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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

YEM BEZELYESI (Pisum sativum arvense L.) GENOTIPLERININ, PROLIN
ICERIGINE VE ANTIOKSIDAN ENZIiM AKTIiVITESINE BAGLI OLARAK
SOGUGA KARSI DIiRENCINiN BELIRLENMESI

Onur Recep YIGIT

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsu
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Ismail BEZIRGANOGLU

Bezelye (Pisum sativum arvense L.), diinya c¢apinda baslica ticari yem
bitkilerinden biridir ancak verimi soguk stres nedeniyle soguga karsi direnci ile
stnirhdir. Bu calismada, farkli 31 bezelye genotipinin soguga direng tepkisini, soguk
stres altinda test edilmistir. Bezelye bitkileri, deneylerden 10 giin 6nce sicaklik
kontrollii bir serada (25/15 °C) tohumlardan yetistirilmistir. Soguga direngli ve soguga
duyarl hatlar, g¢esitler farkli termal analiz degerleri kullanilarak secilmistir. Ayrica
antioksidan enzimlerinin (askorbat peroksidaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz)
aktivitesindeki degisimlerin, serbest prolin igerigindeki degisimlerin ve soguga direncin
% 50 oraninda yapraklarda olime neden olan oldiriicii sicaklik (LTsp) ile iliskisi
arastiritlmistir. Soguk aklimasyon ve aklimasyon olmayan kosullarda ii¢ 1slah hatti
secilmistir. Proline igerigi, aklimasyon olmayan kosullara kiyasla, soguk aklimasyonda
bulunan yapraklarda kademeli olarak artmistir. Soguk aklimasyon Askorbat Peroksidaz
(APX), Stperoksit Dismutaz (SOD) ve Katalaz (CAT) aktivitelerini gelistirmistir.
Enzim aktiviteleri ile soguga karsi direnci arasindaki en yiiksek korelasyon 19 islah
hattinin yaprak oOrneklerinde SOD, APX ve CAT durumunda goézlenmistir. Elde
ettigimiz sonuglar, LTso'nin soguk aklimasyonda prolin igerigi ve antioksidan enzim
aktiviteleriyle yakindan iliskili oldugunu gostermistir.

2018, 48 sayfa

Anahtar Kelime: Bezelye, Soguga Dayaniklilik, Oliimciil Sicaklik, Enzim Aktivitesi



ABSTRACT
MASTER THESIS

DETERMINATION COLD STRESS RESISTANCE AND THE ANTIOXIDANT
ENZYME SYSTEM IN PISUM SATIVUM ARVENSE L.

Onur Recep YIGIT

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Asst. Prof. Dr. [smail BEZIRGANOGLU

Pea (Pisum sativum arvense L.) is one of the major commercial forage all over
the world, but its yield is restricted by cold stress due to cold sensitivity. In this study,
the response of 31 pea genotypes with different cold resistance was tested under cold
stress. Pea plants were cultivated from seeds in a temperature-controlled greenhouse
(25/15 °C) for 10 days prior to experiments. Cold-resistant and cold-sensitive lines and
cultivars were selected using values of different thermal analysis. In addition, alterations
in the activity of antioxidant enzymes (Ascorbate peroxidase, catalase and superoxide
dismutase), free proline content and their relation to LTso (lethal temperature causing
fifty percent damage) with cold resistance were investigated, and three breeding lines
were selected at cold acclimation and non-acclimation conditions. Proline content
gradually increased at cold acclimation compared to those leaves at non-acclimated.
Cold acclimation improved the activities of APX, SOD and CAT. The highest
correlation between enzyme activities and cold resistance was observed in the case of
SOD, APX and CAT of 19 breeding lines’ leaves. Our results indicated LTsp as closely
related to proline content and antioxidant enzyme activities at cold acclimation.

2019, 48 pages
Keywords: Pea, Cold resistant, Lethal Temperature, Enzyme Activity
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1 Soguga Dayamkhhk

Sicaklik dogal bitki familyasinin diinya iizerindeki normal dagilisinda etkin rol
oynayan faktorlerden biridir. Bitkilerin ¢ogu kendi kalitsal ozellikleri dogrusunca
varliklarim  siirdiirebilmek  icin  genellikle simir  dereceleriyle  yliz  yiize
gelebilmektedirler. Diinya genelinde karaya ait alanin neredeyse % 25°lik bolimi 15
°C’den fazla sicaklik goriilen ve donmanin olumsuz etkileri yoniinden giivenilir olan
alanlardan meydana gelmektedir. Bunun disindaki alanlarda belirli zaman araliklarinda
sicakligin 0 °C’den az olmasi sebebiyle bilhassa duyarli bitkilerde hasar
olusabilmektedir (Sakai and Larcher 1987; Scebba et al. 1998; Zhao 1998; Pearce 1999;
Vagujfalvi et al. 1999; Pearce 2001; Szalai et al. 2001; Puhakainen 2004).

Soguk stresin Onemi bitkilerin tiretimindeki yeri artmis ve arastirmacilar
calismalarinda detayl bir sekilde bu konuyu islemeye baglamistir. Bununla ilgili olarak
bitkilerde soguga karsi direncin kazanilmasi i¢in geleneksel i1slah ya da molekiiler
tekniklerle alakali olarak olduk¢a c¢esitli bitkilerde incelemeler yapilmistir ve
incelemeler stirdiiriilmektedir (Szalai et al. 2001). Bitkilerin igerisinde donemsel soguga
dayaniklilik agisindan farkliligin olusmasi, donmaya dayaniklilik mekanizmasinin
aydinlanmasin1 kompleks bir durum olarak ortaya ¢ikmistir. Orta Avrupa ¢amlarinda
yaz aylarinda -10 °C’lik sicaklik bitki yapraklarimin yasaminin son bulmasina sebep
olurken kis aylarinda disik sicaklik  derecelerinde  hayatlarim1  devam
ettirebilmektedirler (Grene 2002; Beck et al. 2004). Turunggil, kishk tahillar, patates,
yapragini doken meyve agaclart ve kimi sebzeler 2 °C gibi donmaya karst direng
olusturulabilirlerse tim bu iriinlerin hasatlarinda kayda deger bir artis olacaktir. Aksi
halde toplam verimde kayda deger diisiisler meydana gelecektir. Ornegin, diinya
sicakliginin 1 °C diismesi, piring iiretiminin % 40’a varan diisiisiine sebep olacaktir
(Pearce 1999). Atmosfer sicakligindan bitkilerin dokusu etkilenir, bitki dokusunu iki
sekilde etkilemektedir. Birincisi, bitki metabolizmasinda degisimlere yol agan
enzimlerin katalizledikleri reaksiyon oranlari ve aktiviteleri degismektedir. Ikincisi ise
cok fazla sicakliklar bitkilerde hasara yol agmaktadir. Cok yiiksek sicaklik kosullarinda
yasamini siirdiirebilme problemi, makro molekiil igerigi, hiicrelerin yap1 olarak ve

islevsel biitiinliigiiniin stirdiirebilmesi ile iliskilidir.

1



1. GIRIS

Hayvan organizmalarindan ayri bir bicimde karada yagamini siirdiiren bitkiler,
kotii ortam kosullarindan sakinmak ve uzak durmak adina konumlarini degistiremezler.
Bundan dolay1 bitkiler olagan dis1 doga kosullarina karsi, varliklarini idame ettirmek
icin fizyolojik ve biyokimyasal taktikler uygulamak zorunda kalirlar. Bundan &tiirii
bitkiler degisken zaman araliklarinda kotii sartlara karst uyum saglamaktadirlar. (Nilsen
and Orcutt 1996). Yiiksek sicakligin etkisi ile meydana gelen kuraklik, diisiik sicakligin
etkisi ile meydana gelen donlar bitkilerin yasamlarini devam ettirmelerini ve evrimlerini
tetikleyen temel stres etmenlerindendir. Bitkilerde stres kosullarina adaptasyon iki
bicimde olugmaktadir. Bunlar; 1. Avoidans (mevcutta yer alan stres etmenini diisiirme
ya da Oniine gegme vasfidir), 2. Tolerans (hasara ugramadan ya da biraz hasar ile strese

ragmen yasamini siirdiirebilme vasfidir).

[liman iklim alanlarindaki ¢cogu bitki cesidi belirli bir vakit donma derecelerinde
bulunmayan diisiik sicakliklara karsi karsiya gelerek don zararina ragmen adaptasyon
olusturabilmektedir. Bu kompleks dayanim asamasi, soguk aklimasyonu ya da soguga
adaptasyon agamasi olarak nitelendirilebilir. Soguk aklimasyon asamasinda, bitkiler don
stresinden kacinmak ya da dayanim olusturmak adina cesitli metodlar olusturmaktadir.
Bunlar lipit bilesiminde, enzim aktivitelerindeki farkliliklar, seker ve amino asit
ihtivasindaki degisimler, bir takim proteinlerin seviyelerinde ve gen ekspresyonunda

farkliliklar bi¢iminde dile getirilmektedir (Howarth and Ougham 1993; Burke 1995).

Bitkilerde soguga karsin direncin adaptasyon isleyisi birka¢ etmenin tetikledigi
kompleks bir kosuldur. Bundan dolay1r bu durumu kesfetmek adina birkac¢ kayda deger
etmene yogunlasarak arastirilmalidir. Ilk olarak hiicre igi ve hiicreler arasi don
olusumunun isleyisi, don olusumundan 6nce ve bu asamada dokudaki nem ve kuru
madde ihtivasindaki farklilik, lipitler, protein, baz1 amino asitler, antioksidant enzimler,
makro ve mikro besin elementlerindeki farkliliklarin arastirilmasinin  ehemmiyet

kazanacagi tasavvur edilmektedir.

Abiyotik stres cevresel olarak tanimlanir, iiretkenligi ve verimi optimum
seviyenin altina diisiirtir. Diisiik sicaklik, diinyanin birgok bdlgesinde 1slah gelisimini ve
bitkisel vejetatif olarak iiretimini etkileyen 6nemli abiyotik stres faktorlerinden biridir.

Bitkiler karmagsik organizmalardir. Dondurucu sicakliklara karsi korunmada



1. GIRIS

yeteneklerini genis 6l¢iide degistirirler. Soguk stresin, bitki gelisimine etkisi hakkinda
kesin bir sey belirtmek zordur (Lewitt 1980). Donma bitkiler igin Oliim olarak
tanimlanir ya da soguk stresten dolayr canli bitki hiicrelerinin biiylimesine ve
farklilasmasina zarar verir. Ancak siiper sogutma ile siviyr katilasmasina engel olacak
sekilde donma derecesinin altinda sogutarak soguk hasara karsi kaginma mekanizmasi
vardir, diisiik sicakliklara maruz kalan bitkilerde. Bitkilerin siiper sogutma derecesi
normal ¢evre kosullarda bitki dokusunun buz-¢ekirdeklenme yetenegine baglidir. Siiper
sogutma Ozellikle dona maruz kalan bitkilerde yiiksek metabolik donemlerde ve
biliyiime aktivitesi donemlerinde 6nemli bir etmendir (Reyes-Diaz et al. 2006). Ne
zamanki ekstraseliiler siiper sogutulmus su donar, yiiksek sicaklikli ekzoterm (HTE)
olusturur ve bitkiye zarar vermez. Aksine, hiicre i¢i siiper sogutuldugu zaman Su
dondugunda, diisiik sicaklikli bir ekzoterm olusturur (LTE), ¢ogunlukla organlar i¢in
oldiirticiidiir. Diferansiyel Termal analiz, bitkilerin kritik sicakliklarini tahmin etmek

icin kullanilan bir yontemdir (Burke et al. 1976).

