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Oz: Bu calismamin amact, hiyar (Cucumis sativus L.) bitkisinin “Beith Alpha F1” adl ¢esidinin yiiksek sicaklik stresi (45 °C
ve 55 °C, 4 saat) altinda olusturdugu antioksidant cevaplarin arastirilmasidir. Hiyar bitkileri perlit iceren plastik saksilarda
Hoagland besin ¢ozeltisi ile sulanarak iklim dolabinda on giin boyunca yetistirilmistir. Yiiksek sicaklik uygulamasindan 24
saat sonra bitkiler hasat edilmistir. Hiyar bitkisinin kotiledonlarindaki klorofil-a, klorofil-b ve toplam klorofil miktari,
sicakligin artig1 ile birlikte dereceli olarak azalmistir. Hiyar kotiledonlarinda yiiksek sicaklikla indiiklenen siiperoksit
dismutaz aktivitesi, siiperoksit radikalinin etkili bir sekilde detoksifiye edildigini gostermektedir. Yiiksek sicaklik
kosullarinda kotiledonlardaki diisiik askorbat peroksidaz ve yiiksek glutatyon rediiktaz aktivitesi askorbat-glutatyon
dongiisiintin inhibe edildigini isaret etmektedir. Ancak yiiksek sicaklik stresi kotiledonlarda H2O> (hidrojen peroksit)
birikimine yol agmamistir. Yiiksek sicaklik stresi altinda kotiledonlardaki malondialdehit miktarinin azalmasi, membran
sistemlerinin kimyasal olarak hasar gérmedigini gostermistir. Buna gore, hiyar kotiledonlarinda yiiksek sicaklik stresi
etkisiyle siiperoksit radikali birikiminin gerceklesmedigi ve katalazin H»O. detoksifikasyonundan sorumlu enzim oldugu
sonucuna varilabilir. Ayrica hryar kotiledonlarindaki membran sistemlerinin yiiksek sicakligin etkisiyle fiziksel olarak zarar
gdrmiis olabilecegi soylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidant sistem, hiyar, Cucumis sativus, yiiksek sicaklik stresi, yliksek sicaklik toleransi

Antioxidant Responses of Cucumber (Cucumis sativus L.)
Plant to Heat Stress

Abstract: The aim of this this study is to study the antioxidant responses of cucumber (Cucumis sativus L.) cultivar, Beith
Alpha F1, under heat stress (45 °C and 55 °C, 4 hours). Cucumber plants were grown in plastic pots containing perlite in the
climate chamber for ten days and irrigated with Hoagland nutrient solution. Plants were harvested 24 hours after high
temperature application. The amount of chlorophyll-a, chlorophyll-b and total chlorophyll in the cotyledons of the cucumber
plant gradually decreased with the increase in temperature. Superoxide dismutase activity induced by high temperature in
cucumber cotyledons indicates that the superoxide radical is effectively detoxified. Low ascorbate peroxidase and high
glutathione reductase activity in cotyledons at high temperature conditions indicate that the ascorbate-glutathione cycle is
inhibited. However, heat stress did not lead to the accumulation of H20O2 in cotyledons. In addition, lower level of
malondialdehyde in the cotyledons showed that membrane systems were not chemically damaged under heat stress.
Accordingly, it could be concluded that superoxide radical accumulation did not occur in the cotyledons of cucumber and
catalase was the predominant H>O»-detoxifying enzyme under heat stress. In addition, membrane systems in cucumber
cotyledons may be physically affected by high temperature applications.
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1. Giris

