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OZET

PAPAVER CINSi OXYTONA SEKSiYONUNA AiT TURLERDE SICAKLIK
STRESININ ANTIOKSIDANT ENZIMLER UZERINDEKI ETKIiSi

KOYUNCU, MESUT

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Yrd. Dog. Dr. Lale YILDIZ AKTAS
Subat 2010, 54 sayfa

Bu calismada, Papaver cinsi Oxytona seksiyonuna ait {i¢ tiirlin, Papaver
pseudo-orientale, Papaver orientale ve Papaver bracteatum, ii¢ aylik fidelerinde
10 dk ve 30 dk stireyle 40 °C sicaklikta 1s1 soku uygulamasinin, katalaz (CAT),
peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz (APX) gibi antioksidant enzimlerin
aktiviteleri ile sekonder metabolitlerden fenol grubu bilesiklerin anahtar
enzimlerinden polifenol oksidaz (PFO) aktivitesi lizerine etkisi arastirilmistir.
Caligilan g tiire ait 10 dk sicaklik uygulamalari, katalaz, peroksidaz, askorbat
peroksidaz enzimi aktivitesini kontrole goére Onemli 6l¢iide artirirken, 30 dk
uygulamasi kontrolden fazla olmakla birlikte 10 dk uygulamasindan daha diisiik
diizeyde kalmigtir. 10 dk sicaklik uygulamasi Papaver orientale’de PFO
aktivitesini artirirken, 30 dk sicaklik uygulamasinin caligilan bitkilerin hepsinde

PFO aktivitesini azalttig1 belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Papaver, 1s1 soku, antioksidant enzimler, katalaz, peroksidaz,
askorbat peroksidaz, polifenol oksidaz, Papaver pseudo-orientale, Papaver

orientale and Papaver bracteatum, Oxytona seksiyonu
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF HEAT STRESS ON ANTIOXIDANT ENZYMES IN SPECIES
BELONGING OXYTONA SECTION OF PAPAVER GENUS

KOYUNCU, MESUT

Msc in Biology
Supervisor: Assistant Prof. Dr. Lale YILDIZ-AKTAS
February 2010, 54 pages

In this study, the effects of 10 min and 30 min of 40 °C heat shock
application on antioxidant enzymes catalase (CAT), peroxidaze (POD), ascorbat
peroxidaze (APX) and poliphenol oxidaze (PFO), which is one of the key
enzymes of phenol groups from seconder metabolites, as well as on amount of
protein, were investigated in three species (Papaver pseudo-orientale, Papaver
orientale and Papaver bracteatum ) belonging Papaver genus Oxytona section. In
all three studied species, 10 min heat application raised the amount of catalase,
peroxidaze and ascorbat peroxidaze significantly, and 30 min heat application,
while still higher than that of control, was found to be lower than 10 min heat
application. 30 min heat application lowered the amount of PFO activity in all

studied species, whereas 10 min heat application raised it in Papaver orientale.

Keywords: Papaver, heat shock, antioxidant enzymes, catalase, peroxidaze,
ascorbat peroxidaze, poliphenol oxidaze, Papaver pseudo-orientale, Papaver

orientale and Papaver bracteatum, Oxytona section
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1. GIRIS

Diinya iizerindeki kullanilabilir alanlar stres faktorlerine gore
simiflandirildiginda, dogal bir stres faktorii olan kuraklik stresi % 26’lik payiyla
en biiyiik dilimi icermektedir. Bunu % 20 ile mineral stresi ve % 15 ile soguk ve
don stresi takip etmektedir. Bunlarin disinda kalan diger tiim streslerle beraber 1s1
soku stresi de % 29’luk bir pay i¢inde yer almakta, ve yalnizca % 10’luk bir alan

herhangi bir stres faktoriine maruz kalmamaktadir (Blum, 1986).

Bitkilerin yiiksek sicakliklara maruz kalmalari, sicak habitatlarda oldugu
gibi uzun siireli veya mevsimsel ve giinliik degisikliklerde oldugu gibi daha kisa
siireli olabilir. Buna bagli olarak, bitkilerin adaptasyon ve aklimasyonu, degisik
sekillerde ve farkli organizasyon seviyelerinde goriilmektedir. Farkli bitki doku ve
organlar1; farkli bitki biiylime evrelerinde, stres esnasinda aktif olan hiicresel
stireglerin duyarliligina bagl olarak, farkli sekillerde etkilenecektir. Sonug olarak;
sicaklik stresi ve dolayisiyla 1s1 toleransi, tek bir olgu degil, karmasik tepkilerden

olusmaktadir.

Molekiiler seviyede 1s1 stresi, ¢ok sayida yap1 ve fonksiyonu etkiler. Yiiksek
sicakliklar lipidlerin 6zelliklerini degistirir ve membranlarin daha akigkan hale
gelmesine neden olarak membranin islevselligini etkiler. Biitiin proteinlerin
optimum performans gosterdikleri bir sicaklik araligi vardir. Bu yiizden, yiiksek
sicakliklar enzim aktivitesini degistirerek metabolik yollarin dengesini bozar ve
son asamada proteinleri denature ederler. Membranlarin ve proteinlerin hasar
gormesi, aktif oksijen tiirlerinin (AOT) iiretimine yol agar. Yiiksek sicakliklarda
AOT etkin bir sekilde kontrol edilemeyebilir ve bu durum da, sicakliklarda
olusturdugu dolaysiz etkilere ek olarak, 1s1 kaynakli oksidatif hasarin olusmasina
neden olur. Fizyolojik seviyede bu hasar; fotosentezin azalmasi, iiretilen yapitasi
ve besin maddelerinin tasinmasinda bozukluklar ve karbon aktivitelerinde
kayiplar olarak karsimiza ¢ikar. Bu faktorler ise sonunda, tomurcuklanma ve ¢igek
acma gibi mevsimsel olaylarda degisikliklere, tireme bozukluklarina ve hiicre
Olimlerinde hizlanmaya yol acar (Hall, 2001). Bu yiizden, bitkilerin 1s1 stresine

verdigi tepkilerde, ¢ok sayida genin de yer aldig1 farkl siirecler s6z konusudur.



Asint sicakliklara verilen tepkilerin en bilineni, 1s1 sok proteinlerinin (HSP)
iretilmesidir. Bu proteinler, hiicre proteinlerinin kalite kontroliinde molekiiler
koruma mekanizmas1 olarak iglev goriirler (Boston vd., 1996). Ancak, 1s1 sok
proteinleri yiiksek sicakliklara verilen tepkilerden yalnizca biridir. Son
zamanlarda yapilan arastirmalarda elde edilen bilgiler, bitkilerin yiiksek

sicakliklara toleransina katkida bulunan farkli yollar oldugunu géstermektedir.

Bitkide yiiksek veya diisiik sicakliklarin neden oldugu stres, iki sekilde
metabolizmada degisiklik olusmasina yol acar. Birincisi; hiicre metabolizmasi,
artan veya azalan sicakliklarin metabolik siire¢ler ve genel olarak metabolizma
iizerinde gercgeklestirdigi sonuglara uyum saglamalidir. Sicaklik degisikliginin
enzimlerin yapisi, katalitik ozellikleri ve islevselligi ile (Kubien et al. 2003),
membran metabolit tasiyicilar lizerindeki farkli etkileri nedeniyle, herhangi bir
diizenleyici mekanizma olmamasi durumunda metabolit seviyeleri normal
homeostatik kosullara gore bozulabilir. Ancak her kosulda, denge durumunu
koruma amaclh olarak, diizenleyici mekanizmalar aktif hale ge¢mekte, ve
metabolit seviyelerini ve metabolit akimi (metabolik bir pathway araciligi ile
molekiillerin iiretilme orani ve hizi) normale dondiirmektedir (Fernie et al. 2005,

Schwender et al. 2004).

Artan veya azalan sicakliklara karsi olusan tepkilerdeki metabolizma
degisikliklerinin ikinci yani, artan tolerans mekanizmalar1 ile ilgili olanlardir.
Stres toleransina katkida bulunacak ozellikleri oldugu diisiiniilen ¢ok sayida
metabolitin, stres tepkileri ile iliskisi oldugu uzun zamandir diisiiniilmektedir
(Guy 1990, Levitt 1972,). Calismalar, Ozellikle metabolitlerin asagidaki

fonksiyonlar1 lizerinde yogunlagmaistir:

1) Hiicresel dehidrasyonu azaltmak iizere hiicresel su iliskilerini

diizenleyen ozmolitler olarak is goriirler.

2) Enzimleri, membranlar1 ve diger hiicresel bilesenleri stabilize

etmede islev goren ¢oziilebilir maddeler olarak is goriirler.



3) Potansiyel olarak zehirli olabilecek seviyelerdeki metal ve

inorganik iyonlar1 ndtralize etmede is géren maddelerdir.

4) Diizgiin membran islevselligi i¢in gerekli olan sivi-kristal yapinin

optimize edilmesi i¢in membran lipid kompozisyonunu diizenlemede is goriirler.

5) Enerji kaynaklar1 olarak is gortirler.

Stres tepkilerinde ortaya ¢ikan metabolitler arasinda; ¢oziilebilir sekerler,
amino asitler, organik asitler, poliaminler ve lipidler sayilabilir (Guy 1990, Levitt

1972).

1.1 Yiiksek sicakliklara Fizyolojik Tepkiler

Bitkiler, giinlik veya mevsimsel olarak genis c¢apta sicaklik
dalgalanmalarina maruz kalmaktadirlar. Bitkilerin bu degisken sicakliklarda
hiicresel aktivitelerini silirdiirmelerini miimkiin kilan mekanizmalar heniiz tam
anlamiyla aydmlatilamamistir (Patterson ve Graham, 1987). Genel olarak
bitkilerin optimal 1s1 arahigi yetisme sicakliklarina gore + 10°C olarak
hesaplanmistir (Mahan vd., 1995). Bu optimum disinda maruz kalinan
sicakliklarin, 6ldiiriici olmamakla birlikte, stres olusturduklari kabul edilmektedir.
Bitkilerin canli kalabildigi tist sinir, 1liman bolge bitkileri i¢in ve sicakliga maruz
kalma siiresine bagli olmak kosuluyla, 40°C ila 55°C arasinda degismektedir
(Klueva vd., 2001). Bu iist sinir, aynt zamanda bitkilerin dagilimini ve tarim

amactyla kullanilmasini sinirlandiran bir faktor olarak da karsimiza ¢ikmaktadir.

