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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TAVUK TUYU PROTEIN HIDROLIZATI UYGULAMASININ BUGDAYIN (Triticum
aestivum L.) SOGUK STRESI TOLERANSI UZERINE ETKIiLERI

Ebru GENC

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Botanik Bilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Okkes ATICI

Bu calismada, tavuk tliylinden elde edilen protein hidrolizatinin bitkilerde soguk stresi toleransi
tizerindeki etkileri aragtirilmak istenmistir. Bu amag igin bitki materyali olarak bugdayn (Triticum
aestivum L.) soguga duyarli (Altindane) ve direngli (Bezostaya) iki ¢esidi kullanilmistir. Tavuk
tityleri kuvvetli asit ve bazlarla hidrolizasyon, nétralizasyon ve filtrasyon iglemlerine tabi tutulduktan
sonra suda ¢ozilinebilir Tavuk Tiiyii Protein Hidrolizati (TTH) elde edildi. TTH’1n aminoasit icerigi
belirlendikten sonra ti¢ farkli konsantrasyonu (%0.05, 0.075 ve 0.1), kontrollii sartlarda yetistirilen
11 giinliik bugday fidelerinin yapraklarina uygulandi. TTH uygulamasindan 6 saat sonra, uygulama
yapilan ve yapilmayan (kontrol) fidelerin bir kismi soguk sartlara (5/2°C) transfer edildi. Ug giin
sonra fideler, fizyolojik ve biyokimyasal analizlerde kullanilmak {izere hasat edildi. Fidelerde
oncelikle kok-govde uzunluklari, yag-kuru agirlik ve donma hasar1 parametreleri belirlendi. Ayrica,
lipid peroksidasyonu (LPO) ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) seviyeleri, antioksidan enzimlerin
aktiviteleri ve enzimatik olmayan antioksidanlarin igerikleri incelendi. Bunlara ilave olarak;
fidelerde protein, klorofil, prolin, seker miktarlari ve Rubisco aktivitesindeki degisimler de
degerlendirildi. Bulgularmmiza gére, TTH 1n toplam protein verimi %72 idi ve igeriginde proteinik
olan 19 aminoasit belirlendi. Tek basina soguk uygulamasi, her iki gesitte kok-gévde uzunlugu ve
yas agirlig1 diisiirdii, ancak donma hasarini artirdi. Soguk stresi 6ncesi uygulanan TTH (TTH+S) ise
sogugun bu parametreler iizerindeki olumsuz etkisini hafifleterek kok-govde uzunluklart ile yas
agirhg artirdi ve donma hasarmi diistirdii. Kuru agirlik degisimlerinde ise anlami sonuglar elde
edilemedi. Soguk, her iki ¢esitte pigment (klorofil ve karotenoid) igerigini ve Rubisco aktivitesini
disiiriirken, TTH+S uygulamasinda, kontroliine gore, her iki parametrede artiglar belirlendi. Buna
karsilik, soguk stresi protein, seker ve prolin igeriklerinde 6nemli bir artisa neden oldu, ancak
TTH+S uygulamasiyla her iki gesitte prolin icerigi artarken, protein igerigi Altindanede, seker igerigi
Bezostayada artti. Soguk, her iki g¢esitte ROT’lardan O," ile H,0, igerigini ve LPO seviyesini
artirirken, TTH+S uygulamasiyla bu ii¢ parametrede dnemli disiisler belirlendi. Soguk, her iki
cesitte glutatyon ve askorbat icerigini diisiirdii ve fenolik igerigi artirdi. TTH+S ise bunu tersine
cevirdi. Soguk stresi, ¢alisilan cesitlerde siiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz ve glutatyon
rediiktaz aktivitelerini artirdi, TTH+S ise bu artislar1 daha fazla yiikseltti. Ancak soguk ile artan
katalaz ile peroksidaz aktiviteleri, TTH+S ile onemli seviyede diistii. Soguk stresiyle olumsuz
etkilenen parametrelerin iyilestirilmesinde genelde TTH’mn en etkili konsantrasyonu %0.075 idi.
Elde edilen bulgular karsilikli olarak tartisildi.

2017, 125 sayfa

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, bugday, donma hasari, protein hidrolizati, Rubisco, soguk, tavuk



ABSTRACT

MS Thesis

EFFECTS OF CHICKEN FEATHER PROTEIN HYDROLYSATE APPLICATION ON
COLD STRESS TOLERANCE OF WHEAT (Triticum aestivum L.)
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Department of Botany

Supervisor: Prof. Dr. Okkes ATICI

In this study, it was aimed to investigate the effects of protein hydrolysate from chicken feather on
cold stress tolerance in plants. For this aim, two varieties of wheat (Triticum aestivum L.) susceptible
to cold (Altindane) and resistant (Bezostaya) were used as plant material. After chicken feathers
were subjected to hydrolysis, neutralization and filtration processes with strong acids and bases,
water-soluble Chicken Feather Protein Hydrolysate (CFPH) was obtained. The amino acid content of
CFPH was determined and then its three different concentrations (0.05, 0.075 and 0.1%) were
applied to the leaves of 11 day-old wheat seedlings growing under the controlled conditions. After 6
hours from the treatment, a portion of the treated and non-treated (control) seedlings were
transferred to cold conditions (5/2°C). Three days later, the seedlings was harvested for use in
physiological and biochemical analyzes. In the seedlings, root-stem lengths, fresh-dry weights and
freezing injury parameters were determined first. In addition, the level of lipid peroxidation (LPO)
and reactive oxygen species (ROS), the activity of antioxidant enzymes and the content of non-
enzymatic antioxidants were examined. The changes in contents of protein, chlorophyll, proline and
total sugar, the activity of Rubisco were also assessed in the seedlings. According to our findings,
the total protein yield of CFPH was 72% and it contained 19 amino acids which were proteinic. Cold
application alone reduced the root-stem length and the fresh weight in both varieties, but increased
the freezing injury. CFPH applied before cold stress (CFPH+C) increased the fresh weight with root-
stem lengths, and decreased the freezing injury, by alleviating the adverse effect of the cold
application on these parameters. Statistically significant results were not obtained regarding the
differences in dry weight. The cold application reduced the content of pigments (chlorophyll and
carotenoid) and the activity of Rubisco in both varieties, but CFPH+C significantly increased both
the parameters, as compared to control. On the other hand, cold stress caused a significant increase
in the contents of protein, sugar and proline in both varieties. Whereas, CFPH+C application
increased proline content in both varieties while it increased the content of protein and sugar in
Altindane and Bezostaya, respectively. In the two varieties, while cold application increased LPO
level and the contents of O,” and H,0, these three parameters were significantly decreased by
CFPH+C application. The cold decreased glutathione and ascorbate content, and increased phenolic
content, but the application of CFPH+C reversed this situation. Cold increased superoxide
dismutase, ascorbate peroxidase and glutathione reductase activities in the cultivars studied, while
CFPH+C more increased the activities of these. However, increased catalase and peroxidase
activities by cold were decreased at a significant level by CFPH+C application. In general, the most
effective concentration of CFPH was 0.075% in improving the parameters affected by cold stress.
The findings were discussed mutually.

2017, 125 pages
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1. GIRIS

Gliniimiizde diinya niifusu hizli bir sekilde artmakta ve 2045 yilina kadar yaklasik 7
milyar olan niifusun 10 milyara dayanacagi tahmin edilmektedir (Ezeh 2012). Bu
nedenle gelecek nesillerin gida ihtiyaglarini karsilamak, diinyanin ekolojik ve enerji ile
ilgili kaynaklarin1 korumak amaciyla iiriin verimliliginin yiiksek oranda artirilmasina
ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak iriinlerin kalitesini ve verimliligini etkileyen cesitli
biyotik (patojenler, bocekler, yabani otlar vb.), abiyotik (sicaklik stresi, kuraklik,
tuzluluk stresi vb.) faktorler, kiiresel 1sinma ve yok edilen tarim alanlar1 tarimsal {iretimi

sinirlandirmaya devam etmektedir (Kaur and Asthir 2017).

Bitkiler yukarida ifade edilen olumsuz kosullara diren¢ kazanmak, nesillerini
stirdlirebilmek icin evrim siiresince ¢ok sayida adaptasyon ve korunma mekanizmalari
gelistirmislerdir. Fakat bu mekanizmalar stresin cesidi, siiresi ve siddetine bagli olarak
cogu zaman yetersiz kalabilmekte, bitkiyi 6liime kadar gotiirebilecek ciddi hasarlar
meydana getirebilmektedir (Shinozaki et al. 2003). Stres kaynaklarmin en

onemlilerinden birisi sicaklik stresi olup, bitkiye en ¢ok zarar1 veren faktorlerdendir.

Bitkiler, normal biiyiime ve gelisim i¢in belirli sicaklik araliklarina ihtiya¢ duyarlar. Bu
araliklarin disindaki degerler bitkilerde sicaklik stresine neden olmaktadir (Nandhitha et
al. 2016). Bu stres, ¢imlenme asamasindan meyve asamasina kadar bitkinin biitiin
gelisim asamalarinda bitki yasamini olumsuz etkiler (Zinn et al. 2010). Sicaklik stresi
icinde de en 6nemli olan1 ve ilizerinde en ¢ok ¢alisma yapilani diisiik sicaklik stresidir.
Diistik sicakligin 6zellikle ekonomik degeri yiiksek olan bitkiler iizerindeki zararlarini
azaltmak i¢in her yil biiylik biitgeler harcanmaktadir (Chinnusamy et al. 2007; Kotak et
al. 2007; Wahid et al. 2007). Bitkilerin soguga karst direncini 1°C artirmak bile
meydana gelebilecek ekonomik zararlari ve iiriin kayiplarini diisiiriiecektir. Bu amag
icin uzun yillardan beri soguk stresine karsi bitki direncini artirmaya yonelik cesitli
caligmalar yapilmaktadir. Cevre sicakliginin suyun donma noktasina yakin veya altina
diistiigii durumlarda bir¢ok bitkide iisiime veya donma hasar1 ortaya ¢ikar. Bu hasarin

ortaya cikis derecesi sogugun siddetine, bitkinin sogukta kalma siiresine, sogukta



kaldig1 olgunluk safhasina, bitki yapisindaki ¢oziilebilir seker ile prolin igerigine, bitki
biinyesindeki biiyiimeyi diizenleyicilerin dengesine baglidir (Atici and Nalbantoglu
2003; Esim 2011). Bitkiler soguk stresi ile yiizlestiklerinde, hiicresel seviyede stresin
olumsuz etkilerini minimize edecek bir¢ok koruma mekanizmasi devreye girer. Bunlar
stresin tipine ve bitkinin tolerans seviyesine gore degisebilse de genel bir cevap olarak
hiicrelerde cesitli stres proteinleri ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) i¢sel miktarlar
artmaktadir (Apel and Hirt 2004; Zinn et al. 2010). ROT’larin olusturdugu
olumsuzluklar: tolere etmek i¢in farkl tiirlerde ve miktarlarda enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan bilesikler kullanilir. Asagida ROT bilesikleri ve bu bilesikleri

hiicresel ortamlarda temizleyen antioksidan mekanizmalar daha detayli sunulmustur.

Klorofil, mitokondri ve peroksizomlar yiiksek derecede oksitleyici ve indirgeyici
metabolik aktivite gosteren veya yogun eloktron akisinin oldugu hiicresel
kompartmanlardir. Bu 6zellikleriyle hiicrelerde ROT’ un olustugu ana yerlerdir. Bu
merkezlerde iiretilen ROT lar igerisinde singlet oksijen (*O,), siiperoksit radikali (05",
hidrojen peroksit (H,0,) ve hidroksil radikali (OH) en yayginlaridir (Gill and Tuteja
2010). ROT’lar kimyasal olarak bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa
Omiirlii, kararsiz, molekiil agirligi diisiik ve ¢ok reaktif molekiiller olarak tanimlanabilir.
Hiicrelerde biyomolekiillerle kolayca elektron alis-verisine girerek onlarin yapisini
bozan bu molekiillere “Serbest Radikaller veya Reaktif Oksidan Molekiiller” de
denilmektedir. ROT’lar lipid, protein, karbohidrat ve niikleik asitler gibi hiicrelerin
temel bilesenleri {iizerinde oksidatif etkiler olustururlar. Ozellikle c¢ift baglarin
bulundugu doymamis yag asitlerini igeren lipidler, ROT’lar ile kolayca okside
olabilmektedirler (Blokhina et al. 2003). Membranlardaki kolesterol ve yag asitlerinin
doymamis karbonlari, ROT’larla kolayca reaksiyon vererek toksik peroksidasyon
tirlinlerini olustururlar. Bu sekilde gerceklesen coklu doymamis (poliansatiire) yag
asitlerinin oksidatif yikimi, lipid peroksidasyonu (LPO) olarak bilinir ve hiicre igin
oldukga zararhidir. Ciinkii kendi kendini devam ettiren bir zincir reaksiyonu seklinde
ilerler. LPO ile olusan membran hasar1 ise geri doniisiimsilizdiir (Heath and Packer

1968; Halliwell and Gutteridge 1999). Biyolojik sistemlerde LPO’yu tetikleyen serbest



radikallerin, siiperoksit anyonu ile Ozellikle hidroksil radikali oldugu kabul

edilmektedir.

Molekiiler oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde
olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen (*O,) olusur (Kuzu 2015).
Eslesmemis elektronu bulunmadigi i¢in radikal 6zelligi olmamasina ragmen, yiiksek
oksidan 6zelligi oldukga yiiksektir. Singlet oksijen ¢ok cesitli yollarla kimyasal veya
fotokimyasal olarak iiretilebilir, bitkilerde iiretim sekli fotosentez esnasinda klorofilden
151k enerjisinin oksijene gegmesi ile olmaktadir (Giiler 2008). 'O, bir¢ok organik
molekiille reaksiyona girdiginden yikicidir ve canli organizmalarda hasara neden olan
baslica oksijen tiirlerinden biridir (Durmus 2003). Doymamis yag asitleri ile dogrudan
tepkimeye girerek peroksit radikalini olusturur ve ‘OH kadar etkin bir sekilde lipid
peroksidasyonu baslatabilir. Hiicre zarlarinin glikolipid, fosfolipid, sterol ve gliserid
yapisindaki doymamis Yyag asitleriyle reaksiyona girerek peroksitleri olustururlar
(Minibaeva and Gordon 2003).

Stiperoksid radikali (O2"), oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucunda hizli bir
sekilde olusan ve tiim aeorobik canlilarda bulunan bir oksidatif anyondur.
Mitokondrilerdeki enerji {iretimi sirasinda kullanilan oksijenin yaklasik %5’1
stiperoksite dontistiiriiliir. Cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak {izere, yiizlerce
enzimin katalitik etkisi sirasinda da siiperoksit radikali bir yan {irlin olarak olusabilir
(Corpas et al. 2001). Flavinler, tiyoller gibi indirgenmis niikleotitler acrobik ortamda
oksitlenirken siiperoksit yapimina neden olabilirler (Choi et al. 2002). Siiperoksit
radikalinin 6nemi H;O, kaynagi olmasi ve gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi
olmasidir. Ayrica hiicresel kosullarda iiretilen siiperoksit hem oksitleyici hem de
indirgeyici olarak davranabilir. Aldig1 elektronu metal iyonunu, sitokrom-C’ye veya bir

radikale verirse tekrardan oksitlenebilmektedir (Kuzu 2015).

Oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da siiperoksitlerin
enzimatik veya enzimatik olmayan tepkimeler sonucunda meydana gelen hidrojen

peroksit (H,0,), DNA kirilmalarina, protein denatiirasyonlarina neden olur (Hagar et al.



1996). Siiperoksitin enzimatik olmayan yikimi, ndtral ve hafifce asidik pH‘da
kendiliginden olurken siiperoksitin enzimatik yikimi SOD katalizli dismutasyon
reaksiyonu ile H,O,’ye doniismesiyle olur (Slesak et al. 2011). H,O, yapisinda
eslesmemis elektron igermedigi i¢in radikal degildir, ancak biyolojik membranlar
gecerek hiicreler arasina veya icine kolayca difilize olabilir ve uzun Omiirli bir
oksidandir (Giiler 2008). H,O,’nin ortamdan temizlenmesini CAT, APX, POX gibi

enzimlerle toksik olmayan H,0 ve O,’ye doniistiiriiliir.

Hidroksil radikali (OH), genel olarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) en gii¢liisiidiir.
Bu radikal, geg¢is metalleri varliginda H,O;’nin indirgenmesiyle olusabildigi gibi, suyun
yiiksek enerjili iyonlastiric1 radyasyona maruz kalmasi ile de olusabilir (Stahl and Sies
2002). Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton
kopararak tiyil radikalleri (RS’), karbon merkezli organik radikaller (R’), organik
peroksitler (RCOO") gibi yeni radikallerin olugsmasina ve sonugta biiyiikk hasara neden
olur. Biyolojik sistemlerde ‘OH, biyolojik agidan en 6nemli makro molekiillerin tiim
cesitlerinde, ozellikle de niikleik asitlerde hasara neden olur. Biitiin bu tepkimeler
‘OH’1n paylagilmamis elektron igeren dis orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir
(Halliwell 1984). Hidroksil radikalinin sebep oldugu en 6nemli diger bir hasar lipid
peroksidasyonudur. ‘OH’mn  baglica hedefi yag asitleri olup zar lipidlerinin
peroksidasyonu ile zarm yapisini bozar ve gegirgenligini artirip hiicre dliimiine sebep

olabilir (Nishiyama et al. 1998; Giiler 2008).

ROT’lar normal sartlar altinda biiylime ve gelisme goOsteren hiicrelerde belirli bir
seviyede Tretilir, ancak hiicrelerin antioksidatif mekanizmalar1 bu bilesikleri
ortamlardan etkili bir sekilde temizleyerek hiicreleri korurlar. Stres sartlarinda ise
tiretilen ROT seviyesi, hiicrelerdeki antioksidatif sitemin temizleyecegi esik degerin ¢cok
yukarilarma c¢ikar. Eger hiicreler buna cevap olarak antioksidan sistem kapasitelerini
yiikseltemezse, ROT’larin gercek zararlar1 ortaya ¢ikar. Bu nedenle, ROT’larin neden
oldugu oksidatif strese tolerans saglamada enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlarin hiicresel seviyelerinin diizenlemesi olduk¢a dnem arz eder (Gechev et

al. 2002; Minibaeva and Gordon 2003).



Lipid peroksidasyonu (LPO), hiicre zarindaki fosfolipitlerdeki doymamis yag asitlerinde
meydana gelen yag asitlerinin oksidasyonuna neden olarak zar lipid yapisin1 degistiren,
hiicre yap1 ve fonksiyonlarin1 bozan bir olaydir (Thomas 1999). Canlilar i¢in ¢ok
tehlikeli membran yikimi, lipid peroksidasyonu ile geri donilislimsiiz zarara sebep olur
(Akkus 1995). LPO lipid peroksidlerinin ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitlere
doniismesiyle son bulur. Hiicre ic¢in toksik olan aldehitler ya hiicre diizeyinde
metobolize edilir ya da ilk olustuklar1 bolgede hiicre i¢ine girerek hiicreye ve hiicrenin
diger boliimlerine hasar1 yayarlar. Lipid peroksidasyonu esnasinda, li¢ veya daha fazla
cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu lipid peroksidasyon seviyesinin
bir gostergesi olarak kabul edilen malondialdehit (MDA) olusur. Hiicrelerde MDA’ nin
igsel seviyesi ile LPO seviyesi iyi bir korelasyon gosterdiginden, LPO seviyesinin

oOlgtilmesinde MDA igerigin belirlenmesi yaygin kullanilan bir yontemdir (Kuru 2007).

Bitki hiicreleri ROT artigini kontrol etmek ve stres kosullarinda hiicreleri artan LPO’den
korumak i¢in birgok antiokasidanlar i¢ermektedirler. Antioksidanlar, enzimatik ve
enzimatik olmayan (nonenzimatik) olarak iki gruptur. Antioksidan enzimler olarak
adlandirilan enzimatik grup, ROT’lar1 kademeli bir sekilde daha az toksik olan
bilesiklere parcalayarak etkilerini azaltirlar veya ortadan kaldirirlar. Bu enzimlerin
baslicalar1 siiperoksid dismutaz, katalaz, peroksidazlar, askorbat peroksidaz ve
glutatyon rediiktazdir (Halliwell 2006; Ahmad et al. 2008).

Stiperoksid dismutaz (SOD) (EC 1.15.1.1), serbest radikallere kars1 organizmadaki ilk
savunmay1 gerceklestiren enzimdir. Enzimin gorevi, siiperoksit serbest radikalinin
zararli etkilerine kars1 bitkiyi korumaktir. Siiperoksitin daha az toksik hali olan H,O;’ye

dontisiimiinii katalizleyen metal iceren bir enzimdir (Sairam and Srivastava 2000;

Eyidogan et al. 2003; Minibaeva and Gordon 2003).
20,7+ 2H" SOD H,O, + O,

SOD’un ii¢ farkli izoenzimi, bakir/¢inko (Cu/ZnSOD, sitoplazma ve kloroplastlarda),

mangan (MnSOD, mitokondrilerde) ve demir (FeSOD, kloroplast stromasinda) olarak



farkli hiicre kompartimanlarinda bulunabilir. SOD farkli streslere cevapta farkli tepkiler
verebilmektedir. Ornegin soguga maruz birakilan bugday bitkilerinde tiim SOD
izoenzimlerinde artis gézlenmistir (Scebba et al. 1998). Ancak soguga direngli bugday
bitkisinde SOD aktivitesi, soguga duyarli bugday bitkilesinden daha yiiksek oldugu
bulunmustur (Li et al. 2014).

Peroksidaz (POX) (EC 1.11.1.7), bitkilerde savunma mekanizmasinda gorev alan ve
hiicrenin ¢ok farkli kompartmanlarinda oksidatif hasara kars1 bitkiyi koruyan diger bir
enzimdir (Tirkisay et al. 2005). POX HEM prostetik grubuna sahip bir enzimdir ve
cogunlukla kloroplastlarda bulunur (Banci 1997; Kim et al. 2000). Fizyolojik olaylarla
iliskisi oldugu ve metabolizmada aktif bir rol oynadigi belirlenen peroksidazlarin g¢ok
farkli stres altindaki bitkilerde aktivitesinin arttig1 bilinmektedir (Durmus 2003). POX,
uygun olmayan c¢evresel faktorler altinda iiretilen zararli oksijen radikallerinin
seviyesini diizenler ve bitki hiicresinin en 6nemli koruyucu enzimlerinden birisidir
(Dehon et al. 2002). POX’lar hidrojen vericisi olarak birgok organik (AH>) ve inorganik
substratt kullanarak hidrojen peroksiti ortadan kaldirir (Asagida reaksiyon semasi
verilmistir). Mekanizmalari heniiz tam olarak aydinlatilamamis olmasina ragmen, gesitli
stres faktorlerinden yiiksek seviyede etkilenen POX aktivitesi, bu enzimin stres enzimi
olarak anilmasina sebep olmustur (Whetten et al. 1998; Rout et al. 2000; Jaleel et al.
2008).

AH; + H,0, POX A +2H,0

Antioksidan enzimlerden diger biri Katalazdir (CAT) (EC 1. 11. 1. 6). Dogadaki tiim
canlilarda bulunan katalaz enzimi H,O;’i parcalayan bir enzimdir (Higashi et al. 1974).
CAT, hidrojen peroksiti substrat olarak, hem elektron alicis1 hem de elektron vericisi
olarak kullanmaktadir (Robertson 2004). Ayni zamanda CAT, disik H,0;
konsantrasyonlarinda alkoller, askorbat ve fenol iceren indirgenmis substratlari
kullanarak peroksidatif aktivite gosterebilir (Chaudiere and Ferrari 1999; Gechev et al.
2003). CAT’1in gorev aldigr bazi reaksiyonlar asagidaki verilmistir. CAT, turnover



sayist ¢cok yiiksek olan enzimlerden biridir. Bir mol katalaz, bir saniyede milyonlarca

hidrojen peroksit molekiiliinii su ve oksijene doniistiiriir (Scandalios 1994).

CAT-Fe-OH + H,O, w———)/\T - Fe — OOH + H,0 (Katalitik Aktivite)

ROOH + AH, w—) H,O + ROH + A (Peroksidatif Aktivite)

CAT, molekiiler oksijenin kullanildig1 baz1 metabolik reaksiyonlar esnasinda tiretilen
H,0, ve ROOH gibi peroksit radikallerini siipiiriir ve membranlarda geri doniistimsiiz
hasarlar1 engeller. CAT kararli bir enzim olmadig: igin yiiksek 151k yogunlugu ve strese
maruz kalan bitki hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonlarda H,O,’den dolay1 inhibe
edilebildigi belirlenmistir (Streb et al. 1993). CAT aktivitesi streslerde biiyiik oranda
etkilenir. Ornegin bugdaygiller familyasina ait arpa, bugday, yulaf, cavdar bitkileri
soguk stresine maruz kaldiklarinda CAT aktivitesinin diistiigii belirlenmistir (Janda et
al. 2002, 2003). Ancak 6rnegin tropik bitki olan soya tedrici olarak diisen sicakliga
maruz birakildiginda CAT aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Yadeghari et al. 2008).

Askorbat peroksidaz (APX) (EC 1.11.1.11), yiiksek bitkiler, algler, kamg¢ililar gibi
birgok organizmada ROT’a kars1 gerceklestirilen savunmada onemli role sahip oldugu
diisiiniilen enzimatik antioksidanlardandir. tAPX, gmAPX, sAPX, cAPX gibi en az bes
farkli izoformdan olusan APX ailesi H,O;’ye karst CAT’a kiyasla daha yiiksek bir
affiniteye sahiptir. Bu reaksiyon sonucunda askorbat iki molekiil monodehidroaskorbata
(MDHA) doniisiir. MDHA monodehidroaskorbat rediiktaz tarafindan tekrar askorbata
dontistirilir (Kumar et al. 2011). APX, hiicreleri H,O,’ye karsi yalnizca normal
kosullarda degil, stresli kosullar altinda da korumaktadir. Ornegin diisiik sicaklik
kosullarinda patates fidelerinde APX aktivitesinde 6nemli bir degisim goriilmezken,

salatalik fidelerinde APX aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Lukatkin et al. 2001).

Glutatyon rediiktaz (GR) (EC 1.6.4.2) okside glutatyonu (GSSG), NADPH’1 kullanarak
rediikte glutatyona (GSH) indirgeyen bir flavoenzimdir. Kisaca elektron vericisi olarak

NADPH’1 kullanarak GSH olusturan enzimdir. Enzim etkinliginin azalmasi, hiicrelerin



oksidatif hasardan korunmasimi azaltir (Ranieri et al. 2005; Yannarelli et al. 2007).

GR’nin genel bir reaksiyonu asagida verilmistir.

GSSG + NADPH + H* GR___, 2GSH +NADP*

Onemli bir indirgeyici ajan ve antioksidan olan GSH, hiicrenin oksido-rediiksiyon
dengesini saglayip hiicreleri oksidanlarin zararli etkilerinden korumaktadir (Foyer and
Noctor 2005). GR diger enzimlerle birlikte H,O;’nin radikal o6zelliginin ortadan
kaldirilmasinda gorev alir. Aym1 zamanda bu enzim H»O,’i ve diger peroksitleri
pargalar. H»O,’nin rediiksiyonu; GSSG, rediiktaz aktivitesi icin gerekli olan
NADPH'lar1 saglayan pentoz fosfat yoluyla iligkilidir. Bu 6nemli reaksiyonlar membran
lipitlerini oksidasyona kars1 korumaktadir. Bu nedenle GSSG’nin GSH’a indirgenmesi,
oksidan temizlenmesinde Onemli bir basamaktir. Bu nedenle oksidatif strese karsi
savunmada GR’nin biiylik bir 6nemi vardir (Aono et al. 1995; Creissen et al. 1996;
Giiler 2008). Ornegin, diisiik sicaklik stresi esnasinda soguga direngli misir ve margrit
papatyast bitkisinde GR enzim aktivitesinin arttig1 ve bu artisin soguga toleransda

onemli oldugu vurgulanmistir (Janda et al. 1999).