Iklim degisikligine bagli olarak artan sicakliklar
diinya genelinde tarimsal verim i¢in ciddi bir tehdit
olusturmaktadir (Wang ve ark., 2018). Sicakligin
her on yilda 0.2 °C olmak {izere 2100 yilina kadar
1.8-4.0 °C artis gosterecegi tahmin edilmektedir
(Sehgal ve ark., 2016). Yiksek sicaklik stresi
genellikle; bitki biliylime ve gelismesinde geri
doniisiimsiiz hasarlara neden olmaya yetecek bir
siire boyunca, belirli bir esik degerinin iizerindeki
sicaklik  kosullarinin  hakim olmast seklinde
tanimlanmaktadir (Wahid ve ark., 2007). Artan
gida ihtiyaci ve kiiresel 1sinma nedeniyle ortaya
¢ikan tarimsal verim kayiplari, gida giivenliginin
acil  bir sekilde iyilestirilmesi  gerektigini
gostermektedir (Abdelrahman ve ark., 2017). Bu
nedenle  bitkilerin  yiiksek  sicakliga  karsi
olusturduklart  fizyolojik,  biyokimyasal  ve
molekiiler cevaplarin  arastirtlmasi  oldukca
onemlidir.

Yiiksek sicaklik stresinin bitki metabolizmasi
uzerindeki  etkisi; maruz kalman  sicaklik
derecesine, maruz kalma siiresine ve sicakligin
artis hizina bagl olarak degisiklik gostermektedir
(Wahid ve ark.,, 2007). Oldukca yiksek
sicakliklarda hiicresel organizasyonun bozulmasi
nedeniyle dakikalarla ifade edilebilecek kadar kisa
bir siire i¢inde dnemli metabolik hasarlar ve hiicre
6liimleri meydana gelebilir (Schoffl ve ark., 1999).
Daha diisiik sicakliklarda hiicresel hasarlarin veya
Olimiin meydana gelmesi igin bitkinin maruz
kalma siiresinin uzun olmasi gerekir. Yiiksek
sicakligin  bitkiler iizerindeki direkt etkileri
arasinda; protein denaturasyonu ve agregasyonu,
protein  sentezinin ve enzim  aktivitesinin
inhibisyonu, membran akiskanliinin artmasi, ve
membran biitiinligiiniin bozulmasi sayilabilir. Bu
hasarlar biiyiimenin inhibisyonu, ¢esitli toksik
bilesiklerin ve aktif oksijen tirlerinin (AOT)
olusumu ile sonuglanir (Schoffl ve ark., 1999).

Aerobik metabolizmanin kagmilmaz bir sonucu
olarak bitki hiicrelerinde hidrojen peroksit (H203),
stiperoksit radikali (O,7), hidroksil radikali (OH")
ve tekli uyarilmis oksijen ('O2) gibi aktif oksijen
tiirleri stirekli tiretilmektedir. Ozellikle
kloroplastlarin aktif oksijen tiirlerinin en fazla
iiretildigi organeller oldugu bilinmektedir (Asada,
2006). Bunun sebebi fotosistem II’nin (FS-II)
yapisindaki eksitasyon enerjisi transferinin ve
elektron taginim reaksiyonlarinin, yiiksek sicaklik
da dahil birgok abiyotik ve biyotik stress faktorii
etkisiyle inhibe edilmesidir (Suzuki ve ark., 2012).
Ornegin 'O, eksitasyon enerjisinin transferinin
inhibisyonu; H>O; ile O,” ve OH~ radikalleri ise