1.2 Yiiksek sicakliklar ve fotosentez

Yiiksek 1silarin  fotosentezi smirlandirdigi  ¢ok sayida aragtirmayla
gosterilmistir. Fotosentez, bitki i¢in Sliimciil olan sicakliklarin ¢ok altindaki
sicakliklarda azalmaya baglamaktadir. Ancak, bu olayin gerceklesme
mekanizmasi1 hala tartisilan bir konudur. Mevcut bilgiler, fotosentezdeki bu
azalmanin ortak bir mekanizma ile mi, yoksa farkli yollarla m1 gergeklestigini
kesin olarak sOylememize imkan vermemektedir (Jenks vd., 2005). Fotosentez

aygitinin farkli bilesenleri 1siya duyarlilik sergilemektedir, ancak sicaklik stresi



altinda hangisinin sinirlayici bir etki olusturdugunu belirlemek zordur. Uzun bir
stiredir Fotosentez II sisteminin en hassas bilesen oldugu diisiiniilmektedir. Zay1f
halka oldugu disiiniilen diger yapilar arasinda; hiicreler arasi bosluklardan
kloroplasta CO, transferini gergeklestiren bilesenler (Bernacchi vd., 2002),
fotosentez elektron tagima sistemi (Wise vd., 2004) ve ribuloz bifosfat (RuBP)
rejenerasyon kabiliyetinin kaybolmasi (Wise vd., 2004) sayilmaktadir.

Salvucci ve Crafts-Brandner (2004), hiicrelerin RuBP
karboksilaz/oksigenaz’1t (Rubisco) optimal durumda tutamamalarinin, degisik
fotosentez bilesenlerinin sicakliga dayaniksizligindan daha 6nemli oldugunu iddia
etmektedirler. Sicaklik stresi altinda Rubisco aktivitesi azalmaktadir. Ancak, Wise
vd. (2004) yaptiklar1 c¢alismalarda Rubisco aktivitesinin yeterli oldugunu
belirtmislerdir. Sicaklik stresi esnasinda fotosentezi sinirlandiran faktorlerin

belirlenmesi i¢in daha fazla ¢alismaya gereksinim oldugu diistiniilmektedir.

1.3 Yiiksek sicakliklar ve iireme

Bitkilerde dollenme ve tohum gelistirme faaliyetlerinin, vejetatif biiylimeye
oranla yiiksek 1silara daha duyarli olduklart rapor edilmektedir. Ancak, yiiksek
sicakliklarda fertilite ve tohum veriminin azalmasinin, tek bir islevsel bozukluktan
ziyade, sicaklik stresinin ¢esidine ve bitki tiiriine baglh oldugu diisiiniilmektedir.
Fertilite kaybi; erkek mayozu, polen c¢imlenmesi, polen tiibii biiylimesindeki
problemlerden kaynaklanabilir. Benzer sekilde, sicaklik stresinin degisik bitki
tiirlerinde ¢igek tliretimi, endosperm boliinmesi, fotosentez ve {iriin taginmasi gibi
stirecler iizerindeki etkileri belirlenmeye calisilmaktadir (Commuri & Jones,
2001; Kim vd., 2001; Sato vd., 2002; Cross vd., 2003; Hurkman vd., 2003; Zahedi
vd., 2003; Young vd., 2004; Kobata & Uemuki, 2004).

1.4 Kazanilms hiicresel termotolerans

Bitkiler, 6zellikle de i1liman bolge bitkileri, akut sicaklik stresi esnasinda
hayatta kalmalarin1 saglamak {izere sicaklik araliklarin1  genisletecek
indiiklenebilir termotolerans 6zelligine sahiptir. Yiiksek sicakliklarin neden

oldugu sicaklik stresinde s6z konusu olan ve kisa siireli sicakliklara maruz kalma



neticesinde tetiklenen yiiksek sicaklik toleransina “kazanilmis termotolerans” adi
verilmektedir (Kotak et al. 2007, Lin et al. 1984). Kazanilmis termotolerans, son
derece karmasik biyokimyasal, molekiiler ve metabolik siirecler icerir (Kotak et

al. 2007, Larkindale et al. 2005,).

Bitkiler ve diger organizmalar, “kazanilmis termotolerans” yoluyla,
normalde oldiirlicii olmas1 gereken sicaklilara dayanabilecek sekilde hizla uyum
saglayabilmektedirler (Vierling, 1991). Termotoleransin kazanilmasi, 6nceki
donemlerde maruz kalinan bir 6n muamele, dldiiriici olmayan yiiksek sicakliklar
ve orta dereceli stres kosullarindan kaynaklanabilir. Dogal ortamlarda oldugu gibi,
sicakliklarin oldiriicii seviyelere ulasmasindan once asamali olarak artmasi da
termotolerans kazanilmasina neden olabilir. Ornegin pek ¢ok 1liman bitki tiirii, bir
kag saatligine dogrudan 45°C sicakliga maruz birakilirsa oliir, ancak dogada
oldugu gibi sicaklik giin boyunca kademeli olarak artirilirsa, ayni sicaklikta
yasamini siirdiirecektir. Laboratuvar kosullarinda ayni sonug, kisa siireli 6n
sicaklik uygulamalariyla (2 saat veya daha az) 6ldiiriicli sicakliklara yakin 1silarda
elde edilebilmektedir (Hong & Vierling, 2000). Bu hizli uyumun olmamasi
durumunda, bitkiler optimal ortamlarda bile o6ldiiriicii veya hasar olusturucu
sicakliklara maruz kalabilirler. Bitkiler tipik olarak giinliik 1s1 dalgalanmalar1
yasadiklar1 i¢in, termotolerans kazaniminin metabolik dengeyi koruyan daha
genel bir mekanizmanin bir parcasi oldugu diistiniilmektedir. Kazanilmis tolerans,
buna neden olan 6n uygulamadan 24 saat sonra tamamen ortadan kalkmaktadir

(Jenks vd., 2005).

1.5 Is1 sok proteinleri ve molekiiler saperonlar

Bitkilerin ve diger organizmalarin yiiksek sicakliklara verdikleri tepkilerin
en iyi bilineni 1s1 sok proteinlerinin (HSPs) tiretilmesidir. Biiyiime i¢in optimum
olan sicakliklarm 5-10°C ilizerine ¢ikilmasindan saniyeler sonra 1s1 sok
proteinlerinin transkripsiyonu tetiklenir. 1-2 saat icerisinde maksimum transkript
seviyelerine ulasilir ve daha sonra transkript seviyeleri azalmaya bagslar.
Proteinler, stresin baslamasindan itibaren 1 saat iginde hassas antibodiler

araciligiyla tespit edilebilir. Is1 sok proteinlerinin seviyesi tipki bir termometre



gibidir ve oOldiriicii sicakliklara ulasilincaya kadar meydana gelen stresin

derecesiyle dogru orantilidir (Chen vd., 1990; DeRocher vd., 1991).

Hem bitkilerde hem de diger organizmalarda iyi karakterize edilmis bes
HSP sinifi vardir: Hsp100/ClpB, Hsp90, Hsp70/DnaK, Hsp60/GroE ve kiigiik
HSPler (sHSPs). Strese karsi verilen hiicresel tepkilerdeki temel rollerine uygun
olarak, Hsp70 ve Hsp60 proteinleri en korunmus proteinlerdir (Kiilz, 2003).
Biitin bu HSPlerin molekiiler saperon olarak islev gordiikleri deneylerle
kanitlanmistir. Molekiiler saperonlar, yapisal agidan kararsiz durumdaki baska
proteinlere baglanma ozelliginde olan degisik protein gruplaridir (Boston vd.,
1996). Saperonlar; proteinlerin katlanmasi, proteinlerin membranlarin  bir
tarafindan diger tarafina tasinmasi, protein aktivitesinin ayarlanmasi, protein
bozunmasinin diizenlenmesi ve geri dOniislimsiiz protein yapigmasinin
engellenmesi gibi bir¢ok islev gerceklestirirler. Son bahsedilen aktivitenin, yiiksek
sicaklik streslerinde canli kalabilme ve s6z konusu proteinlerin iiretilmesinin

tetiklenmesinde ¢ok 6nemli oldugu diistiniilmektedir.

1.5.1 Hsp100

Hspl100 smifi saperonlar; bakteri, maya, bazi parazitik protozoalar ve
bitkilerde mevcutturlar, fakat daha yiiksek okaryotlarda bulunmazlar (Schirmer
vd., 1996; Agarwal vd., 2001, 2002). Bitkilerin hem sitoplazmalarinda, hem de
kloroplastlarinda Hsp100 proteinleri bulunur ve bunlarin her ikisinin de 1s1 ile
tetiklendigi deneysel olarak gosterilmistir (Schirmer vd., 1994; Keeler vd., 2000).
Sitoplazmik Hspl100 proteinleri, bitkilerde kazanilmis termotoleransta bir rol
oynadiklar1 genetik olarak kanitlanmis tek HSPlerdir (Hong & Vierling, 2000;
Hong vd., 2003; Queitsch vd., 2000). Ancak, bu proteinler kazanilmis
termotoleransta sicaklik stresinin etkilerini azaltmada c¢ok oOnemli bir gorev
iistlenirken, uzun siireli ve daha yumusak sicaklik stresinde herhangi bir rol

oynadiklarin1 gdsteren bir kanit bulunmamaktadir (Hong & Vierling, 2001).



1.5.2 Hsp90

Hsp90 saperonlari, muhtemelen bitkiler dahil, ¢ok sayida Okaryotun
canlili1 icin gerekli olan ve bol miktarda bulunan proteinlerdir. Hayvanlarla ve
mayalarla yapilan c¢alismalar, Hsp90’in sinyal iletiminde yer alan proteinlerin
aktivitelerini diizenlemede kilit bir rol oynadigii gostermistir. Bunu, ligandlarin
etkilesimini diizenleyerek, proteinleri membranlara gotiiriip getirerek veya bu
proteinlerin diger hiicresel bilesenlerle etkilesimini degistirerek gerceklestirirler.
Bu aktiviteler; Hsp70, Hs40 ve baska proteinleri igeren dinamik bir multiprotein

kompleksi i¢inde islev gérmesine baglidir.