Tiim canlilarda bulunan, glutamik asit, glisin ve sistein den olusan bir tripeptit olan
rediikte glutatyon (GSH) organizmada serbest radikallerin ve ¢esitli toksik maddelerin
zararsiz hale doniistliriilmesinde gorev alan ve cesitli fizyolojik gorevler iistlenen giiclii
bir antioksidandir (Wu et al. 2004; Yoshida et al. 2011). Bu bilesik ayrica H,O,’nin
detoksifikasyonunda rol oynayan askorbat-glutatyon ¢emberinin baslica bilesenidir.
Hiicre i¢i ortamin en 6nemli antioksidan molekiilii olan GSH, antioksidan savunma
sisteminde gorev almakta ve bitkiyi biyotik ve abiyotik streslere karst korumakta ve
bundan baska ksenobiyotiklerin zehirsizlesltirilmesi, aminoasitlerin transportu,
proteinlerdeki siilfidril gruplarinin  rediikte halde tutulmasi, baz1 enzimatik
reaksiyonlarda koenzim gorevi gibi gibi birgok fizyolojik olayda rol almaktadir (Aktas
et al. 2005; Cheng et al. 2015). GSH, ROT’lara kars1 gelistirilen koruma mekanizmasi
igerisinde onemli bir molekiildiir. Coziinilir glutatyon S-konjugeleri pek ¢ok metabolik

detoksifikasyon iglemlerine ve oksidatif baskiya karsi devreye giren mekanizmalara



katilan ve bitkilerin ikincil metabolizmalar1 dahilinde sayilan Faz-II enzimlerini igceren
kofullarda bulunurlar. Bu sitozolik savunma sistemi, normal metabolizma siirecinde
aciga cikan elektrofilleri, GSH molekiiliinii ya kosubstrat ya da koenzim olarak
kullanmak yoluyla baglar (Frova 2006; Dixon 2010; Yilmaz 2017). Bitkilerde diisiik
sicakligin oksidatif etkilerinden korunmak i¢in GSH/GSSG dongiisii siirekli aktif
tutulmali ve GSH seviyesi yiiksek tutulmalidir (Kocsy et al. 2001).

Askorbat (L-askorbik Asit, C vitamini); sadece bitkilerde degil aymi zamanda
hayvanlarda da savunma sisteminde gorev alan diger giiclii bir antioksidandir.
Genellikle plazmalarinda bulunan askorbik asit bitki i¢in hem bir karbon kaynagi hem
de bitkinin bliyiimesinde gorev alan bazi enzimlerin ko-enzimi olarak gorev alir (Davey
2000). Hemen hemen biitiin bitki hiicrelerinde organel ya da apoplastik alanlarda
bulunan askorbat, mitokondrilerde sentezlenir ve kolaylastirilmis difiizyonla hiicrelere
dagilir (Hong et al. 2007). Yalnizca H,0, degil bununla beraber O,", ‘OH ve lipid hidro
peroksidazlar1 detoksifikasyonunda gorev alir (Shao et al. 2006). Ayrica kloroplast ya
da hiicre membranlarindaki elektron tasima sistemlerinde elektron verici-alici olarak ta
gorev yapar. Asagida genel bir bitki hiicresi kloroplastinda enzimatik ve enzimatik

olmayan antioksidanlar arasindaki iliskiler ve yolaklar verilmistir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Askorbat-glutatyon ¢emberi (Asada 1999)

Insan niifusunun siirekli olarak artmasi buna karsilik yetistirilebilir verimli topraklarin
giderek azalmasi, bitki yetistiriciliginde verim ve kaliteyi artirmak i¢in, arastirmacilari
daha diisik maliyetli, siirdiiriilebilir ve ¢evreyle uyumlu olan farkli arayislara
yonlendirmistir. Bitkiler g¢esitli biyotik ve abiyotik streslere maruz kaldiklarinda iiriin
verimi azalmaktadir. Bu nedenle; bitkilerin genetigine miidahale etmek yoluyla onlarin
verimliliginin artirilmasi ve olumsuz kosullara kars1 daha direngli hale getirilmesi son
yillarda yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir. Ancak genotipte degisiklik
olusturulmasi nedeniyle bu bitkilerle beslenen insanlarin ve hayvanlarin sagliginin
olumsuz yonde etkilenebilecegi kanisiyla bu yonteme her zaman siiphe ile

yaklagilmaktadir.

Gilinlimiizde verimi artirmak i¢in sik¢a uygulanan diger bir yontem ise ¢esitli biiyiime
diizenleyicilerini ve kimyasal maddeleri disaridan bitkilere uygulanmasidir. Bu

yontemle, istenilen biiyiime ve gelismede artig, hastaliklara karsi direng yeterince
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saglanamamakta ve kullanilan maddelerin kimyasal olmasi nedeniyle insan sagligina
zarar verebilmesi yoniinden kullanimi tartigilmaktadir. Ciinkii bu maddeler bitkilerin
cesitli doku ve organlarinda birikmesiyle onlar1 yiyerek beslenen hayvan ve insanlarin
bu kimyasal maddeleri viicutlarina almasiyla sagliklar1 olumsuz sekilde etkilenmektedir.
Bu maddelerin uzunca bir siire ile topraga verilmesi ¢evre kirliligine ve sera gazi
etkisini artirabilmektedir. Bu sebeple insan ve cevre sagligi acgisindan negatif etkisi
olmayan siirdiiriilebilir tarim uygulamalarina yonelik ¢alismalar giiniimiizde giderek

artmaktadir (Lisiecka et al. 2011).

Organik maddelerin kullanimi1 ¢evreye dost, siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinin en
gozde yaklasimlarindan biridir. Organik maddelerin gilibre olarak kullanilmasi bitki
verimliligini artirmanin yani sira, topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik yapisini da
onemli derecede gelistirmektedir (Colla et al. 2015a). Bitkisel ve hayvansal kaynakli
olan organik giibreler mikroorganizmalar tarafindan hizli bir sekilde pargalanmak
suretiyle topragin yapisina katilir ve topragi organik ve inorganik madde yoniinden
zenginlestirir. Tiim bu avantajlar1 gz Oniline alinarak organik maddelerin tarimsal
uygulamalarda kullanilmas1 biiylik 6nem tasimaktadir. Bu ylizden yeni, ucuz ve
siirdiiriilebilir organik maddelerin kullanilmasi biiyilk &nem tasimaktadir. Ozellikle
zengin organik ve inorganik igerige sahip olan ve gida endiistrisi gibi gesitli siireclerin
bir yan iriinii olarak ortaya ¢ikan atik maddelerin kullanilmasi alternatif bir atik
yonetim uygulamasi olarak hem ekolojik hem de ekonomiktir (Colla et al. 2015a).
Diisiik molekiil agirlikli  peptidler ve serbest aminoasitlerden olusan protein
hidrolizatlar1 (PH) da hemen hemen tiim bitki dokular1 tarafindan kolayca emildikleri
icin bitki biiylime ve gelismesinde kullanilabilmektedir. PH'lar bitki yapraklarina
uygulandiginda, mineral besinlerin ve toprak suyunun alim etkinligini uyarabilir ve
protein sentezi, fotosentez, lignifikasyon ve abiyotik stres toleransi ile iliskili bazi
biyokimyasal mekanizmalar1 iyilestirerek tarimsal {riinlerin biiylime, gelisme ve
verimliligini artirabilirler (Kunicki et al. 2010; Ertani et al. 2014). Ornegin, balik
protein hidrolizatinin yapraklara uygulanmasi, tohum performansini, bitki biiylimesini,
guaiacol peroksidaz ve glikoz-6-fosfat dehidrogenaz gibi enzim aktivitelerini ve bezelye
fidelerinde serbest prolin ve fenoliklerin igerigini artirmistir (Horii et al. 2006). PH'lar
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ayni zamanda stres toleransini da (6rnegin soguk ve kuraklik gibi) uyarabilir ve farkli
katyonlarin selatlanmasinda (Fe®*, Mg®* ve Ca*" gibi) rol oynar. Baz1 ¢alismalar, PH
uygulamalarinin iyilestirici etkilerinin konsantrasyon, bitki tiirti farkliligi, ¢evresel
kosullar, fenolojik evreler, uygulama zamani ve yaprak gegirgenligine bagli oldugunu
belirtmistir (Kurbanoglu et al. 2004; Kunicki et al. 2010; Ertani et al. 2014). Bu
caligmalardan elde edilen bulgular bitki biiyiime ve gelisimini ve verimliligini artirmak,
ayni zamanda ¢evresel streslerin etkisini hafifletmek i¢in organik atiklarin biyoaktivator

olarak kullanilabilirligini tesvik etmektedir (Xiangyang et al. 2011; Joshia et al. 2014).

Tavuk tiiyii, protein orani yiiksek olmakla birlikte tavukguluk endiistrisinde biiyiik
miktarda atik bir liriindiir ve asir1 birikimi ¢evre kirliligine neden olabilir. Giinlimiizde
kanatli hayvan {iretiminin ciddi artisi, attk madde olarak tavuk tiiyiiniin 6nemli
miktarlarda olusumunu beraberinde getirmektedir. Her giin on binlerce, bazen yiiz
binlerce tavuk kesilen kesimhanelerde tonlarca atik olusturmaktadir. Olgun bir tavugun
toplam agirliginin yaklasik olarak %10’u tiiylerden olusmaktadir. Bu oran goz oniine
alindiginda diinya genelinde atik olarak tiretilen tiiy miktar1 da yillik olarak 7.7x10® kg
ulagmaktadir. Atitk madde olarak tavuk tiiylerinin bu kadar fazla birikmesi ve iceriginde
yer alan keratin maddesinin sadece keratinaz enzimine sahip siirli sayidaki bakteri ve
mantarlar  tarafindan parcalanabilmesi onun sanayide kullanimim1  oldukc¢a
sinirlandirmaktadir. Dolayisiyla, tavuk tiiyli keratininin, bir isleme tabi tutulmaksizin
canlilar tarafindan dogrudan protein kaynagi olarak kullanimi da miimkiin
goriilmemektedir (Taskin and Kurbanoglu 2011; Taskin 2012c). Son yillarda bazi
arastirmacilar tavuk tiiylerinin énemli bir PH kaynagi olarak degerlendirilebilecegini
ileri siirmislerdir (Colla et al. 2015a). Tavuk tiiyiindeki yiiksek keratin igerigini dikkate
alan bazi aragtirmacilar, tily keratinini canlilarin kullanabilecegi besinsel forma
dontistirmek i¢in caligmalar yiiriitmektedir. Bu dogrultuda arastirmacilar, buhar
basincinda hidroliz, kimyasal maddelerle hidroliz ve enzimatik hidroliz gibi degisik
hidroliz yontemleri kullanmaktadirlar. Uygulanan hidroliz islemlerinin tavuk tiiylindeki
aminoasitlerin sindirilebilme 6zelligini kismen artirdig1 ve bu islemlerin sonunda elde
edilen son iirlinlerin ise basta tavuk ve balik yemi olmak iizere hayvanlar i¢in besin

maddesi olarak kullanildigi rapor edilmistir (Onifade et al. 1998).
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Tavuk tliyli icerisinde ¢ok zengin ¢esit ve miktarda aminoasit ve proteinlerin olmasi,
onun protein hidrolizatinin organik tarimda biyogiibre olarak kullanilabilirligini
miimkiin kilmaktadir. Ornegin, TTH’m, tohum c¢imlenmesi ve topraga uygulandif
haliyle ¢im tohumunun fide biiylimesi iizerinde olumlu etki yaptig1 belirlenmistir
Yapraktan uygulanmasi, muz bitkilerinde (Gurav and Jadhav 2013) el basina parmak
sayisini, demet agirligini artirdigt ve kolzada bitki biyokiitlesinde artis tizerinde 6nemli
bir etkisi oldugu bildirilmistir. Benzer ¢alismalarin ayrintili olarak degerlendirilmesi,
potansiyel bir organik gilibre olan TTH 1n kiiltlir bitkileri tizerindeki etkisi hakkinda
daha degerli veriler saglayacaktir. Ayrica hidroliz metoduna gore degisen inorganik
madde igerigiyle de yine Onemli bir inorganik madde kaynagi olarakta kullanilma
potansiyeli bulunmaktadir. Tavuk Tiyli Protein Hidrolizatinda (TTPH) prolin ve diger
aminoasitlerin yani sira sistein, glutamik asit ve glisin gibi aminoasitlerin de bol
miktarlarda bulunmasi bitki biiyiime ve gelismesine ilaveten bitkilerin stres faktorlerine
karsi savunma direncinin de artirilabilmesi adina {imit verici calismalarin yolunu
acmaktadir. Ciinkii bu aminoasitler bitki antioksidan sisteminde yer alan ve bu sistemin
dengeli yiiriimesinde son derece Oneme sahip olan GSH’in (sistein, glisin ve
glutamattan olusan bir tripeptit) Onciil bilesenleridir (Kurbanoglu 2004; Vasileva-
Tonkova et al. 2007; Taskin 2012c).

Yukarida da ifade edildigi gibi bitkilerde fitoselatinlerin iiretiminden siilfiir
metabolizmasina kadar cok cesitli metabolik silireclerde rol oynayan GSH, stres
sartlarinda olusumu artan ROT’larin radikal etkilerini direkt olarak azaltabilecek veya
ortadan kaldirabilecek potansiyele sahip olan 6nemli bir antioksidandir (Taskin 2012¢).
GSH’1 olusturan aminoasitler tavuk tliylinde bol miktarda bulunmaktadir. Bu nedenle,
tavuk tliylinden hazirlanacak olan protein hidrolizatinin soguk stresine maruz kalan
bitkilerde askorbat-glutatyon ¢emberini de icerisine alan farkli metabolik yollar1 aktive
ederek bitki direncini artirmasi kuvvetle muhtemeldir. Yapilan c¢alismalarda, oncii
aminoasitler (sistein, glisin ve glutamat) bakimindan zengin protein hidrolizatlarinin
insanlarda glutatyon sentezini artirarak bircok hastaliga kars1 direng sagladigi
bildirilmesine ragmen (Wu et al. 2004), bu maddelerin bitkilerin direngleri {izerine

etkilerini gosteren herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu arastirmada, uygun
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dozlarda TTH uygulamasinin, soguk stresine maruz bitkilerde antioksidan savunma
parametrelerini iyilestirerek bitkinin soguk toleransini artirabilecegi hipotezi ileri
stiriilmiistiir. Bu hipotezi test etmek i¢in dncelikle laboratuvarda tavuk tiiylerinden en
uygun yontemlerle TTH elde edilmis ve TTH’ nin aminoasit igerigi belirlenmistir. Bitki
materyali olarak ise fizyolojik ¢alismalarda ¢ok yogun kullanilan ve monokotil bitkiler
icin model bir bitki olan bugdayin (Triticum aestivum L.) soguga duyarli ve direngli iki
cesidi kullanilmistir. Daha sonra, bu iki bugday ¢esidine ait fidelere farkli dozlarda TTH
uygulamasi yapilmis ve soguga maruz birakilan fidelerde fizyolojik parametrelerin
yaninda biyokimyasal parametreler olarak enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
parametreler analiz edilmistir. Elde edilen biitiin veriler karsilastirmali olarak

tartisilmastir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Giris boliimiinde de belirtildigi gibi soguk ve diger stres sartlarinda reaktif oksijen
tiirleri artmaktadir. Soguk stresinin olumsuz etkisini azaltmak i¢in birgok arastirma

yapilmaktadir. Bu yapilan arastirmalarrin bazilarinin sonuclar1 asagida 6zetlenmistir.

Diisiik sicaklik, tuzluluk, agir metal ve kuraklik gibi ¢evresel stresler, bitki biiyiime ve
gelismesini  olumsuz yonde etkileyerek onlarin yapilarinda bir dizi morfolojik,

fizyolojik ve molekiiler degisikliklere yol agmaktadirlar (Javadian et al. 2010).

Bitkilerde soguk hasarinin ilk etkilerinden biri, kék bdlgesinden su alinimi ve
transpirasyon arasindaki dengenin bozulmasindan kaynaklanan gévde dehidrasyonudur
(Vernieri et al. 2001). Bunun sonucunda, kokte oldugu gibi govdede de biiyiime hiz1 ve
yaprak genislikleri azalir. Daha siddetli soguk stresi ise hiicresel otolizi ve senesensi
artirir. Otoliz ve senesens tiim dokuda ya da dokularin yiizeyinde lezyonlara sebep
olabilir. Fakat bu lezyonlar genellikle hiicre hasarina bagli olarak yaprak epidermisinde
cukur ya da batik alanlar olarak goriilmektedir. Soguk stresi sirasinda, 1sikta
fotooksidasyon sonucu klorofilin bozulmasi nedeniyle yapraklarda klorozis ve nekrozis
goriiliir (Saltveit and Morris 1990; Pearce 1999).

Soguk stresi bitkilerin hiicre zarlarinda dehidrasyon ve peroksidasyondan kaynaklanan
ciddi hasarlara yol acar (Mahajan and Tuteja 2005). Ozellikle lipid peroksidasyonu
(Bailly et al. 1996; Kuk et al. 2003; Hu et al. 2006; Posmyk et al. 2009) ve dehidrasyon
(Mahajan and Tuteja 2005) sonucu olusan zar biitiinliigiiniin bozulmasi, soguk stresinin
bitkiler iizerindeki en Onemli etkilerinden biridir. Sogukla muamele sirasinda hiicre
zarinin lipid igeriginde bir dizi degisiklik meydana gelir. Diisiik sicakliklar bitkide
fotosentetik kapasitede de bir azalmaya sebep olmaktadir. Fotosentetik kapasitedeki bu
azalmanin PSI’in aktivitesinde, PSII’nin potansiyel fotokimyasal etkinliginde, ATP
sentezinde ve stroma enzim aktivitelerinde inhibisyonlar ile ve fotosentetik

pigmentlerdeki degradasyonlar ile baglantisinin oldugu cesitli calismalar sonucunda
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ortaya konulmustur (Venema et al. 2000; Allen and Ort 2001; Tambussi et al. 2004;
Bertamini et al. 2006). Isikta diisiik sicakliga maruz kalma sonucunda, PSI’in verici
bolgesinde oksijenin indirgenmesi ile siliperoksit radikali veya uyarilmis klorofil
molekiiliiniin enerjisini oksijene transfer ederek singlet oksijen {iretiminin artmasinin,
hiicresel bilesenlerde oksidatif reaksiyonlara ve fotosentetik aparatlarda fotoinhibisyona
neden oldugu birgok ¢alismada bildirilmistir (Wise 1995; Foyer et al. 2005;
Hogewoning et al. 2010). Benzer sekilde diisiik sicakligin proteinlerin denatiirasyonuna
ve yigilmalarina, DNA zincirlerinin kirilmasina ve enzimlerin inaktivasyonuna neden
olan ROT’larm (05~ 'Oy, H,0, ve ‘OH ) olusumuna neden olarak oksidatif hasarlara yol
actig1 da bildirilmistir (Bowler et al. 1992). Hiicre zar1 yapisindaki doymamis yag
asitlerinin yikimi olarak bilinen LPO’nun soguga maruz kalmis bitkilerde miktar
artmaktadir (Cheng and Song 2006). Campos et al. (2003)’te yaptiklar1 ¢alismada

soguga maruz kalmis kahve bitkisinde LPO miktarinin arttigin1 bulmuslardir.

Abiyotik ve biyotik stresle karsilasan tiim bitkilerde ROT miktarlarinda artig
goriilmektedir. H,O,, ‘'OH ve O," diislik sicaklikta ve gesitli abiyotik stres sartlarina
tepki olarak bitki tarafindan iretilmektedir. Bitki hiicreleri 6zellikle mitokondri,
kloroplast ve peroksizomlarda antioksidan savunma sistemi elemani olan SOD, CAT ve
POX gibi enzimleri iiretirler. Oncelikle bitkide iiretilen SOD, O, yi ortadan kaldirir.
Yapilan caligmada kislik bugday ve yazlik bugdayda dondurucu olmayan sogukta
antioksidan enzim aktivitesi artmaktadir (Sun et al. 2006). Soguk stresine karsi
toleransin artirilmasi amaciyla bitkiler antioksidan enzimler sentezlerler, bunlardan biri
de POX’dur. Bugday bitkisinde soguk artisinda POX miktar1 artmakta ayni zamanda
soguk sartlarinda bugdayda SOD miktar1 da artmaktadir. Bu artig ROT
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Apel and Hirt 2004; Nejadsadeghi et al.
2014).

CAT tetramerik yapida olup, hem grubu igeren potansiyel olarak H,O;’yi 1dk da 6
milyon molekiil H;O’ya ve O;’ye doniistiirebilen enzimdir. Soguk sartalarinda bugday
bitkisinde CAT enzim mikar1 artig gostermistir. Bununla beraber SOD enzim miktar1 da

ayni oranda artis gostermistir (Scebba et al. 1998; Nejadsedaghi et al. 2014). APX
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H202’nin enzimatik yikiminda goérev alan bir enzimdir. Bugday, salatalik ve karpuz
bitkilerinde soguk stresinde POX ve APX enzim miktarlarinda artis goriilmiistiir
(Scebba et al. 1998 ).

Kislik bugdayda soguga dayanikliliga olan direnci artiran ve azaltan bilesiklerden biri
de askorbik asittir. Yapilan bir ¢alismada kislik bugdayda askorbik asit miktar1 fazla
bulunmustur (Andrews and Roberts 1961). Yapilan diger bir ¢alismada soguga hassas
makarnalik bugday ve soguk stresine toleransl iki ¢esit makarnalik ve ekmeklik bugday
kullanilmistir. Soguk sartlarinda toleransh bitkilerde donma hasarini gosteren elektrolit
sizint1 soguga hassas bugday bitkisine gore daha diisiik bulunmustur (Shahryar and
Maali-Amiri 2016).

Heidarvand vd (2013)’in yaptiklar1 bir ¢alismada ekonomik agidan 6nemli olan bitki
nohutta (Cicer arietinum L.) soguk toleransi i¢in fenotipik ve fizyolojik yontemler
kullanarak arastirma yapmak icin, on nohut genotipinin tarla ve biiylime odasi
kosullarinda soguk uygulamasi sonucu tepkileri analiz edilmistir. Yiizde canlilik ve
soguk tolerans verileri, tarla kosullarinda diisiik sicakliga genotip toleransini tanimlayan
en onemli indeks oldugu belirlenmistir. Nejadsadeghi vd (2014)’nin yaptiklar1 bir
calismada soguk stresine toleransli makarnalik ve ekmeklik bugday ile soguk stresine
hassas olan makarnalik bugday c¢esitlerinde soguk stresine karst gosterdikleri fizyo-
biyokimyasal sonuclar incelenmistir. Soguk stresine maruz kalan hassas bugday
cesitlerinde EL indeksi, H,O, ve MDA seviyeleri soguga toleransli olan bugday
cesidine gore yiiksek oldugu bulunmugstur. Reaktif oksijen tirii (ROT) temizleme
sistemleri, SOD, CAT, APX, POX ve prolin 6zellikle soguk stresine uyum evresinden
sonra soguk stresinde toksik ROT diizeylerini azaltmada kritik dneme sahiptir. Bununla
birlikte, bu sistemin farkli seviyeleri, soguk stresine toleransli ve duyarli bitkilerde
farkli oksidatif stres yogunluklarina neden olmustur. Bu yanitlar makarnalik bugdayda
soguk toleransini artirmak i¢in yapilan genetik ¢alismalarla desteklenmis ve hassas
bitkilerin soguga duyarlilig1 antioksidan sistemlerin azalmasi ile dogru orantili oldugu
bildirilmistir (Nejadsadeghi et al. 2014). Hannah vd (2005)‘in yaptiklar bir ¢alismada,
Arabidopsis thaliana gibi pek ¢ok iliman bitki tiirii soguk aklimasyon denilen bir



18

siiregte diisiik, dondurulmayan sicaklifa maruz kaldiklarinda donma toleransini

artirabilmektedir. Bu isleme, gen ifadesinde karmasik degisiklikler eslik eder.

Taskin (2012c)’in yaptig1 bir ¢alismaya gore, Saccharomyces cerevisiae'den GSH
liretimi i¢in bir substrat olarak tavuk tiiyii protein hidrolizatinin (tavuk tiiyli pepton)
kullanilabilirligini arastirmistir. Sonugta, tavuk tliyli protein hidrolizatinin GSH

tiretiminde substrati olarak kullanilabilecegi ileri stirtilmiistiir.

Gousterova vd (2012)‘nin yaptiklar1 ¢aligmada, iki tiir kentsel topraklardan yerli park
toprak ve antropojenik toprak lizerine tiiylii atiklardan elde edilen protein agisindan
zengin hidrolizatin toprak parametreleri (pH, bazi enzim aktiviteleri ve mikrobik
aktivite), tohum c¢imlenmesi ve ¢imlendirilmis bitki biiylimesi ve bazi bitki patojen
mantarlara kars1 aktivitesi arastirilmistir. Sonuglarda, diisiik konsantrasyonlarda organik
cozeltiyle yapilan zemin zenginlestirmesinin, toprak {ireazi ve mikrobik aktivite
tizerinde olumlu bir etki yaptigini, tohum ¢imlenmesi ve ¢im tohumlarinin biiylimesi ve
bu egilim antropojenik topraklarda daha iyi ifade edilmistir. Tiiyden elde edilen
hidrolizat, bitki patojenik mantarlara karsi da iyi bir etki gostermistir. Bu nedenle,
Thermoactinomyces suslarinin hidrolitik yoluyla elde edilen tiiy hidrolizati, kirlenmis
topraklarin restorasyonu ve ¢imlendirmenin hizlandirilmasi i¢in alternatif organik bir
madde olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugu ileri siiriilmiistiir (Gousterova et al.

2012).

Popko vd (2015)’nin yaptiklar1 ¢alismada kolza tohumunun (Brassica napus)
¢imlenmesinde kanatli tiiylerinin islenmesinden elde edilen protein hidrolizat giibresinin
etkisi incelenmistir. Saks1 deneyleri, keratin protein hidrolizatina dayali giibrenin, bitki
biyokiitlesinin artig1 iizerinde dnemli bir etkisinin oldugunu gdstermistir. Bitkilerdeki
azot, fosfor, potasyum ve magnezyum igerigi, hidrolizat uygulanmamis bitkilerle
karsilastirildiginda artmistir. Bu hidrolizatla kullanildiginda, test edilen bitkilerde

manganez ve ¢inko igerigi onemli dl¢iide degistirdigi gdzlemlenmistir.
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Visconti vd (2015)’nin ¢aligmasinda Diospyros kaki (Trabzon hurmasi) sulama suyunda
ticari bir kalsiyum protein hidrolizatinin toprak ve bitki lizerindeki etkisi ile D. Lotus
(kiicik meyveli Trabzon hurmasi) {izerinde asilanan hurma bitkileri ardisik iki mevsim
boyunca incelenmistir. Bu c¢alisma sonucunda yaprak kloriir icerigi azalirken, diger
faydali elementlerin igerikleri kalsiyum protein hidrolizati uygulamalarinda belirgin
sekilde artmistir. Bu etkiler, kalsiyum protein hidrolizati uygulanan bitkilerde daha
diisiik kloriir, daha az yaprak nekrozu ve aym1 zamanda yaprak su potansiyelinin de

oldugu gbzlemlenmistir.

Schiavon vd (2008) misirdaki trikarboksilik asit (TCA) dongiisii ve azot metabolizmasi
enzimlerinin gen ekspresyonu ve etkinligi iizerine yonca protein hidrolizatinin etkileri
incelediklerinde, bitki biiylimesi ile yaprakta seker birikimi artmistir. Buna paralel
olarak, nitrat seviyesi azalirken toplam N vyiizdesi degismemistir. Yonca protein
hidrolizatinin, C ve N metabolik yollarinin koordinat regiilasyonu yoluyla bitkilerde
azot asimilasyonunu tesvik edebilecegini ve protein hidrolizatlar1 {izerinde N'nin
kullanim verimliligini artirmak igin gegerli bir ara¢ olarak daha fazla arastirma
yaptlmasinin yolunu agtigini ortaya koymaktadir. Azevedo vd (2015)’nin yaptiklart bir
calismada, sigir giibresi veya biyolojik giibrenin, mal¢ varligi veya yoklugundaki
etkisini arastirmak i¢in yapilmistir. Sonugta, giibre ve malg arasindaki etkilesim altinda
yetistirilen boriilce bitkilerinde daha yiiksek fitokiitle ve tane iretimi oldugu
bulunmustur. Cavani vd (2006)’nin yaptiklar1 bir ¢aligmada protein hidrolizat esaslh
giibrelerin fotoensitivize edici 6zelliklerine bakilmistir. Pestisitler veya herbisitler i¢in

protein hidrolizath giibreleri kullanimi1 6nerilmistir.