icermeyen  ideal  kosullar  altinda  bitki
dokularindaki aktif oksijen tiirlerinin olusum ve
detoksifikasyon hizlar1 arasinda bir dengenin
bulundugu bilinmektedir (Dogru, 2019). Ancak
abiyotik ve biyotik stres faktdrlerine maruz kalan
bitkii hiicrelerinde aktif oksijen tiirlerinin olusum
hizinda artis meydana gelmektedir. Bu durumda
bitki hiicrelerinde birikim gosteren aktif oksijen
tirleri;  lipid  peroksidasyonu,  proteinlerin
oksidasyonu, enzimlerin inhibisyonu, karbohidrat
ve niikleik asitlerde yapisal problemler ortaya
¢tkmaktadir. Stres siiresinin uzamasi ve siddetinin
artmast durumda ise duyarli bitki tiirlerinde doku
6limleri meydana gelebilmektedir. Ancak bitkiler
hem  aktif oksijen tlirlerinin  olusumunu
siirlandiran hem de olugan aktif oksijen tiirlerini
detoksifiye eden etkili bir antioksidant sisteme
sahiptir. Siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat
peroksidaz (APOD), glutatyon rediiktaz (GR),
guaiacol peroksidaz (GPOD) ve katalaz (KAT) bu
sistemin enzimatik bilesenlerini olusturmaktadir
(Czarnocka ve Karpinski, 2018). Askorbik asit (C
vitamini), karotenoidler, glutatyon ve a-tokoferol
(E vitamini) ise enzimatik olmayan bilesenlerdir
(Agati ve ark., 2012). Farkli stres kosullar1 altinda
hiicresel antioksidant mekanizmada meydana gelen
degisimler konusunda bir¢ok arastirma yapilmistir.
Stres kosullar1 altinda antioksidant etkinligini
arttirabilen bitki tiirlerinin genellikle strese daha
dayanikli olduklar1 kabul edilmektedir (Dogru ve
Cakirlar, 2020a ve 2020b). Bu nedenle stresli
kosullarda antioksidant sistemin aktivasyonu hem
tarimsal verimlilik hem de bitkinin canliligmi
korumasi bakimindan oldukg¢a énemlidir.

Bu calismanin amaci, hiyar (Cucumis sativus
L.) bitkisinde yiiksek sicaklik stresine karsi
olusturulan fizyolojik cevaplarla bazi antioksidant
enzimler arasindaki olasi etkilesimlerin
incelenmesidir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Biiyiime kosullar1 ve deneysel plan

Aragtirmada hiyar (C. sativus L.) bitkisine ait
“Beith Alpha F1” ¢esidi kullanilmig olup, bu
¢eside ait tohumlar 10 dakika boyunca % 5°lik
sodyum hipoklorit icerisinde sterilize edilmistir.
Distile su ile yikandiktan sonra perlit igeren 14 cm
capindaki her plastik saksiya ikiser tohum ekilmis
ve '» oraninda sulandirilmis Hoagland besin
¢ozeltisiyle sulanmistir (Hoagland, 1920). Saksilar
200 pmol foton m?2 s 1s1k yogunlugu, 25/18 °C
giindliz/gece  sicakligina, 16:8 saat saatlik
giindiiz:gece fotoperiyoda ve % 40-50’lik oransal
neme sahip olan iklim dolabma yerlestirilmistir.

elektron tagmiminin  inhibisyonu sonucunda  Hiyar fidelerine on gij.n sonra 4 saat boyunca
olugmaktadir (Pospisil ve Prasad, 2014). Stres yliksek sicaklik stresi (45 °C ve 55 °C)
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uygulanmistir. Biyokimyasal analizlerde
kullanilacak olan kotiledon ornekleri sivi azotta
soklandiktan sonra analizlere kadar -80 °C’lik
derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

2.2. Fotosentetik pigment analizi

Fotosentetik pigment ekstraksiyonu kotiledon
parcaciklart  kullanilarak % 100’liik  aseton
icerisinde yapilmustir. Oziitler 10000 g ve 4 °C’de
10 dakika santrifiij edildikten sonra, absorbans
degerleri Shimadzu mini 1240 UV visible
spektrofotometre kullanilarak 470, 644.8 ve 661.6
nm’de 6l¢iilmiistiir. Klorofil-a, klorofil-b, toplam
klorofil ve toplam karotenoid  miktarlari
Lichtenthaler (1987)’ye gore mg g taze agirhk
olarak hesaplanmuistir.