Arabidopsis’in yedi Hsp90 geni vardir. Bunlardan dordi sitosolik formlari
kodlar. Digerleri kloroplast, mitokondri ve endolazmik retikulum formlarini
kodlamaktadir (Krishna & Gloor, 2001). Bu genlerin bazilar1 6nemli Olciide
sicaklik uyarimi gostermekle birlikte, Hsp90’la sicaklik toleransit arasinda

herhangi bir dogrudan iligki belirlenmemistir.

1.5.3 Hsp70

Hsp70 saperon ailesi, molekiiler saperonlar i¢inde belki de en iyi
anlasilanlardir. Arabidopsis’in genetik analizi, 14 Hsp70 proteini ortaya
cikarmustir: 5 sitosolik, lic endolozmik retikulum, ti¢ kloroplast, iki mitokondri ve
bir tane de potansiyel psddo-gen formu (Lin vd., 2001; Sung vd., 2001).
Arabidopsis’in detayli ekpresyon analizleri, bu farkli genlerin kompleks
gelisimsel ve stres tepkiselligini ortaya koymustur. Bir mitokondriyal ve bir
kloroplast Hsp70 proteini hari¢ hepsi, sicaklifa tepki olarak onemli Olgiide
uyarilmiglardir (Sung vd., 2001).

Bitkilerdeki Hsp70 genlerinin sayisi, bitkilerdeki sicaklik toleransindaki
rollerinin genetik analizini zorlastirmaktadir. Lee and Schoffl (1996), Hsp70’in 1s1
toleransindaki gerekliligini ortaya c¢ikarmiglardir. Deneylerde ekspresyonda
degisiklik elde etmede zorlanilmasi Hsp70 seviyelerinin siki bir sekilde
diizenlendigini diisiindiirmektedir. Ancak Hsp70-1’in asir1 ekspresyonu, spesifik

test kosullar1 altinda artmis sicaklik toleransiyla sonuglanmistir. Endoplazmik



retikulum Hsp70’inin kuraklik stresi etkisini ortadan kaldirmakla birlikte sicaklik
toleransin1 artirmadigi gosterilmistir (Alvim vd., 2001). Chlamydomonas’ta
kloroplast Hsp70’inin fotoinhibisyon esnasinda PSII’nin korunmasinda gorev
yaptig1r tahmin edilmektedir (Schroda vd., 1999). Sonu¢ olarak, Hsp70’lerin
bitkilerde sicaklik toleransinda ©nemli olduklari, fakat sicaklik toleransim
artirmak i¢in bu proteinlerin ekspresyonunu manipiile etmenin zor olacag ileri

surilmektedir.

1.5.4 Hsp60

Hsp60 veya saperonin ailesi proteinlerinin, bitkilerin sicaklik stresine
aklimasyonunda gorev yaptiklar1 dogrudan gdsterilememistir. Ancak, bazi kanitlar
plastidlerde, mitokondrilerde ve dbakterilerde bulunan Grup I saperoninlerin (Hill
& Hemmingsen, 2001; Wang vd., 2004) 1s1 stresi baglaminda islev
gorebileceklerini isaret etmektedir. Ornegin sicaklik, mitokondiyal saperonin
Cpn60(2)’nin ekspresyonunu indiiklemektedir (Prasad & Stewart, 1992).
Kloroplastta bulunan Hsp60 ailesinin bir tiiyesi olan Cpn60-b3 sicaklikla
diizenlenmemektedir (Zabaleta vd., 1994), ancak bu gene, bir T-DNA eklenmis
olan bitkiler artmus 1s1 hassasiyeti sergilemektedir (Ishikawa vd., 2003).

Genellikle proteinlerin  katlanmasii  gergeklestirdikleri — diisiiniilmekle
birlikte, saperoninlerin membranlarin yapimi ve islevselliginde oynadigi cesitli
roller son zamanlarda ortaya ¢ikmaya baslamistir. Deaton vd. (2004) Grup I
saperonin GroEL’in sitoplazmik membranlarin bir araya getirilmesini koordine
etmesinin olast oldugunu rapor etmislerdir. Trent vd. (2003) ise, Grup II
saperonin’in normal ve stres kosullar1 altinda membranlarla ilgili oldugunu
bulmus ve membran kararlilik ve gecirgenligini silirdiirmede yapisal bir rol

oynadigini diistinmektedirler.

1.5.5 sHSP protein ailesi

Diger okaryotlarla kiyaslandiginda bitkiler, sHSP ailesine mensup son
derece karmasik proteinler igerir. Bitkilerdeki sHSP’ler, sicaklik tarafindan hizla

ve biiylik miktarlarda indiiklenirler, ve hiicrede bulunan en bol RNA’lar arasinda



yer alirlar (Vierling, 1991). Buna ek olarak, sicaklik stresi esnasinda sHSP
transkript ve proteinleri baska stres kosullarinda ve belirli gelisim asamalarinda da
belirlenmislerdir, fakat ¢ogu vejetatif dokuda genellikle goriilmezler (Waters vd.,

1996).

Diger organizmalarda sHSP’ler sitoplazmada ve bazen de c¢ekirdekte
bulunurken, bitkilerde hem sitosolde, hem de organellerde goriiliirler. Sitosolde,
simif I ve simuf II proteinler olarak adlandirilan iki tip sHSP vardir. Mitokondri,
plastid ve endoplazmik retikulumun sHSP’lerini kodlayan ve her birisi uygun
organeli hedefleyen sinyaller igeren iic ayr1 gen ailesi tespit edilmistir.
Arabidopsis genomunun analizi, sHSP ailesinin daha karmasik yapisini ortaya

cikarmistir (Scharf vd., 2001).

Su andaki modeller, sHSP’lerin ATP’den bagimsiz olarak islev goéren
saperonlar oldugunu ve agregat proteinlere baglandiklarini, HsP70 ve bazi
kosullarda da Hsp100 proteinlerince tekrar katlanmalar1 i¢in bu proteinleri hazir
halde tuttuklarini gostermektedir. sHSP’lerin saperon olarak etkilesmelerinin yani
sira, yiiksek sicakliklarin neden oldugu membran akiskanligini azaltmak igin
membranlarla etkilestigini ifade eden bir hipotez ileri siriilmiistir (Vigh vd.,

1998; Torok vd., 2001).

Stres toleransinda sHSP’lerin biiylik bir rol oynadigma dair herhangi bir
dogrudan kanit bulunamamis olmakla birlikte, yine de sHSP’nin sicaklik
toleransinda 6nemli bir rolii oldugunu destekleyen bagka deliller de mevcuttur.
Ornegin, siyanobakter Synechocystis’in tek sHSP geni olan Hspl16.6’nin
genomdan c¢ikarilmasi, sicakliga duyarlhi bir fenotipin ortaya g¢ikmasina neden
olmustur (Giese & Vierling, 2002). Sitosolik bitki sHSP’lerinin ekspresyonu E.
Coli’nin sicaklik stresinden korunmasina katkida bulundugu rapor edilmistir (Yeh

vd., 1997).

1.6 Sicaklik tepkisinin diger bilesenleri

HSP’lerin tetiklenmesi sicaklik/is1 toleransinda 6nemli olmakla birlikte, ¢ok

sayida baska siire¢ de bu stresin atlatilmasinda yer almaktadir. Bazi tiirlerin
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HSP’si ¢ikarilmis mutantlar1 yine de termotolerans kazanabilmektedir (maya,
Smith & Yaffe, 1991; Drosophila, Zatsepina vd., 2001). Mayada, bu
organizmanin énemli HSP’lerinin ¢ogunun ekspresyonunu diizenleyen HSF1’in
¢ikarilmasinin termotolerans kazanilmasini engellemedigi gosterilmistir (Smith &
Yaffe, 1991), ve HSP70 seviyeleri azaltilmis bir Drosophila mutant1 son derece
yiiksek termotolerans seviyeleri sergilemistir (Zatsepina vd., 2001). Buna ilaveten,
termotolerans bakimindan belirleyici olan ve fakat HSP’leri normal sekilde
tetiklenen bazi mutantlar mevcuttur (Lee & Park, 1998; Hong vd., 2003). Diger
organizmalarda yapilan bazi deneylerde ise, kimyasal uygulamalarin
termotolerans1 tetiklemekle birlikte, HSP’leri tetiklemedigi rapor edilmistir
(Borrelli vd., 1996; Swan & Watson, 1999; Hershko vd., 2003). Bu veriler ve
benzerleri, HSP’lerin tetiklenmesinden bagka siireglerin de termotoleransin elde

edilmesinde ise karistigin1 gostermektedir.

1.7 Antioksidant tiretimi

Bitkilerde, sicaklik tarafindan aktivitesi artirilan (upregiile edilen) ¢ok
sayidda HSP-dis1 transkript vardir. Ozellikle Arabidopsis sitosolik askorbat
peroksidaz geni’nin (APX1) sicaklik tarafindan aktivitesinin artirilmasiyla
kalmayip, ayn1 zamanda 5’ promotor bolgesinde islevsel bir 1s1 sok elementi
(HSE) igerdigi de gosterilmistir (Storozhenko et al., 1998). Is1 sok transkripsiyon
faktorleri (HSFs), bu HSE {izerine etki etmektedir (Panchuk et al., 2002). APX1’1
kesilen Arabidopsis bitkilerinin yiiksek 1s1k stresine karsi hassas olduklari
gosterilmis, ancak yiiksek sicakliklardaki durum incelenmemistir (Pnueli et al.,
2003). Ancak, bu bitkilerin sicaklik stresi altinda normal bir sekilde HSP
tirettikleri, 151k stresi altinda ise HSP {iiretmedikleri gosterilmistir. Arpa APX1
geni de sicaklik tarafindan tetiklenebilmektedir (Shi vd., 2001). Sicaklik stresinin
bitkilerde sekonder oksidatif hasar olusturdugu bilinmektedir (Larkindale &
Knight, 2002), ve APX’in oksidatif hasar1 smirlamada kullanildig:

distintilmektedir.