Colla vd (2015b)’e gore; son yillarda, bahge bitkileri {iiretim sistemlerinin
stirdiiriilebilirligini iyilestirmek i¢in yeni stratejiler onerilmistir. Gelecegi umut verici
bir ara¢ olarak, bitki kalite parametrelerini, besin verimliligini ve abiyotik stres
toleransini artirabilen "biyostimulatorler" olarak tanimlanan dogal bilesiklerin ve/veya
mikroorganizmalarin kullanilmas: tavsiye edilmistir. Biyostimiilatorlerden protein
hidrolizatlar1 (PH), bitki biyolojik uyaricilarin 6nemli bir grubudur. Son yillarda

tarimsal bitikilerin performanslarina olan olumlu etkileri nedeniyle artan oranda dikkat
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ceken bu ¢esit peptidlerin ve amino asitlerin karisimi bitki verimliligini artirabilecegi
gosterilmistir. PH'lar agirlikli olarak hayvansal veya bitki kokenli hammaddelerdeki

proteinlerin enzimatik veya kimyasal hidroliziyle tiretilir.

Mukesh-Kumar vd (2012)’nin ¢alismalarinda Bacillus sp. kullanilarak elde edilem tiiy
protein hidrolizatinin iiretimi, optimizasyonu ve antioksidan potansiyeline bakilmistir.
Sonugta Bacillus sp. ile muamele eedilen tiiyiin sindirilebilirligi, antioksidan kapasitesi

islem goérmemis halinden yliksek oldugu bulunmustur.

Taskin vd (2012a)’nin ¢aligmalarinda yeni izole edilmis Rhizopus oryzae ile melas ve
tavuk tiyii protein hidrolizatindan olusan L-laktik asit iretimini incelenmistir.
Mayalarin 6zii ve amonyum siilfatin aksine, tavuk tiiyii protein hidrolizati, asir1 pH
degisimlerini ve koplirmeyi O6nleme potansiyelinin yani sira fermantasyon sirasinda
daha kiiciik diizgiin pelet olusumu saglamak i¢in de potansiyele sahip oldugu ve bu
ozellikler sayesinde, hidrolizatin diger iki azot kaynagindan (maya 6ziitii ve amonyum
stilfattan) daha yiiksek L-laktik asit {iretimine neden olabilecegi sonucuna varilmistir.
Taskin vd (2012b)’nin bir ¢alismasinda da yenilebilir mantar Morchella esculenta‘dan
misel biyokiitle ve ekstraseliiler polisakaritler liretimi icin alt tabaka olarak tavuk tiiylii
hidrolizatin kullanilabilirligini arastirmak icin yapilmistir. Tavuk tiiyli protein
hidrolizatinin yenilebilir mantar M. esculenta'da biyokiitle ve ekstraseliiler polisakkarit
tiretim kabiliyeti, iki ticari pepton, tripton peptonu ve balik peptonu karsilastirilmis ve
tavuk tliyli hidrolizatindan elde edilen ekstraseliiler polisakkarit konsantrasyonlar1 daha
yiiksek bulunmustur. Bdylece tavuk tliyli hidrolizatinin ekstraseliiler polisakkarit

tiretimi substrati olarak etkili bir sekilde kullanilabilecegi gozlemlenmistir.

Fakhfakh vd (2011)‘in ¢alismasinda tavuk tiiylerinin, bir keratinolitik bakteri, Bacillus
pumilus ile fermantasyon ile ve yiiksek antioksidif aktiviteye sahip protein hidrolizat
iiretimiyle toplam c¢oziinlirligline bakilmistir. Sonugta tavuk tiiylerinin hayvan yemi
formiilasyonlarinda yardimci protein ve antioksidanlar olarak yararli olabilecegini

bulunmustur.
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Horii vd (2006)‘nin yaptiklart ¢aligmada; balik protein hidrolizatlarinin misir, soya
fasulyesi ve domates de tohum canlilig1 ve fenolik bagli tepkiler lizerine arastirma
sonuglarma bakilmistir. Fenolik ve klorofil metabolizmalarinin modiilasyonu yoluyla
fenolik bakimindan zengin bitki tiirlerinde bitki biiylimesi ve gelisimini (6rn, tohum

canlilig1) prolince zengin balik protein hidrolizatinin etkisiyle arttigi bulunmusrur.

Memarpoor-Yazdi vd (2013)’nin ¢alismasinda hiinnap meyvelerinden elde edilen
protein hidrolizatlarin ve saflastirilmis peptidlerin antioksidan aktivitesi arastirilmistir.
Bu c¢alisma, Zizyphus jujuba proteinlerinden tiiretilen hidrolizatlarin ve saflagtirilmis
peptidlerin oksidatif reaksiyonlar1 6nleyebilecegini ve gida muhafaza ve tibbi amaglar

icin yetersiz kalabilecegini ileri stirmiistiir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Buzdolabi . Arcgelik

Derin dondurucu (-20°C) . Argelik

Derin dondurucu (-80°C) : NUAIRE

Elektroforez : BIORAD

Hassas terazi : Shimadzu AY220
Karistirict . Fisons Whirlimixer
Manyetik karistirict : Chiltern HS31

Masa santrifiijii : Hettich EBA 21

Otomatik pipetler : Ependhof, Axigen

pH metre . Seven Compact

Soguk su banyosu : Huber Polystat CC1

Kuru blok inkiibator : Allsheng

Sicak su banyosu : WiseBath Fuzzy Control System
EL cihazi : Water Quality Tester
Sogutmali santrifiij : Hettich Micro 22 R
Spektrofotometre : Shimadzu UVmini-1240
Western blot cihazi : Bio-Rad Semi Dry Bloting
Western blot goriintileme cihazi : Fusion Fx Vilber Lourmat

3.2. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalar

Calismada kullanilan ¢ozeltilerin kullanildigr yerler ve hazirlanis sekilleri asagida
belirtilmistir. Calismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma ve Sigma-Aldrich

sirketlerinden temin edilmistir.
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1. 0.1 M KH2POy4 (pH: 6.75) (Protein tayini i¢in) : 3.4 gr KH,PO4 200 ml saf suda
¢oziilmiis, 1 N NaOH kullanilarak pH 6.5’e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250
ml’ye tamamlanmistir.

2. BCA reaktifi (protein tayini i¢in) : 15 ml Bicionchonic asit 0.3 ml CuSO; ile
karigtirilir.

3. 0.1 M KH,PO4 (pH: 6.75), %1 PVP, 1 mM EDTA (antioksidan enzimlerin
homojenizasyon tamponu): 3.4 gr KH,PO4 200 ml saf suda ¢ozilmiis, 1 N NaOH
kullanilarak pH: 6.75’e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlanmis ve
tizerine 2.5 gr PVP ve 0.073 gr EDTA ilave edilmistir.

4. 103.5 mM KH,PO,, pH: 7.5 (Katalaz aktivitesi olgiimiinde kullanilan tampon):
1.41 gr KH,PQO4, 70 ml saf suda ¢oziilmiis, 1 N NaOH ile pH: 7.5’¢ ayarlanmis ve
hacim saf su ile 100 ml'ye tamamlanmistir.

5. 40 mM H,0, ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan substrat ¢zeltisi):
346 ul %35°lik H,O, alinip hacmi saf su ile 100 ml'ye tamamlanarak hazirlanmistir.

6. 5 mM H,0; ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢limiinde standart grafik hazirlamak i¢in
kullanilan): 43 pl %35’luk H,O, alinip hacmi saf su ile 100 ml'ye tamamlanarak
hazirlanmastir.

7. 0,1 M NayHPO,, pH: 5.5 (Peroksidazin aktivitesi o6l¢limiinde kullanilan tampon
cozeltisi): 3.55 gr NayHPO, alinarak 200 ml saf suda ¢oziilmiis ve pH: 5.5%e
ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 ml'ye tamamlanmustir.

8. Peroksidaz aktivitesi Ol¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi (5 mM guaikol + 5
mM H;0,): 54 ul quaikol ve 15 pl H,O, dan (d: 1.13 g/mol) 5 mM olacak sekilde 100
ml 0.1 M fosfat tamponu (pH: 5.5) i¢inde ¢6ziilerek hazirlanmistir.

9. 50 mM KH3POy (pH: 7.8) (SOD i¢in tampon ¢ozelti): 1.7 gr KH,PO4 200 ml saf
suda ¢ozilmiis, pH: 7.8’e¢ ayarlandiktan sonra ve hacim saf su ile 250 ml’ye
tamamlanmstir.

10. 13 mM metionin ¢o6zeltisi (SOD reaksiyon karisimi i¢in): 0.586 gr metionin alinir,
10. maddede hazirlanmis olan 250 ml 50 mM KH,PO4 tamponu igerisine ilave edilerek
¢Oziiliir.

11. 63 uM NBT-Nitroblue Tetrazolium Kloriir (SOD reaksiyon karigimi i¢in): 0.0128
gr NBT alinir, 10. maddede hazirlanmis olan 250 ml 50 mM KH,PO4 tamponu igerisine

ilave edilerek ¢oziiliir.
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12. 0.1 mM EDTA-Etilen Diamin Tetra Asetik asit (SOD reaksiyon karigimi igin):
0.073 gr EDTA alinir, 10. maddede hazirlanmis olan 250 ml 50 mM KH,PO, tamponu
igerisine ilave edilerek ¢oziiliir.

13. 13 uM riboflavin (SOD aktivitesi igin 2. ¢6zelti): 0.019 gr riboflavin, 500 ml saf
suda ¢oziilmiig, 3 ml’lik reaksiyon karisiminin 13 pM riboflavin icermesi ig¢in 390 pL
riboflavin alinmistir.

14. %0.1 lik TCA-trikloroasetik asit (Lipid peroksidasyon i¢in homojenizasyon
¢oOzeltisi) : 100 ml saf su igerisine 0.1 gr TCA ilave edilerek ¢oziiliir.

15. %0.5’lik TBA-tiobarbutirik asit (Lipid peroksidasyon icin reaksiyon ¢ozeltisi): 100
ml saf su igine 20 gr TCA ¢oziiliir ve daha sonra igerisine %0.5 TBA ilave edilerek
lyice ¢Ozlinmesi saglanir.

16. Monomer (akrilamid/bis) ¢ozeltisi (%30 akrilamid, %2.7 bis): 29.2 gr akrilamid 75
ml saf suda c¢oziiliir, ¢ozeltiye 0.8 gr bis katilip ¢oziiliir. Son hacim 100 ml’ye
tamamlanir.

17. Ayirma jeli tamponu (1.5 M Tris, pH: 8.8) : 18.15 gr tris 50 ml saf suda ¢oziiliir.
HCl ile pH: 8.8’¢ ayarlanir. Saf su ile 100 ml’ye tamamlanur.

18. Yiikleme jeli tamponu (0.5 M Tris, pH: 6.8) : 3 gr tris 40 ml saf suda ¢oziiliir. HCI
ile pH 6.8’e ayarlanir. Saf su ile 50 m1’ye tamamlanir.

19. %10 SDS: 1gr SDS son hacim 10 ml olacak sekilde saf suda ¢oziiliir.

20. %10 Amonyum persiilfat (polimerizasyon baglatici) : 0.05 gr amonyum persiilfat
son hacim 500 pl olacak sekilde saf suda ¢oziiliir.

21. Ornek uygulama tamponu (0.125 M Tris, %4 SDS, %20 gliserol, %10 2-
merkaptoetanol, %0.2 bromfenol mavisi pH: 6.8): 2.5 ml yiikleme jeli tamponu, 4 ml
%10 SDS, 2 ml gliserol, 1 ml 2-merkaptoetanol alinip son hacim 10 ml olacak sekilde
saf su ile tamamlanir, pH: 6.8’¢ ayarlanir. Karisima 0.02 gr bromfenol mavisi katilarak
kanigtirilir. Kullanilacak hacimlere boliiniip -20°C’de saklanir.

22. Tank tamponu (0.025 M Tris, 0.192 M glisin, %0.1 SDS, pH: 6.8) : 3 gr Tris, 14.4
gr Glisin, 1 gr SDS alinir. 900 ml saf suda ¢oziilerek pH 6.8’¢ ayarlanir. Son hacim
1000 ml’ye saf su ile tamamlanir.

23. Boyama substrat ¢ozetltisi (SOD izoenzimleri i¢in) (0.24 mM NBT, 33.2 uM
riboflavin, %0.2 TEMED, 1 mM EDTA, 0.05 M KH,PO,4 pH 7.8): 0.0098 gr NBT, 100
ul TEMED, 0.147 gr EDTA, 0.345 gr KH,PO4 40 ml saf suda ¢oziilip pH: 7.8e
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ayarlanir. 1 ml saf su igerisinde 0.0062 gr riboflavin ¢oziiliir ve 100 pl’si boyama
substrat ¢ozeltisine katilir. Cozeltinin son hacmi 50 ml’ye saf su ile katilir.

24. 1 mM EDTA, 0.05 M KH2PO4 pH 7.8 (SOD izoenzimleri igin): 0.147 gr EDTA,
0.345 gr KH,PO,4 40 ml saf suda ¢oziiliip pH 7.8’e ayarlandiktan sonra son hacim 50 ml
olacak sekilde saf su ile tamamlanir.

25. 2 mM askorbik asit, 50 mM Na;HPO, (APX izoenzimleri igin): 0.0352 gr askorbik
asit, 1.34 gr Na,HPO, 80 ml saf suda ¢6ziiliir ve pH 7’ye ayarlanir. Son hacim 100 ml
olacak sekilde saf su ile tamamlanir.

26. 4 mM askorbik asit, 2 MM H,0,, 50 mM Na,HPO, (APX izoenzimleri igin): 2mM
askorbit asit ¢ozeltisinden 50 ml alinir lizerine 0.0176 gr askorbik asit ve 10 ul %35
H,0; katilip iyice karistirilir.

27. 28 mM TEMED, 2.4 mM NBT, igeren 50 mM Na,HPO, (pH 7.8) tamponu (APX
izoenzimleri igin): 105 ul TEMED, 0.0491 gr NBT, 0.335 gr Na,HPO, 20 ml saf suda
coziilerek pH 7.8’¢ ayarlandiktan sonra son hacim 25 ml’ye saf su ile tamamlanur.

28. 0.25 mM NADPH c¢ozeltisi hazirlamak icin (GR aktivitesi i¢in) : 0.0022 gr
NADPH 10 ml saf su igersinde ¢oziiliir.

29. 1 mM oksitlenmis glutatyon (GSSG) (GR aktivitesi i¢in) 0.0061 gr GSSG, 10 ml
saf su icersinde ¢oziliir.

30. 0,5 mM EDTA (GR aktivitesi i¢in) 0.0014 gr EDTA 10 ml saf su igerisinde
¢Oziiliir.

31. 50 mM Tris-HCI (GR aktivitesi i¢in) 0.06 gr Tris bir miktar saf su igerisinde ¢6zliir,
sonra pH:7.8’e ayarlanir ve son hacim 10ml’ye tamamlanir.

32. %5’lik TCA (homojenizasyon i¢in) 1 gr TCA 10 ml saf su igerisinde ¢oziiliir.

33. 200 mM NayHPO, (GSH igerigi belirlemek i¢in) 0.238 gr Na,HPO, bir miktar saf
su icerisinde ¢oziiliir ve pH:7.5’e ayarlanir. Son hacim 10 ml ye tamamlanir.

34. 50 MM Na,-EDTA (GSH igerigi belirlemek igin) 0.186 gr Na,-EDTA 10ml saf su
igerisinde ¢oziiliir.

35. 2 mM B-NADPH (GSH igerigi belirlemek i¢in) 0.016 gr 10 ml saf su igerisinde
¢Oziiliir.

36. 6 mM DTNB (5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid)) (GSH igerigi belirlemek igin)

0.023 gr saf su igerisinde ¢oziiliir.
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37. 60 mM KH,PO, (siiperoksit metodu i¢in homojenizasyon ¢ozeltisi) 0.081 gr
KH,PO, bir miktar suda ¢oziiliir. pH 7.8’e ayarlanir ve son hacim 10 ml’ye tamamlanir.
38. 10 mM hidroksilamin (stiperoksit icerigi i¢in) 0.0069 gr hidroksilamin 10 ml saf su
igerisinde ¢oOziliir.

39. 17 mM siilfamid (stiperoksit igerigi i¢in) 0.029 gr siilfamid 10 ml saf suda ¢oziiliir.
40. 7 mM naftilamin (stiperoksit igerigi i¢in) 0.01 gr naftilamin 10 ml saf su igerisinde
¢Oziiliir.

41. %3’lik silfosalisilik asit (prolin metodu i¢in homojenizasyon ¢ozeltisi) 0.3 gr
stilfosalisilik asit 10 ml saf su igerisinde ¢oziiliir.

42. Asit ninhidrin hazirlanis1 (prolin igerigi i¢in) 1.25 gr ninhidrin 30 ml asetik asit ve
20 ml fosforik asit i¢cerisinde ¢oziiliir.

43. 2.5 N HCI (total karbohhidrat igerigi i¢cin homojenizasyon ¢ozeltisi) 35 ml i¢in 7.25
ml HCI alinir tizeri 35 ml’ye tamamlanur.

44. Antron ¢ozeltisi icin: 200 mg antron 100 ml soguk %95’lik siilfirik asit icerisinde
¢Oziiliir.

45. Transfer tamponu (Western blotlama igin): 25mM tris (pH: 8.3), %20 metanol, 192
mM glisin ve 5 ml %10’luk SDS saf suya katilarak iyice ¢oziiliir.

46. PBST tamponu: 137 mM NacCl, 2.37 mM KCI, 10 mM Na;HPO,4, 2 mM KH,PO,
(pH: 7.4) hazirlanmig olan 1xPBS’ye %?2 siit tozu ve %0.1 Tween-20 eklenir ve iyice

¢Oziiliir.

3.3. Yontemler

3.3.1. Tavuk tiiyii protein hidrolizatinin hazirlanmasi

Tavuk tiiyii protein hidrolizati Taskin ve Kurbanoglu (2011) metodu revize edilerek
yapilmistir. Bunun igin ilk olarak tavuk tiiyleri sabit agirliga gelinceye kadar 100°C’de
kurutuldu. Kurutulan tavuk tiiylerinin 80 grami hidroliz islemine tabi tutulmustur.
Tavuk tliylerinin 80 grami yiiksek sicakliga dayanikli agzi kapatilabilir bir cam kap
igerisine konulup {izerine 150 ml 2 N KOH eklendi. Hidroliz islemi 2 basamakta

gerceklestirildi. Ik basamak 24 saat siireyle 80°C’de, ikinci basamak ise 110°C’ gibi
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daha yiiksek bir sicaklikta 4 saat siireyle gerceklestirildi. Elde edilen bazik karisim daha
sonra yaklasik 4 ml derisik H3PO,4 ¢ozeltisiyle notralize edildi ve ardindan siizme
islemine tabi tutuldu. Sonra hidroliz olmayan kisimlarin uzaklastirilmasi saglandi ve
hidrolizat ¢dzeltisi un haline gelinceye kadar kurutuldu ve saklandi. Elde edilen bu final

karisim tavuk tliyli hidrolizat1 (TTH) olarak adlandirild1. (Sekil 3.1 ve 3.2).

[ Tavuk Tivler

[ Hidroliz islemi

[ Nétralizasyon

[ Tavuk Tuyi Hidrolizats

Sekil 3.1. Tavuk tiiyli hidrolizat1 hazirlanmasinin sematik gosterimi
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Sekil 3.2. Tavuk tiiyii hidrolizatinin hazirlanmasi agamalari

3.3.2. Aminoasit iceriginin belirlenmesi

Hidrolizat isleminde un haline getirilen ekstrakttan 10 gr aminoasit igeriginin
belirlenmesi icin kullanildi. Aminoasit igeriginin belirlenme ¢alismasi i¢in Diizen
Norwest (Cevre, Gida, ve veteriner saglik Hizmetleri Egitim ve danismanlik Tic. A.S.,
Ankara) laborauvardan hizmet alimi yapilmistir. Bunun i¢in EZ:hizli aminoasit analiz
kiti kullanilmigtir (Phenomenex Inc., Torrance, California, USA) on a Varian CP-3800
gas chromatograph (Varian Inc., PaloAlto, California, USA).

3.3.3. Bitkilerin biiyiitiilmesi

Bu arastirmada bugday (Tiriticum aestivum) bitkisinin Altindane ve Bezostaya olarak
iki ¢esidi kullanildi. Bunlardan Bezostaya cesidi soguga direngli olup, Altindane ise
nisbeten soguga duyarl bir ¢esittir. Cesitlere ait tohumlar Karadeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisii ve Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nden temin edilmistir.
Tohumlar ekilmeden 6nce %96’lik alkol ile kisa stireli hizlica yikanmis ve %5°lik ticari
sodyum hipoklorit igerisinde 5 dk yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Tohumlar, 3

kez saf su ile yikanarak, oda sartlarinda saf su icerisinde yaklagik 5 saat sismeye
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birakilmistir. Daha sonra hazirlanan kum-+torf karigimi (3:1) olan topraklar saksilara
doldurularak her saksiya saf su ile sigirilmig tohumlar esit miktarda ekilmistir. Bitkiler
iklim odasinda kontrol sartlarinda (23/20°C sicaklik ve 14/10 saat 1sik-karanlik
periyodunda 20.000 liiks, %70 nem) biiylitiilmistiir. Her saksidaki fideler hasat eilecegi
giine kadar, giinliik esit miktarda saf su ve haftada bir kez de Hoagland besi ¢ozeltisiyle
sulanmigtir. Saksilardaki fidelere 11. giin ii¢ degisik konsantrasyonda tavuk tiiyii protein
hidrolizati (TTH) uygulamalar1 yapilmistir. Uygulama TTH ¢d6zeltilerinin yapraklara
puskiirtiilmesi suretiyle gergeklestirilmistir. Kontrol bitkilerine ayni1 hacimde saf su
uygulanmistir. Bu maddelerin uygulanmasindan 6 saat sonra bitki gruplart ayrilmis ve
soguk uygulanacak gruplar, soguk iklim odasina transfer edilmistir. Bunun i¢in Kontrol
ve sadece TTH uygulanan gruplar 23/20°C’deki iklim odasina, soguk uygulanacak
gruplar ise 5/2°C olarak ayarlanmis iklim odasina transfer edilmis ve bitkiler, 72 saat
sonra hasat edilerek fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerindeki degisimler

belirlenmeye calisilmistir.

3.3.4. Elektrolit kacaginin belirlenmesi (Donma Hasar1)

Uygulama yapilmis ve kontrol grubu bitki yapraklarinda elektrolit sizintist Glgiilerek,
uygulamalarin donma hasarin1 engellemedeki roli tespit edildi. Bu deneyde: 16 tiipiin
her birine 0.1 g taze yaprak ornegi konuld1 ve bu tiipler, —14°C’ye kadar ayarlanabilen
bir su banyosuna (donmay1 énlemek igin su ile karisik alkol igerir) topluca yerlestirildi.
Daha sonra biitiin tiipler, 0’dan -14°C’ye kadar, her bir derecede 10 dk tutuldu ve her
bir dereceden sonra banyodan bir tiip alindi. Banyodan alinan her bir tiipiin i¢ine 4 ml
saf su konuldu ve bu tiipler 4°C’de 24 saat bekletildi. Daha sonra tiiplerin igerisindeki
saf suya gecen iyon miktari, bir elektrik kondiiktivimetre ile 6l¢iilerek degerler % olarak

donma hasarina g¢evrildi (Griffith et al. 1992; Tasgin et al. 2003).

3.3.5. Coziinebilir protein miktarmin belirlenmesi

Yapraklar (0.5 gr) once siv1 azotta iyice ekstrakte edildi ve un haline gelen ekstrakt 4

kat hacimdeki 0.1 M fosfat tamponunda (pH: 6.75) havanda iyice ezilerek
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homojenizasyon tamamlandi. Daha sonra homojenat 15.000 rpm’de 15 dk boyunca
santrifiij edildi. Protein tayini i¢in elde edilen berrak siipernatant kullanildi. Protein
miktar1 spektrofotometrik olarak tayin edildi. Bu siipernatantlar 6nce tamponla
seyreltildi ve seyreltilmis 6ziitten, 20 pl alinip, 200 pul BCA (Bicionchonic asit+CuSQOy)
reaktifiyle karistirildi ve karisim bir kuru blok 1sitici i¢inde 60°C’de 15 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi oda 1sisina gelen drneklerin absorbanslari bir mikroplate
spektrofotometrede 562 nm’de kore karst okundu. Koérde 6rnek yerine 20 upl saf su
kullanildi. Daha sonra, gerekli hesaplamalar standart grafik iizerinden yapilarak protein
miktarlar1 pg protein/gr doku olarak tayin edildi. Orneklerdeki protein miktarini
hesaplamak icin gerekli standart grafik su sekilde hazirlandi; 1 ml’sinde 1 mg saf
protein iceren standart sigir albiimin (BSA) ¢ozeltisinden 0, 2.5, 5, 7.5, 10 ve 12.5 pg
protein iceren hacimler mikroplatdaki kuyucuklarina yiiklendi ve biitlin tiiplerin
hacimleri saf su ile 20 pl’ye tamamlandi. Bu tiiplerin her birine 200 ul BCA reaktifi
ilave edilip karistirildi. Koér numune olarak 200 ul BCA reaktifi ve 20 pl saf su
kullanildi. Hazirlanan plate 60°C’de 15 dk inkiibe edildi ve sonra platteki 6rneklerin
absorbanslart 562 nm’de kore karst okundu. Yapilan spektrofotometrik olgiimler

sonucunda, 562 nm’deki absorbans degerlerine karsilik gelen protein miktarlar

kullanilarak bir standart grafik elde edildi (Sekil 3.3).
0.8 -
0.6 -

0.5 -

0.4 1

Absorbans (562 nm)

0.2 1

0.1 1

0 25 5 7.5 10 125
ug protein

Sekil 3.3. Protein tayini i¢in kullanilan standart grafik
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3.3.6. Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Yaprak ornekleri (0.5 gr) nce bir porselen havan iginde s1vi azotta iyice ekstrakte edildi
ve un haline gelen ekstrakt 5 ml 0.1 M KH,PO,4 (pH: 6.75), %1 PVP, 1 mM EDTA
tamponu i¢cinde homojenize edildi. Daha sonra homojenat 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij
edildi. Siipernatant kisim dikkatlice alinarak caligmalarda enzim kaynagi olarak

kullanildi. Biitiin islemler +4°C’de gerceklestirildi.

3.3.6.a. Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi

Katalazin (CAT) aktivite tayini i¢in Gong vd (2001) tarafindan Onerilen metot
kullanildi. Bu metot, katalazin ortamdaki H,O, nin oksijen ve suya doniisiimii esnasinda

meydana gelen absorbans degisiminin 240 nm’de izlenmesi esasina dayanir.

Once reaksiyonda azalan H,O, miktarmi belirlemek icin standart grafik hazirland
(Sekil 3.4). Standart grafik hazirlamak igin, 5 mM H,0; ¢o6zeltisinden 3 ml'lik
spektrofotometre tiiplerine sirasiyla; 0.3, 0.6, 0.9, 1.2 ve 1.5 ml ilave edildi ve tiiplerin
hacimleri saf su ile 1.5 ml'ye tamamlandiktan sonra her tiipe 1.47 ml 103.5 mM
KH2PO4 ve 30 pl su ilave edildi. Hazirlanan karigimin absorbansi spektrofotometrede
240 nm’de kore kars1 okunur ve absorbans degerlerine karsilik gelen pM H»O, degerleri
kullanarak standart grafik elde edildi. Aktivite 6l¢limii i¢in 3 ml‘lik spektrofotometre
kiivetine, 103 mM KH,PO, tamponundan 1.475 ml ve 40 mM’lik H,O, substrat
¢ozeltisinden 1.5 ml konulduktan sonra, 30 pl enzim ekstrakti ilave edildi.
Spektrofotometrede 240 nm’de 3 dakika boyunca 1 dakika araliklarla koére karsi
absorbansi okundu ve absorbansin dogrusal olarak azaldigi araliktan dakika basina
absorbans azalmasi hesaplandi. Bu ortalama absorbans degerleri, standart grafik (Sekil
3.4) yardimiyla mM cinsinden H,O, miktarina donistiiriildi. 25°C’de, 1 dakika iginde,
absorbansi 1 pmol azaltan enzim miktar1 1 enzim iinitesi olarak kabul edildi ve sonuglar

mg protein basina diisen enzim tinitesi (U.mg™ protein) olarak sunuldu.
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Sekil 3.4. Katalaz aktivitesi 6l¢timiinde kullanilan standart grafik

3.3.6.b. Peroksidaz (POX) aktivitesinin belirlenmesi

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

esasina dayanmaktadir.