2.3. Malondialdehit (MDA) ve hidrojen peroksit
(H202) analizi

MDA ve H>O, miktar1 sirasiyla Heath ve
Packer (1968) ve Ohkawa ve ark. (1979)’a gore
belirlenmistir. Taze kotiledon materyali (0.1 g) 6
mL % 5’lik TCA (trikloro asetik asit) ile
homojenize edildikten sonra, 10000 g’de 15 dakika
santrifiijlenmis ve iist fazlar toplanmugstir. Ust faz
(0.5 mL), 0.5 mL 0.1 M Tris-HCI (pH 7.6) ve 1
mL TCA-TBA (tiobarbitiirik asit) ile karigtirilmis
ve bir saat boyunca 95 °C sicakligindaki sicak su
banyosunda bekletildikten sonra buz banyosunda
hizla sogutulmustur. Santrifiij islemi 10000 g’da 5
dakika boyunca gergeklestirilmis ve {iist fazlarm
absorbsiyonu spektrofotometre yardimiyla 532 ve

600 nm’de Dbelirlenmisti. MDA  miktari
ekstinksiyon  katsayist (155 mM'  cm™)
kullanilarak nmol g!' taze agihk olarak

hesaplanmistir. H,O» miktarinin belirlenmesi i¢in
0,5 mL {ist faz ile 0.5 mL 0,1 M Tris-HCI (pH 7.6)
ve 1 mL 1 M potasyum iyodiir (KI) karistirilmis ve
karisimin absorbans degeri 90 dakika sonra 390
nm’de Olciilmiistiir. H>O> miktar1 standart grafik
yardimiyla nmol g! taze agirlik olarak
hesaplanmustir.

2.4. Antioksidant enzim aktiviteleri

Kotiledon orneklerinin protein
konsantrasyonlari, Bradford metoduna (Bradford,
1976) gore sigir serum albiimini (BSA) standard:
kullanilarak belirlenmistir.

Toplam siiperoksit dismutaz (SOD; 1. 15. 1. 1)
aktivitesi Beyer ve Fridovich (1987)’e¢ gore
belirlenmistir. Yaklagitk 0,3 g taze kotiledon
dokusu, sivi azotla 6giitilmiis ve 1.5 mL, 100 mM
K-PO4 (pH 7.0), % 2’lik polivinilpirolidon (PVP)
ve 1 mM Na,EDTA igeren ekstraksiyon ¢ozeltisi
ile homojenize edilmistir. Homojenat, 14000 g ve
4 °C’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Son hacim
1030 pL olacak sekilde 100 mM K-PO4 tamponu

(pH 7.8), 9.9x10° M metionin, 5.7x10° M
nitroblue tetrazolyum (NBT), % 1’lik triton-X-100
ve enzim karigtimindan olusan bir reaksiyon
cozeltisi  hazirlanmistir. Reaksiyon 0.9 pM
riboflavin ilavesi ile baglatilmis, bu karigim 15
dakika boyunca 375 umol m? s! siddetinde 1518a
maruz birakildiktan sonra 560 nm’de absorbans
degerleri belirlenmistir. Toplam SOD aktivitesi (U
mg protein') daha 6nce hazirlanmig olan standart
grafikten faydalanarak hesaplanmistir.

Toplam askorbat peroksidaz (APOD; 1. 11. 1.
11) aktivitesi Wang ve ark. (1991)’'na gore
belirlenmistir. Yaklastk 0.3 g taze kotiledon
dokusu, siv1 azotla ¢giitilmis ve 1.5 mL, 50 mM
Tris-HCI (pH 7.2), % 2’lik PVP, 1 mM Na,EDTA
ve 2 mM askorbat iceren ekstraksiyon c¢ozeltisi ile
homojenize edilmistir. Homojenat, 12000 rpm ve
4 °C’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Son hacim
1000 pL olacak sekilde 50 mM K-PO4 tamponu
(pH 6.6), 2.5 mM askorbat, 10 mM H,O, ve 100
pg protein igeren enzim karigimindan olusan
reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir.  Reaksiyon,
H,O>’in  eklenmesiyle baslatilmistir.  Askorbat
konsantrasyonundaki azalma, spektrofotometrede
290 nm’de yapilan okumalarla enzim 0ziitii
icermeyen  reaksiyon ¢ozeltisine  karsilik
kaydedilmistir. APOD aktivitesi (nmol askorbat
dk'mg protein™), askorbatin ekstinksiyon katsayisi
kullanilarak  reaksiyonun baglangic  hizindan
hesaplanmustir.