Bitkilerdeki sicaklik stresi esnasinda APX’e ek olarak, baska antioksidant
ireten enzimlerin aktiviteleri de degisiklige ugramaktadir. Agrostis palustris’de,

uzun siireli sicaklik stresi esnasinda siiperoksit dismutaz (SOD) artarken, APX,
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katalaz ve glutation reduktaz aktiviteleri azalmistir (Jiang & Huang, 2001).
Ancak, bu tiirde uzun siireli stresin ilk haftasinda APX ve peroksidaz artarken,
katalaz azalmig ve SOD aktivitesi daha yavas artmistir (Larkindale & Huang,
2004). Misir bitkisinde sicaklik stresi altinda bu enzimlerin hepsinin aktivitesi
artmistir (Gong et al., 1998). Hiicrenin antioksidant kapasitesini degistiren
kimyasallarla 6n uygulama yapilmasi da bitkilerin sonraki sicaklik stresini tolere
etme yetenegini etkilemektedir (Dat et al., 1998; Gong et al., 1998). Fakat bu
uygulamalar genel olarak bitkilerin HSP {iretme 6zelliklerini etkilememektedir.
Bu durum ise, antioksidant kapasitesinde degisiklik olusturmak suretiyle
termotolerans elde edilmesinin, HSP’lerin tetiklenmesinden ayr1 bir yol (pathway)
ile gergeklestigini diisiindiirmektedir. Ancak, APX’i eksik Arabidopsis bitkileriyle
yapilan c¢aligmalarda, sicaklik stresi altinda HSP’lerin normal bir sekilde
iretilmesiyle birlikte, baska stres kosullarinda bazt HSP’lerin tipik olmayan bir
sekilde eksprese edildikleri gosterilmistir (Pnueli et al., 2003). Bu da sicaklik
stresi esnasinda antioksidant ve HSP’lerin iiretilmesi i¢in ayri ayr1 metabolik
yollar (pathwayler) bulunmakla birlikte, bu yollarin zaman zaman kesismelerinin

olast oldugunu diistindiirmektedir.

1.7.1 Antioksidant Sistem

Antioksidantlar, hem dogrudan hem de dolayli olarak ilaglarin,
karsinojenlerin ve bazi toksik radikal reaksiyonlarinin istenmeyen etkilerine karsi
hiicreleri koruyan maddelerdir. Vitamin C, E, A, beta-karoten, metallotionin,
poliaminler, melatonin, NADPH, adenozin, koenzim Q-10, {irat, ubikinol,
polifenoller, flavonoidler, fitodstrojenler, sistein, homosistein, taurin, metiyonin,
s-adenozil-L-metiyonin, resveratrol, nitroksidler, GSH, bu gruba giren
antioksidantlar arasindadir (Mercan, 2004). Bitkiler antioksidant sistem sayesinde
kendilerini ¢evrenin zararl etkilerinden (sicaklik, radyasyon, agir metal kirliligi
vb.) korurlar. Siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidazlar gibi bitki antioksidant
sisteminin parcasi olan bir grup protein, sicakligin neden oldugu oksidatif stres
sonucu hizla aktive edilir. Is1 stresi tepkisinin diizenlenmesi, ayrica, hiicredeki
proteinlerin yikim ve yapiminin kontrol edilmesine baglidir (Mathew ve
Morimoto, 1998; Mathew vd., 1998). Antioksidant sistem antioksidant enzimler

ve antioksidant bilesiklerden olusmaktadir. Antioksidant enzimler; siiperoksit
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dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon
rediiktaz (GR) gibi ¢ok sayida enzimi icermektedir. Antioksidant bilesikler ise
karotenoidler, ksantofiller, askorbik asit, glutatyon ve tokoferoller gibi ¢cok sayida
bilesikten meydana gelir. Ayrica; bitkilerin kadmiyuma maruz kaldigi stirede
hiicrelerde aktive olmus ¢esitli detoksifikasyon mekanizmalarni da rol
oynamaktadir. Bunlar; fitogelatinlerin metallerle kompleks olusturmasi,
vakuollerde metallerin biriktirilerek depolanmasi, hiicre ¢eperinin kalinlagsmasi,
plazma zarmmin gecirgenliinin azalmasi ve ¢ok Onemli rolleri olan stres
proteinlerinin sentezi gibi olaylardir (Jemal et al. 1998). Olumsuz cevre sartlar
bitkilerde stres metabolitlerinin birikimini artirir. Prolin, stres metabolitleri i¢inde
en yaygin olanidir. Bitkiler su eksikligi, yiiksek tuzluluk, soguk, sicaklik ve agir
metallere maruz kaldiklarinda, prolin igeriginin arttigt goriilmiistiir. Prolin

birikimi, ¢evresel stres indikatorii olarak degerlendirilmektedir (Chen et al. 2003).

1.7.2 Katalaz (E.C.1.11.1.6)

Katalaz enzimi (CAT), konsantrasyonu yliksek olan hidrojen peroksitin su
ve oksijene kadar par¢alanmasini saglar. Bu enzim yapisinda prostetik grup olarak
porfirin igerir ve molekiil agirligr yiiksek olan bir enzimdir. Katalaz genellikle
bitkilerin yaprak, kotiledon ve kok hiicrelerinde peroksizom ve glioksizomlarinda
bulunur. Bundan farkli olarak ise misirda bulunan CAT III ise hiicrelerin
mitokondrilerindedir (Oztiirk, 2002). Katalaz enziminin ana fonksiyonu,
molekiiler oksijen varliginda hiicre metabolizmasinin bazi basamaklarinda
sentezlenen, radikal 6zellikli hidrojen peroksit veya ROOH gibi herhangi bir
peroksitin radikal Ozelligini gidererek olusturabilecekleri geri doniisltimsiiz
hasarlarin 6niine ge¢gmektir. Zira hidrojen peroksit, potansiyel bir singlet oksijen

ve hidroksil radikali (OH") kaynagidir (Oztiirk, 2002).

1.7.3 Peroksidaz (E.C.1.11.1.7)

Peroksidaz enzimleri, hidrojen peroksit substratini kullanarak pek ¢ok
organik ve inorganik maddenin oksidasyonunu katalizleyen enzim grubudur.
Peroksidazlarin molekiil agirliklar1 genellikle 35-100 kDa arasinda degigmektedir.

Peroksidaz enzimleri, fenoller, hidrokinonlar, hidrokinoidaminler (yalnizca
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benzidin tiirevi olanlar) gibi pek c¢ok sayida aromatik komponentlerin
dehidrojenasyonlarinida katalizlemektedirler. Peroksidazlar, cesitli aromatik
bilesikleri substrat olarak kullanarak metabolizmanin sonucunda meydana gelen

hidrojen peroksiti etkisiz hale getirirler (Oztiirk, 2002).

1.7.4 Askorbat peroksidaz (EC 1.11.1.11)

Askorbat peroksidaz hiicrelerde meydana gelen fizyolojik olaylar sonucunda
ortaya ¢ikan hidrojen peroksitin hasarlarini ortadan kaldirir. Bu enzim baskin
olarak sitoplazmada, mitokondrilerde ve kloroplastlarda bulunur. Askorbat
peroksidaz, hidrojen peroksiti notralize etmek i¢in askorbati bir elektron vericisi
olarak kullanir. Bu enzim askorbat-glutatyon dongiisiindeki ilk enzimdir.
Askorbat peroksidaz hidrojen peroksitin suya rediiksiyonunu katalizler ve bir
rediiktant olarak askorbata karsi yiiksek bir afinitesi ve spesifikligi vardir

(Asada,1999).

1.7.5 Polifenol oksidaz (EC.1.10.3.1)

Polifenol oksidaz bakir iceren bir enzimdir ve molekiiler oksijenin
varliginda, monofenollerin o-difenollere ve o-difenollerin o-dikinonlara
oksidasyonunu katalizler. Olusan kinonlarin polimerizasyonu sonucunda
bitkilerde kararma meydana gelir (Vamos-Vigyara, 1981). Polifenol oksidaz
enziminin dogal substratlari; katekinler, antosiyaninler, flavenoller ve sinnamik
asit tlirevleri gibi flavonoid tipi fenoller ve katekol, gallik asit, tirozin, dihidroksi
fenilalanin, dihidroksi feiletilamin, klorogenik asit benzeri basit fenollerdir (

Vamos-Vigyara, 1981; Odabasoglu, 1998).

Polifenol oksidaz, bazi bakteri ve funguslarda, cogu bitkide ve tiim
memelilerde bulunur. Degisik patojenlere karsi direng olusturma ve hastaliklardan
korunma sisteminin bir parcasi olarak ele alinmaktadir (Martinez ve Whitaker,

1995; Odabasoglu, 1998).
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1.8 Papaveraceae Familyas1 Simiflandirmasi, Onemi ve Tiirkiye’deki

durumu

Tirkiye ¢ok sayida bitki tiiriinlin gen merkezi durumundadir. Bunun en
onemli nedenleri; iklim farkliliklari, topografik cesitlilikler, jeolojik
cesitlilikler, deniz, gol, akarsu gibi degisik su ortam c¢esitlilikleri, yiikseklik
farkliliklar1 ve ekolojik farkliliklardir (Atalay 1994, Celik 2003). Yaklasik
260 tiirii bulunan Papaveraceae ailesi Kadereit (1993)’e gore, 23 cinsi igeren
4 alt aileye ayrilmaktadir (Tablo 1.1).

Tablo 1.1: Papaveraceae ailesinin alt bolimleri (Kadereit, 1993)

Aile PAPAVERACEAE
Alt Chelidonioideae Eschcholzideae | Platystemonoideae Papaveroideae
Aile
Cins Chelidonium Eschscholzia Platystemon Benth. | Meconopsis Viguier
(Tourn.) Cham.
Hylomecon Papaver (Tourn.) L.
Hunnemannia Herperomecon Romeria Medic.
A. Juss
Stylophorum Nutt. Stylomecon Benth.
Dendromecon Meconella Nutt. Arctomecon Torr. Et
Frém.
Eomecon Hance
Sanguinaria Dill Argemone (Tourn.) L.
Macleaya Canbya Parry
Bocconia (Plum) L. Romneya Harv.
Glaucium (Tourn.)
Adans

Dicranostigma
Hook. Et Thoms.