Aktivite 6l¢timii igin spektrofotometre kiivetine; 5 mM guaikol ve 5 mM H,0; iceren
0.1 M’lik NaH,PO4 (pH: 5.5) substrat ¢ozeltisinden 3 ml konulduktan sonra, iizerine 10
pl enzim ekstrakt: ilave edildi. 470 nm’de 5 dakika boyunca absorbans artig1 1 dakika
araliklarla kaydedildi ve absorbansin dogrusal olarak arttig1 kistmdaki absorbans artis1 1
dakikaya oranlandi. 25°C’de 1 dakikada absorbansi 0.01 artiran enzim miktar1 1 enzim
tinitesi olarak kabul edildi ve sonuglar mg protein basina diisen enzim iinitesi (U.mg'1

protein) olarak sunuldu (Yee et al. 2002).
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3.3.6.c. Siiperoksid dismutaz (SOD) 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 dayanir

(Agarval and Pandey 2004; Yordanova et al. 2004).

Reaksiyon karigimi (3 ml); 50 mM KHyPO4 (pH: 7.8), 13 mM metiyonin, 63 uM NBT,
13 uM riboflavin ve 0.1 mM EDTA i¢ermektedir. Aktivite Olglimii i¢cin 3 ml
spektrofotometre kiivetine yukaridaki riboflavin igermeyen reaksiyon karigimdan 2.58
ml alinip lizerine 30 pl enzim ekstrakti pipetlendi. Reaksiyon, tiip lizerine 13 pM’lik
riboflavin ¢ozeltisinden 390 pl pipetlenip karistirildiktan hemen sonra, beyaz bir 151k
kaynag1 Oniine yerlestirmek suretiyle baslatildi. Tiip, 151k kaynaginin karsisinda 15 dk
tutuldu ve reaksiyon 1sik kaynaginin kapatilmasiyla durduruldu. 15 dk igerisinde
NBT’nin renk agilma yogunlugu 560 nm’de kore karst okundu. Kor; ayni iglemin
enzimsiz Orneginden olugmaktadir. SOD aktivitesinin 1 initesi, 560 nm’de goézlenen
NBT indirgenmesinin %50 inhibisyonuna neden olan enzim miktari, 1 enzim {initesi

olarak kabul edildi ve degerler U.mg™ protein olarak sunuldu.

3.3.6.d. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin tayini

Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290 nm’de absorbansdaki azalisa bagl olarak belirlendi
(Nakano and Asada 1981). Enzim aktivitesi, 50 mM Potasyum fosfat tamponu (pH:
7.0), 250 uM askorbik asit (ASA), 5 mM H,0; ve 100 pl enzim ekstrakt: igeren 3.1
ml’lik reaksiyon karisiminin Slgiilmesiyle belirlendi. Askorbat peroksidaz aktivitesi,
290 nm’de ASA igin 2.8 mMtem™ epsilon katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi.

Sonuglar U.mg™ protein olarak ifade edildi.
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3.3.6.e. Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin tayini

Glutatyon rediiktaz aktivitesi spektrofotometrik olarak Foyer ve Halliwell (1976)’e gore
belirlendi. Substrat olarak 0.25 mM NADPH ve 1 mM oksitlenmis glutatyon (GSSG)
kullanildi. Yiikseltgenmis glutatyonun enzim tarafindan indirgenmesi i¢in indirgeyici
faktor olarak NADPH kullanildi. Aktivite tayini i¢in, 200 pul 0.5 mM EDTA igerisinde
hazirlanmig 50 mM Tris-HCI (pH: 7.8), 250 ul GSSG ve 500 ul NADPH ihtiva eden
karigima 50 pl enzim ekstrakti ilave edildi. NADPH’1n oksidasyonu 340 nm’de 5 dakika
boyunca azalmanin Slgiilmesiyle belirlenir. GR aktivitesi U.mg™ protein olarak ifade
edildi.

3.3.7. Enzimatik olmayan antioksidanlarin iceriklerinin belirlenmesi

3.3.7.a. Glutatyon ve askorbik asit ekstraksiyonu

Sivi azot igerisinde un haline getirilmis yapraktan alinan 0.2 gr doku 2 ml %5’lik TCA
igerisinde homojenize edildi. Ekstrakt 4°C’de 12.000xg’de 10 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen siipernatant glutatyon ve askorbik asit i¢eriginin belirlenmesinde kullanildi.

3.3.7.b. Glutatyon (GSH) ve GSSG iceriginin belirlenmesi

Glutatyon igerigi Hodges vd 1996 metodunun Wu vd (2009) tarafindan modifiye
edilmis protokoliine gore belirlendi. Gulutatyon igerigini belirlerken 0.1 ml siipernatant
tampon (%5°lik) TCA ile 3 kat seyreltildi ve tizerine 38.7 ul K,CO3 (1.25 M) ilave
edildi. Karigim 12.000xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Total GSH igerigini belirlemek
igin 0.1 ml siipernatant, 0.5 ml sodyum fosfat (200 mM pH:7.5), 0.1 ml Na,EDTA (50
mM), 0.1 ml B-NADPH (2 mM), 0.1 ml DNTB (6 mM), 0.1 ml GR enzimi 0.2 ml
sodyum fosfat tamponunda seyreltildi ve 15 pl alinip karisima ilave edip karistirildi.
Sonra 30°C’de 5 dakika 412 nm’deki absorbans degisimleri kaydedildi. GSSG igerigini
belirlemek i¢in ise 0.1 ml siipernatant alinarak tizerine 2 ul 2-Vinylpyridine eklendi ve 1

saat 25°C’de inkiibe edildi. Tam 1 saatin sonunda total GSH icerigi belirlenirken
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kullanilan ¢ozeltiler aynen eklendi ve 412 nm’deki absorans degisimleri dlgiildii. GSH
icerigi standart grafikten (Sekil 3.5) yararlanilarak gram dokudaki ng cinsinden
hesaplandi.
0.3
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0.2 1

0.15 -

Absorbans (412 nm)

0.1 1

0.05 -

0 3.07 6.14 9.21 12.28 15.35 18.42
Glutatyon (ng)

Sekil 3.5. Glutatyon icerigini belirlemede kullanilan standart grafik
3.3.7.c. Askorbik asit (AsA) iceriginin belirlenmesi

Ascorbik asit igerigi Low vd (1983) ve Costa vd (2005) yontemine gore belirlendi. Bu
metoda gore 0.2 gr yaprak dokusu 2 ml %5’lik TCA igerisinde homojenize edildi.
Homojenat 12.000xg de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatanttan 400 pl alinarak
tizerine 10 pul 5 M NaOH eklendi ve 3.500xg’de 2 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra
stipernatant ikiye ayrildi. Birinci gruba 200 pl siipernatant, 200 pul 150 mM NaH,PO,
(pH: 7.4), 200 pl saf su eklendi. Ikinci gruba ise 200 pl siipernatant, 200 pl 150 mM
NaH,PO, (pH: 7.4), 100 ul 10mM DTT ve 100 pul %0.5 N-ethylmaleimide eklendi. Her
iki tlip 1yice karistirildiktan sonra 1 dk bekletildi ve iizerlerine sirayla; 400 pl %10’luk
TCA, 400 pl %44°lik H3PO4, 400 pl %4°lik 2-bipyridyl ve 200 pl %3’lik FeCls
eklendi. Karisim vortekslendikten sonra 37°C’de bir saat inkiibe edildi. Daha sonra 525
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nm’ de absorbans degerleri belirlendi. Birinci grup indirgen AsA’y1 verirken, 2. grup
Total AsA’y1 verir. Total AsA’dan indirgen AsA’y1 ¢ikartarak DHA (dehidroaskorbat)
hesaplanir. Askorbik asitin konsantrasyonu standart grafikten (Sekil 3.6) gram dokudaki

ng cinsinden sunuldu.
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Sekil 3.6. Askorbik asit icerigini belirlemede kullanilan standart grafik

3.3.8. Lipid peroksidasyon miktarinin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu (MDA olarak) belirlenmesi Velikova vd 2000 metoduna gore
yapildi. LPO i¢in 0.4 gr ogiitiilmiis yaprak alinarak 4 ml %0.1’lik TCA i¢ginde
homojenize edildikten sonra homojenat 13.800 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant kismindan 1 ml alinarak iizerine 1 ml %0.5’lik TBA ¢ozeltisi ilave edildi.
Reaksiyon karigimi kaynar suda 30 dakika inkiibe edildi ve sonra reaksiyon, tiiplerin
buz banyosuna alinmasiyla durduruldu. Ornekler 12.000 rpm’de 5 dakika santrifii]
edilerek siipernatant kismi alind1 ve 532 nm absorbans degeri ile 600 nm deki non-

spesifik absorbsiyon i¢in absorbans degeri okundu.
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Lipid peroksidasyonun hesaplanmasi i¢in; 532 nm’de 0Olgiilen absorbans degerinden 600
nm’de belirlenen degeri ¢ikarildi ve 1 ml ¢ozeltideki MDA (nmol/ul): [(AS532-
A600)/155000] X 10° formiiliiyle hesaplandi. Sonuclar MDA (nmol. gr' doku) seklinde
verildi (Heath and Packer 1968; Jaleel et al. 2007)

3.3.9. Hidrojen peroksit (H,O,) miktarimin belirlenmesi

Bunun i¢in 0,4 gram bitki dokusu alinarak 4 ml soguk %0.1 TCA iginde homojenize
edildikten sonra homojenat 13.800 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Daha sonra elde
edilen stipernatantin 0.5 ml’sine 0.5 ml 10 mM KH,PO, (pH: 7.0) tamponundan ve 1 ml
KI c¢ozeltisi eklendi. Absorbans degerleri 390 nm’de olciiliip kaydedildi. Sonuglar
standart grafikle oranlanarak gr doku basina diisen H,0, miktar1 (ug.gr™ doku) olarak
hesapland1 (Velikova et al. 2000).

Standart grafigi hazirlamak i¢in, H,O, c¢ozeltisinden ependorf tiiplerine sirasiyla; 1.8,
3.6,54,7.2,9,10.8, 12.6, 14.4, 16.2 ve 18 ng H,O, olacak sekilde hesaplanarak ilave
edildi. Tipiin hacmi 1 ml olacak sekilde 10 mM KH,PO, (pH: 7.0) tamponu ile
tamamlandi. Daha sonra her tiipe 1 ml KI ilave edildi. Absorbans degerleri 390 nm’de
kore karst okundu. Absorbans degerlerine karsilik gelen mikrogram H,O; degerleri

kullanarak standart grafik elde edildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Hidrojen peroksit (H,02) miktarini belirlemede kullanilan standart grafik

3.3.10. Siiperoksit anyonu (O,-") iceriginin belirlenmesi

Stiperoksit anyonu igerigi Elstner ve Heupel (1976) tarafindan 6nerilen metodo gore
belirlendi. Bitki yapraklarindan 0.4 gr almarak 2 ml 60 mM potasyum fosfat
tamponunda (pH: 7.8) homojenize edildi. Homojenat 12 dakika 12500 rpm‘de santrifiij
edildikten sonra siipernatanttan 0.5 ml alinarak {izerine 0.5 ml 60 mM potasyum fosfat
(pH: 7.8) tamponundan eklendi. Daha sonra karistma 0.1 ml 10 mM hidroksilamin
hidroklorid eklenerek karistirildi. Karisim 1 saat 25°C’de inkiibe edildikten sonra
tizerine 1 ml 17 mM siilfonamid ve 1 ml 7 mM a-naftilamin eklenerek oda sicakliginda
20 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 530 nm’de spesifik absorbans degerleri belirlendi.
Siiperoksit anyonu igerigini hesaplamak igin NaNO, kullanilarak standart grafik
hazirland1 (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Siiperoksit anyon (O,") miktarini belirlemede kullanilan standart grafik

3.3.11. Total klorofil iceriginin belirlenmesi

Bugday bitkisinin yapraklarindaki klorofil a, klorofil b, karotenoid ve toplam pigment
miktarlarin1 belirlemek igin Witham vd (1971) tarafindan onerilen prosediir uygulandi.
Taze yaprak ornekleri (0,2 gr) %80’lik soguk aseton igerisinde son hacim 10 ml olacak
sekilde homojenize edildi. Daha sonra homojenat filtre kagidindan siiziilerek elde edilen
ekstrakt 3000 rpm‘de 5 dk santrifiij edildi. Tiiplerden Siipernatantlar alinarak 450, 645
ve 663 nm‘de absorbans degerleri kaydedildi. Siipernatantlarin ii¢ farkli dalga boyunda
kaydedilen absorbans degerleri asagida verilen esitliklerde yerine konulmasiyla bitki
yaprak dokusunun 1 gr’inda bulunan klorofil a, klorofil b, total klorofil ve karotenoid

miktarlar1 hesaplandi ve mg/doku olarak sunuldu.
mg/klorofil a/gr doku=((12,7*(D663)-2,69*(D645)).(V/1000*W)

mg klorofil b/gr doku=((22,9(D645)-4,68*(D663)). (V/1000*W)

mg toplam klorofil/gr doku=((20,2*(D645)+8,02(D663)). (V/1000*W)
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mg toplam karotenoid/gr doku=(4,07*D450)-(0,0435*kl a miktar1 +0,367*kl b miktar)

Esitliklerde;

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

W: Ekstre edilen dokunun gram olarak yas agirligini gostermektedir.

3.3.12. Prolin miktarinin belirlenmesi

Prolin miktarinin belirlenmesi ig¢in Bates vd (1973) tarafindan 6nerilen yonteme gore
belirlendi. Taze yapraklarindan alian 0.5 gr doku 6rnekleri 7.5 ml %3 liik siilfosalisilik
asit igerisinde homojenize edildi. Homojenatlar 6000 rpm‘de 10 dk santrifiij edildi.
Daha sonra siipernatanttan 2 ml alinarak {izerine 1 ml glasiyel asetik asit ve 1 ml asit
ninhidrin ilave edilerek, karisimi ihtiva eden tiipler 100°C’de 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda tiipler soguk su banyosuna almarak reaksiyon durduruldu. Tiiplerin
tizerine 4 ml toluen eklenerek vorteksle karistirildi ve bir miiddet beklendikten sonra iist
faz alinarak 520 nm’deki absorbansi belirlendi. Kér numune olarak toluen kullanildi.
Prolin miktar1 standart grafikten (Sekil 3.9) gram dokudaki pg cinsinden hesaplandi ve

sunuldu.
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Sekil 3.9. Prolin icerigini belirlemede kullanilan standart grafik

3.3.13. Total karbohidrat iceriginin belirlenmesi

Total karbohidrat igerigi Dische (1962) tarafindan sunulan metodda kiigiik
modifikasyonlar yapilarak belirlendi. Ogiitiilmiis bugday bitkisinin yapraklarindan
aliman 0.1 gr doku ornekleri 5 ml 2.5 N soguk HCI igerisinde homojenize edildi.
Homojenatlar 3 saat 100°C sicak suda bekletildikten sonra soguk su banyosunda
sogutuldu. Uzerlerine reaksiyon duruncaya kadar kat1 Na,COj ilave edildi. Reaksiyon
durunca iizerleri 45 ml saf su ile 50 ml’ye tamamlandi ve 15.000 rpm’de 15 dk. santrifijj
edildi. Santrifijjden sonra 1 ml siipernatant alinarak {izerine Antron ¢ozeltisi ilave edildi
ve tekrar soguk suya konularak sogutulduktan sonra 630 nm’de absorbans degisimleri
kaydedildi. Total karbonhidrat igerigi standart grafikten (Sekil 3.10) gram dokudaki pg

cinsinden hesaplandi ve sunuldu.
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Sekil 3.10. Total karbohidrat iceriginin belirlenmesinde kullanilan standart grafik

3.3.14. Fenolik madde iceriginin belirlenmesi

Fenolik madde igeriginin belirlenmesi igin Dewanto vd (2002) tarafindan belirlenen
prosediir uygulandi. Sivi azot i¢inde un haline getirilmis yapraklardan aliman 0.5 gr
ornekler 2 ml 0.1 M’lik fosfat tamponunda homojenize edildi. Homojenatlar 15.000
rpm’de 15 dk ve 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Daha sonra silipernatan 25 pl
aliarak tizerine 125 pl folin coicalteu reaktifi ilave edildi. Son olarak tiiplere 250 pl
%20’1lik Na,CO3 ilave edilerek vortekslendi. Karigimlar 25°C 30 dk inkiibe edildikten
sonra 765 nm’de absorbas degerleri alindi. Fenolik madde igerigi standart grafikten

(Sekil 3.11) yararlanilarak gram dokudaki pg cinsinden sunuldu.
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Sekil 3.11. Fenolik madde iceriginin belirlenmesinde kullanilan standart grafik

3.3.15. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS PAGE)

Sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) i¢in Laemmli (1970)
yontemi ile dokukardan ekstrakte edilen proteinler %4—10 jel sisteminde ytiriitiildi.
Bunun i¢in elektroforez cam plakalar1 aparata yerlestirildi. Ayirma jeli hazirlanarak
camlar arasma aktarildi. Bu islemler yapilirken hava kabarcigi olmamasma dikkat
edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi icin iizerine ¢ok az izopropil alkol eklendi.
Polimerlesme oluncaya kadar yaklasik yarim saat beklendi. Polimerizasyon bittikten
sonra jel lizerindeki izopropil alkol dokiiliip, saf su ile iyice yikandi. Daha sonra yigma
jeli i¢in hazirlanan ¢ozelti camin {ist sinirina kadar ilave edildi ve tarak yerlestirildi.
Yaklasik 45 dakika sonra, tarak dikkatlice ¢ikarilarak cam plakalar elektroforez tankina
yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiriitme tamponu ilave edildi.
Numuneler her birinde 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 900 pl
olacak sekilde 1/1.25 oraninda numune tamponu katildi. Numune tamponunda
hazirlanan protein 6rnekleri 15 dakika boyunca kaynar su banyosunda inkiibe edildi.

Numuneler sogutularak, elektroforeze bir mikro pipet yardimiyla yiiklendi. Tank kapagi
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kapatilarak (+) kablo (Anot) ve (-) kablo (katot) yerlestirildi. Polipeptidler dnce 80
voltluk akimda yarim saat yiiriitiildii. Daha sonra akim 120 volta ayarlanarak 2-4 saat
+4°C’de yiirlitme islemi tamamlandi. Akim kesilerek, cam plakalar arasindaki jel
dikkatlice ¢ikarildi. Sonra jeller once fixing (45 dk) ve pesine boyama ¢ozeltisine
aliarak bir gece hafif calkalanarak (150 rpm) inkiibe edildi. . Son olarak jeller yikama
cozeltisinde boya gidene kadar yikandi ve fotograflart alindi. Yigma jeli hazirlanmasi
sirasinda 1 M’lik Tris-HCIl (pH: 6.8)’den 380 ul, %30’luk akrilamid-%0.8’lik
bisakrilamid’den 400 pl, %10’luk SDS’den 30 pul, %5’lik TEMED’den 3 pl, ve saf
sudan 2.2 ml alinarak karigtirildi. Son olarak yine giinlik hazirlanmis %10’luk
amonyum persiilfat (NH4)2S,0g (APS)’den 30 ul ilave edildi.

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 2.03 ml 1M Tris-HCI (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 diamin) ve 3.15 ml su karistirildi. Bu karigimin iizerine en son olarak
80 ul %10’luk APS ilave edildi. Burada kullanilan APS kullanilmadan hemen Once taze

olarak hazirlandu.

3.3.16. Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile izoenzimlerin belirlenmesi

Poliakrilamid jeller, SDS-PAGE’de sunuldugu gibi hazirlandi, ancak jel ortamina,
numunelere ve yiiriitme tamponuna SDS ilave edilmemistir. Izoenzimler belitlenirken
antioksidan enzim aktiviteleri i¢in kullanilan enzim ekstraktlarina %20 gliserol eklendi
ve igerisinde 50-300 pg protein olacak sekilde hazirlanip kuyucuklara yiiklendi.
Calismalarda %4 yigma jeli ile calisilan enzime gore %8, 10 ve 11 ayirma jeli
kullanildi. Yiiriitme tamponu (18.76 glisin ve 3.02 gr Tris, 1 L, pH: 8.3) kullanilarak
+4°C’de, 80-120 Voltta 3-4 saat yiiriitiildii. Yiiriitme tamponuna askorbat peroksidaz
icin 2 mM askorbik asit ilave edildi.
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3.3.16.a. Siiperoksit dismutaz (SOD) izoenzimlerinin belirlenmesi

SOD izoenzimleri i¢in %4-10 kesikli poliakrilamid jel kullanildi. SOD izoenzimleri
Beuchamp ve Fridovich (1971) tarafindan tanimlanan poliakrilamid jel elektroforezi ile
belirlendi. Jel elektroforez sisteminden ¢ikarildiktan sonra 0.24 mM NBT, 33.2 uM
riboflavin, %0.2 TEMED ve 1 mM EDTA ihtiva eden 0.05 M potasyum fosfat
tamponunda (pH: 7.8) 37°C’ye ayarl ¢alkalayicida karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.
Daha sonra jel, 1 mM EDTA ihtiva eden 0.05 M potasyum fosfat tamponuna (pH: 7.8)
alind1 ve 151kl ortamda izoenzimlerin goriilebilmesi i¢in 10-30 dakika bekletildi. Saf su

ile yikandiktan sonra jeldeki bantlarin goriintiisii kaydedildi.

3.3.16.b. Peroksidaz (POX) izoenzimlerinin belirlenmesi

POX izoenzimleri Liu (1973) metodu modifiye edilerek belirlendi. Elektroforez
sonucunda ¢ikarilan jel dikkatli bir sekilde 0.1 M, Na,HPO, (pH: 5.5) ve 5 mM guaikol
ve 5 mM H,O;, igeren c¢ozeltiye alinarak bantlar belirginlesinceye kadar oda

kosullarinda inkiibe edildi.

3.3.16.c. Katalaz (CAT) izoenzimlerinin belirlenmesi

Poliakrilamid jel elektroforezi ile katalaz izoenzimleri (Woodbury 1971) tarafindan
tanimlanan yontemle belirlenir. Jel 30 mA de yiiritildi. Elektroforezden sonra jel, 3
kez 10’ar dakika saf suda bekletildikten sonra H,O, ¢ozeltisinde (20 pl %35°lik H,0;
100 ml’ye saf su ile seyreltilir) 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi dolar dolmaz
jelden H,0; uzaklastirildi. Dogal boyama igin taze hazirlanmis %2’lik FeCls, %2’lik
K3FeCNg ¢ozeltilerin karisimi kullanilir. Jelde yesil rengin goriildiigli an, jel saf su ile

yikanir. Jelde boyanmayan yerler katalaz aktivitesi olarak belirlenir.
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3.3.16.d. Askorbat peroksidaz (APX) izoenzimlerinin belirlenmesi

Poliakrilamid jel elektroforezi ile askorbat peroksidaz izoenzimleri Lee ve Lee (2000)
tarafindan tanimlanan yontemle %4-10 kesikli jel ile belirlendi. Elektroforezden sonra
jel dikkatli bir sekilde ¢ikarilip 2 mM askorbik asit igeren sodyum fosfat tamponuna
(pH: 7.0) alinarak 30 dakika inkiibe edildi. Daha sonra jel, 4 mM askorbik asit ve 2 mM
H,0, igeren ayni tampon igerisinde 20 dakika inkiibe edildi. Bundan sonra, 28 mM
TEMED, 2.4 mM NBT igeren 50 mM sodyum-fosfat (pH: 7.8) tamponu igerisine
alinarak 4-5 dakika bekletilen jel, son olarak saf su ile yikandi ve izoenzim bantlar

belirlendiginde saf su ile yikandi.

3.3.16.e. Glutatyon rediiktaz (GR) izoenzimlerinin belirlenmesi

Poliakrilamid jel elektroforezi ile glutatyon rediiktaz izoenzimleri Laemmli (1970)
tarafindan tanimlanan yontemle %4-10 kesikli jel ile belirlendi. Jel 30 mA de yiirtitiildi.
Elektroforez sonunda ¢ikarilan jel 3.4 mM GSSG, 3 mM EDTA, 0.5 mM NADPH, 2
mM DTNB igeren 250 mM Tris-HCI (pH 7.5) tamponunda 30-40 dakika inkiibe edildi.
Daha sonra ayni tampona 0.2 mg/ml™ olacak sekilde DCPIP ilave edilerek jel oda

sicakliginda karanlikta 30 dakika bekletilerek izoenzimler belirlendi.

3.3.17. Westren blot ile Rubisco ifadesinin belirlenmesi

Bitki dokularindan elde edilen protein ekstraktlart %4-11 kesikli sodyum dodesilsiilfat
poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) Laemmli (1970) yontemi ile molekiil
biiyiikliigiine gdre ayrimi yapildi. Ik dnce nitroseliiloz membran %100 metanolde 5 dk
bekletildi. Sonra transfer tamponunda 5 dk bekletildi. Daha sonra molekiil biiyiikliigiine
gore ayrilmis proteinler Towbin vd (1979) tarafindan tanimlanan metodla 25 mM Tris-
HCI (pH: 8.3), %20 metanol, 192 mM glisin ve 5 ml %10’luk SDS igeren (Bio-Rad
Bulletin 6211) transfer tamponda nitroseliiloz membrana (0.45 mm por biiyiikliigiine
sahip) 60 mA’de 70 dakika siireyle (semi-dry) blotlama cihazinda transferi
gergeklestirildi. Blotlamadan sonra 10 dk PBS ile yikandi. Cold Spring Harb Protoc
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2006’ya gore 137 mM NacCl, 2.37 mM KCI, 10 mM Na;HPQO4, 2 MM KH,PO,4 (pH: 7.4)
hazirlanmis olan 1xPBS’ye %2 siit tozu ve %0.1 Tween-20 ilave edildi ve membran bu
¢Ozeltide oda kosullarinda bir saat inkiibe edildi. Membran daha sonra 1.2000 PBS’de
seyreltilmis Rubisco i¢in primer antibodyde bir saat oda sicakliginda inkiibe edildi.
PBST ile yikanip, PBS ve %0.2 BSA igeren 1.20000 seyreltilmis sekonder antikorda ise
oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi. Membran tekrar PBST ile 6 kez 5’er dk
arayla yikandi. Etkinlesen antikor 1’¢ 1 fento-piko Chemiluminescent substratinda 5 dk

bekletilip goriintiisii gekildi.

3.3.18. Nispi su icerigi

Hasat edilen bugday bitkilerinden 20 tanesi alinip, yas agirligi tartilarak 70°C’ye ayarh
olan etiive yerlestirilip, 72 saat inkiibe edilerek agirliklarinin sabitlenmesi beklenmistir.
Agirliklar sabitlenen Ornekler tekrar tartilarak kuru agirliklari belirlenmis ve her
gruptaki bitkilerin yapraklarindaki nispi su icerigi Barrs ve Weatherly (1962)’ye gore

hesaplanmustir.

3.3.19. istatistiksel analiz

Tez igerisinde sunulan sonuglar, her bir uygulamadan {i¢ bagimsiz 6rnek (3 paralel) ve
her bir ornekten 2 tekerriir yapildiktan sonra elde edilen 6 degerin ortalamasidir.
Sonuglarin karsilastirilmasi, SPSS 15 paket programi kullanilarak tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ile yapilmis ve gruplar arasindaki farkliliklar p<0.05 Onem

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

4.1. Tavuk Tiiyii Protein Hidrolizatimin (TTH) Aminoasit I¢erigi

Calismamizda tavuk tiiyli protein hidroliz islemlerinde KOH kullanildi ve daha sonra
hidrolizat H3PO, ile nétralize edildi. Bu islem, bitkiler i¢in iki makro besin minerali (K
ve P) igeren fosfat tuzunun (KH;PO,) olusmasina izin verdi. Bdylece hidrolizat
ortaminda bitkilerin biiylime ve gelismesini olumsuz etkileyecek toksik bilesiklerin
olusmasi 6nlendi. Elde edilen protein hidrolizat1 analiz edildi. Hidrolizatin aminoasit ve
azot igerikleri Cizelge 4.1’de sunulmustur. Tavuk tliyli hidrolizatinin toplam protein
verimi %72.8 (w/w) idi. Tavuk tiiyii protein hidrolizatinda (TTH) dogal proteinlerin
yapisinda bulunan 19 aminoasit belirlendi. Hidrolizatta kullanilan yontemle sadece
glutamin belirlenemedi. Elde edilen TTH; prolin, glisin, glutamat, aspartat, 16sin,
fenilalanin, sistein ve valin gibi proteinlerde hem bol hem de nadir bulunan aminoasitler
bakimindan zengindi. Diger taraftan TTH’1n 6nemli oranlarda sitriillin, sistin ve ornitin
gibi proteinik olmayan aminoasitleri de barindirdigr goriildii. TTH ayrica bitkide
antioksidan olarak kullanilan sistein ile birlikte fenilalanin gibi aromatik amnoasitleri de

onemli oranlarda igermektedir.