Toplam glutatyon rediiktaz (GR; 1. 8. 1. 7)
aktivitesi Sgherri ve ark. (1994)’na gore
belirlenmistir. Yaklastk 0,3 g taze kotiledon
dokusu, s1v1 azotla 6giitilmiis ve 1.5 mL, 100 mM
K-PO4 (pH 7.0), % 2’lik PVP ve 1 mM Na,EDTA
iceren ekstraksiyon c¢ozeltisi ile homojenize
edilmistir. Homojenat, 14000 rpm ve 4 °C’de 20
dakika santrifiij edilmistir. Son hacim 1000 pL
olacak sekilde 100 mM K-PO4 tamponu (pH 7.8),
2 mM NaEDTA, 0.5 mM okside glutatyon
(GSSG), 0.2 mM NADPH ve 100 pg protein
iceren enzim karisimindan olusan reaksiyon
¢ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon, nikotin adenin
amid dintikleotid fosfat (NADPH) 1n eklenmesiyle
baslatilmistir. Enzim aktivitesi spektrofotometrik
olarak 340 nm’de yapilan okumalarla 6l¢iilmiistiir.

Diizeltme, NADPH yoklugunda GSSG
oksidasyonu ile yapilmistir. GR aktivitesi (nmol
NADPH dk'mg  protein?),  NADPH’m

ekstinksiyon katsayisi kullanilarak reaksiyonun
baslangi¢ hizindan hesaplanmuistir.

Toplam katalaz (KAT; 1. 11. 1. 6) aktivitesi
Aebi (1984) tarafindan bildirilen yonteme gore
belirlenmigtir. Kotiledonlarin ekstraksiyonu 100
mM KH,POs; (pH 7.5) ve NaEDTA igeren
siispansiyon ¢ozeltisi kullanilarak
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gerceklestirilmistir. Oziitler 20 dakika boyunca
15000 g’da 4 °C de santrifiij edilmis ve iist fazlar
enzim aktivitesi Olgiimlerinde kullanilmak iizere
toplanmistir. Son hacim 3 mL olacak sekilde 0.05
mL iist faz, 1.5 mL fosfat tamponu (100 mM, pH
7.0), 0.5 mL H,O; ve 0.95 mL distile sudan olusan
reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Enzim aktivitesi
spektrofotometrik olarak 240 nm’de yapilan
okumalarla Ol¢iilmiistiir. Katalaz aktivitesi (nmol
H,0, dk'mg protein') H>O,’in ekstinksiyon
katsayis1  kullanilarak reaksiyonun baslangig
hizindan hesaplanmustir.

2.5. istatistik analizler

Biyolojik olarak ii¢c bagimsiz tekerriirden elde
edilen verilerin aritmetik ortalama ve standart
hatalar1 hesaplanmig; daha sonra verilere SPSS
22.0 paket programi kullanilarak, istatistiki
varyans analizi (ANOVA) uygulanmistir. Her bir
bagimsiz degisken i¢in uygulamalarin kontrole
gore neden oldugu farkin 6nem kontrolii % 5

diizeyinde Duncan testi ile hesaplanmistir
(Yurtsever, 1984).

