diisiik sicaklik uygulamasi AOX proteini translasyon diizeyi analizlerine gore muisir
varyetelerinin tamaminda artiga sebep olmustur. M1, M2, M3 bitkilerinde sirastyla
%134.5, %32, %98 oraninda artis oldugu belirlenmistir (Sekil 4.36).

B2K B2S FK FS

Sekil 4.37. Diisiik sicaklik uygulamalariyla fasulye bitkisinde AOX proteini translasyon
diizeyi degisimi

Fasulye bitkisi yaprak dokusu mitokondrilerinde diisiik sicaklik uygulamasiyla AOX
proteini diizeyi artig1 belirgin olarak goriilebilmektedir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.38. Diisiik sicaklik uygulamalariyla fasulye bitkisinde AOX proteini translasyon
diizeyinin TotalLab TL-120 programina gore analizi
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Diisiik sicaklik uygulamasi AOX proteini translasyon diizeyi analizlerine gore fasulye
bitkisinde kontrol grubuna kiyasla %60 oraninda artis gosterdigi belirlenmistir (Sekil
4.38).
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu arastirmada soguga direng yetenekleri farklilik gdsteren bitki tiirlerinde, yapilan
kontrollii soguk uygulamasiyla, bu bitkilerdeki alternatif oksidaz (AOX) aktiviteleri ile
soguga diren¢ yetenegi arasinda herhangi bir iliski olup olmadig1 belirlenmeye
calisilmigtir. Bu amagla bugday ve musirin soguga direng oOzelliklerinin farklilik
gosterdigi varyeteleri ve bunlarin yanisira, soguga ¢ok hassas oldugu bilinen bir fasulye
ve ¢ok dayanikli oldugu bilinen bir lahana varyetesinin tohumlari temin edilmistir.
Cimlendirilerek belirli bir biiyiikliige kadar yetistirilen fidelere, iisiime hasarlar
olusturacak kadar belirli siirelerde tigiime sicakliklar1 uygulanmis ve sonrasinda bu
bitkilerin kontrollii sartlarda yetistirilenlerin yapraklari deney materyali olarak
alimmistir. Bu materyaller, amaca uygun olarak iisiime sicakliklarinin etkisiyle bitkilerde
olusmas1 muhtemel olan oksidatif hasarlarin seviyesini belirlemek {izere bazi
antioksidant enzimlerin (Katalaz, Peroksidaz, Siiperoksit Dismutaz, Askorbat
Peroksidaz, Glutatyon Reduktaz) ve oksidatif hasar1 direkt olarak gosteren MDA
igerigi, HoO; igerigi, Stiperoksit igerigi ve ayrica asil lizerinde yogunlagmis oldugumuz,
soguga direngle iligkili oldugunu diislindiiglimiiz AOX enzim aktivitesi gibi

parametrelerin arastirilmasi i¢in kullanilmistir.

Yaptigimiz antioksidant enzim aktivitesi analizlerinde, Katalaz aktivitesinin bugday
varyetelerinin bazilarinda kontrol bitkilerine kiyasla artma, bazilarinda ise azalma (Sekil
4.5), musir varyetelerinde azalma, fasulyede istatistiki olarak degismedigi, oysa
lahanada artma egilimi gosterdigi, Peroksidaz ve Siiperoksit Dismutaz aktivitelerinin de
bu bitkilerde (fasulye harig) genel anlamda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Askorbat
peroksidaz aktivitelerinin tiim bitki varyetelerinde genel olarak artmis oldugu,
Glutatyon Reduktaz ve oksidatif hasarin seviyesini gosterme anlaminda 6nemli olan
H,0, ve Siiperoksit igeriklerinin bugday varyetelerinde artma ve azalmalar, misir ve
fasulyede azalma, lahanada ise artma seklinde degisim gosterdigi belirlenmistir. Bu
sonuglara bakarak, lisime sinir sicakliginin tiim bitkilere ait varyetelerde antioksidant
enzim aktivitelerine etki etmis oldugunu, soguga dayanikli tiirler oldugu bilinen bugday