1.2 Soguk Aklimasyonu

Meyve agaglarinin soguk direngleri ¢esitlerine gore degisiklik meydana
getirmektedir. Elma ve visne gibi iiriin ¢esitleri soguga direncgleri daha yiiksek seviyede
olmalarina karsin, kayist ve badem gibi meyve ¢esitlerinde diisiis sicakliktan dolay1
hasar meydana gelmektedir. Normal bitkilerin diisiik sicakliktan dolayr hasar
gormesinden dolayr gecirdikleri zaman araliklari, sogugun sicaklik derecesi, diisiis hiz1
ve tesir gosterdigi zaman gibi etmenler niifuz etmektedir. Meyve agaclarinin
organlarmin diisiik sicakliklara kars1 direng seviyeleri degiskenlik gdstermektedir
(Aslantag 2008).

Soguga direnci az olan bitki organlari, ¢i¢cek tomurcuklaridir. Bu tomurcuklarin
bilhassa agilmaya adim attig1 zamanlarda diisiik sicaklik seviyelerine karsi direngleri
cok fazladir. Cigek tomurcuklarmin diisiik sicaklik seviyelerine karsi direngleri,
icerisinde yer aldiklar1 bliyiime donemlerine gore degisiklik gdstermektedir. Bu siireg
bitkinin yasadign metabolik farklilasmadan meydana gelmektedir. Ornek vermek

gerekirse dinlenme durumundaki hiicrelerde seker ihtivasinin ve protein miktarinin
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fazlalagsmasi1 hiicrede meydana gelen buz formasyonunu alt seviyeye ¢ekerek dona
direncini arttirmaktadir (Kiiden et al. 1998). Cogu bitki ¢esidi i¢in, donmaya karsi
direng sabit olmamaktadir. Sicaklik ve 6teki c¢evre kosullar1 degisim gosterdiginde,
soguga kars1 direncte donemsel bigimde farklilik gostermektedir. Tabiatta odunsu
bitkilerin soguga aklimasyon reaksiyonlar1 c¢ogunlukla, kisa giin fotoperiyot
asamasindan sonra donma noktalarinda bulunmayan sicakliklarla ilerlemektedir (Sakai

and Larcher 1987; Smallwood and Bowles 2002; Puhakainen 2004).

Bitkiler gliz mevsiminde dogal aklimasyon asamasi yasayarak diisiik sicakliklara
daha direngli hale gelmektedirler (Dalmannsdottir et al. 2001; Wisniewski and Basett
2003). Soguk aklimasyonu, bitkilerin soguk hava kosullarina karsin verdigi yanit,
islevsel ve metabolik farklilagmalarin birlesiminden meydana gelen ileri agsamada faal
bir agamadir (Steponkus 1984). Soguga aklimasyon asamasinda ¢ogu olgunun olugmasi
azami direncin olusmasinda rol almaktadir. Ornegin; dis etkenlerden kaynaklanan
farklilagmalarla birlikte hormonal farklilagmalar, gelisen gen aktivitesi ve yeni gen
iriinleri, ¢oziinebilir materyallerin toplanmasinda ve lipit bilesiminde meydana gelen
farklilagsmalar olarak nitelendirilebilir (Howarth and Ougham 1993; Aslantas 1999).
Dokularda bulunan suyun g¢ok fazla sogumasi, antifriz 6zelligi tasiyan maddelerin
toplanmas1 don stresine maruz kalmamayi1 saglayabilir. Donmaya karst direngte
Avoidans mekanizmasi ¢ogunlukla otsu bitkilerde, ¢ok yillik odunsu bitkilerdeyse
dayanim etmeni daha dominant olarak bulunmaktadir. Her iki mekanizma benzer
bitkide miisterek bir sekilde etki etmektedir. Mesela, ¢icek ve yaprak tomurcuklarinin i¢
dokularindaki su, tomurcuk pullarina iletilerek bu yerde fazla soguma sergilemektedir.
Bu agsama dondan kaynaklanan hasarin oransal olarak diismesine yardim etmektedir.
Odunsu bitkilerde parankima, floem gibi dokular bdylece dondan kaynaklanan hasari
azaltabilmektedirler (Sakai and Larcher 1987; Nilsen and Orcutt 1996).

Bitkilerin dis etkenlere bagl olarak olagan dis1 kosullarda yasamlarini devam
ettirebilmesi, bitkilerin belirtilen kosullara morfolojik ve fizyolojik bicimde uyum
saglayabilme olabilme becerileriyle dogru orantilidir. Kiiciik, kalin yapraklar, yiiksek
kok/siirglin bagintis1 gibi nitelikler bitkilerin dis etkenlere dayanim faktorleriyle basa
c¢ikabilmesinde belirgin rol oynamaktadir (Nilsen and Orcutt 1996). Seftali bitkisinde

dona diren¢ incelemesinde, biitiin tiirlerin azami direnci ocak ve subat aylarinda, en
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diisiik direnci ise mart ayinda sergiledigi ortaya ¢ikmistir. Triogem ve Golden Jubilee
cesitlerinin tomurcuklar -21,1 °C’de suni don testine maruz birakilmistir. Ocak ayinda
sirastyla % 58,3 ve % 55,1 oranlarinda canlilik sergilerken, mart ayinda bu oran her iki
tirde de % 0,6’ya inmistir. Bdylece dona direncin tiirlere bagli olarak farklilik
gosterdigi belirtilmistir (Kiiden et al. 1998). Kimi seftali, kayisi ve kiraz tiirlerinin dona
kars1 direng seviyelerinin belirlenmesi adina subat ve mart aylarinda 6-8 saat siireyle -10
°C ve -15 °C’deki sicakliklara karsi karsiya getirilmistir. Sonugta -10 °C’de seftali
tomurcuklarinin tiimiiniin, kayis1 tomurcuklarinin % 88,8’nin ve kiraz tomurcuklarinin

%96’s1min hasar gordiigi belirlenmistir (Kiiden et al. 1998).

Donmaya kars1 dayanikli bitkiler sadece diisiik sicaklikta hiicre dis1 buzlanma
basladigindan zarar goriirler. Bircok bitki tiirii donmaya kars1 direng gelistirir, bu
fizyolojik siire¢ olan soguk aklimasyonudur. Soguk aklimasyonu dinamik bir siiregtir,
bitkilerin diisiikk fakat donma olmayan sicakliklara maruz kalirken sifirin altindaki
sicakliklara tolerans kazanmasidir (Lewitt 1980). Bitkiler, biyokimyasal ve fizyolojik
degisimlerin sayis1 kadar aklimasyona karsilik verirler. Bu biyokimyasal ve fizyolojik
degisimler, prolin ve protein miktarindaki degisiklikler ve enzimatik aktivitelerin
degisimi olarak nitenlendirilebilir. Coztntir karbonhidratlar ve serbest prolin,

aklimasyon esnasinda su kaybini engelleyebilir (Kovacs and Zet al. 2011).

Soguk aklimasyon, prolin metabolizmas: yollarindaki enzim aktivitesi
degisiklikleri ile prolin seviyesini arttirir, boylece soguga direnci arttirir (Ruiz et al.
2002). Bitki tiirlerinin soguga direng kazanimlarinda serbest prolin miktar1 artis gosterir
bdylece prolin bitkilerin soguk stresi ile giiglii bir sekilde iliskilendirilmistir. Bitkilerde
bulunan antioksidan enzimler, ¢evresel streslere maruz kaldiklarinda strese karsi
diizenlemede ana rol oynadigi bilinmektedir (Chaitanya et al. 2002; Turk vd. 2014,
Bezirganoglu 2017). Gelistirilmis oksidatif etkilerin stresini azaltmak i¢in bitki tiirleri
peroksidaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi ¢esitli antioksidanlar iiretir (Shahidet et

al. 2012).
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1.2.1 Bitkilerde Hiicre i¢i ve Hiicreler Arasi Don Olusumu

Bitkiler dondurucu sicakliklarla karsi karsiya geldiklerinde neyin meydana
gelebilecegini 6grenmek icin suyun fiziksel ve kimyasal niteligini ve don olaymnin
bilinmesi gerekmektedir. 0 °C derecedeki saf suda, kat1 halden sivi hale ya da sivi
halden kati hale bir faz gec¢isi bulunmaktadir. Don olayr kompleks bir olgudur.
Donmaya bagli zarar, hiicreler arasi donun meydana gelmesi ve hiicre su kaybinin
ontine gegilmeye ¢alisilir (Lewitt 1980). Bitki hiicrelerinde bulundugu {izere, ¢ozeltiler
degisik sicaklik derecelerinde donma ve erime niteligine haizdir. Soliisyonlar
cogunlukla donmadan once ileri derecede sogutma Ozelligi olusturur. Asir1 sogutma
derecesinin biiyiilk olmasi ¢ogu etmenin tesiri ile degisir. Bir takim organlar ve dokular
asir1 sogutma sayesinde don olayindan kendini saklar. Asir1 sogutma limitlerin {izerine
¢ikildiginda, hiicre disinda buz kristalleri meydana gelir. Bitkinin yasamini yitirmesi,
hiicrenin disindan su kayb1 karsilayacak esik degerin {izerine ¢ikildiginda meydana
gelir. Donma sebebi ile donmadan kaynakli tikanmalar, siirgiinlerin yasamlarinin son
bulmasina sebebiyet vemektedir (Pearce 1999; Pearce 2001; Kocagaligkan 2002;
Smallwood and Bowles 2002; Wisniewski and Basett 2003).

Hiicre zarlarindaki formun kimyasal ve enzimatik karigimindaki farklilik, asiri
soguma niteliginde de degisiklige sebebiyet vermektedir. Hiicreler arasit ve hiicre igi
donun meydana gelmesi doku adina Onleyici nitelik olusturan sicaklik artiglarini
(ekzotermler) olusturmaktadir. Incelenen arastirmalarda 21 giin boyunca -30 °C’nin
altindaki sicaklik dereceleri ile karsi karsiya gelen odunsu bitkilerden elde edilen
numunelerde diisiik sicaklik ekzotermleri g6zlemlenmistir (Wisniewski and Basett
2003). Hiicre i¢i donun meydana gelisi tabiatta olagan bir olgu degildir. Fakat
hiicreleraras1 don, biitiin 1liman iklim alanlarinda kis boyunca bitkilerde olugsmaktadir.
Coziilebilir susuz materyalin daha diisiik derisikligi ve buz olayimnin meydana gelmesine
etki eden niikleatorlerin bulunmasindan o6tiirlii buz olaymin meydana gelmesi ilk once
hiicrelerarasi bosluk olan alanlarda olusur (Pearce 1988). Hiicreleraras1 donun olusumu,
buz niikleonlarinin meydana gelmesiyle soguma derecesi ile benzer dis etmenlerden
kaynakl faktorler ile iligkilidir (Palta and Weiss 1993). Hiicrelerarasi buz olusumunun
asamali bi¢imde artigi, hiicrelerden suyu disariya atmaktir. Hiicrelerarast buzun

meydana gelmesi dolayist ile olusan su kaybinin ve mekanik stresler dondan kaynakli
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hasara 6nemli derecede neden olmaktadir (Sakai and Larcher 1987). Bu asamada olusan
buz kristallerine tesir etme zamani, donma ve erime dereceleri, erime sonrasindaki
sartlarda hasara netice edebilir. Donma asamasi ve dondan kaynakli hasarin orani
bitkinin anatomik formu, yasi, suyun ihtiva seviyesinden de etki gostermektedir (Palta

and Weiss 1993).