3. Bulgular ve Tartisma

Klorofil molekiilleri  kloroplastlarin  tilakoid
membranlarinda  yerlesim  gosteren ve 151k
enerjisini  absorblayarak  elektron  taginim
reaksiyonlarint  baslatan  temel fotosentetik

pigmentlerdir (Wang ve ark., 2018). Normal
biiyiime kosullarinda bitki yapraklarindaki klorofil
miktarinin, bu  molekiillerin  sentezi  ve
pargalanmasi arasinda bir denge bulundugu igin,
hemen hemen sabit oldugu bildirilmistir
(Hortensteiner, 2006; Wang ve ark., 2018). Ancak
yiksek sicaklik da dahil olmak iizere, bitkiler
herhangi bir c¢evresel stres faktoriine maruz
kaldiginda  ¢ogunlukla klorofil ~miktarindaki
azalma nedeniyle yapraklarda senesens ve klorosis
gibi semptomlarin ortaya ¢iktigi ileri strilmiistir
(Rossi ve ark., 2017). Bu verilere uygun olarak
arastirmada 45 °C ve 55 °C’lik yiiksek sicaklik
uygulamalart sonucunda hiyar kotiledonlarindaki
klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve toplam
karotenoid miktarmin sicaklik artigi ile birlikte
diizenli bir sekilde azaldig1 gdzlenmistir (Tablo 1).
Yiiksek sicaklik stresi ile klorosis olaymin
indiiklendigi soya (Djanaguiraman ve ark., 2011),
sorgum (Djanaguiraman ve ark., 2014) ve bugday
(Akter ve Islam, 2017) bitkilerinde de
gozlenmistir. Ancak bitkilerde yiiksek sicaklik
stresine maruz kalma boyunca yaprak senesensinin
regiilasyonundan  sorumlu olan mekanizma
hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Yapilan bir
caligmada, yiiksek sicaklik uygulamasi sonucunda
klorofillaz ve klorofil pargalayan peroksidaz

Tablo 1. Yiksek sicaklik uygulamalarinin hiyar
kotiledonlarindaki fotosentetik pigment miktar1 (mg
g’! taze agirlik) iizerine etkisi”

Parametreler Kontrol 45 °C 55°C

Klorofil-a 1.0940.1a 0.96+0.1 b 0.70+0.1 ¢
Klorofil-b 0.48+0.1 a 0.40+0.0b 0.32+0.1 ¢
Toplam klorofil ~ 1.57+0.1a 1.36£0.1b 1.02+0.1 ¢
Toplam karotenoid 0.47+0.1 a 0.36+0.1b 0.3240.1 ¢

": Aym satirdaki farkli harfler ortalama degerlerin istatistiksel olarak
p<0.05 seviyesinde farkli oldugunu géstermektedir.

enzimlerinin aktivitelerinin artis gdsterdigi ve
sonucta klorofil miktarinin belirgin  derecede
azaldig1 ortaya ¢ikarilmistir (Wang ve ark., 2018).
Agrostis  stolonifera  Dbitkisinde yapilan  bir
arastirmada  yliksek sicaklik uygulamalarmin
klorofil sentezinden sorumlu olan enzimlerin
aktiviteleri tizerinde etkili olmadigt ancak
klorofilin parcalanmasini1 saglayan reaksiyonlari

katalizleyen  enzimlerin  aktivitelerinin  artis
gosterdigi bildirilmistir (Rossi ve ark., 2017). Bu
durumda calismada kullanilan hiyar

kotiledonlarinda yiiksek sicaklik uygulamalari
sonucunda klorofil pigmentlerinin pargalanma
hizinin arttig1 sdylenebilir. Ayrica bazi arastiricilar
da yiiksek sicaklik stresi altindaki bitkilerde
gozlenen klorofil par¢alanmasinin bir savunma
mekanizmasi olabilecegini bildirmistir (Ginsburg
ve ark., 1994; Hortensteiner, 2006, 2009). Hu ve
ark. (2020), yiiksek sicaklik stresi kosullarinda
meydana gelen klorofil pargalanmasinin yakalanan
151k enerjisi miktarini azalttigini ve bu enerjinin
kullanilamamasi sonucunda fotosentetik birimlerin
zarar gorme olasiligini azalttigini belirtmislerdir.