Diinyada Papaver cinsine ait yaklasik 110 tiiriin (Kapoor 1997) 50
taksonunun iilkemizde bulundugu belirtilmistir (Davis 1988, Se¢men vd

1995, Giiner vd 2000).

Ulkemizin papaver tiirleri bakimindan olduk¢a zengin bir floraya sahip
oldugu bildirilmistir (Boissier, 1888). Boissier' in Flora Orientalis'inde 11' i ¢ok
yillik, 12" si tek yillik olmak tlizere 23 Papaver tiiriiniin yetistigi bildirilmistir
(Boissier 1867-1888). Daha sonra 1905' de Fedde'nin yaptigi Papaveraceae
familyas1 monografisinde Tiirkiye'de 21 ¢ok yillik ve 17 tek yillik olmak iizere 38
Papaver tiiriiniin bulundugu bildirilmektedir (Fedde, 1909). Davis; Flora of
Turkey' de 19 tek yillik ve 20 ¢ok yillik (2 alttiir ve 7 varyete) olmak iizere toplam
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39 Papaver tiirtiniin bulundugunu belirtmektedir (Cullen, 1965; Davis, 1988;
Kapoor, 1997). Bunlardan 10 tiir, 2 alttiir ve 4 varyete Tiirkiye i¢cin endemiktir.
Papaver cinsi igersindeki tiirler sistematik olarak 9 seksiyon altinda

toplanmaktadir.

Papaver cinsine ait tiirler 9 seksiyon altinda toplanmaktadir. Bunlar;

Sect. I Argemonorhoeades Fedde (Syn. Argemonidium Spach)

Sect. I Carinatae Fedde

Sect. III  Horride Elk.

Sect. IV Oxytona Bernh. (Syn. Macrantha Elk.)

Sect. V. Mecones Bernh.

Sect. VI Miltantha Bernh.

Sect. VII Orthorhoeades Fedde (Syn. Papaver)

Sect. VIII Pilosa Prantl

Sect. IX Scapiflora Rchb.

III ve IX nolu seksiyonlarda yer alan tiirler Tirkiye’de

bulunmamaktadir (Cullen, 1965; Goldblatt, 1974)

Tiirkiye’de bulunan tek yillik Papaver tiirlerini i¢ine alan seksiyonlar:

Sect. Papaver L. (Syn. Orthorhoeades Fedde)

Sect. Carinatae Fedde

Sect. Mecones Bernh
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Sect. Argemonidium Spach (Syn. Argemonorhoeades Fedde)

Tiirkiye’de bulunan c¢ok yillik Papaver tiirlerini i¢ine alan seksiyonlar:

Sect. Oxytona Bernh. (Syn. Macrantha Elk.)

Sect. Pilosa Prantl.

Sect. Miltantha Bernh.

Calismamizda yer alan, Oxytona seksiyonu Papaver cinsine ait olup, ¢ok
yillik tiirleri igermektedir. Yayilim olarak Orta ve Dogu Tiirkiye, Kuzey ve Kuzey
batr iran, Kafkas ve Trans Kafkas bélgelerinde bulunmaktadir (Goldblatt, 1974).

Papaver bracteatum Lindl.,, Oxytona seksiyonunun en biiyiik bitkisidir.
Ayni lokalitede her zaman var olan énemli taksonomik 6zellikleri ile uniformdur.
Bir metreye kadar boylanabilir. 15 kadar ¢icek agan gdvdesi vardir. Yapraklar 45
cm kadar uzayabilir. Kromozom sayist 2n = 14’diir (Goldblatt, 1974).

1700-2500 m arasinda agik, yar1 kuru yamaglarda, nadiren golgeli derelerde,
sel yataklar1 ya da sulama bendlerinin ¢evresinde ¢ok yogun Astragalus, Thymus,
dikenli bitkiler ve Ferula tiirleri ile beraber bulunurlar (Cullen, 1965; Golldblatt,
1974).

Erzurum Kop dagi. Bayburt Askale arasi 2050-2100 m. Kars, Kayseri
Erciyes dagi, Sivas, Ulas, Erzincan Karadag 1960 m. Van, Catak, Agri, Biiyiik
Agr1 dagi, Nigde, Pertek 2000 m alanlarinda yayilis gosterirler. (Cullen, 1965;
Golldblatt, 1974).

Papaver orientale L., Kuzey bat1 Iran ve kuzey dogu Tiirkiye de yayilis
gOsteren ince narin bitkidir. P. orientale 1800 m’nin genelde {izerinde
bulunmasia ragmen bazen altinda da Tiirkiye ve Iran’da bulunabilmektedir. P.
bracteatum’a gore daha nemli ve sulu alanlarda, agik dag egimlerinde ve giinesi
az alan kuytularda bulunmaktadir. Kromozom sayisi 2n = 28’dir (Golldblatt,
1974).
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Orta ve Dogu Anadolu, Agri, Erzurum, Erzincan, Kars, Kayseri, Sivas,

Tunceli ve Van ¢evresinde yayilis gosterirler. (Cullen, 1965; Golldblatt, 1974).

Papaver pseudo-orientale (Fedde) Medw. genel olarak Iran ve Tiirkiye’nin
nemli yerlerinde bulunmaktadir. Literatiirde yaygin oldugu bildirilmektedir. Bu
tiir arazide kendini belirgin bir sekilde gostermektedir. Bitkide diger iki tiire
kiyasla degisiklik vardir. Bunlar; dik tomurcuk, ince narin yayilmis kaliks tiiyleri,
koyu kiremit kirmizis1 petaller, koyu siyahimsi lekeler ve brakteli ¢igeklerdir.
1600-2200 m arasinda nemli yerlerde bulunmaktadir. Genel olarak akarsu
kenarlarinda, tabandan su ¢eken 1slak zeminlerde ya da bol miktarda yesil olan
bolgelerde bulunmaktadir. Kurak bolgelerde bitki boyu kiigiilmektedir. Kuzey
Bati Iran ve Bati Tiirkiye de bol miktarda bulunmaktadir. Kromozom sayisi

2n=42"dir (Golldblatt, 1974).

1600-2200 m yiikseklikte nemli yerlerde, nemli kayalar arasinda ya da
kiiglik akarsu kenarlarinda rasgele dagilmis ve P. orientale ve P. bracteatum gibi

kalabalik seklinde olmayan populasyonlardir (Golldblatt, 1974).

Coruh, Erzincan, Erzurum, Mus, Agri, van, Nigde, Hakkari ¢evresinde

dagilim gostermektedir (Golldblatt, 1974).

Bu tez c¢alismasinin amaci, iilkemizde yayilis gosteren Papaver cinsinin
onemli tiirlerinden Papaver pseudo-orientale, Papaver orientale ve Papaver
bracteatum tiirlerinin 3 aylik fidelerinde 10 ve 30 dakika 40 °C’de yapilan 1s1
soku uygulamalar1 ile katalaz, peroksidaz ve askorbat peroksidaz enzimlerinin
aktivitelerini belirleyerek bitkide antioksidant metabolizmada meydana gelen
degisimleri tanimlamak ve 1s1 soku stresinin, bitkide sekonder metabolitlerden
fenollerin anahtar enzimlerinden biri olan polifenol oksidaz aktivitesi tizerindeki

etkisini belirlemektir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1 MATERYAL

Bu yiiksek lisans tezi ¢aligmasinda, materyal olarak Papaver cinsi, Oxytona
seksiyonuna ait ti¢ tir; Papaver bracteatum, Papaver orientale ve Papaver
pseudo-orientale  kullanilmistir. Calismamizda, Tirkiye’de dogal olarak
yetistikleri lokalitelerden toplanan ve Tokat Gazi Osman Pasa Universitesi,
Biyoloji Boliimii, Biyoteknoloji ve Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda korunan
tohumlar kullanilmistir. Otoklavda sterile edilerek saksilara konan toprak
karisimmna (% 40 torf, % 40 toprak, %20 kum) dogrudan tohum ekimi
gerceklestirilmistir. Saksilardaki bitkiler, oda sicakliginda ve 16 saat 151k 8 saat
karanlik fotoperiyot kosullarinda tutulmus ve diizenli olarak sulanmustir. Ug aylik
biiylime periyodu sonunda, saks1 icerisindeki fidelere, etiiv igerisinde 10 dk ve 30
dk siireyle 40 °C 1s1 soku uygulamasi yapilmistir. Is1 uygulamasinin hemen
ardindan hasat edilen geng¢ yapraklar sivi azot ile dondurulmus ve aliiminyum
folyolara sarilarak, analizlerin yapilacagi zamana kadar saklanmak iizere -80 °C

dondurucuya kaldirilmastir.

Sekil 2.1. Ug aylik biiyiime periyodu sonunda, saks1 icerisindeki bitkiler
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22 METOD

2.2.1 Katalaz, Peroksidaz, Askorbat Peroksidaz Aktivitesinin ve Protein

Miktarimin Belirlenmesi i¢in Homojenat Hazirlanmasi

Enzim aktiviteleri ve protein miktarinin belirlenebilmesi i¢in 0.25 g yaprak
dokusu 2,5 ml 50 mM KH,PO, (pH=7) tamponu igerisinde porselen havanda
homojenize edilmistir. Homojenat, eppendorf tiiplerine aktarilarak +4 °C’de
15000 x g’de 20 dakika siiresince santrifiij (Hettich R22-Almanya) edilmistir.
Santrifiigasyon sonucunda elde edilen siipernatantlar buzdolabinda tutulmus ve

enzim aktivite 6l¢iimlerinde kullanilmistir.

2.2.2 Protein Miktarimin Belirlenmesi

Yapraklardaki protein miktar1 Bradford (1976) yontemine gore
belirlenmistir. Bu yontemde kullanilan boya (Coomassie brillant blue G-250)
negatif yiklidir ve protein iizerindeki pozitif yiiklere baglanir. Hizli ve
tekrarlanabilir olan bu yontemde meydana gelen renk, stabilitesini bir saat kadar

koruyabilir.