Cogu yontem bitkilerde olusan don hasari i¢in kayda deger veriler sunmaktadir.
Goriintilleme yontemlerindeki ilerlemeler (infrared video termograf) buzlanmanin
meydana gelmesi ve ilerlemesi ile fizyolojik niteligini kati big¢imde sergilemektedir ve
ekzotermlerin elde edilmesini temin etmektedir. Diferansiyel termal analiz (DTA),
diferansiyel tarama kalorimetri (DSC), disiik sicaklik tarayicili elektron mikroskobu
(LTSEM), niikleer manyetik rezonans (NMR) bitki dondan kaynakli olarak hasari tespit
etmekte kayda degerdir (Pearce 2001; Wisniewski and Basett 2003; Aslantas 2008).
Diferansiyel termal analiz (DTA) meyve agaclarinin dokularinda soguga karst direng
derecelerinin tespit edilmesinde genellikle faydanilmaktadir (Wisniewski and Basett
2003; Aslantas 2008).

1.2.2 Don Zaran Siirecinde Hiicre Membranlarindaki Degisimler

Don olaymin yasanmasi i¢in gereken sicaklik degeri ile karsi karsiya gelen
bugday bitkilerinden korunan hiicre zarlarinda yaglarin yiikseltgenmesi nedeniyle
bozulmasi tespit edilmistir (Pukacki et al. 1991). Elde edilen arastirmalarin neticesi
sayesinde dona dayanimin hiicre zarlarinda siiperoksin meydana gelmesini 6ne ¢ektigi
tespit edilmistir. Hiicreler arasi su dondugunda, buzun ya da suyun meydana gelmesinin
otesindeki bitki 6zsuyunda ¢oziinmiis olarak bulunan maddeler dokularin yapisinda

saklanmasini siirdiirmektedir (Kendall and McKersie 1989; Zhao 1998).

Suda bulunan oksijenin ¢oziinebilirligi  soguk sicaklik degerlerinde
fazlalagtigindan, oksijen dona dayanim boyunca rahat¢a hiicrelere dagilir. Oksidasyon
(yiikseltgenme) ve rediiksiyon (indirgenme) tepkimeleri ile bagh olarak elektron nakil
zincirleri ve fermentler don dehidrasyon hasari sebebi ile dagilmaktadirlar. Elektronlar

nakledicilerden alicilara muntazam bi¢cimde nakledilemez. Bundan dolayr tasima



1. GIRIS

zincirlerinden digartya sizan elektronlar siiperoksit ya da molekiiler oksijen meydana
gelmesini tetiklemektedirler. Aktif oksijen cesitlerinin meydana gelmesi hiicre zari
yaglarinin dagilmasii c¢abuklagtirmakta ve serbest yag asitleri veya peroksidasyon
sonucunda olusan toplanmasina sebebiyet vermektedir (Shewfelt 1992). Lipoksigenaz
fermentinin serbest halde bulunan yag asitlerini fermente ederek ya da kimyevi bigimde
hidrolize ederek peroksidasyonun temel membasini meydana getirdigi incelemeler
neticesinde elde edilmistir (Thompson 1989). Hiicre zar lipitlerinde ester teskil ederek
yag asitlerinin serbest radikal olusum tepkimeleri, bunlarin siipiiriilme nispetini gegmesi
hassas ayrintidir. Bitki plazma zarlar1 oksijenin farklilagtirmis tiirlerini harcama
becerisine haiz redoks yapisini barindirir (Shewfelt and Ericson 1991). Bu tepkimede
cogunlukla bir elektron vericisi olan NAD(P)H'dan yararlanilarak superoksit meydana

getirilir (Crane et al. 1991).

Plazma zarlarindaki redoks yontemleri ¢ogu fizyolojik etapta etkili sekilde gorev
alir. Fakat dayanim kosullarinda zarlarin hasarina neden olan aktif oksijen tiirevlerinin
meydana gelmesi konusunda ¢ok veri bulunmamaktadir. Son zamanlarda su stresi ile
kars1 karsiya getirilen bugday bitki koklerinin plazma zarlarinda oksijen harcanmasi ve
stiperoksit olusmasinin, lipit peroksidasyonu neticesinde fazlalastigi tespit edilmistir. Bu
evrenin plazma zarmin redoks yOnteminin hiicreye ait oksijen radikallerinin
olusmasinda kayda deger etmen olabilecegi raz1 goriilmektedir ve bu kosullarin yag
peroksidasyonu tarafindan zarlara hasar gosterebilecegi dile getirilmistir (Serrano et al.
1995). Cogunlukla dondan kaynakli hasar neticesinde; hiicre zar1 yari iletkenliginin
zayiflamasi, iyonlarin etkin transferindeki yitimler, fosfolipitlerin dagilmast ve hiicre
zarlarinin  fiziksel biinyesindeki faz bagkalagsmasi olusmaktadir (Lewitt 1980).
Sitoplazma, bunu sarmalayan plazma zarmin yar1 gecirgen niteligi donma/erime
boyunca suyun igeriye ve disartya seyrine hakim olan yiiksek ehemmiyete sahiptir.
Plazma zar1 hiicre igerisindeki ayrisabilir maddelerin disa dogru ¢ikisinin Oniine
gecmesini ve bundan miihim olan hiicrelerarasi buz olusumunun plazma zari
icerisindeki alana hasar vermesinin Oniine ge¢meyi saglamaktadir. Donma ve erime
boyunca bu yapr ile ilgili ve islevsel niteliklerin devamliligi yasami idame ettirmekte rol
oynar (Lewitt 1980). Hiicre zarlar1 esasinda lipit ve proteinleri ihtiva ettiklerinden,
membran hasar1 ya lipit ya da protein veya bunlarda olusan farklilagsmalarin olugsmasi
biciminde ortaya c¢ikmaktadir. Plazma zarinda hasar olugma isleyisi iistiinde
tamamlanan incelemelerde don hasari neticesinde proteinlerdeki siilfidril (SH)

8
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smiflarinin oksitlenmesi, plazma zart H" -ATPaz tepkimesinde diisiis oldugu tespit
edilmistir (Palta and Weiss 1993). Levitt’in SH varsayimi degerlendirildiginde, plazma
zarlarinda don hasar1 hiicre zar1 proteinlerinin parcalanmasina meydan vermektedir.
Dondan kaynakli hasardan ardindan ayrisabilir protein —S-S- bag olusumunda say1
olarak ylikselis tespit edilmistir. Molekiiller arasinda olusan disiilfit baglar1 protein
molekiillerinin ayrismamasin siirdiirmektir. Art SH ihtiva eden fermentler kullanilarak
olusturulan incelemelerde don olay1 neticesinde bu fermentlerin aktif olmadigi tespit

edilmistir (Lewitt 1967).

1.2.3 Bitkinin Diisiik Sicakliga Dayamiminda Bitki Oz Suyunda Céziilebilir
Maddelerdeki Degisimler

Diistik sicaklik derecelerinin tesir ettigi alanlarda hayatini siirdiiren bitkilerin su
icerisinde ayrisabilen karbonhidrat ve amino asitleri yigmadig1 ve bu molekiillerin don
olayma karst direncinde olumlu yonde rol aldigini hedefleyen arastirmalar
yogunlagmistir. Sakaroz, Fruktanlar, polyol ve prolin tarzi molekiillerin; bitkilerin diisiik
sicak dereceleri ile karst karsiya geldigi zamanlarda yapilarinda topladigi tamamlanan
arastirmalar neticesinde tespit edilmistir (Smirnoff 1995a; Savitch et al. 2000).
Karbonhidratlar bitkilerin diisiik sicakliklara direncinde esas donma koruyucusudur.
Sakkaroz don olayina karsi koyan bitkilerde genel olarak ihtiva edildigi saptanmistir.
Karbonhidrat diizeyinin uzun siire maruz kalinan diisiik sicaklik boyunca yaklasik
olarak 10 misli arttig1 ve bu y1gilimimn don olayina karg1 dirence tesir ettigi saptanmigtir
(Guy 1990). Bu tesiri yiiksek olasilikla karbonhidratlarin letal hiicre ig¢i dondurucu
sicaklik degerini asirt soguk kademeye getirerek olusturdugu tespit edilebilir. Bu
molekiiller ilaveten sitoplazmadan dehidrasyonun oniine gegmek adina osmoprotektan
seklinde rol oynayarak don olayma karsi uyum saglayabilmesi i¢in hiicreleri hazir
duruma getirmektedir. Ustelik poteinlerin civarmda yer alan suyun korunmasinada

destek olarak donmaya direngte rol almaktadir (Smirnoff 1995a).

Bugday bitkisinde soguk aklimasyonu boyunca prolin ve ayrisabilir sekerin
toplandigi tespit edilmistir (Vagujfalvi et al. 1999; Smallwood and Bowles 2002). Bu
duruma ek olarak Yonca bitkisi {lizerinde denenen calismada soguk sartlara direng

boyunca prolin oraninda artisin oldugu tespit edilmistir (Dalmannsdottir et al. 2001).
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Temel olarak prolin amino asidi, dayanim kosullarinda bir korunma igleyisini saglamak
icin olusturulmaktadir (Aslantag 2008). Kislik bugday lizerinde yapilan arastirmada kis
aylarinda yapraklarinda yer alan glikoz, fruktoz, sakkaroz ihtivalarinda miktar olarak
yiikselis oldugu tespit edilmistir. Bir¢ok arastirmada seker ihtivasi ve ¢evresel faktorlere
dayanim derecesi arasinda olumlu yonde bir iliski oldugu saptanmistir ve daha fazla

seker ihtivasinin soguga karsi stresi gelistirdigi tespit edilmistir (Vagujfalvi et al. 1999).