ve lahanada genel anlamda tiim antioksidant enzim aktivitelerinin artisina yol agtigini,
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ancak bazi bugday varyeteleri ve soguga dayaniksiz oldugu bilinen misir ve fasulyede
(APX harig) ise bunun tam tersi sonuglar1 ortaya ¢ikardigini séylemek miimkiindiir.
Strese maruz kalan bitkilerde tiim antioksidant enzimlerin aktivitelerinde ve oksidadif
hasarin olustugunu gosteren H»O, ve Siiperoksit i¢erigi gibi parametrelerde artis olmast
beklenen bir tepkidir (Sekil 4.25-4.32). Zira bu tepki, sogugun bitkide hasar olusturdugu
(hiicre ve organel zarlarinda kirilma gibi) ve bu hasarin sonucu olarak, bitki
hiicrelerinde hiicre kompartimanlarina zarar veren oksidant maddelerin bertaraf
edilebilmesi amaciyla, bitkinin kendi genetik potansiyellerini harekete gecirerek
olusturmasi gereken bir cevap niteligindedir (Bowler et al. 1991; Van Camp et al. 1994;
Foyer et al. 1997; Apel and Hirt 2004) Ancak bu cevabin, soguga dayanikli tiirlerde
(bugday ve lahana) artmis olmasi, bugday ve lahanada uygulanan sogugun hiicrede
ciddi bir oksidatif hasara yol agtigin1 ve bu hasarlarin giderilmesi i¢in gerekli tiim
genetik potansiyellerin harekete gecirebildigini gostermektedir. Oysa soguga dayaniksiz
oldugu bilinen tiirlerde (musir ve fasulye) antioksidant enzim aktivitelerinin ve H,O, ve
Stiperoksit igeriklerinin genel anlamda azalma seklinde c¢ikmis olmasi, misir ve
fasulyede oksidatif hasar olusturacak sicakliklar uygulanmis olmasi ve bu bitkilerin de
tisimeye ¢ok hassas bitkiler arasinda yer aldiklar1 dikkate alindiginda, bu tiirlerin stres
sartlarinda hasara ugramis olmalarina ragmen, genetik potansiyelleri, gerekli tiim
antioksidant enzim aktivitelerini diizenlemek gibi bazi cevaplar1 olusturmaya yeterli
olmadigindan dolay1 bdylesi sonuglarin alindigin1 gosterir nitelikte olmustur. Diger
taraftan, bitkilerin antioksidant enzim aktivitelerine bakarak, bitkinin strese dayanikli
olduguna karar vermenin pek de miimkiin goziikmedigi birgok arastirici tarafindan rapor
edilmistir (Li et al. 2010; Liu et al. 2011; Avci 2016). Ancak bu arastirmada birden
fazla dayanikli ve dayaniksiz bitki ilizerinde arastirma yapildigindan dolayi, genel
anlamda alinan sonuclara bakarak, soguga direncli bitkilerin, soguk stresinin yol actigi
hasarlar1 bertaraf etmek icin gerekli metabolik tepkilerden biri olan antioksidant
kapasitenin harekete gecirilmesinde, direnci az veya direngsiz olanlara nispeten daha
fazla basarili olduklarin1 ve bugday ve lahana bitkilerinin soguga diren¢li olmalarini
saglayan, antioksidant kapasitelerini yeterince harekete gecirebildiklerini sOylemek

miimkiin goriinmektedir.
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Yaptigimiz analizler sonucunda, diisik sicaklik uygulamasmnin bugday ve misir
varyetelerinde, fasulye ve lahanada, LPO seviyelerini kontrol gruplarma kiyasla
artirdigi, ancak artis seviyeleri kiyaslandiginda, misir varyetelerinde ki artis
yiizdelerinin (%125, 122 ve 45) bugday ve fasulye ve lahana bitkilerine nispeten ¢ok
yiiksek oldugu, sadece bugdayin B2 kodlu varyetesinde %47’lik bir degerin olustugu
belirlendi (Sekil 4..-4.4). LPO seviyesi analizi, bitkinin maruz kaldig1 stres sonrasinda,
bitkinin hiicresel zarlarinda meydana gelen hasarlarin biiyiikliigiinli gésteren ve strese
dayaniklilik calismalarinda, strese dayanikliligin  nisbi ve kantitatif olarak
belirlenmesinde ¢ok kullanilan bir parametredir. Ciinkii bitkilerin hasar olusturabilecek
kadar bir strese maruz kalmasi durumunda, bitki hiicrelerinde ilk hasar olusumu hiicre
zarlarinda ortaya ¢ikmaktadir. Hiicre zarlarinda goriilen bu hasarin, stresin etkisiyle
sitoplazmada olusan ROT’larin, hiicre zarlarina gelerek, lipid ikili tabakasindaki
doymamis yaglara baglanmalari nedeniyle olustugu bilinmektedir (Halliwell and
Gutteridge 1989; Wagner and Moore 1997). Bunun sonucunda hiicre zarlarinda lipid
peroksidasyon olusumu siireci baglamig olur ve sonrasinda hiicre zarindaki enzimlerin
aktiviteleri azalir, yine hiicre zarinin yapisinda bulunan tasiyicilar, reseptorler
fonksiyonel kayiplara ugrar ve boylece hiicre zarinin secici gecirgenlik 6zelligi azalir ve
miiteakiben hiicre metabolizmasi bozulmaya baglar (Chen et al. 1995). Bu bulgular
1s181inda, bu bitkiler i¢in ayr1 ayri belirlenmis olan “lsiime hasari smir sicakligr”
derecelerinin (bugday i¢in 5/2°C, musir i¢in 10/7°C, fasulye i¢in 8/5°C, lahana igin ise
5/2°C) ve 48 saatlik siirenin amacimiza uygun oldugunu, yani kullandigimiz tiirlerin
hepsinde tigiime hasarlarinin olusumuna yeterli oldugunu, ve yine misir bitkilerine diger
tiirlere uygulanandan daha yiiksek sicakliklar (10/7°C) uygulanmasma ragmen, ¢ok
daha yiiksek LPO seviyelerinin olusmus olmasindan dolay1, tiim bu tiirler igerisinde,
misira ait bu varyetelerin diisiik sicakliklara en hassas konumda oldugunu séylemek