Calismamizda uygulama yapilacak olan TTH’in en uygun konsantrasyonlarini bulmak
i¢in literatiir verilerinden yararlanarak &n calismalar yapilmistir. On calismalarda;
TTH 1n %0.001, %0.005, %0.05, %0.075, %0.1, %0.125 kansantrasynlar1 11 giinliik
bugday cestlerinin (Tiriticum eastivum cv. Altindane ve Bezostaya) yapraklarina
eksojen olarak uygulanmis ve bitkiler soguk ortama inkiibe edilmislerdir. Soguk
uygulamasindan 72 saat sonra hasat edilen bitkilerin yas-kuru agirlik, klorofil icerigi ve
LPO (MDA olarak) seviyeleri degerlendirilerek en uygun TTH konsantrasyonu
belirlenmistir. Bu degerlendirmelere gore, tez calismalarinin TTH’1n %0.05, %0.075 ve
%0.1°1ik konsantrasyonlarinda ytiriitilmesine karar verilmistir. Bu konsantrasyonlar

literatiir ile de uyumluluk gostermektedir.
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Cizelge 4.1. Calismada kullanilan TTH’1n aminoasit igerigi

Analiz sonucu Analiz sonucu
Parametre (gr/100 gr) Parametre (gr/100 gr)

Aminoasit Aminoasit

Aspartik asit 4512 Metiyonin 0.418
Glutamik asit 8.626 Tiriptofan 0.028*
Asparajine 0.011* Fenilalanin 3.794
Serin 5.395 [zolosin 3.497
Histidin 0.319 Losin 6.862
Glisin 6.654 Lizin 1.176
Treonin 1.066 Prolin 13.076
Arginin 2.530 Sistein 0.100
Alanin 4.832 Sitriillin* 0.313
Tirozin 1.599 Sistin” 0.053
Valin 5.397 Ornitin® 2.093

Toplam protein (%) Toplam azot (%)
72.8 11.7

* Olgiim metodunun tayin siir1 altindaki degeri ifade eder; +: Protein yapisinda olmayan aminoasitler

4.2. TTH Uygulamasinin Kok ve Gévde Uzunlugu Uzerine Etkileri

Tek basina soguk uygulamasi, her iki varyetede, kok ve govde uzunluklarinida 6nemli
seviyede (P<0.05) disiirmistiir. Soguk uygulamasi, kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda
kok uzunlugunu, Altindanede kontrole gore %14.8 azaltirken, Bezostayada %11.8

oraninda azaltmistir. Govde uzunlugu ise Altindanede kontrole gore %19.7 azaltirken,
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Bezostayada %13 oraninda azaltmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.1). Genelde soguk
uyulamasi, kok ve govde uzunlugu iizerinde hassas ¢esit olan Altindanede daha

olumsuz etkiye neden olmustur.

Tek basmma TTH uygulamalarinin {igii de (%0.05, %0.075 ve %0.1), Altindane ve
Bezostayada kok ve govde uzunluklarini 6nemli seviyede (P<0.05) artirmistir (Cizelge
4.2, Sekil 4.1). Bu uygulamalardan %0.1 TTH uygulamasi, kontrolle
karsilastirildiginda, kok uzunlugunu Altindanede %18, Bezostayada ise %12 oraninda
artirarak en etkili konsantrasyon olmustur. Govdede ise %0.075 TTH uygulamasi,
kontrolle karsilastirildiginda, Altindanede %20 Bezostayada ise %13 oraninda artis

saglayarak en etkili konsantrasyon olmustur.

Soguk+TTH uygulamalari, tek basina soguk ile kiyaslandiginda, kok ve govde
uzunluklarim1 her iki varyetede artirmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.1). Kokteki artiglar
%0.05, 0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda sirastyla Altindanede %7.9, %12.8 ve
%10.5 oraninda, Bezostaya ise %5, %12.6 ve %15.5 oraninda olmustur. Gévdedeki
artislar ise sirastyla Altindanede %7, %14 ve %11.5 oraninda, Bezostaya ise %4, %8.9
ve %4.9 oraninda olmustur. Goriildigi gibi Soguk+TTH uygulamasinda genelde
%0.075 TTH konsantrasyonu en etkili doz olmustur. Bu sonuglara gore, tek basina
soguk stresi, bugdayda kok ve gévde uzunluklarint 6nemli seviyede diistirmiistiir. Buna
ilave olarak, soguk stresi oncesi uygulanan TTH, sogugun kok ve govde lizerindeki
olumsuz etkisini hafifleterek bugday soguga maruz kaldiginda kok ve govde

uzunluklarini artirdig1 ve bu artisda en entkili dozun %0.075 TTH oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Kok ve govde wuzunluklari (cm/bitki) {izerine farkli TTH
konsantrasyonlariin (%) etkileri

Altindane Bezostaya
Uygulamalar
Kok Govde Kok Govde
Kontrol 15.99+0.275¢ 18.51+0.281d  17.25+£0.233¢c  24.42+0.251c
Soguk 13.61+0.318¢ 14.86+0.384g  15.20+0.184e  21.13+0.409¢

0.05TTH 17.69+0.274b 19.36+0.210c  18.51+£0.326b  26.03+0.275b




Cizelge 4.2. (devam)

o1

0.075TTH
0.1TTH
S+0.05TTH
S+0.075 TTH
S+0.1TTH

18.41+0.401ab
18.93+0.345a
14.69+0.214d
15.36+0.215¢cd
15.04+0.275d

22.22+0.495a
21.20+0.462b
15.95+0.245¢f
17.01+£0.210e
16.58+0.177ef

19.28+0.200a
19.36+0.347a
16.03+0.206d
17.12+0.214c¢
17.56+0.184c

27.70+0.374a

27.59+0.278a

22.07+0.43de

23.03+0.493d
22.18+0.439de

Bir siitun i¢cinde ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem seviyesinde
anlamsizdir. S: Soguk, +: SE
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Sekil 4.1. Kok ve uzunluklar1 (cm/bitki) tizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%)
etkileri

4.3. Yas ve Kuru Agirhik Bulgular:

Tek basina soguk uygulamasi, her iki varyetede, yas agirlikta 6nemli seviyede (P<0.05)
diisiislere neden olmustur. Soguk uygulamasi, kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda yas
agirlik, Altindanede %?23.6 azalirken, Bezostayada %17 oraninda azalmistir (Cizelge
4.3, Sekil 4.2).
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Tek basina TTH uygulamalarmin iicii de, Altindane ve Bezostayada yas agirligi dnemli
seviyede (P<0.05) artirmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.2). Bu uygulamalardan %0.075 TTH,
kontrolle karsilastirildiginda, yas agirligi Altindanede %10.7 Bezostayada ise %15

oraninda artirarak en etkili konsantrasyon olmustur

Soguk+TTH uygulamalari, tek basina soguk ile kiyaslandiginda, yas agirligi her iki
varyetede artirmis ve artislar %0.05, %0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda sirasiyla
Altindanede %8.9, %14 ve %10 oraninda, Bezostaya ise %5.9, %16.7 ve %9.8 oraninda
olmustur. Goriildiigi gibi Soguk+TTH uygulamasinda genelde %0.075 TTH soguk ile
azalan yas agirligi iyilestirmede en etkili doz olmustur. Bu sonuglara gore, tek basina
soguk stresi bugdayda yas agirligi disiirdiigii belirlenmistir. Ancak soguk stresi dncesi
uygulanan TTH, bugday soguga maruz kaldiginda yas agirligi artirdig1 ve bu artigda en
entkili dozun %0.075 TTH oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Yas ve kuru agirliklar (mg/bitki) tizerine farklit TTH konsantrasyonlarinin
(%) etkileri

Altindane Bezostaya

Uygulamalar

Yas agirhk Kuru agirhk Yas agirhk Kuru agirhk
Kontrol 0.233+23dc 0.021+0.2d 0.245+6.7cb  0.0229+1.1
Soguk 0.178+7.1f  0.0256+0.9a 0.203+8.8¢f  0.0254+10c
0.05TTH 0.248+7.2b  0.02440.1bca  0.252+5.8b  0.0261+1.1c
0.075 TTH 0.258+9.1a  0.0255:0.16a  0.282+14.2a  0.0282:1.2ab
0.1TTH 0.243+11.3cb  0.023+0.4c 0.258+9.8b  0.0259+1.2¢

S+0.05 TTH 0.194+83¢  0.0238+0.17ca  0.215+14.1e  0.0271+1.4bc
St0.075TTH  0203482¢  0.0253+0.6a  0.237+16.8cd  0.0291+1.7a
S+0.1TTH 0.196+7.4c  0.0248+0.1bca  0.223+14.7d  0.0266+1.3¢

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. S:soguk, +: SE
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Sekil 4.2. Yas agirlik (gr/bitki) tizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri

Tek basina soguk uygulamasi, her iki varyetede, kuru agirlikta onemli seviyede
(P<0.05) artiglara neden olmustur. Soguk wuygulamasi, kontrol bitkileriyle
kiyaslandiginda kuru agirlik, Altindanede kontrole gore %10.9 artarken, Bezostayada
%21.9 oraninda artmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.3).

Tek basina TTH uygulamalarinin ii¢ii de, kontrolle karsilastirildiginda, Altindane ve
Bezostayada kuru agirligi onemli seviyede (P<0.05) artirmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.3).
Bu uygulamalardan %0.075 TTH uygulamasi, kuru agirh@ Altindanede %23

Bezostayada ise %21 oraninda artirarak en etkili konsantrasyon olmustur.

Soguk+TTH uygulamalar1 kuru agirhigi, tek basina soguk ile kiyaslandiginda, hassas
varyetede (Altindane) 6nemli seviyede etkilemezken (P>0.05), direngli varyetede
(Bezostay) ise sadece %0.075 TTH’da %14 oraninda artirmistir (P<0.05). Bu sonuglara
gore, tek basma soguk stresi bugdayda kuru agirhigi artirdigr belirlenmistir. Ayrica,
soguk stresi oncesi uygulanan TTH, sadece Bezostayada kuru agirlikiizerine anlamli bir

etki yapmustir.
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Sekil 4.3. Kuru agirlik (gr/bitki) tizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri

4.4. Pigment Icerigi ve Rubisco Aktivitesine Ait Bulgular

4.4.1. Pigment icerigi

Tek basina soguk uygulamasi, her iki varyetede, total klorofil iceriginde diisiise
(P<0.05) neden olmustur. Soguk uygulamasi, kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda
klorofil igerigi, Altindanede kontrole gore %?20.5 azalirken, Bezostayada %722.6

oraninda azalmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.4).

Tek basma TTH uygulamalarinin ii¢li de, Altindane ve Bezostayada total klorofil
iceriklerini Oonemli seviyede (P<0.05) artirmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.4). Bu
uygulamalardan %0.075 TTH uygulamasi, kontrolle karsilastirildiginda, aktiviteyi

Altindanede %9 Bezostayada ise %11.5 oraninda artirarak en etkili konsantrasyon

olmustur.



55

Soguk+TTH uygulamalari, tek basina soguk ile kiyaslandiginda, total klorofil icerigini
her iki varyetede artirmis ve artiglar %0.05, 0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda
sirastyla Altindanede %6, %16 ve %9.6 oraninda, Bezostaya ise %4.7, %13 ve %6
oraninda olmustur. Gorildiigii gibi Soguk+TTH uygulamasinda da genelde %0.075 ve
0.1 TTH konsantrasyonlar1 en etkili doz olmustur. Bu sonuglara gore, tek basina soguk
stresi bugdayda total klorofil igerigini azalttig1 belirlenmistir. Ancak soguk stresi 6ncesi
uygulanan TTH, bugday soguga maruz kaldiginda total klorofil i¢erigini artirdigi ve bu
artisda en entkili dozlarin %0.075 ve 0.1 TTH oldugu belirlenmistir.

Tek basina soguk uygulamasi, her iki varyetede, karotenoid igeriginde diistise (P<0.05)
neden olmustur. Soguk uygulamasi, kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda igerik,
Altindanede kontrole gore %22 azalirken, Bezostayada %18 oraninda azalmistir

(Cizelge 4.4, Sekil 4.5).

Tek bagina TTH uygulamalarmin ii¢ii de, Altindane ve Bezostayada karotenoid
igeriklerini onemli seviyede (P<0.05) artirmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.5). Bu
uygulamalardan %0.075 TTH uygulamasi, kontrolle karsilastirildiginda, aktiviteyi

Altindanede ve Bezostayada %5 oraninda artirarak en etkili konsantrasyon olmustur.

Soguk+TTH uygulamalari, tek basina soguk ile kiyaslandiginda, karotenoid igerigini
her iki varyetede artirmis ve artiglar %0.05, 0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda
sirastyla Altindanede %5.9, %15 ve %9.7 oraninda, Bezostaya ise %7, %14 ve %9
oraninda olmustur. Goriildiigi gibi Soguk+TTH uygulamasinda genelde %0.075 TTH
konsantrasyonu en etkili doz olmustur. Bu sonuclara gore, tek basina soguk stresi
bugdayda karotenoid igerigini azalttigr belirlenmistir. Ayrica, soguk stresi Oncesi
uygulanan TTH, bugday soguga maruz kaldiginda da karotenoid igerigini artirdig1 ve bu
artisda en entkili dozun %0.075 oldugu belirlenmistir.



Cizelge 4.4. Total
konsantrasyonlariin (%) etkileri
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klorofil ve karotenoid (mg/gr doku) {izerine farkli TTH

Altindane Bezostaya

Uygulamalar

Total Klorofil Karotenoid Total Klorofil Karotenoid
Kontrol 6.538+0.167c 0.860+0.005¢ 7.200+0.080c 0.9354+0.006¢
Soguk 5.195+£0.068f 0.668+0.006g 5.868+0.065f 0.765+0.005g
0.05TTH 6.888+0.104b 0.871+0.008bc 7.326+£0.063bc  0.951+0.004b
0.075TTH 7.291+£0.130a 0.903+0.005a 7.735+0.089a 0.984+0.003a
0.1TTH 7.095+0.070ab 0.885+0.003b 7.448+0.053b 0.973+0.002a
S+0.05TTH 5.527+0.060¢ 0.708+0.05f 6.148+0.046¢ 0.820+0.004f
S+0.075 TTH 6.050+0.073d 0.770+0.008d 6.632+0.035d 0.874+0.007d
S+0.1TTH 5.696+0.100e 0.733+0.004d 6.221+0.028¢ 0.836+0.003¢

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

anlamsizdir. S:soguk, +: SE
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Sekil 4.4. Total klorofil icerigi (mg/gr doku) tizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin

(%) etkileri
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Sekil 4.5. Karotenoid (mg/gr doku) iizerine farkli TTH konsantrasyonlarin (%)
etkileri

4.4.2. Rubisco aktivitesi

Rubisco (Rubiloz 1,5-Bifosfat Karboksilaz/Oksigenaz) bilindigi iizere fotosentezde
korbon fiksasyonunda (Calvin yolu veya C3 yolu) rol alan temel enzimdir. Rubisconun
aktivitesi bitki verimi ve biiyiime-gelismeyle dogrudan iligkilidir. Bizim ¢aligmamizda
tek basina soguk uygulamasi, kontrol bitkilerine gore, bugdayin hem Altindane hem de
Bezostaya ¢esidinde Rubisco aktivitesini dnemli seviyede diisiirdiigii goriilmiustitr (Sekil
4.6 ve 4.7). Calismalarimizin biiyiik bir boliimiinde TTH 1n soguk stresini yatigtirmada
en etkili konsantrasyonunun genelde %0.1 olarak belirlenmesinden dolayi, TTH’in
Rubisco aktivitesi iizerinde etksini belirlemede sadece %0.1 TTH kullanilmistir. Tek
basina TTH uygulamasi kontrol grubuna gore aktiviteyi artirmistir. Diger taraftan her
iki bugday varyetesi soguga maruz kalmadan uygulanan TTH, bitkiler soguga maruz
kaldiklarinda, Rubisco aktivitesini dnemli seviyede artirmistir. Bu verilere gore, TTH’1n
bitkide sadece antioksidan parametreleri etkilemedigi, ayn1 zamanda fotosentezde

karbon fiksasyonunu ve organik madde sentezini de iyilestirdigi belirlenmistir.
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Kontrol TTH Soguk S+TTH
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Sekil 4.6. Altindane ¢esidinde %0.1 TTH uygulamasinin Rubisco enzimi ifadesi iizerine
etkisi

Marker Kontrol TTH Soguk S+TTH

RuBisCo Biiyiik
Alt Birim

Sekil 4.7. Bezostaya ¢esidinde %0.1 TTH uygulamasimin Rubisco enzimi ifadesi
lizerine etkisi

4.5. Karbohidrat, Céziinebilir Protein ve Prolin icerigine Ait Bulgular

4.5.1. Total seker icerigi

Tek basina soguk uygulamasi, her iki varyetede, total seker igeriklerinde artisa (P<0.05)
neden olmustur. Soguk uygulamasi, kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda total seker
icerikleri, Altindanede kontrole gore %43 artarken, Bezostayada %36 oraninda

artmistir. (Cizelge 4.5, Sekil 4.8).

Tek basina TTH uygulamalarmin {i¢ii de, Altindane ve Bezostayada total seker
igeriklerini 6nemli seviyede (P<0.05) artirmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.8). Bu
uygulamalardan %0.075 TTH uygulamasi, kontrolle karsilastirildiginda, aktiviteyi
Altindanede %20 oraninda atirirken, Bezostayada ise %0.1 TTH uygulamasi %22

oraninda artirarak en etkili konsantrasyon olmustur.

Soguk+TTH uygulamalari, tek basina soguk ile kiyaslandiginda, ¢6ziinebilir seker
icerigini varyetelere gore farkli etkilemistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.8). TTH uygulamasi



59

soguga maruz Altindanede total ¢eker icerigini 6nemli seviyede (P>0.05) etkilemezken,
Bezostayada 9%0.05, 0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda sirasiyla %14, %24 ve %27.6
oraninda artiglar olmustur. Bezostayada soguk+TTH uygulamasinda %0.1 TTH
konsantrasyonu en etkili doz olmustur. Bu sonuglara gore, tek basina soguk stresi
bugdayin soguga hem direngli hem de duyarli ¢esidinde total seker igerigini artirdigi
belirlenmistir. Ayrica, soguk stresi dncesi uygulanan TTH, bugdayin 6zellikle soguga
direngli ¢cesdinde total seker icerigini artirdig1 ve bu artisda en entkili dozun %0.1 TTH

oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Total seker igerigi (mg/gr doku) iizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin
(%) etkileri

Uygulamalar Altindane Bezostaya

5.97+0.146d 7.66+0.103f
Kontrol

8.54+0.144a 10.43+0.147¢
Soguk

6.54+0.155¢ 8.43+0.092¢
0.05TTH

7.22+0.111b 9.16+0.113d
0.075TTH

7.01+£0.154bc 9.35+0.147d
0.1TTH

8.41+0.172a 11.944+0.162b
S+0.05TTH

8.77+0.155a 12.96+0.192a
S+0.075TTH

8.91+0.264a 13.31+0.206a
S+0.1TTH

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. S:soguk, +: SE
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Sekil 4.8. Total seker igerigi lizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin etkileri

4.5.2. Coziinebilir protein icerigi

Tek basina soguk uygulamasi, her iki varyetede, protein igeriklerinde artisa (P<0.05)
neden olmustur. Soguk uygulamasi, kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda protein igerigi,
Altindanede kontrole gore %23 artarken, Bezostayada 9%29.8 oraninda artmistir
(Cizelge 4.6, Sekil 4.9). Bu sonug, SDS-PAGE verileriyle de desteklenmistir. Ornegin,
SDS-PAGE fotografi incelendiginde, soguk uygulamasiyla Altindane ve Bezostaya
cesitlerinin her ikisinde ozellikle 175, 75, 50, 25 ve 15 ve 10 kDa’ luk proteinlerin
arttig1 gorilmektedir (Sekil 4.10 ve 4.11).

Tek basimna TTH uygulamalarinin ii¢li de, Altindane ve Bezostayada protein igeriklerini
onemli seviyede (P<0.05) artirmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.9). Bu uygulamalardan
%0.075 TTH uygulamasi, kontrolle karsilastirildiginda, protein igerigini Altindanede
%8.7 Bezostayada ise %14 oraninda artirarak en etkili konsantrasyon olmustur. Bu
sonu¢, SDS-PAGE iizerinde de goriilmektedir. Ornegin, SDS jel fotografi
incelendiginde, ozellikle %0.075 THH uygulamalari, 50 kDa, 25 kDa ve 10 kDa
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proteinlerin yogunluklarindaki degisimler her iki varyetede daha belirgindi (Sekil 4.10
ve 4.11).

Soguk+TTH uygulamalari, tek basina soguk ile kiyaslandiginda, protein igeriklerini her
iki varyetede artirmig, ancak artislar Bezostayada istatistik olarak anlamli (P>0.05)
bulunmamustir. Ornegin, artislar %0.05, 0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda sirastyla
Altindanede %5, %6 ve %6.8 oraninda, Bezostaya ise %4, %1.6 ve %5 oraninda
olmustur. Soguk+TTH uygulamasinda genelde %0.1 TTH konsantrasyonu en etkili doz
olmustur. Bu sonug, SDS jeli iizerinde de goriilmektedir. Sekil 4.10 ve 4.11°¢ dikkat
edildiginde, SDS jeli iizerinde oOzellikle soguk+%0.075 ve soguk+0.1 THH
uygulamalari, 50, 25, 20 ve 10 kDa’ luk proteinlerin yogunluklarindaki degisimler her
iki varyetede daha belirgindi. Bu sonuglara gore, tek basina soguk stresi bugdayda
protein icerigini artirdigi belirlenmistir. Ayrica, soguk stresi oncesi uygulanan TTH,
ozellikle bugdayin direngli ¢esidinde protein igerigini artirdigi ve bu artigda en entkili

dozun %0.1 TTH oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.6. Cozlinebilir protein igerigi (mg/gr doku) iizerine farkli TTH
konsantrasyonlariin (%) etkileri

Uygulamalar Altindane Bezostaya

Kontrol 19.72+0.405¢ 16.47+0.312¢
Soguk 24.26+0.464b 21.38+0.385a
0.05TTH 20.55+0.629d 17.85+0.331b
0.075TTH 21.44+0.364c 18.88+0.353b
0.1TTH 20.39+0.443d 18.21+0.204b
S+0.05TTH 25.49+0.549ab 22.33+0.495a
S+0.075TTH 25.7740.316a 21.73+0.498a
S+0.1TTH 25.91+0.430a 22.52+0.746a

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. S:soguk, +: SE
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Sekil 4.9. Coziinebilir protein igerigi tizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%)
etkileri
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Sekil 4.10. Altindane ¢esdinde protein profilinin SDS-PAGE ile goriintiilenmesi
S:Soguk; kD: Kilodalton
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Sekil 4.11. Bezostaya ¢esidinde protein profilinin SDS-PAGE ile goriintiilenmesi

4.5.3. Prolin i¢erigi

Tek basia soguk uygulamasi, her iki varyetede, prolin iceriginde artisa (P<0.05) neden
olmustur. Soguk uygulamasi, kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda prolin igerigi,
Altindanede kontrole gore %350.7 artarken, Bezostayada %63.6 oraninda artmistir.
(Cizelge 4.7, Sekil 4.12).

Tek basina TTH uygulamalarinin {i¢ii de, Altindane ve Bezostayada prolin icerigini
onemli seviyede (P<0.05) artirmistir (Cizelge 4.7, Sekil 4.12). Bu uygulamalardan
%0.075 TTH uygulamasi, kontrolle karsilagtirildiginda, aktiviteyi Altindanede %17

Bezostayada ise %28.6 oraninda artirarak en etkili konsantrasyon olmustur.

Soguk+TTH uygulamalari, tek basina soguk ile kiyaslandiginda, prolin igerigi her iKi
varyetede genelde artirmistir. Ornegin, 0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda Altidanede
strastyla %33.8 ve %16.8 oraninda, Bezostaya ise %6.5, %34 ve %19 oraninda artis
belirlenmistir. Ancak %0.05 TTH’da her iki varyedete istatistik olarak anlamli (P>0.05)
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bir farklilik belirlenememistir. Veriler topluca degerlendirildiginde, Soguk+TTH
uygulamasinda genelde %0.075 TTH en etkili doz olmustur. Bu sonuglara gore, tek
basina soguk stresi bugdayda prolin igerigini artirdigi ve ayrica soguk stresi oncesi
uygulanan TTH’in da prolin igerigini artirdig1 ve bu artisda en entkili dozun %0.075
TTH oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.7. Prolin igerigi (ug/gr doku) ilizerine farkli TTH konsantrasyonlariin (%)
etkileri

Uygulamalar Altindane Bezostaya
Kontrol 82.55+3.40d 108.44+4.90¢
Soguk 124.4247.91¢ 177.5+4.91c
0.05TTH 88.45+3.01d 116.26:4.26¢
0.075 Tl 96.65+5.10d 139.55+2.63d
0.1TTH 94.88+4.73d 134.28+4.58d
S+0.05TTH 118.46+4.64c 189.214.67c
S+0.075TTH

166.58+4.55a 238.26+5.79%
S+0.1TTH

145.33+5.04b

211.39+6.57b

Bir siitun iginde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. S: soguk, +: SE
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Sekil 4.12. Prolin igerigi lizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri

4.6. Reaktif Oksijen Tiirleri Icerigine Ait Bulgular

4.6.1. Siiperoksit anyonu (O3-") icerigi

Tek basina soguk uygulamasi, her iki varyetede, siiperoksit anyon iceriginde artiga
(P<0.05) neden olmustur. Soguk uygulamasi, kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda igerik,
Altindanede kontrole gore %27 artarken, Bezostayada %25 oraninda artmistir (Cizelge

4.8, Sekil 4.13).

Tek bagmma TTH uygulamalarinin {igii de, Altindane ve Bezostayada siiperoksit anyon
igerigini Onemli seviyede (P<0.05) distrmiistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.13). Bu
uygulamalardan %0.075 TTH uygulamasi, kontrolle karsilastirildiginda, aktiviteyi
Altindanede %12 Bezostayada ise %10.8 oraninda azaltarak en etkili konsantrasyon

olmustur.
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Soguk+TTH uygulamalari, tek basina soguk ile kiyaslandiginda, siiperoksit igerigini her
iki varyetede diistirmiis ve bunlar %0.05, 0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda sirasiyla
Altindanede %10, %13 ve %12 oraninda, Bezostaya ise %5.7, %11 ve %8.5 oraninda
olmustur. Goriildiigii gibi Soguk+TTH uygulamasinda da genelde %0.075 TTH
konsantrasyonu en etkili doz olmustur. Bu sonuglara gore, tek basina soguk stresi
bugdayda siiperoksit anyon icerigini artirdigi belirlenmistir. Ancak soguk stresi dncesi
uygulanan TTH, bugday soguga maruz kaldiginda siiperoksit igerigini azalttigi ve bu

azalista en entkili dozun %0.075 TTH oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.8. Siiperoksit anyonu (O27) (ug.gr™!) ve hidrojen peroksit (H,O;) icerikleri
(ug/gr doku) tizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri

Altindane Bezostaya
Uygulamalar
O, H.0, O~ H,0,

Kontrol 35.105+0.228d 51.383+0.541d 27.103+£0.255¢  45.713+0.476d
Soguk 44.623+0.223a  64.026+£0.670a 33.958+0.113a  55.688+0.470a
0.05TTH 32.048+0.227¢ 51.595+0.662d 26.013+0.109f 45.083+0.644d
0.075 TTH 30.827+£0.286f 49.297+0.646e 24.151+0.129g  42.591+0.580e
0.1TTH 31.092+£0.241f 51.091+0.611d 25.890+0.151f  43.034+0.502¢
S+0.05TTH 40.097+0.198b 59.894+0.798b 32.011+0.140b  52.421+0.433b

S+0.075 TTH 38.557+0.269¢

S+0.1 TTH

57.07340.606¢

30.133+0.178d

39.225+0.285¢ 58.336+0.393bc 31.057+0.102c

49.804+0.485c¢

49.356+0.620c

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem seviyesine gore

anlamsizdir. S: soguk, +: SE
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Sekil 4.13. Siiperoksid anyonu (O;:") igerigi lizerine farkli TTH konsantrasyonlarimnin
(%) etkileri

4.6.2. Hidrojen peroksit (H20.) icerigi

Tek basina soguk uygulamasi, her iki varyetede, H,O, iceriginde artiga (P<0.05) neden
olmustur. Soguk uygulamasi, kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda H,O, igerigi,

Altindanede kontrole gore %?24.6 artarken, Bezostayada %21.8 oraninda artmistir.
(Cizelge 4.8, Sekil 4.14).