Hiicreler arasinda akiskanliga karsi direng gosteren formasyon, dona direngte
ehemmiyetlidir ve bu hal dokunun seker ihtivasiyla bagmtilidir. Kavaktaki camsi
olusumun -20 °C dereceden diisiik sicaklilarda meydana gelmeye basladigi tespit
edilmistir (Dalmannsdottir et al. 2001; Wisniewski and Basett 2003). Norveg ve Izlanda
menseili iki yonca tiirli iizerinde arastirilan incelemelerde daha soguk c¢evre kosullarinda
biiyliyen Norveg tiirlinde daha fazla kuru molekiil yogunlasmasi meydana geldigi tespit
edilmistir. Eyliil ayinda nisasta ihtivasi Norveg tiirlinde daha fazla oranda oldugu
goriilmustiir. Ancak Ocak ayina kadar nigasta ihtivasinda kayda deger disis
gozlemlenmistir. Sakkaroz ihtivasi su igerisinde ayrisabilir, kuru madde igerisinde
oransal olarak en biiyiik paya haiz oldugu gériilmiistiir. Ocak ayina kadar izlanda
tirtinde sakkaroz nispetinde kayda deger diisiis gozlemlenirken, Norveg tiiriinde oransal
diisiis gézlemlenmemistir. Stolon ve koklerde sonbahar aylarinda toplanmis olan nisasta
kis aylarinda ise bir karbonhidrat deposu sifatiyla ihtiyact karsilar. Nisasta ana
metabolik etkinlikler i¢in enerji temin eder ve hidrolize olarak ayrigabilir primitif
sekerlere evrilir. Bunlar osmotik potansiyeli yiikseltir, hiicrelerin dona karsi olan
direnglerini artirmakta yardimci olur (Dalmannsdottir et al. 2001). Cesitli yasam
alanlarinda degisik meyve cins ve gruplarinda dinlenme safhasinda karbonhidratlarin
dokulardaki rezervi ve soguk hava kosullarina direng ile bagintili durum oldugu tespit
edilmistir. Bu baglamda, Yalova kosullarinda seftali tiirlerinde (Burak 1989), Igdir
kosullarinda kayisi tiirlerinde (Bolat 1995), Erzincan kosullarinda kayisi tiirlerinde
(Demirel 1997), ahududu tiirlerinde (Pallonen 1999), Fransa’da ceviz tiirlerinde
(Ameglio et al. 2001), Dogu Anadolu Boélgesinden segilen kusburnu tiirlerindeki (Ercisli
2003) dokularinda karbonhidratlarin mevsimsel farklilagsmasi ve don olayina karsi

direng ile kayda deger bagintilarin varlig1 tespit edilmistir.

10
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1.2.4 Bitkinin Diisiik Sicakliga Dayammminda Enzim Aktivitesindeki Degisimler

Sicaklik derecelerinin varyasyonu ile bitki dokusunda meydana gelen enzimler
sayesinde gerceklesen tepkimeler de degisimler ortaya c¢ikmaktadir. Bitkinin bu
kosullara uyum saglamasi, kalitatif ve kantitatif metabolizmaya ait farklilagmalarin
olusmasi ile iligkilidir. Ferment yapisi1 ve tepkimelerindeki degisimler, farkli substrat ve
etkenler ile ferment iglevinin ayarlanmasi sicaklik sartlarina dayanim uyumunda olasi
meydana gelen olgulardir (Burke 1995). Bu asamada ¢ogu ferment tepkimesindeki
farklilasmanin meydana geldigi yiriitiilen arastirmalarda tespit edilmistir. Bu
fermentlerin pek cogu icin ¢ogalan ferment tepkimesi yiikselen gen ekspresyonu ile
bagdastirilmistir. Bugday Dbitkisinde sakkaroz birikimi ve sakkaroz sintaz
tepkimesindeki sayica yiikselisin, hem sakkaroz sintaz alt yapisini, hem de mesul
MRNA sayisindaki artis ile bagintili oldugu tespit edilmistir (Crespi et al. 1991).
Ispanak bitkisinde 5 °C derecede sakkaroz sintaz tepkimesinin miktar olarak artisin
soguga maruz birakilan dokularda yer alan sakkaroz ihtivasindaki artis ile baglantili
bulundugu saptanmustir (Guy et al. 1992). Bu fermentlerin birikimi diisiik sicaklik
derecelerine diren¢ ve uyumunun neticesi olmaktadir ama don olayina diren¢ kazanma

adina zorunlu bulunmamaktadir.

1.2.5 Bitkinin Diisiik Sicakhiga Dayaniminda Antioksidant Enzim Sistemdeki

Degisimler

Yapraklarini doken meyve cesitleri, kis mevsiminde meydana gelen farkli
biyotik ve abiyotik dayanim kosullarda (hastaliga neden olan etkiler, donma, kuruma
v.s) yasamlarin1 devam ettirebilmektedirler. Bu etapta askorbat peroksidaz, katalaz,
glutatyon rediiktaz, siiperoksit dismutaz, polifenol oksidaz gibi antioksidant fermentler
hiicrelerin cerisinde tesirli olduklari ve dayanimlarin giderilmesine destek olduklari

arastirmalarda kanitlanmastir (Tao et al. 1998; Baek et al. 2000; Porcel et al. 2003).

Soguk aklimasyonu boyunca (0 °C-15 °C) H;0, birikim olusturabilmektedir.
Aklimasyonun ¢ogunu meydana getiren biyotik ve abiyotik stres etmenleri,
kloroplastlarda bulunan oksijen molekiiliiniin indirgenmesi ya da aktif hale gelmesine

sebebiyet veren diigiik sicaklik derecelerindeki dayanimda da oksijen radikallerinin
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bitkinin hasar gérmesinde pay sahibi oldugu tespit edilmistir. Bu hasara sebebiyet veren
radikallerin dayanim kosullarinda meydana gelme olasiliginin soguk hava kosullaria
kars1 duyarh bitkilerde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Hausladen and Alscher
1994b; Tao et al. 1998). Bitki hiicrelerinde yer alan kloroplastlar, mitokondri, hiicre
zarlarinda farkli elektron iletim zincir faktorlerinin otooksidasyon tepkimesi
stiperoksidin  (O,) meydana gelmesine sebebiyet vermektedir (Smirnoff 1995b).
Hidroksil (OH ) ve hidrojen peroksit (H,0) ile benzer 6teki aktif oksijen farklilasmis
versiyonlart birbiri ardina gelen indirgenme tepkimeleri ile Oj;’den meydana

gelmektedir (Foyer 1993; Del Rio et al. 1996).

Bitki hiicreleri oksidatif hasarin derecesini asgari seviyeye indiren, himaye edici
ve onartm mekanizmasimna haizdir. Cogunlukla antioksidantlar iki sinifta
arastirilmaktadir. Birinci kategori antioksidantlar, aktif oksijen farklilagsmis tiirleri ile
tepkime olusturmaktadir ve boylece bu hasara sebebiyet veren radikallerin derecesini
hasar esiginin altina indirmektedirler. Bu grupta yer alanlar; siiperoksit dismutaz (SOD),
askorbat peroksidaz (APx), katalaz (CAT), a-tokoferol ve askorbat’dir. ikinci
kategoride yer alanlar; oksidasyon niteligini azaltan antioksidantlardan olugmaktadir.
Bu gurupta; dehidro askorbat rediiktaz (DHAR), glutatyon rediiktaz (GR), monodehidro
askorbat rediiktaz (MDHAR) ve glutatyon (GSH)’dur (Smirnoff 1993). Siiperoksit
dismutaz (SOD) reaksiyon vererek siiperoksidi (O2) H,0,’ye ¢evirmektedir. Boylece
sliperoksit derece olarak daha az bir yogunluga indirgenir. Katalaz enzimi H,0,’yi
ayristirmaktadir. Fakat katalaz enzim reaksiyonu diisilk ( lislimeye neden olan)
sicakliklarda ve bitki oldiriicii nitelikteki yontemler gibi dayanim kosullarinda
azalmaktadir (Smirnoff 1995b). Askorbat peroksidaz (APx) enzimi, kloroplast ve
sitozol’de yer almaktadir ve oksidant olarak H,O, ile reaksiyon vermektedir (Asada
1992). Askorbat aktif oksijenin hasar diizeyini indirmede kayda deger bir rol
iistlenmektedir. Siiperoksit dolaysiz bir bi¢imde hidroksil ve hidrojen peroksit
radikallerinin miktarin1 distirebilmektedir (Foyer 1993). a-tokoferol basta gelen
kloroplast zarlarinda yer alan yesil fotosentetik dokularda bulunmaktadir ve molekiil
bi¢ciminde olan oksijenin niifuzunu o6nleyici 6zellige haizdir. Bunlara ek olarak, lipit

peroksidasyonunu karsilamada miihim bir etki géstermektedir (Smirnoff 1995b).
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Bezelye bitkisindeki yapraklarda glutatyon rediiktaz (GR) reaksiyonu stozol’de
% 20-27, kloroplastlarda % 70-77, mitokondride % 3 olarak tespit edilmistir (Veerson et
al. 1990). Elma meyvesi kallus kiiltiirinde soguk aklimasyonu boyunca peroksidaz
(POD) ve askorbat peroksidaz (APx) enzim reaksiyonlar1 sayisal olarak yiikselmeye
baglamis ve aklimasyonun 10. giliniine gelindiginde azami diizeye vardigi tespit
edilmistir. Soguga maruz birakilmak; glutatyon rediiktaz ve dehidro askorbat rediiktaz
enzim reaksiyonlarinda asamali bir sekilde yiikselise sebebiyet vermistir. Farkli
cesitlerde de glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesi i¢in yaklasik ayni neticeler
olugsmustur. Bitki koklerinde yer alan antioksidant mekanizmalarinin farklilagsmasi,
netlik kazanmamustir. Donma sicaklik derecelerinde yiiksek glutatyon rediiktaz
enziminin aktivitesi bir takim bitki ¢esitlerinde tespit edilmistir. Neticenin bdyle olmasi
isiimenin verecegi zarara dayanima katkida bulundugu varsayilmaktadir (Scebba et al.
1998; Pearce 1999; Baek et al. 2000; Baek and Skinner 2006). Bitki hiicrelerinde
stiperoksit dismutaz enziminin etkisi ile oksijen radikallerinin H,O;’ye c¢evrilmesi
neticesinde, bu molekiiliin direng isleyisi ile ilgili gen gruplarinin indiiklenmesinde bir
sinyal molekiilii olarak rol oynadigi belirlenmistir (Tao et al. 1998; Baek et al.. 2000;
Baek and Skinner 2006). Bitkiler lignin ve siiberin ihtiva eden hiicre duvari unsurlarinin
polimerlesmesinde rol oynadiklar1 tahmin edilen hiicreler arasi peroksidaz izoformlari
ihtiva etmektedir. Bu peroksidaz enzimleri yiiksek hassasiyete sahiptir ve tepkimeler
boyunca hiicre duvari ligninlesmede baslica gérev almaktadirlar. Bundan dolayi, hiicre
duvarlarinin hiicreleri dondan kaynakli hasar olusumuna karsi savunmada stratejik

gorev aldiklar1 kanitlanmistir (Baek et al. 2000).

Soguk hava sartlarina karst direngli bitkilerde adet olarak cok yiiksek oranda
tannik asit, fenilpropanoid, lignin ve siiberin olusumunun varlhigr tespit edilmistir
(Teklemariam ve Blake, 2004). Kavak bitkisinde (Populus suaveolens) Glikoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G-6PD) fermentinin tepkime oranin sonbahar mevsiminde yiikseldigi ve
ilkbahar mevsimine yaklastik¢a diisiis sergiledigi tespit edilmistir. Bunlara ilaveten bitki
dallarinda bu fermentin aktivitesinin engellenmesi ile dallarda hasar goriilmesini
etkiledigi saptanmistir. Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz ferment aktivitesinin aklimasyon
olusumu ile birlikte oransal olarak yiikseldigi soya fasulyesi, muz, karagayir, yonca bitki
hiicreleri kullanilarak tespit edilmistir (Shanzhi et al. 2002). Don olaymna karsi direng

seviyeleri farklilik gosteren seftali bitki tiirlerinde peroksidaz, katalaz ve polifenol
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oksidaz, antioksidant fermentlerinin direng {izerine tesirlerinin belirlenmesi adina

aragtirma yapilmstir.