mumkindiir.

Arastirmamizda, AOX proteini translasyon diizeylerinin, yapilan iisiime sinir sicaklig
uygulamalariyla kendi kontrollerine kiyasla bugday ve misir varyetelerinin hepsinde ve
fasulyede bariz olarak arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.33-4.36). AOX enzim aktivitesinin

stres olmayan durumlarda genellikle diisiik oldugu bilinmektedir. Soguk stresi
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(Vanlerberghe and Mclintosh 1992a; Purvis and Shewfelt 1993) ve diger bir¢ok ¢evresel
faktorlerden otiirii (Meeuse 1975; Laties 1982a; Hiser and Mclintosh 1990; Moore and
Siedow 1991; Vanlerberghe and Mclintosh 1992; Lennon et al. 1997; Simons et al.
1999Db; Juszczuk et al. 2003) ve yine hiicrede ROS tiirlerinin artis1 (Prasad et al. 1994)
ile AOX aktivitesinin arttig1 bildirilmistir. Bu rapor edilen bulgular ve bizim elde
ettigimiz sonuclar biraraya getirildiginde, soguk stresinin AOX proteini translasyon
diizeyinin arttigini, dolayisiyla bu bitkilerde diisiik sicakligin mitokonriyal zarlarda
hasar olusturmakta oldugunu ve bitkilerde ROS olusumunun arttigini, buna tepki olarak,
oksidatif hasar1 bertaraf edebilmek maksadiyla AOX enzim aktivitesinin artirilmis
oldugu gorilmiistiir. Ancak kendi kontrolleriyle kiyasla AOX aktivitesindeki artig
oranlarina bakarak, bugday i¢in %47, %33.5, %31 ve %70, misir varyeteleri i¢in
%134.5, %32, %98 ve fasulye i¢in %60 olarak belirlenmis olmasi nedeniyle, bu
rakamsal degerlere bakildiginda, sanki dayaniksiz olan misir ve fasulye bitkilerinde de
giicliit bir AOX aktivitesi varmis gibi goriinmektedir (Sekil 4.33-4.36). Oysa jel
goriintlileri ayrintili olarak incelendiginde, bugday varyetelerinin kontrollerinde bile
AOX aktivitelerinin, misir varyeteleri ve fasulyedekinden ¢ok daha yiiksek oldugu,
diisiik sicakligin uygulanmasi halinde zaten yiiksek olan bu degerlerin ¢ok daha
yiikselmis oldugu, fakat kontrol ile kiyaslandiginda bu artis oranlarinin misir varyeteleri
ve fasulyedeki ile benzerlik gostermis oldugu goze carpmaktadir. Hatta bugday
varyeteleri kendi arasinda kiyaslandiginda, soguga en dayanikli olan B1 ve B2 Kodlu
Yildirim ve Dogu-88’e ait kontrollerde de AOX aktivitelerinin, B3ve B4 kodlu Ayyildiz
ve Alpaslan varyetelerinin kontrollerine nazaran daha yiiksek olmas1 ve diistik sicaklik
uygulamasiyla birlikte B1 ve B2’de, B3 ve B4’e gore cok daha yiikksek AOX
aktivitelerinin ortaya c¢ikmis olmasi, bizim, soguga dayaniklilhlk ve AOX aktivitesi
arasinda gii¢lii bir iliskinin oldugu yoniindeki goriisiimiizii destekler niteliktedir. Bu
arada sunu da belirtmekte fayda vardir ki; diisiik sicakliga maruz kalma halinde
bitkilerde goriilen AOX aktivite artigi, direngle iligkilidir. Ancak bu artisin diizeyinin
yeterli olmasi, yani gii¢lii bir sekilde AOX aktivitesinin artmis olmasi1 gereklidir. Aksi
halde ROS olusumunu engelleyen ve bitkide i¢ sicakligin artisini saglayan bu metabolik
yolun yeteri kadar devreye sokulamamasi halinde, bitkide mutlak bir soguga direng