Karotenoidler ~ tekli  uyarilmis  oksijen
radikalinin  olusumunu engelleyen ve gl
uyarilmis klorofil molekiillerinin

detoksifikasyonundan sorumlu olan, antioksidant
sistemin enzimatik olmayan bilesenlerinden biri
olarak  kabul edilmektedir (Trebst, 2003).
Hashimoto ve ark. (2016) karotenoidlerin, klorofil
molekiillerinin fotooksidasyonundan korunmasini
saglayan pigmentler oldugunu belirtmislerdir.
Kumar ve ark. (2020) ise yiiksek sicaklik stresine
toleransli olan nohut ¢esitlerinin yapraklarindaki
klorofil ve karotenoid pigmentlerinin miktarinin
yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Bu ¢alismada
45 °C ve 55 °C’lik yiiksek sicaklik uygulamalari
hiyar  kotiledonlarindaki  toplam  karotenoid
miktarinin azalmasina yol agmistir (Tablo 1). Ayni
zamanda hiyar kotiledonlarindaki klorofil ve
karotenoid pigmentlerinin miktar1 arasinda pozitif
bir korelasyon belirlenmistir. Bu durumda hryar
kotiledonlarindaki klorofil pigmentlerinin yiiksek
sicaklik stresi etkisiyle fotooksidasyona ugradigi
ve karotenoidlein bu konuda koruyucu bir etki
sergilemedigi soylenebilir.
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Yiiksek sicaklik stresinin bitki
metabolizmasinda  neden  oldugu  olumsuz
etkilerden biri de, cesitli aktif oksijen tiirlerinin
olusum hizin1 artirarak bitki iizerinde sekonder
olarak oksidatif strese yol a¢cmasidir (Wahid ve
ark., 2007). Bitki dokularinda birikim gostermeye
baslayan aktif oksijen tiirleri de membran
lipidlerinin ve pigment molekdllerinin
peroksidasyonuna neden olmaktadir (Xu ve ark.,
2006). Kloroplastlarda ve mitokondrilerde siirekli
olusturulan O~ radikalleri, bir metaloenzim olan
stiperoksit  dismutaz enziminin katalizledigi
reaksiyonla  detoksifiye  edilmektedir.  Bu
reaksiyonun iiriinii olan H»O, ise, askorbat-
glutatyon donglisiiniin  enzimatik  bilesenleri
arasinda yer alan APOD ve GR ile su ve oksijene
kadar pargalanmaktadir (Dogru ve Cakurlar,
2020a). Bu dongiide APOD direkt olarak H>O,’yi
pargalarken, GR de bu reaksiyonun gergeklesmesi
icin gerekli olan elektronlart saglamaktadir (Dogru
ve Cakirlar, 2020b). Gelismis bitkilerde H»>O,’in
detoksifikasyonundan birinci derecede sorumlu
olan enzim APOD olmasina ragmen, KAT enzimi
de aymt  substratin  dekompozisyonundan
sorumludur. Caligmada 45 °C ve 55 °C’lik yiiksek
sicaklik  stresine  maruz  bwrakilan  hiyar
kotiledonlarinda toplam SOD aktivitesi kontrole
gbre artig gostermistir  (Tablo 2). Bu sonug