Kis mevsimi boyunca ¢i¢ek tomurcuklarinda yer alan piruvat ferredoksin
oksidorediiktaz ve katalaz enzimi, yaprak tomurcuklarinda ise peroksidaz ferment
reaksiyonlart ¢ok fazla oranda farklilasim sergilemislerdir. Bu fermentlerin reaksiyon
sayilari, biitiin tiirlerin kis mevsimi boyunca organlarinda oransal yiikselis sergilemistir.
[lkbahar mevsiminin ilk giinlerinde enzim aktiviteleri diismeye baslamistir. Arastirmada
piruvat ferredoksin oksidorediiktaz aktivitesi kis mevsiminin baslamasi ile birlikte
maksimum diizeye erismesinin akabinde diismiistiir, subat ayinda ise oransal olarak
biraz yiikselmistir. Bunun nedeninin 1lik gegen Ocak ay1 sonrasinda soguk Subat ay1

déneminin takip edilmesinden olusabilecegi tespit edilmistir (Szalay et al. 2005).

Soguga dayanim boyunca zehirli diizeyde H,O; birikiminin 6niine gegebilmek
adina glutatyon rediiktaz reaksiyon sayilarindaki yiikselis, stresin devam etmesi
yoniinden ehemmiyetlidir. Disardan sistein verildiginde glutatyon rediiktaz reaksiyon
sayilarinin yiikseldiginden dolayr stres gelismektedir. Bitkide oksidatif dayanima
sebebiyet veren aktif oksijen cesitlerinin elektron iletim yontemleri, farkli indirgenme
ve yiikseltgenme tepkimeleriyle antioksidant nitelikte ferment ve molekiiller ile ¢esitli

versiyonlara evrilmektedir (Smirnoff 1995b). Bu versiyonlar;

(1) O, + €0y
(“) O, +e + 2H" — H,0,
(1) Hy0; +€” + H' — OH +H,0

(IV)OH +¢ +H" — H,0

I numarali tepkimede molekiiler oksijen siiperokside indirgenir. Bu tepkime
hiicre zar1 elektron iletim mekanizmalar1 sayesinde meydana gelmektedir (endojenik
bi¢imde olusur). II, III ve IV numarali reaksiyonlarda H,O,, OH ve H,O meydana
gelmesine sebebiyet veren indirgenmeler kimyasal tepkimeler sonucunda meydana

gelmektedirler (ekzogenik bi¢imde olusur). Canli organizmalarda siiperoksit
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kullanilarak aktif oksijen ¢esitlerinin meydana gelmesi siiperoksit dismutaz enzimiyle

O2’nin HyO7’ye ¢evrilmesi ile tetiklenmektedir.

(V) 20, "+ 2H" — H,0, + Oy

H.0, siiperoksitinin indirgenmesi OH' radikalleri meydana getirmektedir. Bu

tepkimede iyonlar tepkime hizini arttirmaktadir, katalizor olmaktadir.

(VI) O, + Fe* — 0, + Fe**

(VI) Fe** + H,0, — OH + OH™ + Fe**

1.3 Bezelye (Pisum sativum arvense L.)

Baklagiller, bitkiler diinyasi icerisinde 650’den fazla cins ve 18,000 tiir ile 3.
biiyiik familya olma &zelligini tasirlar. insanlarin beslenme zincirinde birincil protein ve
karbonhidrat kaynaklarindan olan baklagiller 6nemli miktarda protein ve amino asit
icerdiklerinden, bilhassa az gelismis tlilkelerin protein kaynaklarindan en 6nemlisi olarak
bilinmesinin yan1 sira hayvan besisinde de kaba yem ve kesif yem olarak kullanildig1
bilinmektedir. Ote yandan baklagillerin, iiretildikleri topraklarin niteliklerini
tyilestirmeleri yoniiyle de iiretim diizeninde hatr1 sayilir bir konumu vardir. Rhizobium
bakterileri ile meydana getirdikleri miisterek yasam sebebiyle sagladiklar1 azot niceligi,
6.4 kg/da ile 21.6 kg/da arasindadir. Bezelyenin insan ve hayvan beslenmesinde miithim
bir konumu olmasiyla beraber fabaode alt familyasinda, fabae takiminda pisum cinsine
baglt bir baklagil cesididir. Gegtigimiz yillarda iiretimi yapilan biitiin bezelyelerin
olusturduklart pisum sativum L. tiiriintin 2 farkli tiiri vardir. Beyaz gigekli ssp. sativum
yesil ve kuru taneleri i¢in yetistirilen yemeklik bezelye veya bahge bezelyesi, mor
cicekli ssp. arvense ise ot ve tane yem amaciyla yetistirilen yem bezelyesi olarak
isimlendirilir. Fakat bazi {ilkelerde yem bezelyesi hayvan beslenmesinin yani sira insan

beslenmesinde de tiiketilmektedir. (A¢ikgdz 2001).
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Bezelye, ¢ift kromozom sayist 2n=2x=14 olan, kendine déllek ve haploid genom
biyiikligi 4.45 Gb ile mihim bir baklagildir (Dolezel and Greilhuber 2010).
Bezelyenin primer gen merkezinin Dogu Akdeniz, iran, Kafkasya, Afganistan ve
Tibet’e kadar olan bolgeler, sekonder gen merkezinin de Giiney Bati Arabistan
tizerinden Etiyopya ve Kuzey Afrika’ya kadar devam eden bolgeler oldugu ortaya
konulmustur (Govorov 1937; Davies 1976; Hagedorn 1984). Shoemaker (1953)
Etiyopya’y1; Watts and Watts (1954) Etiyopya, Akdeniz kiyilari, Giiney Bat1 Asya’yi,
Hoslin (1964) Akdeniz iilkelerini ve Etiyopya’nin bezelyenin gen 6zegi oldugunu
belirtmislerdir. Bulundurdugu fazla miktarda protein ve vitaminler sebebiyle yas ve
kuru sebze olarak kullanilan bezelyeden ayni zamanda unu kullanilarak c¢ocuk
mamasinda ve bir takim karisimlarda 6nemli besin 6gesi olarak yararlanilmaktadir.
Ayni1 zamanda, bezelye yesil ve kuru otunun yani sira, tanesinden de hayvan
beslenmesinde yararlanilmaktadir. Bezelye atmosferdeki serbest azotu sabitlestirmesiyle
de dusik girdili tarim diizenlerinin iyilestirilmesinde yararlanilabilecek baklagil
bitkilerinin en dnemlilerindendir. Kuru bezelye diinyada baklagiller igerisinde liretim
bakimindan fasulyeden sonra ikinci siradayken (Skyrpetz 2004), iilkemizde ise nohut,

mercimek, fasulye ve baklanin ardindan besinci sirada bulunmaktadir.

Ulkemiz bezelye yetistirilmesi agisindan oldukca ekonomik ve gevreye dost bir
yapiya sahip oldugu halde, kuru bezelye iiretimi olmasi gerektigi diizeyde degildir.
Diisiik tiretimin en onde gelen sebeplerinden biri de, iilkemizin degisik bolgelerinde
yetistirilebilecek bezelye tiirlerinin gelistirilememesidir. Ulkemizde bezelyenin
yetistirilmesindeki problemlerin ¢oziilmesi ve ihracatin artirilmasit dogrultusunda
gereken tedbirler alinmalidir. Ekim alanin az olmasiyla aymi dogrultuda olarak
tilkemizde yetistirilen yemeklik baklagil cinsleri arasinda bezelye, yerli tescilli ¢esit
miktar agisindan en yoksul olamidir. Ulkemizde kuru tane amaciyla tiiketimine dair
hi¢bir tescilli ¢esit yokken, taze tiiketim amaci ile giiniimiize degin 11 adet gesit, tescilli
veya tliretim izinli olarak piyasada bulunmustur. Bu c¢esitlerden de yalnizca biri
(Marmara) tilkemizde 1slah yoluyla olusturulmustur (Karayel ve Bozoglu 2008).
Ulkemizde yem bitkilerinin tarimi icerisinde yem bezelyesi ekim alanlarinin az bir alan
olusturmasinin yani sira, iilkemizde kaliteli kaba yem ve tane yem niyetiyle biiyiik bir
yetistirme giiciindedir. Ulkemiz bezelye gen merkezleri icerisinde gosterilmesinin
aksine, bezelye genetik kaynaklarinin lilkemizde yiiriitiilen bezelye 1slah ¢aligsmalarinda
yeteri kadar degerlendirildigini s6ylenememektedir. Ulkemizde yetistirilen bezelye gesit
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sayisinin ve iiretim miktarinin diisiik olmasi bu durumun en 6nemli isaretidir. Bundan
dolayi, tilkemizde bezelye gen menseileri bakimindan var olan zenginligin ilgili
arastirmalarla sergilenmesi, bunlarin yeni c¢esit gelistirme ve alternatif tarim

sistemlerinde kullanilmasi, ¢ok énemlidir.

Bezelyede yerel gen kaynaklari kullanilarak gelistirilen yeni cesitler yardimiyla
kalite ve diretim artisinin gergeklestigi  bircok arastirmaci aracilifiyla ortaya
konulmustur. Bezelye 1slahina dair iilkemizde stirdiiriillen bazi1 g¢alismalarda, ticari
cesitlerin zayif oldugu ve yeni gesitlerin tiretilmesi gerektigi konusunda son zamanlarda
calismalar hizlanmis ve belirli noktalara gelinmistir. Akdeniz bolgesi kosullarinda
yiriitiilen arastirmalarda kiglik bezelyede tane verimini 197.3-339.0 kg/da (Anlarsal et
al. 2001); Toklu et al. (2009) 181.9-309.8 kg/da; Ton et al. ( 2014) 124.0-200.6 kg/da
olarak belirlenmigtir. Fakat islah ¢aligmalarinda en miihim problem olan varyete
kaynaginin sinirli olmasinin bu ¢aligmalardaki basar1 imkanini azalttigi, uygun ebeveyn
secimiyle genis bir varyete kaynagi olusturulabilecegi ve amaca uygun yeni hatlar
gelistirilebilecegi agiklanmistir. Kis1 agir olan bdlgelerimizde soguga direngli yemeklik
bezelye ve yem bezelyesi tiirleri olusturuldugunda, bitkinin hem vejetasyon zamaninin
uzamasi, hem de yagislardan daha iyi faydalanmasi sebebiyle yazlik ekimlere kiyasla
daha 1yi olmas1 ve tane mahsuliin artmast umulmaktadir. Sivas gibi kislar1 fazla soguk
gecen bolgelerde genel olarak kirag alanlarda tahil-nadas tiretim sisteminin uygulandigi
bilinmektedir. Erkenci ve soguga dayanikli bezelye genotiplerinin belirlenip bdlgede
yetistirilebilme imkanlarinin belirlenmesiyle bugdaya alternatif bir {irlin olarak
degerlendirilebilecektir. Bu olanagin sulanabilmesi bolgelerde ayni sene i¢inde ikinci

irtin alinabilme olanag1 gergeklesecektir.