Protein miktariin belirlenebilmesi icin 0,25 g yaprak dokusu 2,5 ml 50 mM
KH,PO,4 (pH 7) tamponu igerisinde porselen havanda homojenize edilmistir.
Homojenat eppendorf tiiplerine aktarilarak +4 °C’de 15000 x g’de 20 dakika
santrifiij edilmistir. Stipernatanttan 20 pl alinarak iizerine 2,5 ml Coomassie
brillant blue G-250 ilave edilmistir. Her bir tiip votekslenerek 10 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan tiiplerin 595 nm’deki

absorbanslar1 Olciilerek, standart grafik yardimiyla yapraklardaki protein miktari

belirlendi.

Standart grafik icin ilk dnce 1ml’sinde 1 mg protein ¢ozeltisi ihtiva eden
sigir serum albumin ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden tiiplere
sirastyla 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ul pipetlenmis ve son hacimler
tampon ile 100 pl’ye tamamlanmistir. Her bir tiiplin lizerine 2,5 ml Coomassie

brillant blue G-250 ilave edilip ve vortekste karistirilarak ve 10 dakikalik
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inkiibasyondan sonra 595 nm’de absorbanslari 6l¢iilmiis ve her bir protein

miktarma karsilik gelen absorbanslara standart grafik hazirlanmistir.
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Sekil 2.2. Protein tayininde kullanilan BSA standart grafigi.

2.2.3 Katalaz (E.C.1.11.1.6) Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz aktivitesi spektrofotometrik olarak Bergmeyer (1970) ydntemine
gore belirlenmistir. Katalaz hidrojen peroksitin (H,0,) su (H,0) ve oksijen (O;)’e
par¢alanmasin1 katalizleyen bir enzimdir. Aktivite Ol¢iimii ise bu reaksiyon
sirasinda H,O;’nin su ve oksijene pargalanmasi sirasinda meydana gelen renk
acilmasinin 240 nm’de izlenmesi esasina dayanir. Aktivite dl¢iimiinde 3 ml’lik
reaksiyon karisimina, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 30 mM H202
ve 30 ul homojenat konulmus ve 2 dakika boyunca spektrofotometrede (Jasco V-
UV/VIS Spectrophotometer-Japonya) absorbansi dl¢iilmiistiir. Ol¢iimlerde lineer
olarak absorbans azalmasi olan araliktan dakika basma diisen absorbans
hesaplanmistir. 240 nm’de, bir dakika igerisinde 1 pumol H,O, nin par¢alanmasini
saglayan enzim miktar1 1 {nite olarak belirlenmistir. Sonuglar hesaplanirken
bulunan enzim {initesi miktarlar1 belirlenen protein miktarina oranlanarak spesifik

aktivitesi hesaplanmigtir.
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2.2.4 Peroksidaz (E.C.1.11.1.7) Aktivitesinin Belirlenmesi

Peroksidaz aktivitesi spektrofotometrik olarak Herzog and Fahimi (1973)
yontemine gore belirlenmistir. Spektrofotometrik olarak peroksidaz aktivitesinin
belirlenmesi i¢in aktivite dl¢glimiinde 3 ml’lik reaksiyon karigimi 50 mM potasyum
fosfat tamponu (pH 7.0), 22,5 mM H,0,, 30 mM guaiacol ve 20 ul enzim
ekstraktindan olusacak sekilde hazirlanmigtir. Reaksiyon aktivite dl¢lim ortamina
en son olarak enzim c¢ozeltisinin ilave edilmesiyle baglanmistir ve 470 nm’de 2
dakika boyunca optik dansitesi kaydedilmistir. Bir enzim {nitesi bir dakikada 1
umol guaiacol’u katalizleyen enzim miktar1 olarak hesaplanmistir (Demir and
Oztiirk, 2003). Sonuglar hesaplanirken bulunan enzim {initesi miktarlar1 belirlenen

protein miktarina oranlanarak spesifik aktivitesi hesaplanmistir.
2.2.5 Askorbat Peroksidaz (EC 1.11.1.11) Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz aktivitesi spektrofotometrik olarak Nakano ve Asada
(1981) yontemine gore belirlenmistir. Spektrofotometrik olarak askorbat
peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in aktivite dl¢limiinde 3 ml’lik reaksiyon
karistmi 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), 10 mM H,0,, 2.5 mM
askorbik asit ve 100 pl enzim ekstraktindan olusacak sekilde hazirlanmistir.
Reaksiyon aktivite Ol¢lim ortamma en son olarak hidrojen peroksitin ilave
edilmesiyle baglanmis ve 2 dakika boyunca 290nm’de absorbansi kaydedilmistir.
Enzim aktivitesi askorbatin ekstinksiyon katsayisi kullanilarak hesaplanmistir (2.8
mM™ cm™) (Karabal et al., 2003). Sonuglar hesaplanirken bulunan enzim iinitesi

miktarlar1 belirlenen protein miktarina oranlanarak spesifik aktivitesi hesaplanmustir.
2.2.6 Polifenol Oksidaz (EC.1.10.3.1) Aktivitesinin Belirlenmesi

Aktivite 6lgtimiinde, 3 ml’lik spektrofotometre kiivetine 0.42 mM Na,HPO4
(pH 6.5) tamponundan 1,45 ml, 50 mM katekol ¢ozeltisinden 1.5 ml konulduktan
sonra inkiibasyon ortamimna 50 pl enzim homojenati ilave edilmistir. Aktivite
Olctimii bir o-fenol olan katekoliin oksijen varliginda, kahverengi-sar1 renkli
kinona déniisiirken meydana gelen renk degisiminin sebep oldugu absorbans

artisinin 420 nm’de izlenmesi esasina dayanir.
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Spektrofotometrede 420 nm’de 2,5 dakika Ol¢iim sirasinda, absorbansin
lineer olarak arttig1 kisimdaki absorbans artis1 1 dakikaya oranlanmistir. 25 °C’de
bir dakikada absorbansi 0,001 artiran enzim miktar:1 bir enzim tinitesi olarak kabul
edilmistir. Sonuglar taze agirlikta gram yaprak basina enzim {initesi olarak (EU/g
yaprak) belirlenmistir (Oztiirk, 2002). Sonuglar hesaplanirken bulunan enzim iinitesi

miktarlar1 belirlenen protein miktarina oranlanarak spesifik aktivitesi hesaplanmigtir.

2.2.7 istatistik Analiz

Denemeler, ti¢ tekrarli iki set seklinde yapilmistir. Calisma sonucunda elde
edilen verilerin istatistiki analizleri, SPSS for Windows 11.0 Standard Version
istatistik programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Kontrol ve uygulama gruplari
arasindaki farkliliklar Duncan c¢oklu aralik testine gore p<0,05 Onemlilik
degerinde yapilmis ve bu farkliliklar, tek yonlii varyans analizi (one-way

ANOVA) ile analiz edilmistir (Duncan, 1955).
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3. BULGULAR

3.1 Is1 Soku Uygulamalarimin Protein Miktar1 Uzerine Etkisi

Calismamizda, Papaver cinsi, Oxytona seksiyonuna ait Papaver pseudo-
orientale, Papaver orientale ve Papaver bracteatum tiirlerinin 3 aylik fidelerinde
10 ve 30 dakika 40 °C’de yapilan 1s1 soku uygulamalarinin toplam protein miktari
tizerindeki etkisi ile ilgili elde ettigimiz bulgular Tablo 3.1 ve Sekil 3.1 a, b ve
c’de gosterilmistir. Uzun siireli sicaklik uygulamasi Papaver pseudo-orientale ve
Papaver orientale bitkisinde protein miktarini artmasina neden olmustur. Papaver
bracteatum’da ise protein miktar1 kisa siireli uygulamada artmistir.

Protein miktar1, Papaver pseudo-orientale bitkisine 40°C'de 10 dk sicaklik
uygulamasinda kontrole gore % 40 oraninda azalmis, 30 dk uygulamasinda ise %
82,2 oraninda artmis ve protein miktarindaki bu degisimler istatistik olarak p<0,05
seviyesinde 6nemli bulunmustur. Papaver orientale bitkisinde 10 dk sicaklik
uygulamasinda kontrole gore % 54,1 oraminda azalma ve 30 dk sicaklik
uygulamasinda % 42.1 oraninda artis belirlenmesine karsin bu degerler kontrol ile
uygulamalar arasinda 6nemli fark olusturmamistir. Papaver bracteatum bitkisinde
10 dk sicaklik uygulamasinda % 40,9 belirlenen artis dnemli bulunurken, 30 dk
sicaklik uygulamasinda belirlenen % 20,4 oraninda azalma kontrole gore

istatistik anlamda farkli bulunmamstir.

Tablo 3.1. 10 dk. ve 30 dk. 1s1 soku uygulamasmin Papaver pseudo-orientale, Papaver
orientale ve Papaver bracteatum, tiirlerinin 3 aylik fidelerinde toplam protein miktart (mg/ml)

lizerine etkisi.

Papaver pseudo- Papaver
Uygulamalar orientale Papaver orientale bracteatum
Protein Kontrol 3.5515 b 2.6850 a 5.9970 a
miktari 10 dk 40°C  2.1735 a 1.4500 a 8.4435 b

(mg/ml) 30 dk 40°C  6.4705 ¢ 3.8100 a 4.9900 a
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Papaver pseudo-orientale a

Protein miktar1 (mg/ml)
N

Kontrol 10 dk 30 dk
Sicaklik Uygulama Siiresi

Papaver orientale b

Protein miktar1 (mg/ml)

Kontrol 10 dk 30 dk
Sicaklik Uygulama Siiresi
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Papaver bracteatum c
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Protein miktar1 (mg/ml)
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Kontrol 10 dk 30 dk
Sicaklik Uygulama Siiresi

Sekil 3.1. 10 dk. ve 30 dk. 1s1 soku uygulamasmin Papaver pseudo-orientale (a), Papaver
orientale (b) ve Papaver bracteatum (c), tiirlerinin 3 aylik fidelerinde toplam protein miktar

(mg/ml) iizerine etkisi.
3.2 Is1 Soku Uygulamalarimin Katalaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Calismamizda, Papaver cinsi, Oxytona seksiyonuna ait Papaver pseudo-
orientale, Papaver orientale ve Papaver bracteatum tiirlerinin 3 aylik fidelerinde
10 ve 30 dakika 40 °C’de yapilan 1s1 soku uygulamalarinin katalaz (Cat)
aktivitesi tizerindeki etkisi ile ilgili elde ettigimiz bulgular Tablo 3.2. ve Sekil
3.2’de gosterilmistir.  Enzim aktivitesi; Papaver pseudo-orientale, Papaver
orientale ve Papaver bracteatum da 10 dk 1s1 soku uygulamasi kontrole gore
enzim miktarin1 6nemli 6l¢lide artirirken (p<0.05), 30 dk uygulamasi kontrole
gore yliksek olmakla birlikte 10 dk uygulamasindan daha diisiik diizeyde

kalmustir.