olusumu goriilmeyecektir. Bu diislincemizi destekleyen bulgulari, fasulye ve musir
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varyetelerinde belirledigimiz AOX aktivite degerlerini gosteren bantlara bakarak

gormek miimkiindiir.

5.1. Sonug¢

Bu arastirmada, 4 farkli bugday, 3 farkli misir varyetesi ve ayrica fasulye ve lahana
bitkilerinin her birine kendi tiirline has tigiime sinir sicakligi uygulamalar yapilarak elde

edilen tiim bulgular bir araya getirildiginde;

o Usiime smir sicakh@nin tiim bitkilere ait varyetelerde antioksidant enzim
aktivitelerine etki etmis oldugunu, soguga dayanikli tiirler oldugu bilinen bugday ve
lahanada genel anlamda tiim antioksidant enzim aktivitelerinin artisina yol agtigini,
ancak bazi bugday varyeteleri ve soguga dayaniksiz oldugu bilinen misir ve fasulyede
(APX hari¢) ise bunun tam tersi sonuglari ortaya ¢ikardigini,

e Soguga direngli bitkilerin, soguk stresinin yol actig1 hasarlar1 bertaraf etmek icin
gerekli metabolik tepkilerden biri olan antioksidant kapasitenin harekete gegirilmesinde,
direnci az veya direngsiz olanlara nispeten daha fazla basarili olduklarini, yani bugday
ve lahana bitkilerinin soguga direngli olmalarinda énemli rolii olan, antioksidant enzim
kapasitelerini yeterince harekete gecirebildiklerini,

e Usiime smir sicaklifi uygulanmasi halinde, LPO seviyelerinin belirlenmesinin,
bitkilerdeki lislime hasarlarinin olusup olusmadigi, ayrica olusan hasarin tiirler ve tiir
icinde varyeteler arasinda nasil degisim gosterdigini anlamada uygun bir yontem
oldugunu,

e Soguga dayanikl tiire ait varyeteler kendi arasinda kiyaslandiginda, soguga en
dayanikli olan varyetelere ait kontrol bitkilerinde de AOX aktivitelerinin, soguga
direnci nisbeten az olan varyetelerinin kontrollerine nazaran daha yiiksek olmasi ve
diisiik sicaklik uygulamasiyla birlikte dayanikli varyetelerde, nispeten dayanikliligi az
olanlara gore cok daha yiiksek AOX aktivitelerinin ortaya ¢ikmis olmasi nedeniyle,
soguga dayaniklilik ve AOX aktivitesi arasinda gii¢lii bir iligkinin oldugunu,

e Soguga direnci ¢ok az olan misir varyeteleri ve fasulyeden aldigimiz sonuglardan

yola c¢ikarak, diisliik sicakliga maruz kalma halinde bitkilerde goriilen AOX aktivite
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artisinin direngle iliskili oldugunu, ancak bu artisin diizeyinin yeterli olmasi gerektigini,
yani giiclii bir sekilde AOX aktivitesinin artmis olmast gerekli oldugunu, ufak captaki

artiglarin direng saglama i¢in yeterli olmayacagini soylemek miimkiindiir.

Yine bu aragtirmada elde edilen bulgulara bakarak, 6zellikle bu aragtirmanin da temelini
olusturan AOX enziminin sorumlu oldugu, “Alternatif Solunum Yolu” denilen
metabolik yolun, yapilacak eksojen uygulamalar ile aktiflestirilebilme durumunun
arastiritlmasi, soguga direnci az oldugu bilinen bitkilere diren¢ saglamak adina faydali
sonuglar verebilir diisiincesindeyiz. Ayrica AOX enziminin ileri molekiiler tekniklerle,
sentezinden sorumlu gen bolgesinin, transkripsiyonuna etki eden faktorlerin

belirlenmesinin gerekli oldugu kanaatini tagimaktayiz.
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