Bezelye diinyada 6nemli bir baklagil mahsuliidiir. Ekinler siirdiiriilebilir tarim
sistemlerinde 6nemli bir rol oynar. Bununla birlikte, ilkbaharin basinda ve sonbaharin
sonunda kiragilasma biiylime mevsimini smirli bir siire ile kisitlayarak bezelye
mabhsiiliine zarar verir (Tan et al. 2012). Soguk stresin bezelyenin fizyolojik ve
biyokimyasal niteligini etkiledigi belgelenmistir. Soguk stresin bezelye iiretimindeki
etkisi goreceli olmasina ragmen onemi anlagilmistir (Noreen and Ashraf 2009; Shahidet
al. 2012).
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Bu caligma farkli bezelye islah hatlarinin soguk direncini degerlendirmek,
kontrollii kosullar altinda yetistirmek ve yaygin olarak kullanilan bezelye 1slah
hatlarmin 6liimciil sicaklik degerlerini belirlemek, bezelye bitkilerinin soguga karsi
direnclerinde enzimatik aktivitelerdeki degisimleri tanimlamak adna

gerceklestirilmistir.
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Shewfelt and Ericson (1991) lipid peroksidasyonunu, bitki dokusunun zara bagl
cesitli bozukluklarinda gozlemlemislerdir ancak bunun bir bozuklugun nedeni veya bir
etkisi olup olmadiginin acik olmadigini vurgulamislardir. Bu bakis agisi, oksidatif stres
kaynaklart ve bitki zarlarinin savunmasi hakkindaki mevcut bilgilerin gézden
gecirilmesi gerektigini sOylemislerdir. Peroksidasyonun kritik, kontrol edilebilir olay1
temsil ettigi bitki membranlarinin bozunmasi i¢in birlesik bir mekanizma oldugunu 6ne

siirmiislerdir.

Baek et al. (2000) kis1 gegiren bitkiler, kis aylarinda meydana gelen cesitli
biyotik ve abiyotik strese dayanmasi gerektigini soylemislerdir. Onceki calismalarda
aktif oksijen tiirlerinin donma, dehidrasyon, anoksi ve patojen enfeksiyonlarinda rol
oynadiginm1 gosterdiginden bahsetmislerdir. Hiicreler arasi boliimlerde meydana gelen
olaylarin Onemi, hastalik direncinde belirginlestikge kislik arpaya muhtemel
katilmlarin1 ~ saglamak i¢in hiicreler aras1 antioksidan enzimlerin dogasini
incelemisglerdir. Birim protein bazinda hiicreler arasi peroksidaz, katalaz ve SOD
aktivitelerinin seviyeleri sirasiyla, hiicre aktivitelerinin % 394, % 18 ve % 9 oldugunu
gostermislerdir. Baslica hiicreler arasi peroksidaz izoformlari, 4 nétr ve 4 temel formdan
olusur; major hiicresel izoformlar iki temel formdur. Bu calismada, 2 ana katalaz
izoformunun diginda, daha yiiksek bir molekiiler agirlik formu hem hiicresel hem de
hiicreler arasi bolimlerde agirlikli olarak bulunmustur. 5 ana hiicresel SOD izoformu
arasinda, 3 hiicre i¢i boliimlerde mevcut oldugunu tespit etmislerdir. Kis1 gegiren arpa
yapraklarinda 6nemli miktarda hiicre i¢i antioksidan enzimin varligi, bu enzimlerin kis
aylarinda meydana gelen ¢esitli streslere tolerans mekanizmasina dahil edilmesinde

kullanildigin1 belirlemislerdir.

Pearce (2001) hiicre dis1 buzlanma, donmaya kars1 toleranssiz tiirlerin yan1 sira
donmaya karst toleranssiz tiirlerde olusacagindan ve hiicresel dehidrasyona neden
olacagindan bahsetmistir. Donma hasarinin en 6nemli tek nedeni, bu dehidrasyonun
hiicrelerin tolere edebilecegi seyleri asmasidir. Donmaya adapte edilmis tiirlerde,
oliimciil donmaya bagli dehidrasyon hiicre zarlarina zarar verir. Ozel durumlarda, baska

faktorler de hasara neden olabilir, derin siiper sogutma sinirlamalar1 asildiginda 6rnekler
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hiicre o6liimii ve ksilem damarlarindaki donma kaynakli emboliler devam ederken
stirgiinlerin 6liimii olabilir. Hiicre dis1 buz kiitleleri, organlarin yapisina zarar verebilir,
ancak bu, tomurcuklarin organ disi1 dondurulmasinda oldugu gibi tolere edilebilir. Balik
antifriz proteinlerinin genetik olarak ifade edilmesine yonelik deneylerde, hassas
tirlerin donma toleransini iyilestirmedigini gostermistir. Hiicresel dehidratasyonun

toleransini saglamak i¢in daha iyi bir strateji olabilecegini savunmustur.

Ruiz et al. (2002) Bu ¢alismada prolin metabolizmasi ile NAD kinaz aktivitesi
arasindaki iliskiyi soguk soka maruz kalan yesil sebzelerde incelemislerdir. Bunun i¢in
15 giinliik yesil sebzeler, 180 dakika boyunca 4 °C'lik bir sicakliga (soguk sok) maruz
birakilmistir. Sonuglar, bitkilerin soguk sok altinda bu birikimde belirleyici olarak
goriinen ornitin-AT-aminotransferaz (OAT) ve prolin dehidrogenaz (PDH) enzimleriyle
yapraklarda prolin birikimi gosterdigini ortaya ¢ikarmistir. Ayrica, Ca?* -CaM'ye baglh
NAD kinaz aktivitesi ile prolin metabolizmasi arasinda yakin bir iligski bulunmustur. Bu
adaptif tepkilerin veya bitkilerin soguk strese uyumunun, artan [Ca’'] cyt'den 6nce
geldigini ortaya koymustur. Yesil bitkiler soguk soka maruz kaldiginda Prolin
biriktirmistirler ve OAT ve CaM'ye bagimli NAD kinaz aktiviteleri arttirdiklar

gozlemlemislerdir.

Wisniewski and Basett (2003) soguk aklimasyon, ¢oklu genlerin ekspresyonunu
iceren karmasik bir islemdir ve yeni tekniklerin gelistirilmesi, soguk tedaviler de dahil
olmak {izere g¢esitli uyaranlara cevap veren c¢ok sayida genin tanimlanmasin
kolaylastirdigini gdstermistirler. Bu arastirma yalnizca dona duyarli tiirlerin yasadigi
don olaylarina kisa stireli maruz kalmaya izin veren soguk tolerans ile ilgili olabililecegi
One slirlilmiistiir. Agaglarin uzun siire asir1 diigiik sifir alti sicakliklara dayanmalarin
saglayan mekanizmalarin tamamen farkli olabileceginin muhtemel oldugunu
savunmuslardir. Molekiiler biyoloji, genomik ve metabolomiklerin ortaya ¢ikmasina
ragmen bireysel gen fonksiyonlarini ve biyokimyayi anlamanin 6nemli oldugundan

bahsetmislerdir.

Reyes-Diaz et al. (2006) donmaya dayaniklili tiir olarak tanimlanan Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh. bitkisini kulllanmislardir. Bu bitki tiiriiniin iki yabani genotiplerini

(Columbia ve Ler) ve donma direnglerini farkli olan mutantlari (sirasiyla esk-1 ve frs-1)
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kullanmislardir. Tiim genotiplerde soguk aklimasyon sirasinda maksimum fotokimyasal
verimi (Fv / Fm) ve pigmentleri (klorofil ve karotenoid) oOl¢miislerdir. Soguk
aklimasyona tabi tutarak Columbia ve esk-1 yapraklarinda toplam ¢oziiniir

karbonhidratlarin arttigin1 gézlemlemislerdir.

Noreen and Ashraf (2009) bu calisma, genetik olarak cesitli dokuz bezelye
(Pisum sativum) ¢esidinde, antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki degisikliklerin ve
bazi enzimatik olmayan antioksidanlarin seviyelerinin, tuz toleransi belirtegleri olarak
kullanilip kullanilamayacagini agiklamistir. Biitiin ¢esitler kum kiiltiirinde 4 NaCl
seviyesine, yani 0, 40, 80 ve 120 mM'a maruz birakilmistir. Bitkilerin taze biyokiitle,
toplam fenolikler, toplam ¢oziiniir proteinler, hidrojen peroksit (H20,), malondialdehit
(MDA), stiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT) yapraklarda
farkli tokoferoller (a-, y- ve A-tokoferol), taze ve tuzlu stresli bitkilerin tohumlarinda
analiz edilmistir. Tuz stresi, SOD ve POD aktivitelerini, toplam fenolik ve y- ve A-
tokoferollerin seviyelerini belirgin bir sekilde arttirmistir ve toplam ¢oziiniir protein ve
CAT aktivitesini azalttigi halde, H,Oz'nin i¢ seviyeleri tiim bezelye g¢esitlerinde
etkilenmemistir. Tiim bezelye ¢esitlerinde tuza bagli oksidatif stres meydana gelse de bu
caligmada Ol¢iilen enzimatik ve enzimatik olmayan metabolitlerin iiretilmesine gore
tuza toleranshi ve tuza duyarli cesitlerin tepkisi tutarli degildir. Analiz edilen farkl
antioksidan enzimler ve metabolitlerden sadece CAT aktivitesinin, incelenen bezelye

c¢esidinde, tuz toleransinin giivenilir bir isareti oldugunu bulmuslardir.

Hashempour et al. (2014) antioksidan enzimlerin aktivitesindeki, total protein ve
prolin igerigindeki degisiklikler ve donma toleransi (FT) ile korelasyonlar1 (LTsq olarak
ifade edilir), 11 farkl zeytin ¢esidinde soguk iklimlendirmede (CA, Subat ayinda) ve
soguk iklimlendirme olmayan (NA) Agustos ayinda) asamalari incelenmistir. Her
cesitten yaprak ornekleri toplanmistir ve iki gruba ayrilmustir. Ilk grup daha fazla
biyokimyasal analiz i¢in hemen sivi azot i¢inde dondurulmustur. ikincisi, FT'lerini
belirlemek i¢in 10 saat boyunca farkli donma sicakliklarina (=5, —10, —15 ve —20 °C)
maruz birakilmistir. Donmamis kontrol numuneleri 4 °C'de tutulmustur. Sonuglar,
Fishomi, Mission ve Shengeh'in diger cesitler arasinda en donuk toleransli oldugunu
gostermistir. Buna karsilik, Zard, Manzanilla ve Amigdalolia en hassas olanlari

olmustur. Soguk aklimasyon, siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POD), askorbat
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peroksidaz (APX), katalaz (CAT), polifenol oksidaz (PPO) ve toplam protein igeriginin
aktivitelerini arttirmistir. Bununla birlikte, prolin icerigi ve fenilalanin amonyak-liyaz
(PAL) aktivitesi, CA evresindeki Orneklerle karsilastirildiginda CA evresinde
degismemistir ve hatta biraz azalmistir. LTso'nin CA ve NA asamalarinda POD, CAT ve
PPO aktivitesi ile yakindan iliskili oldugu bulunmustur. Genel olarak, yiiksek yaprakli
POD, CAT ve PPO aktivitesi, soguk bolge iklimi i¢in toleransli zeytin cesitlerinin

taranmasinda 6nemli se¢im kriterleri olarak kullanilabilecegini ortaya ¢ikarmislardir.