Papaver pseudo-orientale bitkisinde 40 °C'de 10 dk sicaklik uygulamasinda
Cat aktivitesi kontrole gore 15 kat artig gosterirken, 30 dk uygulamasinda 7 kat
artmugtir. Papaver orientale ‘de 40°C 10 dk uygulamasi, Cat aktivitesi kontrole

gore % 87,3 oraninda, Papaver brekteatum fidelerinde ise % 78,8 oraninda
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p<0,05 diizeyinde 6nemli artisa neden olmustur. Bununla birlikte her iki tiirde de

fidelere 30 dk sicaklik uygulamasi kontrole gére 6nemli fark olusturmamustir.

Tablo 3.2. 10 dk. ve 30 dk. 1s1 soku uygulamasinin, Papaver pseudo-orientale, Papaver
orientale ve Papaver bracteatum tiirlerinin 3 aylik fidelerinde katalaz (Cat) aktivitesi (EU/g

yaprak) tizerine etkisi.

Papaver
pseudo- Papaver Papaver
Uygulamalar orientale orientale bracteatum
Kontrol 10.1410 a 126.6400 a 118.2030 a
Katalaz aktivitesi 10 dk 40°C  151.1135 ¢ 236.4050 b 211.0770 b
(EU/g) 30dk 40°C  70.9925 b 1435250 a  92.8735 a
160 c
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Sekil 3.2. 10 dk. ve 30 dk. 1s1 soku uygulamasmimn, Papaver pseudo-orientale (a), Papaver
orientale (b) ve Papaver bracteatum (c) tiirlerinin 3 aylik fidelerinde katalaz (Cat) aktivitesi (EU/g

yaprak) iizerine etkisi.



28

3.3 Is1 Soku Uygulamalarinin Peroksidaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Papaver cinsi, Oxytona seksiyonuna ait Papaver pseudo-orientale, Papaver
orientale ve Papaver bracteatum tiirlerinin 3 aylik fidelerinde 10 ve 30 dakika 40
°C’de yapilan 1s1 soku uygulamalarinin peroksidaz (Pod) aktivitesi iizerindeki
etkisi ile ilgili elde ettigimiz bulgular Tablo 3.3. ve Sekil 3.3 ab ve c’de
gosterilmistir.

Is1 soku uygulamasina bagl olarak peroksidaz aktivitesi, katalaz enzimine
benzer sekilde; Papaver pseudo-orientale, Papaver orientale ve Papaver
bracteatum da 10 dk sicaklik uygulamasi durumunda kontrole gore 6nemli oranda
bir artis gdstermistir. Ancak 3 tiirde de 30 dk uygulamada 6nemli (p<0,05)
derecede diistis gozlenmistir. Papaver pseudo-orientale bitkisinde 40°C'de 10 dk
sicaklik uygulamasinda Pod aktivitesi kontrole gore % 54,5 oraninda artarken, 30
dk uygulamasinda % 48,6 oraninda azalmistir. Papaver orientale bitkisinde 10 dk
sicaklik uygulamasinda kontrole gore 7.9 kat artis, 30 dk sicaklik uygulamasinda
ise 5.6 kat artis tespit edilmistir. Papaver brekteatum bitkisinde ise 10 dk sicaklik
uygulamasinda % 56,2 oraninda artis, 30 dk sicaklik uygulamasinda % 65

oraninda azalma oldugu gozlenmistir.

Tablo 3.3. 10 dk. ve 30 dk. 1s1 soku uygulamasinin, Papaver pseudo-orientale, Papaver
orientale ve Papaver bracteatum tiirlerinin 3 aylik fidelerinde peroksidaz (Podt) aktivitesi (EU/g

yaprak) iizerine etkisi.

Papaver pseudo- Papaver Papaver
Uygulamalar orientale orientale bracteatum
Peroksidaz Kontrol 1.1035b 0.4100 a 2.0120 b
aktivitesi 10 dk 40°C  1.7045 ¢ 3.2400 ¢ 3.1465 ¢

(EU/g) 30 dk 40°C  0.7430 a 2.3000 b 1.3060 a
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Sekil 3.3. 10 dk. ve 30 dk. 1s1 soku uygulamasmin, Papaver pseudo-orientale (a), Papaver
orientale (b) ve Papaver bracteatum (c) tiirlerinin 3 aylik fidelerinde katalaz (Cat) aktivitesi (EU/g

yaprak) tizerine etkisi.

3.4 Is1 Soku Uygulamalarimin Askorbat Peroksidaz Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Papaver cinsi, Oxytona seksiyonuna ait Papaver pseudo-orientale, Papaver
orientale ve Papaver bracteatum tiirlerinin 3 aylik fidelerinde 10 ve 30 dakika 40
°C’de yapilan 1s1 soku uygulamalarinin askorbat peroksidaz (Apx) aktivitesi
tizerindeki etkisi ile ilgili elde ettigimiz bulgular Tablo 3.4. ve Sekil 3.4 a,b ve

c’de gosterilmistir.

Sicaklik uygulamasina bagl olarak askorbat peroksidaz aktivitesi; Papaver
pseudo-orientale, Papaver orientale ve Papaver bracteatum‘da 10 ve 30 dk
sicaklik uygulamalarinda kontrolle kiyaslandiginda artis gdstermistir. Ancak bu
artig, istatistiki anlamda 6nemli bulunmamustir. Her {i¢ tiire ait fidelerde kisa ve
nisbeten uzun 1s1 soku uygulamasinin askorbat peroksidaz aktivitesi iizerinde

benzer tepkiye neden oldugu ve aktivitenin stabil kaldig1 belirlenmistir.
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Tablo 3.4. 10 dk. ve 30 dk. 1s1 soku uygulamasinin, Papaver pseudo-orientale, Papaver

orientale ve Papaver bracteatum tiirlerinin 3 aylik fidelerinde askorbat peroksidaz aktivitesi (EU/g

yaprak) iizerine etkisi.

Papaver
pseudo- Papaver
Uygulamalar orientale Papaver orientale bracteatum
Askorbat Kontrol 0.0865 a 0.0900 a 0.2840 a
peroksidaz 10 dk 40°C  0.0950 a 1400 a 0.3315 a
aktivitest (EUg 30 dk40°C 1119 4 0.1700 a 0.3800 a

yaprak)
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Sekil 3.4. 10 dk. ve 30 dk. 1s1 soku uygulamasinin, Papaver pseudo-orientale (a), Papaver
orientale (b) ve Papaver bracteatum (c) tiirlerinin 3 aylhk fidelerinde askorbat peroksidaz

aktivitesi (EU/g yaprak) iizerine etkisi.
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3.5 Is1 Soku Uygulamalarimn Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Calismamizda, Papaver cinsi, Oxytona seksiyonuna ait Papaver pseudo-
orientale, Papaver orientale ve Papaver bracteatum tiirlerinin 3 aylik fidelerinde
10 ve 30 dakika 40 °C’de yapilan 1s1 soku uygulamalarinin polifenol oksidaz (Pfo)
aktivitesi lizerindeki etkisi ile ilgili elde ettigimiz bulgular Tablo 3.5. ve Sekil 3.5

a,b ve c’de gosterilmistir.

Is1 soku uygulamalari, Papaver pseudo-orientale, Papaver orientale ve
Papaver bracteatum bitkilerinde polifenol oksidaz aktivitesinde farkli sekilde
etkili olmustur. Papaver pseudo-orientale bitkisinde 40°C'de 10 dk sicaklik
uygulamasinda Pfo aktivitesinde kontrole gore % 22,2 oraninda azalma, 30 dk
uygulamasinda ise % 19,3 oraninda azalma belirlenmesine karsin bu degerler
istatistiksel olarak kontrole gére 6nemli fark olusturmamustir. Kisa siireli sicaklik
uygulamasi yalniz Papaver orientale’de Pfo aktivitesini artirmistir (% 10,5).
Ancak c¢aligilan bitkilerin  hepsinde uzun siireli sicaklik uygulamasi Pfo
aktivitesinin azalmasina neden olmustur. Pfo aktivitesindeki azalma Papaver
orientale ve Papaver bracteatum tiirlerinde istatistik olarak p<0,05 diizeyinde
onemli bulunmustur. Papaver orientale bitkisinde 30 dk sicaklik uygulamasinda
% 74,8 oraninda azalma, Papaver bracteatum ise 10 dk sicaklik uygulamasinda %
4,3 oraninda, 30 dk sicaklik uygulamasinda ise % 69,6 oraninda azalma tespit

edilmistir.

Tablo 3.5. 10 dk. ve 30 dk. 1s1 soku uygulamasinin, Papaver pseudo-orientale, Papaver
orientale ve Papaver bracteatum tiirlerinin 3 aylik fidelerinde polifenol oksidaz aktivitesi (EU/g

yaprak) iizerine etkisi.