Tek basmma TTH uygulamalarinin ii¢li de Bezostayada H,0O, igerigini 6nemli seviyede
(P<0.05) azaltirken, Altindanede %0.075 ve %0.1 TTH uygulamarinda azaltmigtir.
(Cizelge 4.8, Sekil 4.14). Bu uygulamalardan %0.075 TTH uygulamasi, kontrolle
karsilastirildiginda, aktiviteyi Altindanede %4 Bezostayada ise %6.8 oraninda azaltarak

en etkili konsantrasyon olmustur.

Soguk+TTH uygulamalar, tek basina soguk ile kiyaslandiginda, H,O, igerigini her iki
varyetede diisiirmiis ve azalislar %0.05, 0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda sirasiyla
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Altindanede %6, %10.8 ve %8.8 oraninda, Bezostaya ise %0.4, %10.5 ve %11 oraninda
olmustur. Goriildiigii gibi Soguk+TTH uygulamasinda genelde %0.075 ve %0.1 TTH
konsantrasyonlar1 en etkili doz olmustur. Bu sonuglara gore, tek basina soguk stresi
bugdayda H,O, icerigini artirdig1 belirlenmistir. Ayrica, soguk stresi dncesi uygulanan
TTH, bugday soguga maruz kaldiginda da H,O, igerigini diisiirdiigli ve bu diisiiste en
entkili dozun %0.075 ve %0.1 TTH oldugu belirlenmistir.

70.000 M Altindane
~ 60.000 O Bezostaya
£
= 50.000
| )

L0
i:vf 40.000
30
£ 30.000
2
o: 20.000
T
10.000
0
& AP P Y PN
> © s S N
Q X :
S &
Uygulama

Sekil 4.14. Hidrojen peroksit (H20,) igerigi lizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin
(%) etkileri

4.7. Oksidatif Hasar Parametrelerine Ait Bulgular

4.7.1. LPO gostergesi olarak MDA icerigi

Tek basina soguk uygulamasi, her iki varyetede, MDA igerigide artisa (P<0.05) neden
olmustur. Soguk uygulamasi, kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda MDA igerigi,
Altindanede kontrole gore %32 artarken, Bezostayada %31 oraninda artmistir (Cizelge
4.9, Sekil 4.15).
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Tek basma TTH uygulamalarinin iicli de, Altindane ve Bezostayada MDA igerigini
onemli seviyede (P<0.05) diistirmiistiir (Cizelge 4.9, Sekil 4.15). Bu uygulamalardan
%0.075 TTH uygulamasi, kontrolle karsilastirildiginda, aktiviteyi Altindanede %12.5

Bezostayada ise %18 oraninda azaltarak en etkili konsantrasyon olmustur.

Soguk+TTH uygulamalari, tek basina soguk ile kiyaslandiginda, MDA igerigini her iki
varyetede diisiirmiis ve bu disiisler, %0.05, 0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda
sirastyla Altindanede %7, %19.7 ve %16.8 oraninda, Bezostaya ise %3.8, %15.6 ve
%7.5 oraninda olmustur. Goriildigii gibi Soguk+TTH uygulamasinda genelde %0.075
TTH konsantrasyonu en etkili doz olmustur. Bu sonuglara gore, tek basina soguk stresi
bugdayda MDA igerigini artirdig1 belirlenmistir. Ayrica, soguk stresi dncesi uygulanan
TTH, bugday soguga maruz kaldiginda MDA igerigini diisiirdiigii ve bu diisiiste en
entkili dozun %0.075 TTH oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.9. MDA igerikleri (nmol/gr doku) iizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin
(%) etkileri

Uygulamalar Altindane Bezostaya

Kontrol 2.9724+0.038¢ 2.686+0.042¢*
Soguk 3.928+0.040a 3.519+0.029a
0.05TTH 2.848+0.041f 2.41240.028f
0.075TTH 2.600+0.040h 2.1974+0.009h
0.1TTH 2.724+0.023g 2.291+0.020g
S+0.05TTH 3.636+0.025b 3.384+0.017b
S+0.075TTH 3.154+0.008d 2.969+0.015d
S+0.1TTH 3.268+0.035¢ 3.117+0.023¢

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. S: soguk, +: SE
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Sekil 4.15. MDA igerikleri iizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri

4.7.2. Donma Hasarina (DH) ait bulgular

Asagidaki tablo ve ¢izelgelerde iyon iletkenligi ve donma hasari {lizerine stresli ve
stressiz sartlar altinda TTH’nin etkileri detayli olarak sunulmustur (Cizelge 4.10, 4.11,
Sekil 4.16 ve 4.17). Iyon iletkenligi (uS/cm) 6lgiimiinden faydalanarak elde edilen
sonuglara gore, hem hassas hemde direngli varyetelerde diisiik sicaklik uygulamasi
kontrol bitkilerine kiyasla yapraklarda donmanin daha erken derecelerde baslamasini
saglamis ve donma hasarinin 6nemli derecede artmasina sebep olmustur. Diisiik sicaklik
oncesi uygulanan TTH uygulamalar1 ise %DH’nin ve donmanin bagladig1 dereceleri
onemli derecede etkileyerek bitkilerin direng kazanmasina sebep olmustur. Iki varyete
arasinda hem donma hasar1 hemde donmanin baglama derecesinde onemli farkliliklar
olmasina karsin, %0,075 uygulamas: her iki ¢esitte en iyi sonuglar1 saglamistir. Ayrica,
%0.075 TTH wuygulamasi, hassas varyetede LT50 degerini tek basma soguk
uygulamasma gore yaklasik -6.5°C’den -7.5°C’ye kadar, direngli varyetede ise -
7°C’den -9.5°C’ye kadar diisiirmiistiir. Benzer sekilde stressiz sartlar altinda da TTH
uygulanan bitkilerde kontrol bitkilerine kiyasla %DH’mm daha diisik oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 4.10. Altindane c¢esidinde %Donma Hasar1t (uS/cm) {izerine TTH
konsantrasyonlariin (%) etkileri

% Donma Hasan (Sicakhik (°C))

Uygulamalar 0 -2 -4 -6 -8 -10 -12 -14
Kontrol 1245 1460 17.18 27.06 36.20 76.72 9547 1134
Soguk 23.13 20.65 25.69 3550 84.79 90.82 100 100
0.050 TTH 17.35 19.08 23.08 31.56 79.55 79.79 89.78 98.40
0.075TTH 1440 19.80 20.53 28.10 7252 74.07 93.20 100.14
0.1TTH 10.03 13.67 15.00 17.30 77.37 81.37 90.0 106.00

Soguk+0.05 TTH 21.02 2391 25.18 32.66 39.41 66.67 96.81 104.28
Soguk+0.075TTH 19.84 24.68 29.84 33.30 44.75 6250 98.12 107.45
Soguk+0.1 TTH 6.00 8.00 8.00 10.00 56.00 7730 87.0 94.00

Donma Hasarn (o)

T L + - L L T T i
FC -2°C -4 FC -6 FC -8°C -10°C -12°C -14°C
—A— Komlrol —&— Roduk —— Soguk+%0.05 TTH
—ik— Soguk+%0.075 TTH —o— Soguk+%:0.1 TTH

Sekil 4.16. Soguk stresine maruz bugday (Tritucum aestivum cv. Altindane) bitkilerinin
yapraklarinda % donma hasar1
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Cizelge 4.11. Bezostaya c¢esidinde %Donma Hasar1 (uS/cm) iizerine TTH
konsantrasyonlariin (%) etkileri

% Donma Hasan (Sicakhik (°C))

Uygulamalar 0 -2 -4 -6 -8 -10 -12 -14

Kontrol 17,76 19,12 20,36 20,03 24,33 56,47 89,47 98,59
Soguk 18,77 26,70 30,38 36,69 69,69 83,41 93,15 100,00
0.050 TTH 2392 2561 27,64 30,94 4639 7456 91,19 92,74
0.075 TTH 19,02 22,24 20,79 26,17 3580 64,38 8541 94,07
0.1TTH 18,67 18,00 21,33 27,67 50,67 71,26 91,67 101,00

Soguk+0.05 TTH 18,555 21,70 22,87 25,37 34,19 58,45 81,97 89,21
Soguk+0.075TTH 18,06 20,76 19,84 26,03 47,68 54,23 84,16 87,95
Soguk+0.1 TTH 12,00 11,33 21,67 23,00 47,17 59,60 84,33 94,33

110
100

80
70

[2orma Hagar (%)
&

I:} T L T T L T L T L T L L :
o -2°C -4°C -6°C -8°C 1000 -12°C - 1470

—&— K ontrol Sofuk —— Sofmk-%00.05 TTH
—h— Sofuk 20,075 TTH —6— Sofmk-%u.1 TTH

Sekil 4.17. Soguk stresine maruz bugday (Tritucum aestivum cv. Bezostaya) bitkilerinin
yapraklarinda % donma hasar1
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4.8. Antioksidan Sistem Parametrelerine Ait Bulgular

4.8.1. Antioksidan enzim aktiviteleri ve izoenzim bulgular:

4.8.1.a. SOD aktivitesi ve izoenzimleri

Tek basina soguk uygulamasi, her iki varyetede, SOD enzim aktivitesinde artisa
(P<0.05) neden olmustur. Soguk uygulamasi, kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda
aktivite, Altindanede %32, Bezostayada ise %25 oraninda artmistir (Cizelge 4.12, Sekil
4.18). Bu sonug, SOD izozimlerinin belirlendigi calisma ile de desteklenmistir. Ornegin,
SOD izozim jel fotografi incelendiginde, soguk uygulamasiyla 6zellikle 2 ve 3 nolu

izozimleri her iki gesitte belirgin 6l¢iide artirdigi goriillmektedir (Sekil 4.19 ve 4.20).

Tek basma TTH uygulamalarinin {i¢ii, Altindanede SOD aktivitesinin hafif derecede
azaltirken (P>0.05), Bezostayada ise sadece %0.75 TTH uygulamasinda (P<0.05)
artirmustir (Cizelge 4.12, Sekil 4.18). Hassas varyetede bu uygulamalardan %0.1 TTH
uygulamasi, kontrolle karsilagtirildiginda, aktiviteyi %5.2 oraninda azaltan,
Bezostayada ise %0.75 TTH uygulamas1 %8.3 oraninda artiran en etkili konsantrasyon
olmustur. Bu sonug, SOD izozimleri lizerinde de goriilmektedir. SOD izozim jel
fotografi incelendiginde, hassas varyetede azalislar gozlenirken, direncli varyetede THH
uygulamalari, 3 nolu izoenzimini belirgin dl¢iide artirdigr gériilmektedir (Sekil 4.19 ve

4.20).

Soguk+TTH uygulamalar1 SOD aktivitesini, tek basma soguk ile kiyaslandiginda,
hassas varyetede sadece %0.1 TTH’da 6nemli seviyede (P>0.05) azaltirken, direngli
varyetede genelde artirmistir. Hassas varyetede belirlenen distisler %0.05, 0.075 ve
%0.1 TTH uygulamalarinda sirasiyla %2, %1 ve %5 oranindayken, Bezostayada
belirlenen artislar %1.6, %7 ve %2.7 oraninda artiglar olmustur. Goriildiigii gibi soguk
stresin Oncesinde uygulanan TTH bugdayin iki varyetesinde SOD aktivitesi iizerinde
farkli etkilere neden olmustur. Bu sonug, SOD izozimleri iizerinde de goriilmektedir.

Sekil 4.19 ve 4.20’ye dikkat edildiginde, SOD izozim jeli iizerinde 0&zellikle
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soguk+THH uygulamalari, 3 nolu izozim hassas ¢esitte belirgin Ol¢iide azalirken,
direngli gesitte artmistir. Bu sonuglara gore, tek basina soguk stresi bugdayda SOD
aktivitesini artirdig1 belirlenmistir. Ayrica, soguk stresi 6dncesi uygulanan TTH, bugday
soguga maruz kaldiginda SOD aktivitesini hassas varyetede diisiirmiis ancak direngli
varyetede artirmistir ve bu her iki farkli etkide entkili dozun %0.075 TTH oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 4.12. SOD aktivitesi (U.mg™ protein) iizerine farkli TTH konsantrasyonlarmin
(%) etkileri

Uygulamalar Altindane Bezostaya

Kontrol 35.28+0.32¢ 29.04+0.27¢
Soguk 46.79+0.4a 36.3+0.35¢

0.05TTH 34.94+0.36¢ 30.18:0.30de
0.075TTH 34.08+0.42¢ 31.46+0.42d
0.1TTH 33.44+0.53¢ 29.78+0.70¢
S+0.05TTH 45.88+0.5ab 36.89+0.52¢
S+0.075TTH 46.24+0.15ab 38.94:0.60a
S+0.1TTH 44.38+0.27b 37.31+0.62b

Bir siitun iginde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. S: soguk, +: SE
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Sekil 4.18. SOD aktivitesi tizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri

Kontrol Soguk $+%0,05 S+%0,075 S+%0,1 20,05 %0,075 20,1

SOD 1 =
SOD 2 =

SOD 3 =

SOD 4 &
SOD 5 2

Sekil 4.19. Altindane ¢esidinde TTH uygulamasinin SOD izoenzimleri {izerine etkisi
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Kontrol Soguk S+9%0.05 S+%0.075 S+%0]1 %005 %0.075 %0.1

SOD 1=
SOD2 =

Memudm,.oo

o] D WD WD GNP S ww ——

SOD 5 =

Sekil 4.20. Bezostaya ¢esidindeTTH uygulamasinin SOD izoenzimleri {izerine etkisi

4.8.1.h. POX aktivitesi ve izoenzimleri

Tek basina soguk uygulamasi, her iki varyetede, POX aktivitelerinde 6nemli artisa
(P<0.05) neden olmustur. Soguk uygulamasi, kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda,
aktivite Altindanede kontrole gore %87, Bezostayada %21 oraninda artmistir (Cizelge
4.13, Sekil 4.21). Bu sonug, POX izozimlerinin belirlendigi c¢alismada ile de
desteklenmigtir. Ornegin, POX izozim jel fotografi incelendiginde, soguk
uygulamasiyla hassas varyete de 2, 3 ve 5 nolu izozimler artarken, direngli varyete 3 ve

5 nolu izozimlerin belirgin 6lgiide artirdig1 goriilmektedir (Sekil 4.22 ve 4.23).

Tek bagina TTH uygulamalarinin iigii Altindanede POX aktivitesini 6nemli seviyede
(P<0.05) artirirken, Bezostayada ise disiirmiistiir (Cizelge 4.13, Sekil 4.21). Bu
uygulamalardan %0.1 TTH uygulamasi, kontrolle karsilastirildiginda, aktiviteyi
Altindanede %24 artirirken, %0.075 TTH uygulamas: kontrole kiyasla Bezostayada
%4.3 oraninda azaltarak en etkili konsantrasyon olmustur. Bu sonu¢, POX izozimleri

lizerinde de goriilmektedir. Ornegin, POX izozim jel fotografi incelendiginde, hassas
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varyetede tek basma TTH uygulamasi kontrol bitkilerine nazaran bariz bir yogunluk

artisina neden olurken, direngli varyetede diisiise neden olmustur (Sekil 4.22 ve 4.23).

Soguk+TTH uygulamalari, tek basina soguk ile kiyaslandiginda, POX aktivitesini
hassas varyete ve direngli varyetede diisirmiistiir. Bu azalislar %0.05, 0.075 ve %0.1
TTH uygulamalarinda sirasiyla Altindanede %13.5, %7.3 ve %]14.3 oraninda,
Bezostaya ise %4, %1 ve %6.7 oraninda olmustur. Bununla birlikte Soguk+TTH
uygulamasinda genelde %0.1 TTH konsantrasyonu en etkili doz olmustur. Bu sonug,

POX izozimleri tizerinde de goriilmektedir (Sekil 4.23).

Cizelge 4.13. POX aktivitesi (U.mg™ protein) iizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin
(%) etkileri

Uygulamalar Altindane Bezostaya
Kontrol
ontro 1643+1e 1824+1.5b
Sopuk
ogt 3074+0.5a 2223+1a
05 TTH
0.05 1974+0.6d 1721+1.2b
0.075 TTH

1932+0.8d 1744+1.01b
0.1TTH 2046+0.8d 1668+0.99b
S+0.05TTH

2658+0.9¢ 213340.5a
S+0.075TTH

2847+1.5b 2198+0.9a
S+0.1TTH 2633+1.0c 2074+0.93a

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. S: soguk, +: SE
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Sekil 4.21. POX aktivitesi tizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri

Kontrol  Soguk  S+%0,05 S+%0,075 S+%01 %005 %0,075 %0,

Z
POX §
S
B
POX '
POX
POX 49
POX

Sekil 4.22. Altindane ¢esidinde TTH uygulamasinin POX izoenzimleri iizerine etkisi
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%0,1

Sekil 4.23. Bezostaya ¢esidinde TTH uygulamasinin POX izoenzimleri tizerine etkisi

4.8.1.c. CAT aktivitesi ve izoenzimleri

Tek basma soguk uygulamasi, her iki varyetede, CAT enzim aktivitelerinde artisa
(P<0.05) neden olmustur. Soguk uygulamasi, kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda
aktivite, Altindanede kontrole gore %44 artarken, Bezostayada %17 oraninda artmigtir
(Cizelge 4.14, Sekil 4.24). Bu sonug, CAT izozimlerinin belirlendigi ¢alismada da
desteklenmistir. Ornegin, CAT izozim jel fotografi incelendiginde, soguk
uygulamasiyla Ozellikle hassas varyetede 3. bir bandin varligi agik¢a goriilmektedir

(Sekil 4.25 ve 4.26).

Tek basma TTH uygulamalar1 CAT aktivitesini Altindanede %0.1°lik dozda onemli
seviyede (P<0.05) artis gozlenirken, Bezostayada ise %0.075’lik dozda bir artis
gozlenmistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.24). Altindanede TTH uygulamasi, kontrolle
karsilastirildiginda, aktiviteyi %2.5 oraninda artirirken, Bezostayada ise %3 oraninda

artirarak en etkili konsantrasyon olmustur. Bu sonug, CAT izozimleri {izerinde de

goriilmektedir (Sekil 4.25 ve 4.26).
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Soguk+TTH uygulamalari, tek basina soguk ile kiyaslandiginda, CAT aktivitesini her
iki varyetede genelde azaltmis ve azaliglar %0.05, 0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda
sirastyla Altindanede %8, %10.8 ve %15.2 oraninda, Bezostayada %0.075 ve %0.1
uygulamalarinda %5.3 ve %13 oraninda olmustur. Gorildigi gibi Soguk+TTH
uygulamasinda genelde %0.1 TTH konsantrasyonu en etkili doz olmustur. Bu sonug,

CAT izozimleri iizerinde de goriilmektedir (Sekil 4.25 ve 4.26).

Cizelge 4.14. CAT aktivitesi (U.mg™ protein) iizerine farkli TTH konsantrasyonlarmin
(%) etkileri

Uygulamalar Altindane Bezostaya
Korgl 77.33+0.45F 64.86+0.35cd
Soguk 111.45+0.67a 75.98+0.53a
0.0 TIg 75.8940.5g 63.22+0.48d
Qe TTH 79.08+£0.72¢ 66.48+0.6¢
0.17TH 79.64+0.47¢ 65.14+0.51cd
+

S*+0.05TTH 94.42+0.3d 76.84+0.72a
S+0.075TTH

99.02+0.37¢ 71.56+0.15b
S+0.1TTH

102.6+0.42b 65.48+0.35¢

Bir siitun i¢inde ayni1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine
gore anlamsizdir.
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Sekil 4.24. CAT aktivitesi tizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri

Kontrol ~ Soguk  $+%0,05 S+%0,075 S+%01 %005 %0075 %01

CAT19
CAT2 D §

CAT3 9

Sekil 4.25. Altindane ¢esidinde TTH uygulamasinin CAT izoenzimleri iizerine etkisi

Kontrol Soguk $+%0,05 S+%0,075 S+%0,1 90,05 %0,075 %0,1

CAT1 ==p

CAT 2™
CAT 3 ==

CAT 4 ==

CAT 5 ==

¥

Sekil 4.26. Bezostaya ¢esdinde TTH uygulamasinin CAT izoenzimleri lizerine etkisi
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4.8.1.d. APX aktivitesi ve izoenzimleri

Tek basma soguk uygulamasi, her iki varyetede, APX enzim aktivitelerinde artisa
(P<0.05) neden olmustur. Soguk uygulamasi, kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda
aktivite, Altindanede kontrole gore %44 artarken, Bezostayada %26 oraninda artmistir.
(Cizelge 4.15, Sekil 4.27). Bu sonug, APX izozimlerinin belirlendigi ¢alismada da
desteklenmistir. Ornegin, APX izozim jel fotografi incelendiginde, soguk
uygulamasiyla 6zellikle 4 ve 5 nolu izozimleri her iki ¢esitte belirgin olgiide artirdig

goriilmektedir (Sekil 4.28 ve 4.29).

Tek basina TTH uygulamalariin iigii de, Altindane ve Bezostayada APX aktivitesini
onemli seviyede (P<0.05) artirmustir (Cizelge 4.15, Sekil 4.27). Bu uygulamalardan
%0.1 TTH uygulamasi, kontrolle karsilastirildiginda, aktiviteyi Altindanede %36
Bezostayada ise %18.8 oraninda artirarak en etkili konsantrasyon olmustur. Bu sonug,
APX izozimleri iizerinde de goriilmektedir. Ornegin, APX izozim jel fotografi
incelendiginde, 6zellikle %0.075 ve %0.1 THH uygulamalari, 4 ve 5 nolu izozimleri her
iki gesitte belirgin dlglide artirdigi goriilmektedir (Sekil 4.28 ve 4.29).

Soguk+TTH uygulamalari, tek basia soguk ile kiyaslandiginda, APX aktivitesini her
iki varyetede artirmig ve artislar %0.05, 0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda sirasiyla
Altindanede %7, %24 ve %26 oraninda, Bezostaya ise %4, %15 ve %10 oraninda
olmustur. Goriildiigli gibi Soguk+TTH uygulamasinda da genelde %0.1 TTH
konsantrasyonu daha etkili doz olmustur. Bu sonug, APX izozimleri iizerinde de
goriilmektedir. Sekil 4.28 ve 4.29’a dikkat edildiginde, APX izozim jeli iizerinde
ozellikle Soguk+%0.075 ve Soguk+0.1 THH uygulamalar1, 4 ve 5 nolu izozimleri her
iki gesitte belirgin Olciide artirdigr goriilmektedir. Bu sonuglara gore, tek basina soguk
stresi bugdayda APX aktivitesini artirdig1 belirlenmistir. Ayrica, soguk stresi Oncesi
uygulanan TTH, bugday soguga maruz kaldiginda APX aktivitesini artirdigr ve bu
artigda en entkili dozun %0.1 TTH oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.15. APX aktivitesi (U.mg™ protein) iizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin

(%) etkileri

Uygulamalar Altindane Bezostaya
Kontrol 30.27+0.18e 39.08+0.32h
Soguk 43.87+0,2c 49.27+0.40d
0.05TTH 41.68+0.45d 42.60+0.5¢
0.075TTH 40.98+0.5d 44.,78+0.5f
01TTH 41.25+0.18d 46.44+0.1e
S+0.05TTH 47.21+0.37b 51.38+0.45c¢
S+0.075TTH 54.86+0.6a 56.87+0.5a
S+0.1TTH 55.49+0.4a 54.25+0.3b

Bir siitun icinde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. £, standart hatay1 (SE) gosterir.

= 60 B Altindane
‘> O Bezostaya
S 50
S
o
> 40 A
£
2
— 30 -
(70}
2
X
<
é 10
<
0 |
> W
T

N T T
<& <& < < <& <&
S ¢ N N o >
Q° & © & N &
S c}
Uygulama

Sekil 4.27. APX aktivitesi tizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri
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Kontral Sofuk S1%0L05 S1%0.075  Si%0.1 20,05 %0075 il
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Sekil 4.28. Altindane bitkisine TTH uygulamasinin APX izoenzimleri lizerine etkisi

Kontrol  Soguk  §-%0,05 S$+%30075 S5+%0,1 %005 %0075 %0,1

APXT D
APX§ g

APX 9D

Sekil 4.29. Bezostaya bitkisine TTH uygulamasinin APX izoenzimleri iizerine etkisi
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4.8.1.e. GR aktivitesi ve izoenzimleri

Tek basina soguk uygulamasi, her iki varyetede, GR enzim aktivitelerinde artisa
(P<0.05) neden olmustur. Soguk uygulamasi, kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda
aktivite, Altindanede %83 artarken, Bezostayada %23 oraninda artmistir (Cizelge 4.16,
Sekil 4.30). Bu sonug, GR izozimlerinin belirlendigi calismada da desteklenmistir.
Ornegin, GR izozim jel fotografi incelendiginde, soguk uygulamasiyla tiim bantlarin

yogunlugu her iki ¢esitte belirgin dlglide artirdig goriilmektedir (Sekil 4.31 ve 4.32).

Tek basina TTH uygulamalarmin {igii de, Altindane ve Bezostayada GR aktivitesini
onemli seviyede (P<0.05) artirmustir (Cizelge 4.16, Sekil 4.30). Bu uygulamalardan
%0.1 TTH uygulamasi, kontrolle karsilastirildiginda, aktiviteyi Altindanede %72
Bezostayada ise %0.05 uygulama aktiviteyi %?24 oraninda artirarak en etkili
konsantrasyon olmustur. Bu sonug, GR izozimleri iizerinde de goriilmektedir. Ornegin,
GR izozim jel fotografi incelendiginde THH uygulamalari, tiim izozimleri her iki gesitte

belirgin dlglide artirdigi gortiilmektedir (Sekil 4.31 ve 4.32).

Soguk+TTH uygulamalari, tek basina soguk ile kiyaslandiginda, GR aktivitesini her iki
varyetede artirmig ve artiglar 9%0.05, 0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda sirasiyla
Altindanede %22, %37 ve %31 oraninda, Bezostaya ise %15, %25 ve %16.4 oraninda
olmustur. Goriildiigi gibi  Soguk+TTH uygulamasinda genelde %0.075 TTH
konsantrasyonu en etkili doz olmustur. Bu sonug, GR izozimleri {izerinde de
goriilmektedir. Sekil 4.31 ve 4.32°ye dikkat edildiginde, GR izozim jeli lizerinde
ozellikle Soguk+%0.075 ve Soguk+0.1 THH uygulamalari, tim izozimleri her iki
cesitte belirgin Olciide artirdig1 goriilmektedir. Bu sonuclara gore, tek basina soguk
stresi bugdayda GR aktivitesini artirdigi belirlenmistir. Ayrica, soguk stresi Oncesi
uygulanan TTH, bugday soguga maruz kaldiginda da GR aktivitesini artirdigi ve bu
artisda en entkili dozun %0.075 TTH oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.16. GR aktivitesi (U.mg™ protein) iizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin

(%) etkileri

Uygulamalar Altindane Bezostaya

Kontrol 9.16:+0.23f 20.75+0.23d
Soguk 16.84+0.42¢ 25.36+0.22¢c
0.05TTH 13.07+0.18e 25.75+0.48¢c
0.075TTH 14.85+0.36d 25.40+0.6¢
01TTH 15.76+0.1cd 25.01+0.15¢
S+0.05TTH 20.65+0.1b 29.36+0.3b
S+0.075TTH 23.17+0.3a 31.73+0.5a
S+0.1TTH 22.08+0.25ab 29.53+0.4b

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. £, standart hatay1 (SE) gosterir.
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Sekil 4.30. GR aktivitesi tizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri
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Kontrol  Soguk  S+%0,05 S$+%0,075 S+%0,1 240,05 %0,075 %0,1

w

e : 1 L1 X

Sekil 4.31. Altindane ¢esidinde TTH uygulamasinin GR izoenzimleri iizerine etkisi

Kontrol ~ Sofuk  $+%0,05 S$+%0,075 S$+%01 %005 %0075 %01

e ——
L LeTRY

———

GR19
GR2=9

GR3 29}

GR4 9
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Sekil 4.32. Bezostaya ¢esidinde TTH uygulamasinin GR izoenzimleri iizerine etkisi
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4.8.2. Enzimatik olmayan antioksidanlara ait bulgular

4.8.2.a. Total AsA, AsA ve DHA icerikleri

Tek basina soguk uygulamasi, her iki varyetede, AsA igeriklerinde diistise (P<0.05)
neden olurken, DHA igeriklerinde artisa neden olmustur. Soguk uygulamasi, kontrol
bitkileriyle kiyaslandiginda AsA igerigi, Altindanede kontrole gore %?21.5 azalirken,
Bezostayada %21 oraninda azalmistir. DHA igerigi ise, soguk uygulamasi1 Altindanede
kontrole gore %101 artarken, Bezostayada %79 oraninda artmistir (Cizelge 4.17, Sekil
4.33 ve 4.34).