Anlarsal vd (2016) Cumhuriyet Universitesi, Sivas Meslek Yiiksekokulu,
Bitkisel ve Hayvansal Uretim Béliimii Arastirma Deneme Alani’nda, siirdiiriilen bu
calismada; degisik alanlardan toplanan 130 adet bezelye genotipi ile 4 adet ticari gesit,
Sivas ekolojik sartlarinda kisa dayaniklilik seviyelerinin  belirlenmesi igin
kullanmiglardir. Bu ¢alismada, soguga dayamiklilik (1-5), bitki boyu, ilk bakla
yiiksekligi, bitkide bakla adeti, bitkide tane sayisi, 100 tane agirlig1 ve tane verimi gibi
agronomik ve morfolojik nitelikler degerlendirilmistir. istanbul, Kars, Diyarbakir, Bolu
ve Sivas orijinli toplam 5 adet bezelye yerel genotipleri soguga yiiksek diizeyde
dayanikli; Adiyaman, Elaz1g, Kastamonu, Malatya, Sakarya, Tokat, Afyon, Bingol,
Konya, Karaman, Van, Hakkari ve Sirnak orijinli bezelye genotiplerinin ise soguga
dayanikli olduklar1 saptanmistir. Denizli, Edirne, Kirklareli, Manisa, Kahramanmaras,
Giresun, Ordu mensehirli bezelye genotipleri ve Ulubatli, Kirazli bezelye tiirleri soguga

orta diizeyde dayanikli olduklarinin tespitini yapmuiglardir.
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3.1 Kullanilan Arag ve Gerecler

Cizelge 3.1 Faydalanilan arag ve gerecler

Kullanilan Arag Firma
Buzdolab1 Argelik
Derin dondurucu (-30 °C) Argelik

Derin dondurucu (-80 °C)

Harris, Ingiltere

Hassas terazi Shimadzu AY220
Homojenizator Wiggen Hauser D- 500
fklim dolabi Sanyo, Japonya ve Jeno Tech
Karistirici Fisons Whirlimixer
Manyetik karigtirict Chiltern HS31

Masa santrifiijii

Hettich EBA 21

Otomatik pipetler

Ependhof, Axigen

pH metre

WTW unilab pH metre

Soguk su banyosu

Huber Polystat CC1

Sogutmal1 santrifiij

Hettich Micro 22 R

Spektrofotometre

Shimadzu UVmini—-1240

3.2 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Cizelge 3.2 Kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildigi firmalar

Kimyasal Firma
Asetik Asit Sigma
Asit Ninhidrin Merck
Askorbik Asit Sigma
Sodyum Di-Hidrojen Fosfat Sigma
Etilen Diamin Tetra Asetik asit Sigma
Fosforik Asit Sigma
Hidrojen Peroksit Merck
Nitroblue Tetrazolium Kloriir Merck
Potasyum Di-Hidrojen Fosfat Merck
Riboflavin Merck
Sodyum Hidroksit Merck
Sodyum Hipoklorit Merck
Siilfosalisilik Asit Sigma
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3.3 Cozeltilerin Hazirlanmalari

Arastirmada yararlanilan ¢ozeltilerin faydalanildigi yerler ve hazirlanig bigimleri

asagida paylasilmistir.

1. 103,5 mM KH,PO,, pH:7,5 (Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan tampon): 1,41
gram KH,PO,, 70 ml saf suda ¢oziilmiis, 1 N NaOH ile pH:7,5’e ayarlanmis ve hacim

saf su ile 100 ml'ye tamamlanmuistir.

2. 40 mM H,0; ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi):

346 ul %35°lik H,O; alinip hacmi saf su ile 100 ml'ye tamamlanarak hazirlanmistir.

3. 5 mM H,0, ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢limiinde standart grafik hazirlamak i¢in
kullanilan): 43 pl %35°lik HpO, alinip hacmi saf su ile 100 ml'ye tamamlanarak

hazirlanmastir.

4. 50 mM KH,PO4 (pH: 7,8) (SOD igin tampon ¢o6zelti): 1,7 gram KH,PO4 200 ml saf
suda c¢ozilmiis, pH: 7,8’e ayarlandiktan sonra ve hacim saf su ile 250 ml’ye

tamamlanmaistir.

5. 13 mM metiyonin ¢bzeltisi (SOD reaksiyon karigimi igin): 0,586 gram metiyonin
aliir, hazirlanmig olan 250 ml 50 mM KH,PO, tamponu igerisine ilave edilerek

¢Ozllimiistiir.

6. 63 uM NBT-Nitroblue Tetrazolium Kloriir (SOD reaksiyon karigimi igin): 0,0128
gram NBT alinir, hazirlanmig olan 250 ml 50mM KH,PO, tamponu igerisine ilave

edilerek ¢ozllmiistiir.

7. 0.1 mM EDTA-Etilen Diamin Tetra Asetik asit (SOD reaksiyon karisimi i¢in): 0,073
gram EDTA alinmistir, hazirlanmis olan 250 ml 50 mM KH,PO, tamponu igerisine

eklenerek ¢oziilmiistiir.
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8. 13 uM riboflavin (SOD aktivitesi i¢in 2. ¢dzelti): 0,019 gram riboflavin, 500 ml saf
suda ¢ozlilmiistiir ve 3 ml’lik reaksiyon karigiminin 13 puM riboflavin igermesi i¢in 390

uL riboflavin alinmistir.

9. 0,5 mM askorbik asit, 0,1 mM (1ul) H,O,, 0,1 mM EDTA 50 mM NaH,PO, (APX
aktivitesi i¢in): 0,0088 gram askorbik asit, 0,0029 gram EDTA, 0,78 gram NaH,PO, 80
ml saf suda ¢oziilmiistiir ve pH:7,0’a ayarlanmistir. Son hacim 100 ml olacak sekilde saf

su ile tamamlanmustir.

10. %3 liik siilfosalisilk asit (prolin igerigi i¢in homojenizasyon ¢ozeltisi): 0,3 gram

stilfosalisilk asit 10 ml saf su igersinde ¢oziilmiistiir.

11. Asit ninhidrin hazirlanist (prolin igerigi i¢in ): 1,25 gram ninhidrin 30 ml asetik asit

ve 20 ml fosforik asit i¢gerisinde ¢coziilmiistiir.

3.4 Bitki Materyali ve Biiyiime Kosullar:

Bezelye (Pisum sativum arvense L.) Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma
Enstitiisii tarafindan gelistirilen 25 1slah hatt1 ve 6 adet yerel ¢esidin tohumlar1 deneme
materyali olarak kullanilmistir. Deneylerden once, tohumlar su / ¢amasir suyu (10:1,
ticari NaOCI) ile 10 dakika boyunca yiizeyleri sterilize edilmistir ve daha sonra ii¢ kez
aritilmig su ile yikanmistir. Tohumlar plastik kaplara ekilmistir ve 1:1:1 oraninda
toprak: kum:torf karigimi ile doldurulmustur. Bezelye bitkileri 25/15 °C giindiiz / gece
sicakligt olan bir serada c¢ogaltilmistir. Bitkiler diizenli olarak sulanmis ve
glibrelenmistir. 10 giin sonra, bezelye 1slah hatlar1 ve ¢esitleri diferansiyel termal

analize ve soguk aklimasyona tabi tutulmustur.

3.5 Soguga Kars1 Direncin Belirlenmesi

Toplam 25 bezelye 1slah hatlar1 ve 6 ¢esit onceki yillarda yapilan ¢alismalardan
secilmistir. Soguga direnci belirlemek ig¢in her islah hattindan ve gesitlerinden {i¢
bezelye bitkisi secilmistir. Yaprak ornekleri 25 1slah hattindan ve 6 gesitten standart

parcalar halinde elde edilmistir.
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Sekil 3.1 Termal ekzoterm sicaklik 6lgiimii i¢in yerlestirilen 1slah hatlar1, 1.kabinet,
(Kose ve Kaya 2018)

Sekil 3.2 Termal ekzoterm sicaklik 6l¢iimii igin yerlestirilen 1slah hatlari, 2.kabinet,
(Kose ve Kaya 2018)
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Sekil 3.3 Termal ekzoterm sicaklik olglimii i¢in yerlestirilen 1slah hatlari, 3.kabinet,
(Kose ve Kaya 2018)

Termal ekzoterm sicaklik dl¢limii tablanin Gst kismindan yapilmistir ve sinyal
glirtiltiistiniin kontrolii i¢in tablanin sol tarafi birakilmistir, tim TEM (termal ekzoterm
sicaklik 6l¢timii)'ler i¢in ortaktir. Dokular ve TEM arasinda yeterli temasi saglamak igin
saglikli yapraklarin iizerlerine kopiik yalitim pedleri (4 cm X 4 cm x 9 mm boyutlarinda)
yerlestirilmistir. Bélme kapagi sikildiktan sonra bélmeler dondurucuya yerlestirilmistir.
Dondurucuda 4 bolmeye kadar istiflenmistir ve ¢alisma basina maksimum 35 TEM
yiiklenmistir. Dondurucu, 1 saat boyunca 4 °C'de tutulacak sekilde programlanmistir ve
11 saat sonra -20 °C'ye disiiriilmiistiir (sogutma hiz1 4 °C/ saat), -20 °C'de 1 saat
bekletilmistir (bir 1sitma oran1 4,4  °C/ saat). DAS sinyalleri kaydedilmistir, her
TEM'den 15 sn araliklarla yiiklenen voltaj ¢ikisi dogrudan Excel’e aktarilmustir.
Ekzotermler, termistor verisinin bir ¢iziminden maniiel olarak tanimlanmistir (X ekseni),
kars1 yiklii TEM verisi eksi, bos TEM verisi (y ekseni) olacak sekilde tanimlama
yapilmistir. Yapraklarin oldiriicti sicaklilar1 sirasiyla % 10, % 50 ve % 90 oraninda
yaprak Olimii ile rapor olusturulmustur (Andrews vd. 1984). Bu degerler yapraklarin
ekzoterm arahigindan ve dagilimindan (her TEM iizerindeki yapraklar agikga
goriilebiliyor) belirlenmistir. Bezelye i¢in, 6liimciil sicaklik yaprak dokusu LTE;o olarak

raporlanmaistir.
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3.6 Soguk Aklimasyon Tedavisi

Soguga dayanikliligi belirlenmek igin her islah hattindan ve gesitlerden 3
bezelye bitkisi secilmistir. Soguk aklimasyonu i¢in 10 giinliik fidanlar 4 °C'de
ayarlanmig bir bliylime odasinda inkiibe edilmistir. 21 giin boyunca belirli 151k
sartlarinda (giindiiz / gece 16/8 saat fotoperyod, 50 pmol m? s* 151k) ve bagil nem (%
65) ile soguk tedavi islemi indiiklenmistir.

3.7 Prolin Tahlili

Her 1slah hattindan ii¢ bezelye bitkisinin prolin igerigini belirlemek igin segimi
yapilmistir.  Yapraklarin prolin igerigini belirlemek igin ninhidrin asit yontemi

kullanilmistir (Bates et al. 1973).