Papaver pseudo- Papaver
Uygulamalar orientale Papaver orientale bracteatum
Polifenol Kontrol 63.2700 a 94.7900 b 33.3000 b
oksidaz 10 dk 40°C  51.7260 a 105.2250 b 31.9680 b

aktivitesi 0
(EU/g) 30dk 40°C 50,0750 a 23.9750 a 10.2120 a
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Papaver bractateum c
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Sekil 3.5. 10 dk. ve 30 dk. 1s1 soku uygulamasinin, Papaver pseudo-orientale (a), Papaver
orientale (b) ve Papaver bracteatum (c) tiirlerinin 3 aylik fidelerinde polifenol oksidaz aktivitesi
(EU/g yaprak) tlizerine etkisi.
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4. TARTISMA

Bitkiler, giinlik veya mevsimsel olarak genis c¢apta sicaklik
dalgalanmalarina maruz kalmaktadirlar. Bitkilerin bu degisken sicakliklarda
hiicresel aktivitelerini slirdiirmelerini miimkiin kilan mekanizmalar heniiz tam
anlamiyla aydinlatilamamistir (Patterson ve Graham, 1987). Bitkilerin canli
kalabildigi {ist sinir, 1liman bolge bitkileri icin, ve sicakliga maruz kalma siiresine
bagli olmak kosuluyla, 40 °C ila 55 °C arasinda degismekte (Klueva vd., 2001) ve

bu sinir, bitkilerin dagilimini ve tarimsal amagli kullanimlarini da etkilemektedir.

Iliman bolge bitkileri akut sicaklik stresi sirasinda hayatta kalmalarini
saglayan indiklenebilir termotolerans 6zelligine sahiptir. Yiiksek sicakliklarin
neden oldugu sicaklik stresinde ortaya c¢ikan ve bitkinin kisa siireli sicakliklara
maruz kalmasiyla tetiklenen yiiksek sicaklik toleranst yani ‘“kazanilmig
termotolerans” (Kotak et al. 2007) kapsaminda yer alan metabolik siiregler 1s1
soku proteinleri yani sira antioksidant metabolizmanin da bilesenlerini
icermektedir. Laboratuvar kosullarinda bitkilere termotolerans kazandirilmasi,
kisa stireli 6n sicaklik uygulamalariyla (2 saat veya daha az) o6ldiiriicii sicakliklara

yakin sicakliklarda saglanabilmektedir (Hong & Vierling, 2000).

Ulkemizde yayilis gdsteren Papaver cinsinin dénemli tiirlerinden Papaver
pseudo-orientale, Papaver orientale ve Papaver bracteatum tiirlerinin 3 aylik
fidelerinde 10 ve 30 dakika 40 °C’de yapilan 1s1 soku uygulamalar ile bitkide
olusturulan kazanilmis termotolerans parametreleri oksidatif ve antioksidant

metabolizma agisindan arastirilmistir.

Bitkilerdeki onemli reaktif oksijen tiirlerini yok etme mekanizmalari,
stiperoksit dizmutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX) ve katalaz (CAT) gibi
antioksidant enzimleri icermektedir. SOD ve APX veya CAT aktiviteleri
arasindaki denge, siiperoksit radikallerinin ve hidrojen peroksidin kontrol edilmesi
icin ¢ok Onemlidir. Bitkide CAT, POD ve APX gibi enzimlerin yakin iligkisi
vardir. Sicaklik stresinin bitkilerde sekonder oksidatif hasar olusturdugu
bilinmektedir (Larkindale & Knight, 2002). Hiicrenin antioksidant kapasitesini

degistiren kimyasallarla 6n uygulama yapilmas: da bitkilerin sonraki sicaklik
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stresini tolere etme yetenegini etkiledigi bildirilmistir (Dat et al., 1998a, 1998b;
Gong et al., 1998). Buna gore bitkiye farkli derecelerde sicaklik uygulamasi
bitkiyi strese sokar ve enzim aktivitelerini etkiler. Bu ¢aligmada da calisilan 3 tiire
ait 10 dk sicaklik uygulamalar1 kontrole gére CAT ve aktivitelerini onemli dlciide
artirirken (p<0.05), 30 dk uygulamasi 10 dk uygulamasindan daha diisiik diizeyde
kalmistir (Tablo 3.2. ve Sekil 3.2). Sicaklik uygulamalar1 CAT aktivitesini dnemli
Olciide tetiklemistir. Katalaz aktivitesi, kisa stireli 1s1 soku uygulamasi ile en fazla
olarak, nemli ve taban suyu bulunan ortamlarda yayilis gosteren Papaver pseudo-
orientale tiirtinde, bunu takiben de Papaver orientale tiiriinde indiiklenmistir.
Diger tiirlere gore nispeten daha kuru ve agik alanlarda yayilis gosteren Papaver
bracteatum tiiriinde ise artis oran1 daha diisiik gergeklesmis ve 30 dk 1s1 soku ise

kontrole gore fark olusturmamustir.

Is1 sokunu takiben bazi kilit antioksidant enzimlerin (siiperoksit dismutaz ve
katalaz) aktivitelerinde azalma oldugunu bildiren ¢ok sayida yayin vardir. Is1
sokunun antioksidant savunma mekanizmalarm1 bozdugu ve oksidan
konsantrasyonlarinda artisa neden oldugu bildirilmistir (Matters and Scandalios,
1986; Feierabend et al., 1992; Streb et al., 1993; Willekens et al., 1995; Foyer et
al., 1997; Polle, 1997). Is1 sokunun yeni enzim sentezini engelledigi ve katalazin
inaktivasyonunu artirdigini bildiren raporlar (Hertwig et al., 1992; Feierabend and
Dehne, 1996), elde ettigimiz bulgularla Ortlismemektedir. Buna karsin
bulgularimiz bitki antioksidant sisteminin bir parcast olan katalaz ve
peroksidazlarin, sicakligin neden oldugu oksidatif strese tepki olarak hizli bir
sekilde aktive edildigini bildiren verilerle uyumludur (Mathew and Morimoto,

1998; Mathew et al., 1998).

Kisa siireli sicaklik uygulamalari POD aktivitesini artirirken, uzun siireli
sicaklik uygulamasi POD aktivitesinin azalmasina neden olmustur (Tablo 3.3. ve
Sekil 3.3). Bu veriler, peroksidazlarin sicakligin neden oldugu oksidatif strese
tepki olarak hizli aktive edildigini (Mathew and Morimoto, 1998; Mathew et al.,
1998) ve misir bitkisinde sicaklik stresi altinda CAT ve POD aktivitesinin arttigini
bildiren raporlarla bagdagsmaktadir (Gong et al., 1998). Her ii¢ tiirde 10 dakika 1s1
soku uygulanmasi ile meydana gelen total ¢oziilebilir protein artis1 (3.1 ve Sekil

3.1), 1s1 soku stres tepkisinin ubiqutin-proteazom sistemi araciligiyla hiicresel
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olarak proteomlarin yikim ve kontroliinlin diizenlenmesi ile iliskili gériinmektedir

(Mathew and Morimoto, 1998; Mathew et al., 1998).

Calisilan 3 tiirde de gerek 10 dk gerekse 30 dk 1s1 soku uygulamalar1t APX
aktivitesinde kontrole gore Oonemli farklilik ortaya koymamistir (Tablo 3.4. ve
Sekil 3.4). Kontrolde en yliksek APX oranlar1 yine diger 2 tiire gére nispeten daha
kuru ve agik alanlarda yayilis gosteren Papaver bracteatum tiiriinde belirlenmistir.
Panchuk et al. (2002), akut sicaklik stresine tepki olarak APX aktivitesinin
azaldigini bildirmistir. Yang Ju vd., (2009) tiim hatlarda 1s1 stresine tepki olarak
benzer sekilde APX aktivitesinin azaldigini bulmuslardir. Calisilan tiirlerde APX
aktivitesindeki stabilite katalaz aktivitesindeki carpici indiiklenme ile baglantili
olabilir. APX iiretimi baskilanmis bitkilerin SOD, CAT ve GR iiretiminin, APX
tiretimindeki kayb1 karsilamak amaciyla indiiklendigi ve CAT iiretimi baskilanmig

bitkilerde ise, APX, GPX indiiklendigi bildirilmistir (Larkindale & Huang, 2004).

30 dk 1s1 soku uygulanan Papaver pseudo-orientale tiiriinde polifenol
oksidaz aktivitesi Onemli oranda artmasina ragmen diger tiirlerde Onemli
azalmaya neden olmustur (Tablo 3.5. ve Sekil 3.5). Papaver pseudo-orientale tiirii
diger 2 tiire gore en fazla nemli bolgelerde yayilis gosteren dolayisiyla stres
kosullarina en duyarh tiirdiir. Polifenol oksidaz ile son yapilan calismalar bu
enzimin sekonder metabolitlerde fenilpropanoid yolunun anahtar enzimlerinden
birisi olmas1 yani sira biyotik ve abiyotik stres kosullarinda 6nemli rol oynadigini
gostermektedir. Polifenol oksidaz enzimi baskilanan transgenik domates bitkileri
ile yapilan calismalarda su stresinin oksidatif zararlarindan korunmada ve
fotoinhibisyon ve fotooksidatif hasar olusumunda 1iyilesme goriildigi

belirlenmistir (Thipyapong et al., 2007).

Bu tez calismasinda, iilkemizde yayilis gdsteren Papaver cinsinin dnemli
tirlerinden Papaver pseudo-orientale, Papaver orientale ve Papaver bracteatum
tirlerinin 3 aylik fidelerinde 10 ve 30 dakika 40 °C’de yapilan 1s1 soku
uygulamalar1 ile iligkili olarak katalaz aktivitesinin carpic1 bigimde arttigi
belirlenmistir. Buna karsin, bitkisel materyalimizdeki katalaz ve peroksidaz
aktivitelerinin 10 dk ve 30 dk sicaklik uygulamalarindan farkli sekilde etkilendigi,

askorbat peroksidaz aktivitelerinde ise bir degisim olmadig1 belirlenmistir. Sonug
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olarak, bu ii¢ tiir icinde sicaklik stresiyle iligkili olarak, antioksidant enzim
metabolizmasinda katalazin etkin oldugu ve Papaver pseudo-orientale tiiriinde
belirledigimiz polifoenol oksidaz aktivitesindeki artis nedeniyle, bu bitkinin, 1s1
soku uygulamasinin sekonder sonucu olarak daha fazla oksidatif strese maruz

kaldigi ileri stiriilebilir.
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