Tek basina TTH uygulamalariin tigii de, Altindane ve Bezostayada AsA igeriklerini
onemli seviyede (P<0.05) artirirken, DHA igeriklerinde disilislere neden olmustur
(Cizelge 4.17, Sekil 4.33 ve 4.34). AsA igerigi bu uygulamalardan %0.075 TTH
uygulamasi, kontrolle karsilastirildiginda, igerigi Altindanede %79 Bezostayada ise
%36 oraninda artirarak en etkili konsantrasyon olmustur. DHA igerigi ise %0.05 TTH
uygulamasinda kontrolle karsilastirildiginda, icerigi Altindanede %29.8 Bezostayada ise

%14 oraninda diisiirerek en etkili konsantrasyon olmustur.

Soguk+TTH uygulamalari, tek basina soguk ile kiyaslandiginda, AsA igerigini her iki
varyetede artirmis ve artislar %0.05, 0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda sirasiyla
Altindanede %58.7, %90.7 ve %93 oraninda, Bezostaya ise %31, %53.9 ve %37
oraninda olmustur. Soguk sartlar altinda Asa icerigini artirmada %0.075 TTH en etkili
doz olmustur. Soguk+TTH uygulamalari, DHA igerigini ise her iki varyetede azaltmis
ve azalislar %0.05, 0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda sirasiyla Altindanede %3.5,
%2.8 ve %10.6 oraninda, Bezostaya ise %7, %7.5 ve %1.6 oraninda olmustur. DHA
iceriginin diisiiriilmesinde en etkili doz hassas varyetede %0.075 TTH iken, direngli
olanda %0.1 TTH olmustur (Cizelge 4.17, Sekil 4.33 ve 4.34). Buradaki veriler genel
olarak degerlendirildiginde, tek basina soguk stresi AsA igerigini diistirirken, DHA

icerigini artirdig1 belirlenmistir. Ayrica, soguk stresi Oncesi uygulanan TTH, AsA
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icerigini artirirken, DHA igerigini diisiirdiigii ve bu artis ile azaliglarda entkili dozlarin

%0.075 ve 0.1 TTH oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.17. AsA ve DHA igerikleri (ng.gr' doku) iizerine farkhi TTH
konsantrasyonlariin (%) etkileri

Altindane Bezostaya

Uygulamalar AsA DHA AsA DHA

Kontrol 445+1d 265+2¢ 660+3c 310+0.9¢
Soguk 366+1.5€e 533+2.5a 521+5e 557+2.0a
0.05TTH 738+ 2.8ab 186+2.8¢ 789+3.5b 266+1.3e
0.075TTH 798+3a 198+3.2de 899+2 8a 282+1.0d
0.1TTH 758+5ab 231+4dc 859+3ab 296=+1.5¢cd
S+0.05TTH 581+2¢ 514+3a 683+5dc 518+1.8b
S+0.075TTH 698+3b 518+1a 802+5.2b 515+2.0b
S+0.1TTH 707+3b 476+2b 716+3d 566+2.5a

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. £, standart hatay1 (SE) gosterir.



90

1000 - W Altindane

900 - [0 Bezostaya
800 ~

700 ~
600 -
500 ~
400 A
300 ~
200 -
100 A

AsA igerigi (ng.gr™ doku)

SIS 6&&‘2‘ &
\ QN

& = 6 5 N
N Q . N
& Q S © & %XQ'Q &

Uygulama

Sekil 4.33. AsA icerigi tizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri
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Sekil 4.34. DHA igerikleri lizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri

Tek basina soguk uygulamasi, her iki varyetede, total AsA igeriklerinde artisa (P<0.05)

neden olurken, AsA/DHA igeriklerinde diisiise neden olmustur. Soguk uygulamasi,
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kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda total AsA igerigi, Altindanede kontrole gore %26.6
artarken, Bezostayada %11 oraninda artmistir. AsA/DHA igerigi ise, soguk uygulamasi
Altindanede kontrole gore %58.9 azalirken, Bezostayada %55.8 oraninda azalmistir

(Cizelge 4.18, Sekil 4.35 ve 4.36).

Tek basina TTH uygulamalarinin iicli de, Altindane ve Bezostayada total AsA igerigini
ve AsA/DHA igeriginde 6nemli seviyede (P<0.05) artisa neden olmustur (Cizelge 4.18,
Sekil 4.35 ve 4.36). Total AsA igerigi tizerine %0.075 TTH uygulamasi, kontrolle
karsilagtirildiginda, Altindanede %40, Bezostayada ise %21.7 oraninda artirarak en
etkili konsantrasyon olmustur. AsA/DHA igerigi ise %0.075 TTH uygulamasinda
kontrolle karsilastirildiginda, igerigi Altindanede %139, Bezostayada ise %49.7

oraninda artirarak en etkili konsantrasyon olmustur.

Soguk+TTH uygulamalari, tek basina soguk ile kiyaslandiginda, total AsA igerigini her
iki varyetede artirmig ve artiglar %0.05, 0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda sirasiyla
Altindanede %21.8, %35 ve %31 oraninda, Bezostaya ise %11.5, %22 ve %18.9
oraninda olmustur. Total AsA iceriginde Soguk+TTH uygulamasinda %0.075 TTH
konsantrasyonu en etkili doz olmustur. AsA/DHA igerigini ise her iki varyetede artirmis
ve artislar 9%0.05, 0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda sirasiyla Altindanede %63.7,
%95.6 ve %114 oraninda, Bezostaya ise %40, %65.9 ve %34 oraninda olmustur.
AsA/DHA igeriginde ise Soguk+TTH uygulamasinda hassas varyetede %0.1 TTH
konsantrasyonu iken, direngli varyetede en etkili doz %0.075 TTH olmustur (Cizelge
4.18, Sekil 4.35 ve 4.36). Bu sonuglara gore, tek basina soguk stresi bugdayda total AsA
icerigini artirirken, AsA/DHA igerigini diisiirdiigli belirlenmistir. Ayrica, soguk stresi
oncesi uygulanan TTH, bugday soguga maruz kaldiginda da total AsA igerigini ve
AsSA/DHA igerigini artirdigi ve bu artiglarda en entkili dozun %0.075 ve 0.1 TTH
oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.18. Total AsA ve AsA/DHA seviyeleri (ng.gr* doku) iizerine farkli TTH

konsantrasyonlariin (%) etkileri

Altindane Bezostaya

Uygulamalar Total AsA AsA/DHA Total AsA AsA/DHA
Kontrol 710+1.0e 1.68+0.7¢c 970+2.0e 2.13+0.8¢
Soguk 899+1.2d 0.69+0.01g  1078+3.2cde 0.94+0.1fg
0.05TTH 924+1.8d 3.97+0.42a 1054+2.8de 2.97+0.65ab
0.075TTH 997+2.2cd 4.03+0.7a 1181+3.1abcd 3.194+0.65a
0.1TTH 988+2.2cd 3.28+0.5b 1155+2.0bcd 2.91+0.41b
S+0.05TTH 1095+5.0bc 1.13+0.5f 1202+5.0abc 1.32+0.35de
S+0.075TTH 1216+3.1a 1.35+0.45e 1317+4.5a 1.56+0.48d
S+0.1TTH 1184+2.0ab 1.48+0.35d 1282+2.5ab 1.26+0.32def

Bir siitun i¢inde ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. +, standart hatay1 (SE) gosterir.
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Sekil 4.35. Total AsA seviyeleri tizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri
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Sekil 4.36. AsA/ DHA seviyeleri tizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri

4.8.2.b. GSH, GSSG ve total GSH igerikleri

Tek basma soguk uygulamasi, hassas varyetede GSH iceriginde anlamli (P>0.05) bir
degisiklige neden olmazken, direngli varyetede diisiise neden olmustur Cizelge 4.19,
Sekil 4.37 ve 4.38). GSSG igerigi ise soguk stresi ile her iki varyetede onemli oranda
(P<0.05) artmistir. Soguk uygulamasi, kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda GSH igerigi,
Bezostayada %16.5 oraninda azalmistir. GSSG igerigi ise Altindanede kontrole gore

%82 artarken, Bezostayada %113 oraninda artmistir (Cizelge 4.19, Sekil 4.37 ve 4.38).

Tek basina TTH uygulamalarinin icii de, Altindane ve Bezostayada GSH igeriginde
onemli seviyede (P<0.05) artisa neden olmustur. GSSG icerigi ise tek basima TTH
uygulamalar1 ile Altindanede artarken, Bezostayada genelde diisliriilmiistir. GSH
icerigi, uygulamalardan %0.075 TTH tarafindan Altindanede %64 Bezostayada ise %73
oraninda artirarak en etkili konsantrasyon olmustur (Cizelge 4.19, Sekil 4.37 ve 4.38).
GSSG artis ve diistisiinde de en entili konsantrasyon %0.05TTH olmustur.
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Soguk+TTH uygulamalari, tek basina soguk ile kiyaslandiginda, GSH igerigini her iki
varyetede artirirken, GSSG igerigini hassas varyetede artirmis, direngli varyetede ise
genelde disiimiistir. GSH igerigindeki artislar %0.05, 0.075 ve %0.1 TTH
uygulamalarinda sirasiyla Altindanede %38, %53.6 ve %40 oraninda, Bezostaya ise
%59, %76 ve %74.7 oraninda olmustur. GSH igeriginin artisinda, %0.075 TTH en etkili
doz olmustur. GSSG igerigi ise %0.05, 0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda sirastyla
Altindanede %12, %13 ve %9 oraninda artarken, Bezostayada ise %1, %9 ve %3.7
oraninda dismiistiir. GSSG igeriginde de %0.075 TTH en etkili doz olmustur (Cizelge
4.19, Sekil 4.37 ve 4.38). Bu sonuglara gore, tek basina soguk stresi bugdayda GSH
icerigini hassas varyetede artirirken, direngli varyetede ozellikle %0.05TTH’da
diisiirmiistiir. GSSG igerigini ise her iki varyetede artirdigi belirlenmistir. Hem GSH
igeriginde hemde GSSG igeriginde en etkili dozun %0.075 oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.19. GSH ve GSSG seviyeleri (ng.gr' doku) iizerine farkli TTH
konsantrasyonlariin (%) etkileri

Altindane Bezostaya

Uygulamalar GSH GSSG GSH GSSG
Kontrol 1407+15d 820+5¢ 1146+18bc 744+5¢
Soguk 1442+20d 1495+6b 956+5d 1591+12a
0.05TTH 2048+18b 965+3d 1777+21a 615+3b
0.075TTH 2314+17a 1018+4c 1985+25a 573+5b
0.1TTH 1974+13c¢ 955+3.5d 1782+17a 734+8c¢
S+0.05TTH 1990+30cb 1681+3a 1524+22ab 1573+17a
S+0.075TTH 2215+25a 1696+4a 1684+15a 1446+11b
S+0.1TTH 2027+23b 1636+5a 1671+20a 1531+16a

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gére
anlamsizdir. £, standart hatay1 (SE) gosterir.
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Sekil 4.37. GSH igerigi iizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri
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Sekil 4.38. GSSG icerigi iizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri

Tek basina soguk uygulamasi, her iki varyetede total GSH igeriginde artisa (P<0.05),

aksine GSH/GSSG igeriginde ise diisiise neden olmustur (Cizelge 4.20, Sekil 4.39 ve
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4.40). Soguk uygulamasi, kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda total GSH igerigi,
Altindanede kontrole gore %31.8 artarken, Bezostayada %34.7 oraninda artmustir.
GSH/GSSG igerigi ise Altindanede kontrole gore %44 azalirken, Bezostayada %61
oraninda azalmistir (Cizelge 4.20, Sekil 4.39 ve 4.40).

Tek basina TTH uygulamalariin {icii de, Altindane ve Bezostayada hem total GSH
hemde GSH/GSSG iceriginde genelde artisa neden olmustur. Total GSH igerigi
tizerinde bu uygulamalardan %0.075 TTH uygulamasi, kontrolle karsilastirildiginda,
icerigi Altindanede %49.6, Bezostayada ise %35 oraninda artirarak en etkili
konsantrasyon olurken, GSH/GSSG igeriginde de ayni konsantrasyon Altindanede
%32.5, Bezostayada ise %125 oraninda artirarak en etkili doz olmustur (Cizelge 4.20,
Sekil 4.39 ve 4.40).

Soguk+TTH uygulamalari, tek basma soguk ile kiyaslandiginda, hem total GSH
icerigini hemde GSH/GSSG igerigini her iki varyetede artirmistir (P<0.05). Total GSH
igerigindeki artislar %0.05, 0.075 ve %0.1 TTH uygulamalarinda sirasiyla Altindanede
%24.9, %33 ve %24.7 oraninda, Bezostaya ise %21.5, %22.8 ve %25.7 oraninda
olmustur. Total GSH igeriginde Soguk+TTH uygulamasinda %0.075 ve %0.1 TTH
konsantrasyonlar1 en etkili doz olmustur. GSH/GSSG i¢erigindeki artiglar %0.05, 0.075
ve %0.1 TTH uygulamalarinda sirasiyla Altindanede %22.9, %36 ve %29 oraninda
artarken, Bezostayada ise %61.6, %95 ve %81.6 oraninda artmistir. GSH/GSSG
iceriginde ise Soguk+TTH uygulamasinda %0.075 TTH konsantrasyonu en etkili doz
olmustur (Cizelge 4.20, Sekil 4.39 ve 4.40). Bu sonuglara gore, tek basina soguk stresi
bugdayda total GSH icerigini artirirken, GSH/GSSG igerigini diigtirmistiir. Ancak
soguk stresi Oncesi uygulanan TTH, bugday soguga maruz kaldiginda total GSH
igerigini ve GSH/GSSG igerigini artirmigtir. Hem total GSH hem de GSH/GSSG
igeriginde en etkili dozlarin %0.075 ve %0.1 oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.20. Total GSH igerigi (ng.gr' doku) ve GSH/GSSG seviyeleri iizerine farkli
TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri

Altindane Bezostaya
Uygulamalar Total GSH GSH/GSSG Total GSH GSH/GSSG
Kontrol 2227+22e 1.72+0.5d 1890+20c 1.54+0.25d
Soguk 2937+18d 0.96+0.15h 2547+25b 0.60+0.01h
0.05TTH 3013+18d 2.12+0.7b 2392+19b 2.89+0.8b
0.075TTH 3332+15¢ 2.28+0.62a 2558+20b 3.47+0.72a
0.1TTH 2929+10d 2.07+£0.53¢c 2516+21b 2.43+0.5¢
S+0.05TTH 3671+29b 1.18+0.69 3097+27a 0.97+0.3g
S+0.075TTH 3911+30a 1.31+0.42¢ 3130+20a 1.17+0.7ef
S+0.1TTH 3663+25b 1.24+0.15f 3202+23a 1.09+0.5¢ef

Bir siitun iginde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. £, standart hatay1 (SE) gosterir.
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Sekil 4.39. Total GSH igerigi lizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri
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Sekil 4.40. GSH/GSSG orani iizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri
4.8.2.c. Fenolik madde igerigi

Tek basina soguk uygulamasi, her iki varyetede, fenolik madde igeriginde artiga
(P<0.05) neden olmustur. Soguk uygulamasi, kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda,
fenolik madde igerigini Altindanede %25, Bezostayada %13.5 oraninda artirmistir

(Cizelge 4.21, Sekil 4.41).

Tek basima TTH uygulamalari, Altindane ve Bezostayada fenolik madde igerigini
onemli seviyede (P<0.05) azaltmistir (Cizelge 4.21, Sekil 4.41). Bu uygulamalardan
%0.075 TTH, Altindanede kontrolle karsilastirildiginda igerigi %19.8 oraninda,
Bezostayada ise %0.1 TTH igerigi %20 oraninda azaltarak en etkili konsantrasyonlar

olmuslardir.

Soguk+TTH uygulamalari, tek basina soguk ile kiyaslandiginda, fenolik madde icerigini
her iki varyetede diistirmiistiir (Cizelge 4.21, Sekil 4.41). Bu diisiisler %0.05, 0.075 ve
%0.1 TTH uygulamalarinda sirasiyla Altindanede %29.7, %33 ve %31.8, Bezostaya ise
%10.8, %14.6 ve %19 oraninda olmustur. Diger taraftan, Soguk+TTH uygulamasinda
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genelde %0.05 TTH konsantrasyonu en etkili doz olmustur. Bu sonuglara gore, tek
basina soguk stresi bugdayda fenolik madde igerigini 6nemli oranda artirdigi
belirlenmistir. Ancak soguk stresi Oncesi uygulanan TTH, bugday soguga maruz
kaldiginda, fenolik madde icerigini diislirdiigli ve en entkili dozun da %0.05 TTH
oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.21. Fenolik madde igerigi (ug/gr) tizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin
(%) etkileri

Uygulamalar Altindane Bezostaya

Kontrol 882+23.54b 958+47.86¢b
Soguk 1105+52.72a 1088+90.04a
0.05TTH 761+13.15¢ 809+23.15e
0.075TTH 707+20.78¢ 829+33.50fe
01TTH 735+25.64¢ 766+34.07f
S+0.05TTH 776x25.74¢ 970+£57.03cb
S+0.075TTH 740+30.42¢ 929+70.04c
S+0.1TTH 753+26.58¢ 877+28.48d

Bir siitun iginde ayni1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir. +, standart hatay1 (SE) gosterir.
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Sekil 4.41. Fenolik madde icerigi tizerine farkli TTH konsantrasyonlarinin (%) etkileri
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5. TARTISMA ve SONUC

Diisiik sicaklik stresinin bitkiler tizerindeki en 6nemli etkilerinden birisi, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROT) dretimini artirarak metabolizmanin bozulmasina ve hiicrelerde
tahribata neden olmasidir. Bu nedenle, ROT’ un detoksifikasyonunu saglayan enzimatik
ve enzimatik olmayan antioksidan sistemde saglanabilecek bir iyilesme bitki
toleransinin artirilmasina 6nemli katki saglayacaktir (Baxter et al. 2013). Giiniimiizde
ROT’larin detoksifikasyonuyla bitki direncini artirmak igin; bir taraftan bitki biiyiime
diizenleyicileri ve bircok kimyasal madde kullanilirken, diger taraftan da biyoteknolojik
yontemlerle yiiksek verimli ve streslere dayanikli transgenik bitkiler elde edilmeye
calisiimaktadir( Kumar et al. 2014). Ancak bu maddelerin kullaniminin, onlar1 gida
olarak kullanan insan ve hayvanlarin sagliklar1 acgisindan ne derece uygun olduklar
halen 6nemli bir tartisma konusudur. Bu yiizden, hem bitki biiylime ve gelismesini
tesvik etmek, hem de bitkilerin direncini artirmak i¢in organik kdkenli maddelerin ve
biyogiibrelerin kullanildigi organik tarima olan ilgi giderek artmaktadir (Senthilkumar
et al. 2016). Bu amagla ¢ok sayida g¢alisma yapilmasimna ve ¢ok bilyiik biit¢eler
harcanmasina ragmen, heniiz problemi ¢dzecek anlamda tatmin edici sonuglar elde
edilememistir. Bu baglamda mevcut calismada, ililkemiz ve diinya genelinde hizla
gelisen tavukguluk sektoriiniin en 6nemli atiklarindan biri olan tavuk tliyliniin, zengin
organik ve inorganik icerigi nedeniyle, soguk stresine karsi bitki toleransinin
artirtlmasinda kullanilmasi amaglanmistir. Bu amaca yonelik olarak tavuk tiiylinden
suda ¢Oziinebilir protein hidrolizati hazirlanmistir. Hazirlanan tavuk tiiyli protein
hidrolizati (TTH) ii¢ konsantrasyonda (%0.05, 0.075 ve 0.1) bugdayin Altindane
(soguga duyarli) ve Bezostaya (toleransl) ¢esitlerine uygulanmistir. Daha sonra, bitkiler
3 giin icin soguga (5/2°C) transfer edilmiglerdir. Soguk uygulamasindan sonra hasat
edilen bitkilerde literatiirde soguk toleransinin degerlendirilmesinde en ¢ok kullanilan
fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerin kontrollerine gore degisimleri belirlenmistir.

Elde edilen veriler literatiir bilgileri 1s181nda tartisilmistir.

Protein hidrolizatlarinin hazirlanmasinda en 6nemli adim hidroliz prosesidir. Ciinkii

hidroliz islemi sirasinda ortaya ¢ikan NaCl vb. gibi asir1 olusan inorganik tuzlar, bitki
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yasami i¢in toksik oldugundan uygun olmayacaktir. Genelde hayvansal kaynakli protein
hidrolizatlarinin iiretilmesinde bazik, asidik veya her ikisini i¢ine alan kimyasal
prosesler kullanilir. Asit hidroliz prosesi yiiksek sicakliklarda (yaklasik 120°C) ve
basingta (yaklasik 220 kPa) gergeklestirilmesine ragmen, alkali hidroliz prosesi buna
gore bir¢ok avantaji iceren daha basit bir islemdir (Pasupuleti and Braun 2010).
Calismamizda tavuk tliyliniin hidrolizi prosesi, Taskin ve Kurbanoglu (2011) ve Taskin
(2012)’nin 6nerdikleri yontemde bazi modifikasyonlar yapilarak, KOH ile baslatilmis
ve daha sonra H3POy ile notralize edilerek sonlandirilmistir (Sekil 3.1 ve 3.2). Bu islem,
NaCl’den ziyade bitkiler i¢in iki makro besin minerali (K ve P) iceren fosfat tuzunun
olusmasina sebep oldugundan dolayi, bitki biiyiime ve gelismesi i¢in daha uygun bir
prosestir.Calismada toplam 80 gram kurutulmus tavuk tiiyii kullanilsada, siizme islemi
sonucunda bunun 76 graminin ¢oziindiigli goriilmiistiir. Dolayisiyla, hidrolizat icerisine

76 gram ¢Oziinebilir materyalin gectigi diigiinilmiistir.

Yukarida ifade edildigi sekilde iiretilen TTH’in ¢ok zengin bir organik igerige sahip
oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.1). TTH’in toplam protein veriminin %72.8 gibi
yiiksek oldugu ve 19 tane proteinik aminoasit ve 3 tane proteinik olmayan aminoasit
icerdigi belirlenmistir. Hazirlanan hidrolizat i¢inde sadece glutamin belirlenemedi. Elde
edilen hidrolizat analiz edildiginde protein verimi, amino asit ve mineral igerigi, Taskin
ve Kurbanoglu (2011) ve Taskin (2012) tarafindan hazirlanan protein hidrolizat
icerigine benzerdi. Elde edilen TTH; prolin, glisin, glutamat, aspartat, 16sin, fenilalanin,
sistein ve valin gibi proteinlerde hem bol hem de nadir bulunan aminoasitler
bakimindan zengindi. Diger taraftan TTH 1n 6nemli oranlarda sitriillin, sistin ve ornitin
gibi proteinik olmayan aminoasitleri de barindirdigi goriildii. TTH ayrica bitkide
antioksidan olarak kullanilan sistein ile birlikte fenilalanin gibi aromatik aminoasitleri
de onemli oranlarda igermektedir. Yapisinda bulundurdugu bu aminoasitler sayesinde
bitkiler i¢cin Onemli bir besin kaynagi olmasinin yaninda, bitkiyi strese karsi da
korumada etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu maddenin bugday bitkilerinin biiylime
ve diren¢ parametreleri iizerine etkileri asagida detayli olarak tartisilip, soguga
toleranslar1 farkli olan iki bugday varyetesinde TTH nin etki mekanizmasinin daha iyi

anlagilabilmesi amacglanmastir.
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Kok uzamasi ve govde biiylimesinde meydana gelen inhibisyonlar bitkilerin soguk
stresine verdigi en hizli cevaplar arasindadir. Bu nedenle, bu organlardaki inhibisyon
oranlar1 bitkilerin strese karsi tolerans derecelerini gostermesi bakimindan 6nemlidir.
Temel bitki organ1 olan kokler, su ve besinlerin absorbe edilmesi ve diger organlara
iletilmesinin yani sira bitkilere mekanik destek gorevi de gormektedir (Feng et al.
1995). Toprak sicakligindaki asag1 veya yukart yonlii degisimlerden kolayca etkilenen
bu organlarda degisiminin biiyiikliigline bagli olarak 6nemli inhibisyonlar meydana
gelmektedir. Yapilan calismalar, diistik sicakliklarin kok aktivitesi iizerine direk etkiye
sahip oldugunu ve koklerin diisiik sicakliklara sanilandan ¢ok daha hassas oldugunu
ortaya koymustur (Neumann and Rémheld 2007). Mevcut calismada da soguk stresi
hem dayanikli hem duyarli iki bugday varyetesinin kok-govde uzunluklari ile yas
agirlikta belirgin inhibisyonlara yol acti (Cizelge 4.2 ve 4.3). Soguk uygulamasi,
genelde kok ve govde uzunlugu iizerinde hassas g¢esit olan Altindanede daha negatif
etkiye neden olmustur. Soguk stresi altinda biiylime parametrelerinde meydana gelen bu
azalmalar ¢ok sayida arastirict tarafindan rapor edilen bulgularla da uyum
gostermektedir (Aghaee et al. 2011; Gorbani et al. 2011). Ornegin Aidoo vd (2017)
soguk stresine maruz birakilan biber bitkisinde kok biiylimesinin yavasladigir ve kok
uzamasi ve billylimesinde Onemli inhibisyonlarin meydana geldigini rapor etmistir.
Benzer sekilde, Liu vd (2010) soguk stresinin kiglik bugday bitkilerinde kok
uzamasindan biyomasa kadar bir¢ok biiylime parametresinde inhibisyonlara neden
oldugunu bildirmistir. Biiyiime parametrelerinde soguk stresi kaynakli bu inhibisyonlar,
hiicre zarlarinda meydana gelen bozulma ve suyun viskozitesindeki artistan
kaynaklanan su almimimin azalmasinin yani sira, turgorun azalmasi ve stomalarin
kapanmasi nedeniyle karbon asimilasyonunda meydana gelen inhibisyonla da
baglantilidir. Aktivitesi azalan fotosentezin karbon ¢emberi nedeniyle seker {iretimi ve
dolayisiyla yapraklardan diger organlara ihra¢ edilen karbon miktarinda 6nemli bir
azalma meydana gelir ve buna bagl olarak kdok ve yapraklardaki kuru madde miktarlar
da indirgenir (Feng et al. 1995; Liu et al. 2010; Aghaee et al. 2011). Ancak
calismamizda, soguk stresi Oncesi uygulanan TTH (S+TTH), sogugun kok ve govde
uzunlugu tizerindeki olumsuz etkisini hafifleterek, bugday soguga maruz kaldiginda bu
parametrelerdeki diisiisleri iyilestirmistir (Cizelge 4.2). llave olarak, S+TTH

uygulamalari, her iki cesitte soguk stresi etkisiyle azalan yas agirligt da artirmistir
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(Cizelge 4.3). Ayrica bu parametreler iizerinde en etkili dozun %0.075 TTH oldugu da
belirlenmistir. Bu veriler, TTH tarafindan basta fotosentez ve protein sentezi olmak
lizere cesitli biyosentez reaksiyonlarinin uyarildigimi gosterebilir. Ciinkii bizim
calismamizda soguk uygulamasiyla azalan klorofil (Cizelge 4.4) ve Rubisco aktivitesi
(Sekil 4.6 ve 4.7) TTH wuygulamasiyla iyilestirilebilmistir. Bu sonuglar birlikte
degerlendirildiginde, uygulanan TTH bugdayda fotosentezin hem 151k hem de karbon
fiksasyon reaksiyonlarin1 uyardigi ve bunun fizyolojik bir sonucu olarak kok-govde
uzunlugu gibi biyomasda bir artis oldugu yorumlanabilir. Bulgularimizi destekler
nitelikte, alfalfa protein hidrolizat1 ile yapilan bir ¢alismada, elde edilen protein
hidrolizati musir bitkisine uygulandiginda TCA dongiisii ile azot metabolizmasi
enzimlerini uyararak musir bitkisinde biiylimenin artirildigi belirlenmistir (Schiavon et

al. 2008).