calismada kullanilan hiyar kotiledonlarinda yiiksek
sicaklik  stresi  altinda  etkili  bir  Oy”
detoksifikasyonunun gerceklestigini ve H»O»
olusumunun gerceklestigini gostermektedir. Hiyar
kotiledonlarindaki  APOD  aktivitesi  yiiksek
sicaklik uygulamalar1 sonucunda azalirken, GR
aktivitesi artis gostermistir (Tablo 2). Bu sonug
yiiksek  sicaklik  stresinin  askorbat-glutatyon
dongiisiinii inhibe ettigini gostermektedir (Dogru,
2020). Yiiksek sicaklik kosullarinda (45 °C ve
55 °C) hiyar kotiledonlarindaki ~ APOD
aktivitesinin azalmasi ayni zamanda bu enzimin
yiiksek sicakliga yapisal olarak duyarli oldugunu
da gosteriyor olabilir. Ancak ¢aligmada ayni stres
kosullarinda hiyar kotiledonlarindaki H,O» miktari
azalmis, KAT aktivitesi ise artmistir (Tablo 2). Bu
sonuclar hiyar kotiledonlarinda yiiksek sicaklik
stresi kosullarinda H>O,’in detoksifikasyonundan
sorumlu olan enzimin KAT oldugunu agikca
gostermektedir. Bitki dokularindaki MDA birikimi
hiicresel membranlarda meydana gelen lipid
peroksidasyonunun bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Dogru, 2020). Calismada hiyar
kotiledonlarindaki MDA miktar1 yiiksek sicaklik
uygulamalari sonucunda azalmistir (Tablo 2). Bu
sonu¢ hiyar kotiledonlarindaki yiiksek sicaklik
uygulamalari sonucunda hiicresel membranlarda
kimyasal bir hasarin meydana gelmedigini

Tablo 2. Yiiksek sicaklik uygulamalarinin hiyar kotiledonlarindaki H,O, ve MDA miktar ile SOD, APOD, GR

ve KAT aktivitesi iizerine etkisi"

Parametreler Kontrol 45 °C 55°C

H202 (nmol g) 494+10a 4.99+0.7 a 4.85+0.50 b
MDA (nmol g) 17.1#15a 14.7+2.5b 14.5+£3.00 ¢
Toplam SOD (U mg™) 0.90£1.0 c 1.61+£1.0b 2.53+0.03 a
Toplam APOD (nmol ask dk™' mg prot™) 241420 a 19.541.0b 18.9+2.00 ¢
Toplam GR (nmol NADPH dk™! mg prot™) 0.78+0.5 ¢ 1.1440.1b 2.06+0.10 a
Toplam KAT (nmol H,O, dk"'mg protein™) 1.4440.7 ¢ 525412 a 4.15+1.0b

*: Aym satirdaki farkl1 harfler ortalama degerlerin istatistiksel olarak p<0.05 seviyesinde farkl oldugunu gostermektedir.

gosteriyor olabilir. Ancak yapilan bazi calismalar  kotiledonlarinda fotosentetik pigment
yiksek sicaklik stresi etkisiyle kloroplastlardaki — metabolizmasini olumsuz etkiledigini gdstermistir.
tilakoid membranlariin organizasyonunun  Uygulanan yiiksek sicaklik stresinin  hiyar

bozuldugunu, grana kiimelerinin sistigini veya
pargalandigint ve FS-II birimlerinden pigment
molekiillerinin  ayrildigin1  ortaya  ¢ikarmistir
(Karim ve ark., 1997; Zhang ve ark., 2005). Buna
gore ¢alismada uygulanan yiiksek sicaklik stresinin
hiyar kotiledonlarindaki membran sistemlerinde
fiziksel olarak hasarlar olusturmus olmasi da
miimkiindiir. Nitekim yiiksek sicaklik stresi altinda
gozlenen pigment kayiplart da bu fikri destekler
niteliktedir.

4. Sonuclar

Calismadan elde edilen sonuclar, 45 °C ve 55
°C’lik yiiksek sicaklik uygulamalarinin  hiyar

kotiledonlarinda  askorbat-glutatyon dongiisiinii
inhibe ettigi, H>O, detoksifikasyonu konusunda
KAT enziminin 6n plana ¢iktigr goriilmiistiir.
Bunun disinda yiiksek sicaklik uygulamalar
sonucunda hiyar kotiledonlarinda MDA miktarinin
sicakligin artigina bagl olarak azalmasi membran
sistemlerinde kimyasal bir hasarin olusmadigini
gostermistir.
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