TTH’1n fotosentez iizerine etkilerini belirlemek ve bdylelikle biiylime ve gelismede
meydana gelen degigmelerin fotosentetik aktiviteyle ilgili oldugunu ortaya koymak i¢in
fidelerde hem klorofil igerigi hem de Rubisco enziminin protein miktar1 belirlendi.
Cizelge 4.4 incelendiginde, soguk stresi her iki varyetede total klorofil ve karotenoid
igeriklerini diigiirmiistiir. S+TTH uygulamalar ise her iki varyetede, kontroliine oranla,
total klorofil ve karotenoid iceriklerinde 6nemli artiglara neden oldu. Yapilan benzer bir
calismada ko¢ boynuzundan elde edilen protein hidrolizati fasulye yapraklaria
uygulandiginda, klorofil-a, b ve toplam klorofil icerigi anlamli derecede artmistir
(Kurbanoglu et al. 2004). Birgok arastirmaci bitkide klorofil igerigindeki iyilesmeyi,
metabolik aktivitedeki ivmelenmeye baglamaktadirlar (Abdel-Sabour and Abo El-
Seoud 1996). Ayrica, klorofil icerigindeki artiglar, fotosentetik iirlinlerin artigini igaret
eden fotosentez etkinligi ile orantili oldugu da belirtilmistir (Atic1 et al. 2003). Bizim
bulgularimizda da klorofil igeriginden elde edilen bulgular, calisilan biiylime
parametrelerinden elde edilen bulgular ile tutarli idi (Cizelge 4.4). Buna ilave olarak,
artan pigment iceriginin fotosentezin karbon fiksasyon reaksiyonlarina yansiyip
yansimadig1 belirlemek i¢in Rubisco enziminin etkinligi Western Blot ile belirlendi
(Sekil 4.6 ve 4.7). Rubisco (Rubiloz 1,5-Bifosfat Karboksilaz/Oksigenaz) bilindigi

tizere fotosentezde karbon fiksasyonunda (Calvin veya C3 yolu) rol alan temel
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enzimdir. Rubisco’nun etkinligi bitki verimi ve bilyiime-gelismeyle dogrudan iliskilidir.
Bu calismada soguk uygulamasi, kontrol bitkilerine goére, bugdayin iki ¢esidinde de
Rubisco sentezini 6nemli seviyede diisiirmiistiir (Sekil 4.6 ve 4.7). Diger taraftan her iki
bugday varyetesi soguga maruz kalmadan uygulanan TTH (S+TTH), Rubisco sentezini
her iki varyetede Onemli seviyede artirmistir. Bu verilere gore, TTH’in fotosentezin
karbon fiksasyonunu ve organik madde sentezini iyilestirdigi ileri siiriilebilir. Artan
fotosentetik aktiviteye bagli olarak organik madde miktarinda artis meydana geldigi ve
beraberinde protein sentezinden azot metabolizmasina kadar ¢ok sayida metabolik
stireglerin de aktif hale gelerek biiyiime ve gelismeye katki sagladig diisiiniilmektedir.
Nitekim, protein hidrolizatlarindaki bazi serbest amino asitlerin; fotosentez, protein
sentezi, lignifikasyon hizi ve abiyotik stres direncinde yer alan mekanizmalar iizerine

etki ederek bitki biiylimesini olumlu yonde etkileyebilecegi ileri siiriilmiistiir (Colla et

al. 2015a).

Coziniir protein icerigi bitki metabolizmasinda doniisiimlii ve doniisiimsiiz degisimlerin
indikatorii olmast bakimindan c¢ok Onemlidir. Digsal farklilasma genellikle igsel
dokulardaki protein, karbohidratlar ve prolin degisimleri tarafindan belirlenir. Bu
nedenle bu parametreler biiyiime ve gelismenin indikatorleri olarak kabul edilirler
(Dogra and Kaur 1994). Ayrica birgcok bitkide, serbest prolin, genis bir biyotik ve
abiyotik strese cevap olarak birikir (Hare and Cress 1997). Kavunda balik protein
hidrolizatinin uygulandig1 bir c¢alismada, uygulanan hidrolizat hiicrelerde prolin
seviyesini artirarak ve pentoz fosfat yolunu aktiflestirerek sitokinin ve oksin
hormonlarint uyardigr bulunmustur (Milazzo et al. 1999). Ayrica transgenik
Arabidopsis thaliana'da prolinin  morfogenez ve ozmotoleranstaki biyolojik
fonksiyonlar1 incelendiginde, Prolinin stresli bitkilerde osmoregulator olarak gorev
aldig1 ve hiicre duvarinin yapisal proteinlerinin énemli bir unsuru olarak ozmotoleransta
benzersiz bir isleve sahip oldugu ileri siiriilmiistir (Nanjo et al. 1999). Bizim
bulgularimizda Cizelge 4.5, 4.6 ve 4.7 incelendiginde, soguk stresi her iki gesitte
protein, seker ve prolin igeriklerini 6nemli derecede artirdi. S+TTH uygulamalar1 da
soguk etkisiyle artan bu parametrelerin daha fazla artisina neden olmustur. SDS-PAGE

gorlintiileri de uygulamalardan kaynaklanan ¢Oziliniir protein igerigindeki artiglar
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dogruladi. Sekil 4.10 ve 4.11 incelendiginde soguk stresindeki artisin uygulamalarla
daha fazla arttig1 agik bir sekilde goriilmektedir. Tek basina TTH uygulamalari da
ozellikle 100, 50, 25 ve 15 kDa’luk proteinlerin birikimlerinde belirgin artislara neden
oldugu goriildii. Bu sonug, TTH uygulamalarin hem biiyiik hem de kiigiik molekiil
agirhigina sahip proteinlerin sentezini artirmak suretiyle metabolizmada sadece bir yonli
degil cok yonlii etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Ozellikle 55 kDa civarinda
protein bandinin miktarinda artislarin meydana gelmesi, bu uygulamalarin direk
fotosentez siireci {izerine etkisinin olabilecegi fikrini de desteklemistir. Ciinkii
fotosentezin kilit enzimi olan Rubisco’nun biiyiik alt biriminin molekiil agirlig1 56 kDa

agirligindadir.

Diger taraftan Kurbanoglu vd (2004)’ nun yaptiklar1 ¢alismada, kog boynuzundan elde
edilen protein hidrolizatin1 fasulye bitkilerine uyguladiklarinda, fasulye yapraklarindaki
prolin igeriginin uygulanan ko¢boynuzu protein hidrolizati ile arttigini belirtmislerdir.
Ayni ¢aligmada prolin artisinin kontrol bitkilerine gore yaklagik %40 arttigi ifade
edilmistir. Buna ilave olarak, prolin ve glutamati iceren balik protein hidrolizatlari,
bezelye ve kavun fidelerinde endojen prolin igerigini arttirmistir (Milazzo et al. 1999;
Andarwulan and Shetty 1999). Bizim g¢alismamizda TTH uygulamasiyla elde edilen
sonug, yukarida yapilan aragtirmalardan elde edilen bulgu ile uyumludur. Prolin
aminoasidi, bitki hiicresinde dnemli bir yere sahiptir ve glutamattan bir dizi indirgeme
tepkimesi ile sentezlenir ve daha sonra pentoz fosfat, sikimat ve fenilpropanoid yolaklar
gibi bazi anabolik yollar1 stimiile eder (Hare and Cress 1997; Andarwulan and Shetty
1999). Glutamat ve prolin hiicresel redoks dongiileri, anabolik yolaklarin uyarilmasiyla
(Andarwulan and Shetty 1999) sitokininler ve indol asetik asit gibi fenolik metabolitleri
ve bitki hormonlar1 igerigini artirabilmektedir. Bu bilesikler, 6zellikle lignifikasyon ve
bitki biliylimesi ve regiilasyonu i¢in, farklilagma ve organogenez siirecleri igin
kullanilmaktadir (Lynn and Chang 1990; Milazzo et al. 1999; Andarwulan and Shetty
1999).

Bilindigi gibi stres sartlarina maruz kalan bitkilerde ROT seviyelerinde 6nemli artiglar

meydana gelmekte ve artan ROT seviyesine bagli olarak hiicresel hasarin biiyiikliigii de
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artmaktadir. Stres sartlarina maruz kalan bitkilerde meydana gelen hasarin ve bitkilerin
maruz kaldig stresin biiyiikliigiiniin belirlenebilmesi i¢in genellikle lipid peroksidasyon
seviyesi (MDA olarak) ve elektriksel konduktivite Ol¢iimii (hiicre zari iletkenligi)
yapilir. ROT’larin ilk saldirdiklar1 yer hiicresel zarlarindaki doymamis yag asitleri
oldugu icin artan stresle birlikte ROT miktar1 ve ona paralel olarak zarlardaki hasar
orani da artacaktir. Ornegin, salatalik yapraklarinda yapilan bir ¢alismada soguk stersi
MDA, O, ve H,0; seviyelerini artirdigi bulunmustur (Li et al. 2011). Transgenik
domates bitkilerinde yapilan bir ¢alismada soguk stresinde elektrolit sizintinin daha
yiiksek oldugu bulunmustur (Shu et al. 2011). Yine diisiik sicaklik misir bitkisinde
H20, ile O, miktarmi, lipid peroksidasyon seviyesini artirmistir (Esim 2011). Soguk
stresi bugdayda MDA, H,0, ve O seviyelerini artirdigi da rapor edilmistir (Esim et al.
2012). Bizim bulgularimiza gore de tek basina soguk uygulamasi her iki varyetede H,0O;
ve O” ile MDA igeriklerinde 6nemli artisa neden olmustur (Cizelge 4.8 ve 4.9). Ancak
calismalarimizda, her iki bugday varyetesine (Altindane ve Bezostaya) soguk stres
oncesi uygulanan TTH (S+TTH), bu ROT bilesiklerinin seviyesini diisiirmiis ve lipid
peroksidasyonun gostergesi olan MDA seviyesi azaltmistir. Ayrica bu parametrelerin
diisliriilmesinde en etkili dozun %0.075 TTH oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.8 ve 4.9).
Literatiirde herhangi bir protein hidrolizatinin bitkilerde soguk stresi cevabi iizerine ve
ozellikle ROT seviyeleri iizerine etkisini arastiran bir ¢calisma bulunmamaktadir. Ancak
baz1 sinyal bilesiklerin bitkilere uygulandiginda stres esnasinda ROT seviyelerini
diisiirdiigli ve bunun bir sonucu olarak lipit peroksidayonu seviyesinin iyilestirildigi
gosterilmistir. Ornegin, diisiik sicaklik stresi altindaki bugdayda yapilan bir calismada
soguk stresiyle seviyeleri artan ROT ve MDA seviyeleri, bitki sinyal bilesikleri nitrik
oksit (NO) ve salisilik asit (SA) uygulamasiyla diistiriilebildigi gosterilmistir (Esim and
Atic1 2015). Arastirmacilar NO ve SA uygulamalarin bu etkilerinin bir sonucu olarak
bitkinin diisiik sicakliga toleransina 6nemli bir katki yaptigini ifade etmislerdir. Bizim
calismamizda da TTH uygulamasiyla benzer bir etkinin olmasi, g¢alisilan bugday
cesitlerinde TTH’1n bugdayin diisiik sicaklik toleransinin artirilmasima 6nemli bir katki
yaptig1 disiiniilmektedir. Bu sonucu TTH’in donma hasar1 ¢alismasindan elde edilen
bulgular da desteklemektedir. Cilinkii ¢calismamizda TTH uygulamasi, soguk stresine
maruz her iki bugday varyetesinde hiicrelerdeki elektrolit sizintisint (Donma Hasari)

onemli oranda diisiirmiistiir (Cizelge 4.10 ve 11).
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Bitkiler diisiik sicaklifa maruz kaldiklarinda zarlarin akiskanligir azalmakta ve zarlarda
kirilmalar oldugundan dolayr membran gegirgenligi artabilmektedir. Diisiik sicakliga
hassas Coffea arabica bitkisinde soguk uygulamasindan sonra elektrolit gegirgenliginin
arttig1 belirlenmistir (Campos et al. 2003). Arpa ¢esitlerinin (Plazek and Zur 2003) ve
bugdayda (Atict and Nalbantoglu 2003) diistik sicaklikta donma hasarinin da arttigi
belirlenmistir. Bizim calismamizda da literatiirdeki ¢alismalarla paralel olarak hem
hassas hem de direngli bugday varyetelerinde diisiik sicaklik uygulamasi, kontrol
bitkilerine kiyasla, yapraklarda donmanin daha erken derecelerde baslamasini saglamis
ve donma hasarinin 6nemli derecede artmasina sebep olmustur (Cizelge 4.10 ve 4.11).
Diger taraftan, soguk uygulamasiyla kiyaslandiginda, diisiik sicaklik dncesi uygulanan
TTH, her iki varyetede donmanin basladigi dereceleri énemli derecede etkileyerek
DH’nin diismesini saglamistir. Soguk stresi esnasinda donma hasarinin diismesi,
bitkinin disiik sicakliga toleransinin  en iyi gostergelerinden biri  olarak
degerlendirilmistir (Griffith and Mclntyre 1993; Atict and Nalbantoglu 2003).
Literatiirde protein hidrolizatlarinin bitkilerde donma hasar1 iizerine etkisiyle ilgili
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alismamizdan elde edilen veriler

literatiir i¢in yenidir.

Bitkiler uygun olmayan kosullardan kagamadiklarindan stresli sartlar altinda kendilerini
koruyabilmek ve savunabilmek i¢in gii¢lii savunma sistemlerine sahiptirler. Bu
kapsamda enzimatik ve non-enzimatik olmak tizere iki farkli antioksidan savunma
mekanizmasi bulunur. Enzimatik antioksidan mekanizma siiperoksit, hidroksil radikali,
singlet oksijen, hidrojen peroksit gibi ROT’lar1 parcalayan enzimleri igerir. Bu
enzimlerin baglicalar1 siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POX), katalaz (CAT),
askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimlerdir. Normal sartlar
altinda da aktive gdstermelerine karsin, stres sartlarinda artan ROT seviyelerine paralel
olarak bu enzimlerin aktivitelerinde de 6nemli artislar meydana gelmektedir. Eger stres
cok agir ve bitkinin bas edebileceginden fazla ise o zaman bu enzimlerin iiretimi ve
aktiviteleri de bozulur. Tek basina bir enzimin artmasi veya azalmasi ¢ok anlam ifade
etmeyecegi icin, bir mekanizmay1 degerlendirebilmek veya yorumlayabilmek icin ¢ok

saylida enzimin ve parametrenin bir arada degerlendirilmesi gerekmektedir (Gill and
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Tuteja 2010; Sharma et al. 2012). Soguk stresi bu antioksidan metabolizma iizerinde en
etkili olan streslerden biridir. Ornegin, kislik bugdayda soguk uygulamasiyla CAT
enzimi azalirken, POX enzimi arttig1 bulunmustur (Tasgin et al. 2006). Soguk stresinin
yine bugdayda antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirdigi bildirilmistir (Esim et al.
2012). Baska bir ¢alisma da antioksidan savunma sistemini arastirmak i¢in salatalik
yapraklarinda antioksidan enzimlerin stresle indiiklenen degisimlerine degerlendirilmis
ve soguk stresi SOD, APX, GR ve POX enzim aktiviteleri artarken, CAT aktivitesinde
azalmaya neden olmustur (Lee et al. 2000). ilave olarak, diisiik sicaklik stresinin ¢ilek
bitkisinde (Yong et al. 2008) CAT, POX, APX ve SOD enzimlerinin aktivitelerinin
artirdigi bulunmustur. Mandalina meyvelerinde yapilan bir calismada ise soguga
dayanikl ¢esitlerde CAT, APX ve GR enzim aktivitelerinin soguga toleransli gesitlerde
daha yiiksek oldugu, SOD enzimi ise her iki g¢esitte de arttig1 gozlenmistir (Sala 1998).
Bizim c¢aligmamizda literatiirdeki verilere benzer sekilde tek basina soguk uygulamasi,
her iki varyetede, SOD, POX, CAT, APX ve GR enzim aktivitelerinde artisa neden
olmustur. Soguk stresi etkisiyle varyeteler arasinda bu enzimlerin aktivitelerinin
artisginda Onemli bir fark goriilmemistir. Buna ilave olarak tek basma TTH
uygulamalarinin igii de genel olarak antioksidan enzim aktivitelerini artirmistir (Cizelge
4.12-16). Bu bulgular enzimlerin elektroforetik izoenzim profillerinin belirlendigi
bulgularlar da ortiigmektedir (Sekil 4.19-32). Diger taraftan S+TTH uygulamalarinda
SOD aktivitesi, hassas varyetede diisiirmiis, direngli varyetede ise artirmistir. POX
aktivitesinde ise dismistir (Cizelge 4.12-13). CAT aktivitesi ise S+TTH
uygulamalarinda her iki varyetede genelde diismiistiir (Cizelge 4.14). Ancak, APX ve
GR aktiviteleri her iki varyetede artirmis (Cizelge 4.15-16). Bu artiglarda en etkili dozun
genelde %0.1 TTH oldugu belirlenmistir. Enzimlerin aktivitelerine ait bu bulgular
elektroforetik izoenzim profillerinin belirlendigi jeller tizerinde de goriilebilmektedir
(Sekil 4.28-32). Yukaridaki bulgulara gore, soguk stresi bugdayin her iki varyetesinde
de calisilan antiokasidan enzimlerin tiimiinlin aktivitesini artirmistir. Ancak ayni
bitkilere soguk stresi oncesi uygulanan TTH aktivitelerin davranislarinda farkliliklara
neden olmustur. Burada farkli tepki veren ilk enzim SOD’dur. SOD aktivitesinin soguga
direngli ve hassas varyeteler arasinda farkli tepki vermesi, soguga toleransta onemli
olabilir. Diger taraftan POX ve CAT da soguk stresinde TTH ile diismiislerdir. Bu

sonuglarin en Oneli sebebi, bu ili¢ enzimin ROT’larin temizlenmesinde oynadiklar1 ana
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rolden kaynaklanabilir. Ciinkii hatirlanirsa, soguk uygulamasi her iki varyetede
ROT’larin ve LPO’nun seviyesini artirirken, soguk stresinde TTH uygulamasiyla bu
artiglar bastirilabilmistir. Bu olayin bir sonucu olarak, bitkide CAT ve POX’un fazla
artisina gerek kalmamis ve bitkide bu enzimlerin aktivitelerinin diisiiriilmiis olabilir.
Literatiirde TTH’1n veya protein hidrolizatlarinin bitkilerde soguk stresinde oynadigi rol
ile ilgili herhangi bir ¢aligma olmadigindan bu bulgularin farkl: bitkilerde de denenmesi
elde edilen verileri daha gili¢lii kilacaktir. Literatiirde tavuk tiyliyle ilgili calisma
bulunmasa da bitkilerde soguk toleransinin artirilmasinda kullanilan bazi bilesiklerin
antioksidan enzimler iizerine olan etkileri ile ilgili bilgiler bulunmaktadir. Ornegin,
misirda diisiik sicakligin tizerine nitrik oksitin etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, soguk
stresi Oncesi uygulanan nitrik oksitin CAT aktivitesini diisiirdiigii bulunmustur (Esim
2011). Soguga hassas ve direngli bugday ¢esitlerinde; benzoik asit uygulamasiyla GR
enzim aktivitesinin ise arttig1 belirlenmistir (Kanbur 2016). Soguk stresine hassas ve
direngli arpada yapilan bir c¢alismada; salisilik asit uygulamasi ile POX enzim
aktivitesinin soguk uygulamasina gore her iki ¢esitte arttigi gézlemlenmistir (Esim et al.

2014).

Diger yandan enzimatik olmayan antioksidanlar da ROT’larin detoksifikasyonunda
dogrudan ve dolayli olarak ¢ok Onemli roller oynamaktadir. Ayrica bu antioksidan
maddelerin hiicre i¢i redoks durumunu diizenleme gibi ¢ok 6nemli rolleri de vardir.
Hiicrelerdeki en 6nemli antioksidan maddelerin basinda glutatyon, askorbik asit, prolin,
fenolik maddeler ve karotenoidler gelmektedir. Bu maddelerden askorbat ve glutatyon
kendi baglarina c¢ok kuvvetli antioksidan olmalarinin yansira, hiicresel redoksun
devaminda ve hidrojen peroksitin detoksifikasyonunu saglayan askorbat-glutatyon
cemberinde Onemli rol oynarlar. Soguk stresi ile ilgili yapilan bir¢cok ¢aligmada
askorbat-glutatyon ¢emberinin aktivitesi soguk stresi ile arttigi bildirilmistir. Askorbat
glutatyon cemberinin en 1iyi gostergelerinden biristi AsA/DHA ile GSH/GSSG
oranlaridir. Bu oranlarda artis, ortamda ROT’lar1 temizleyecek indirgen Asa’nin ve
indirgen GSH’in fazlaligini gosterir. Ancak, bu oranlardaki diisiis ROT’lar
temizleyecek yeterli AsA ve GSH olmadigimi1 ve bu bilesiklerin oksitlenmesi sonucu

ortamda okside askorbat yani DHA ve okside glutatyon yani GSSG’nin birikimini
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gosterir. Yapilan literatiir caligmalarinda soguk stresi kosullarinda TTH uygulamast ile
bitkilerde AsA, GSH miktarinin degisimini gosteren herhangi bir veriye
rastlanilmamistir. Mevcut veriler literatiire yeni bilgiler kazandiracak ve bundan sonra
yapilacak olan c¢alismalara 1s1k tutacaktir. Calismalarimizda enzimatik olmayan
antioksidanlardan elde edilen bulgular degerlendirildiginde, soguk stresi ASA/DHA ve
GSH/GSSG oranmmi her iki varyetede diislirmiistiir. Yapilan bir ¢alismada soguga
dayanikli bugday cesitlerinde soguk stresiyle birlikte GSH igeriginin arttig1 bulunmustur
ve boylece GSH’in soguga toleransinda artan bir madde oldugu sonucuna varilmistir
(Kocsy et al. 1999). Ancak bu bilgi bizim bulgumuzla tam Ortiismemektedir. Diger
taraftan, soguk stresi 6ncesi uygulanan TTH, bu iki degerin oranini artirmistir. Bu artig
etkili dozun genelde %0.075 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.18 ve 20). Bu bulgulara
gore soguk stresi her iki varyetede enzimatik olmayan antioksidanlarin oranin
diisiirmiis ve uygulanan TTH ise soguk etkisiyle azalan bu antioksidanlarin miktarini
artirarak, bugdayin antioksidan kapasitesinin artmasina énemli katki yapmistir. Ayrica
enzimatik antioksidanlardan olan APX ve GR aktivitelerinde belirlenen artislar da bu
durumu desteklemistir. Ciinkii bu iki non-enzimatik bilesigin indirgen formlar1 APX ve
GR’nin  aktif olarak katildigi reaksiyonlarda (askorbat-glutatyon c¢emberi)

uretilmektedir.

Enzimatik olmayan antioksidanlara ilave olarak bu ¢aligmada soguk ve TTH’1n fenolik
madde igerigi iizerine etkisi de degerlendirilmistir. Benzer sekilde fenolik maddeler ile
prolinin de antioksidan rollerinin yani sira, osmo-protektan ve kryo-protektan rolleri
nedeniyle soguk stresinde su kaybmin azalmasi ve proteinlerin stabilizasyonunun
saglanmasinda onemli rolleri vardir. Bugday bitkisinde yapilan bir ¢aligmada diisiik
sicaklik stresinde fenolik madde igeriginin arttigi bulunmustur (Olenichenko et al.
2005). Bizim c¢aligmamizda da tek basina soguk uygulamasi, her iki varyetede, fenolik
madde iceriginde artisa neden olmustur (Cizelge 4.21). Ancak, S+TTH uygulamalart,
tek basina soguk ile kiyaslandiginda, fenolik madde igerigini her iki varyetede
distirmistir (Cizelge 4.21). Ayrica, uygulamamizda genelde %0.05 TTH
konsantrasyonu en etkili doz olmustur. Bu sonuglar, tek basimna soguk stresinin

bugdayda fenolik madde igerigini 6nemli oranda artirdig1 gostermektedir. Fakat soguk
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stresi Oncesi uygulanan TTH, bugday soguga maruz kaldiginda, fenolik madde igerigini
diisiirmiistiir. Bu ¢alismada, bitki diisiik sicakliga maruz kaldiginda fotosentezin karbon
fiksasyon reaksiyonlarinin onemli derecede inhibe oldugu Rubisco aktivitesi 6l¢tilerek
gosterilmisti (Sekil 4.6 ve 4.7). Soguk stresi gibi stresli sartlarda fotosentezin karbon
reaksiyonlart inhibe olur ancak fotosentezin 1sik reaksiyonlari i¢in durum farklidir.
Fotosentetik ETS’de soguk etkisi ile yavaglamalar olsa bile sogukta 1s18in siddeti
genelde degismez. Bu da 151k toksitesine yani 151k zararina yol agar (Taiz and Zeiger
2005). Bitkiler genellikle fotosentezin 1s1k reaksiyonlarindaki bu toksisiteyi gidermek
icin fenolik maddeleri kullanirlar. Ciinkii fenolik maddelerin bazilar bitki fotosentetik
aygitlarina gelen fazla UV ve diger toksik seviyedeki isiklart absorplar ve fotosistemi
korurlar. Ornegin 151k siddetinin yiiksek, sicakligin diisiik oldugu dag gibi yiiksek
yerlerdeki bitkilerin fenolik madde icerikleri de normal kosullardakilerine gore ¢ok
yiiksektir (Taiz and Zeiger 2005). Bu bilgiler fenolik bilesiklerin stres toleransinda
ROT’lar1 temizleyerek onemli roller tistlendigini géstermektedir. Bizim bulgularimizda
da goriildiigi gibi soguk stresi bugdayda fenolik madde icerigini artirmistir. Ancak
soguk stresinden 6nce uygulanan TTH, bugdayda fenolik madde icerigini diigiirmiistiir.
[k bakista TTH’1n fenolik madde igerigini diisiirdiigii ve bunun da bitki toleransina
olumsuz etki yaptig1 degerlendirilebilir. Ancak durum oyle degildir. Bitki soguga maruz
kaldiginda, artan ROT miktarina karsilik, fenolik maddeler gibi yiiksek karbon
iceriginden olusan bilesiklerin sentezi i¢in biiyiikk miktarda karbon (CO,) ve enerji
maliyeti 6denecektir. Ancak bitkiye uygulanan TTH hiicrelerde antioksidan kapasiteyi
artirdig1 icin bitki bu karbon ve enerji maliyetinin diisiiriilmesi i¢in artan fenolik igerigi
diistirecektir. Boylece stres altinda biiyiime ve gelismeye daha fazla karbon ve enerji

girdisi saglanabilecektir.



112

5.1. Sonug¢

Mevcut calismada elde edilen bulgular su sekilde 6zetlenebilir;

1) Soguk stresiyle her iki bugday varyetesinde biiyiime parametreleri azalmistir. Azalan
bliylime parametrelerinin TTH uygulamasiyla iyilestirilmesi, TTH 1n zengin aminoasit
icerigine sahip olmasiyla ilgili oldugu diistintilmektedir.

2) Soguk stresiyle azalan pigment igerigi, TTH uygulamasiyla iyilestirilebilmistir.
Ayrica yine TTH uygulamasi soguk stresi esnasinda ozellikle protein, total seker ve
prolin miktarini artirarak bugdayin soguk toleransinin artirilmasina katki yapmastir.

3) Reaktif oksijen tiirlerinin soguk stresi etkisiyle artmasi ve meydana gelen hiicre
zarlarindaki bozulmalar, TTH uygulamasiyla birlikte reaktif oksijen tiirlerinin miktarlar
azaltilarak hiicre zarlarindaki bozulmalar1 6nlemis oldugu diistiniilmektedir.

4) Soguk etkisiyle bitkide fotosentezin karbon fiksasyon enzimi Rubisco sentezi dnemli
Olciide diismiistiir. TTH uygulamasi ise bitki i¢in bu olumsuz durumu iyilestirebilmistir.
Bu TTH’n igerdigi zengin aminoasit i¢erigine baglanmstir.

5) Soguk stresi altinda her iki ¢esitte enzimatik antioksidanlarin aktiviteleri artirmistir.
Bu artislar enzimlerin izoenzim profilleri ile de desteklenmistir. Soguk bitkide
enzimatik olmayan antioksidanlarin oranini genelde diistiriirken fenolik madde igerigini
artirmistir. Soguk stresi Oncesi bitkilere uygulanan TTH hem antioksidan enzimlerin
aktivitelerini hem de enzimatik olmayan antioksidanlarin igsel seviyelerini bitki lehine
olacak sekilde diizenlenmesini saglamistir. Bu durumda TTH’in soguk stresi sonucu
olusan oksidatif strese karsi tolerans saglamada bir biitiin olarak askorbat-glutatyon

cemberini aktiflestirdigi de ileri stiriilmistir.
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