Sekil 3.4 Prolin kimyasal yapisi

Yaprak ornekleri % 3’liik (agirlik / hacim) siilfosalisilik asit sulu ¢ozeltisi ile
havanda ezilmistir ve olusan homojenat, Whatman (no:1) kagidi ile filtreleme islemine
tabi tutulmustur ardindan olusan 6ziin 2 mililitresi, buzlu asetik asit ve 2 ml asit

ninhidrin ile karigtirilmistir.
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Sekil 3.5 Yaprak orneklerinin siilfosalisilik asit sulu ¢ozeltisi ile ezilmesi (A-B),
ekstraktin buzlu asetik asit ve 2 ml asit ninhidrin ile karistirilmasi (C-D), (Chen et al.
2016)

Reaksiyon karigimi 1 saat 100 °C'de inkiibe edilmistir ve sonra 20 dakika
boyunca buz lizerinde birakilmistir. Reaksiyona karisimina 4 mililitre toluen ilave
edilmistir. Santrifiijden sonra, organik faz kuvars kiivet icine ekstrakte edilmistir ve
absorbansi 520 nm'de Sl¢iilmiistiir. Bu islem toliiene kars1 bos olarak ve UV-gdriiniir

spektrofotometre kullanilarak yapilmstir.

3.8 Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Antioksidan enzim aktivitelerini belirlenmek i¢in her 1slah hattindan ve
cesitlerinden ii¢ bezelye bitkisi segilmistir. Yaprak 6rnekleri (0.5 g) tampon ¢ozelti ile
ezilmistir ve buzda sogutulmustur, 0,1 ml igeren metilenedinitrilotetra asetik asit
(EDTA) 0,2 M fosfat tamponu (pH=7) ile homojenize edilmistir. Oz, 12,000 rpm'de 15
dakika siireyle 4 °C'de santrifiijlenmistir. Ust faz, APX, SOD ve CAT enzimlerinin
aktivitesini 6l¢mek i¢in kullanilmigtir. CAT aktivitesi, 20 mM H,0; i¢eren 50 mM fosfat
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tamponu (pH=7,5) kullanilarak 240 nm'de absorbanstaki azalmanin izlenmesi yontemi
ile Ol¢tilmistir. Bir birim CAT aktivitesi, dakikada 1 mM H,0; ile kullanilan enzim
miktar1 olarak tanimlanmistir (Upadhyaya et al. 1985). APX, 3 ml numune karigimu ile
igerisinde 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), 0,5 mM sodyum askorbat, 0,1
mM EDTA, 0,2 ml silipernatan ve 6 mM H;O;, dahil olmak iizere 290 nm'de
absorbansdaki diisiisiin kaydedilmesi ile analiz edilmistir (Nakano and Asada 1981).
SOD aktivitesi, nitro-mavi tetrazolyum (NBT) boyasinin indirgenmesi sirasindaki
absorbansinin izlenmesi ile belirlenmistir (Dhindsa et al. 1981). 13 mM metiyonin, 2
puM riboflavin, 75 uM NBT, 0.1 mM EDTA, 50 mM sodyum karbonat, 50 mM fosfat
tamponu (pH 7,8) ve 0,1 ml 6z ihtiva eden numune karistirilmistir. Riboflavin
eklenmistir ve tiipler ¢alkalanmistir, 30 cm altina iki floresan tiip igeren 1s1k kiimesine
yerlestirilmistir. 20 dakika sonra tiipler siyah bir bezle ortiilerek reaksiyon
tamamlanmistir. Absorbans 560 nm'de spektrofotometrik olarak kaydedilmistir.

3.9 istatistiksel Analiz

Tim deneyler Ui¢ tekrar ile yapilmistir. Veriler, SPSS 15 paket programi
kullanilarak varyans analizi (ANOVA) ve Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi P<0,05

yapilarak ortalamalar karsilagtirilarak degerlendirilmistir.
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Soguk stres, morfolojik ve biyokimyasal indiiksiyon nedeniyle bitki
dokularindaki degisiklikler ve fizyolojik degisiklikler; plazma zari, enzimatik
reaksiyonlardaki degisiklikler ve makromolekiiller arasindaki etkilesimler gibi tiim
hiicresel islemlere miidahale ettigi tespit edilmistir (Tasgin et al. 2006). Farkli termal
analiz ve LT kombinasyonu tiirlerdeki soguk tolerans mekanizmalarini belirlemek i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir (Pearce 2001). LT sicakliklarinin belirlenmesi, bitki
dokularinin, Onemli donma toleransi olmadan buz kristallerine dayanip
dayanamayacagini degerlendirmek icin temeldir. Bezelye genotipleri, c¢evresel
kosullardaki degiskenliklerden dolayr donma toleransinda hayatta kalmak igin farklilik
gosterebilir (Shereena et al. 2006). Bu nedenle, soguga direngli gesitlerin iyilestirilmesi
ve soguk tolerans stratejilerinin taninmasi, bezelye bitkileri i¢in soguk direncini biiyiik

Olciide ilerletebilir.

Bu calismada, c¢esitli kiiltiir kosullar1 i¢in 6 ¢esit ve 25 1slah hattinin LTsg
tarafindan belirtildigi gibi soguk direncini belirlenmistir. Bu caligmada incelenen
bezelye islah hatlari ve c¢esitler donma sicakligina tepkilerinde ve soguga karsi
aklimasyon potansiyellerinde 6nemli farkliliklar gostermistir. 31 O6rnegin ¢ogu igin
hayatta kalma adina 6liimciil sicakliklar (LTyp ile LTgy arasinda) -2,1 °C ile -7,14 °C
arasinda degismistir. Islah hatti 10 agik bir sekilde c¢alisilan tiim genotiplerin en
giicliisiidiir; 35 ise daha az gii¢lii oldugu goriilmiistiir. Elde ettigimiz sonuglara gore, 14,
34, 6 ve 10 elit 1slah hatlarin, ¢alisilan diger cesitler arasinda en dondurucu toleranslh
cesitler olarak goriilebildigini gostermistir. Cesitler bakimidan, Tore ve Uriinli,
donmaya en duyarli ¢esitler olarak kabul edilebilir. LTsy degerleri, bahge bezelyesi
literatiirlerinde bildirilenlere biraz benzemektedir (Wade 1941). Ulubatli, Ozkaynak,
Taskent ve Kirazli daha 6nceki bir ¢aligmada dona dayanikli ¢esitler olarak bildirilmistir

(Acikgoz vd. 2009).

Bu calismada ayrica Ulubatli, Ozkaynak, Taskent ve Kirazli 1slah hatlarinin
donmaya dayanikli 14, 34, 6 ve 10 1slah hattininkine yakin donma dayanimi degerleri
oldugu tespit edilmistir. Daha dnceki bir calismada (Balackova et al. 1986) -6 °C soguk

strese maruz kalan Pisum fulvum ¢esidinin yapraklarinda hicbir hasar gézlenmedigini
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bildirilmistir. Pisum sativum genotiplerinde % 5 ile % 100 arasinda soguk toleransi; 4
geleneksel hat ve 5 kisa sapli hatta en yiiksektir. Fransa'da -23 °C ve altindaki
sicakliklar Pisum sativum'un kiglamasinin 6liimciil oldugu degerlendirilirken, -6 ile -14
°C arasindaki sicakliklarin tamamen direngli bezelyeye zarar vermeyecegi kabul

edilmektedir (Eteve 1985).

Bu calismanin sonuglar1 literatiirde bildirilmis olan oOnceki c¢aligmalara
uygundur. Disiik sicakliklarda artan prolin igerigi, bezelye dahil bir¢ok bitki tiiriinde
yaygin olarak bildirilmistir (Zhang et al. 2012). Prolin igerigi bariz olarak tireme
kosullarina maruz kalan bitkilerde, 1slah hatlarinin ve c¢esitlerinin yapraklarindaki
kontrollere kiyasla artmistir. Normal kosullar altinda, ii¢ hatta farkli bazal tepki
icerikleri gbzlemlenmistir. Islah hat 19, aklimasyonlu durumdan aklimasyona
ugramayan duruma gore daha yiiksek oranda prolin igerigini goOstermistir. Benzer
sekilde, donmaya duyarli hat 9 soguga tepki olarak prolin seviyelerini arttirmigtir
(Cizelge 5.1). Bununla birlikte, toplam prolin igerigi, soguk diren¢ derecesine baglidir.
Direng ¢esitlerinin ve iireme soylarin en yiiksek prolin konsantrasyonlarinin varligi
tespit edilmistir. Soguk islenmis bitkilerde, prolin birikimi, islenmemis bitkilerden daha
yiiksektir. Soguk islenmis bitkiler, islenmemis bitkilerden daha hizli iyilesmistir, bu
nedenle, prolin'in soguk stres altindaki bitkilerde yararli etkileri nedeniyle soguk
iklimlendirilmis bitkiler, donma sicakliklarin1 iklimlendirilmemis bitkilerden daha iyi
tolere edebilmektedir. Indiiklenmis prolin iceri§i ozmotik ayarlama, ROS (Reaktif
oksijen tiirevler) siipirme ve soguk strese iyi uyum ig¢in O6nemli olan enzim
denatiirasyonunun korunmasinda islev gorebilmektedir (Aslani et al. 2011). Bu
nedenle, prolin seviyeleri bezelye islah hatlarmin soguk direncinin taranmasi igin
potansiyel belirleyiciler olarak kabul edilebilir. Bu sonuglar, soguk aklimasyon sirasinda
nohuttaki prolin igerigini gosteren diger arastirmacilarin bulgulariyla uyumludur
(Nayyar et al. 2005a). Ayrica bugday fidelerinde prolin seviyesinin, soguk strese maruz
kaldiginda yavas yavas yiikseldigini bildirilmistir (Javadian et al. 2010).

Bu c¢alisgmada elde edilen sonuglar ceviz cesitlerinde daha dnce yapilmis bir
rapora gore benzerlik gostermektedir (Aslani et al. 2011). Donmaya dayanikli ceviz
genotiplerinin, diisiik sicaklik kosullarinda daha az direngli olanlardan daha fazla

serbest prolin icerdigi bildirmistir. Bitkilerde soguga direngli gelisme, antioksidan
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enzim aktivitesinin zenginlestirilmesi ile giliglii bir sekilde baglantilidir. Antioksidan
enzimlerin, soguk strese tepki olarak tiretilen ROS'a kars1 hiicresel 6zellikleri dnledigi
bilinmektedir (Mutlu et al. 2009). Soguga direngli tiirlerin, piring ve musir da dahil
olmak tizere bir¢ok iirlinde soguga duyarh tiirlere kiyasla daha yiiksek antioksidan

enzim aktivitelerine sahip oldugu gosterilmistir (Anderson et al. 1994; Guo et al. 2005).

Sonuglarimiz soguk stres kosullarinda ii¢ 1slah hattinda oksidatif strese karsi
SOD, CAT ve APX aktivitelerinde onemli bir artis gozlendigini gostermistir. SOD,
soguk stresine kars1 savunma mekanizmasinda ilk adimdir. Soguk aklimasyon altinda ii¢
1slah ¢izgisinin yapraklarindaki SOD aktivitesinin degerlendirilmesi, belirgin bir artis
gostermistir ve daha sonra soguk muamelenin siiresine paralel olarak azalmistir. Soguk
stres altinda, soguk iklimlendirilmis bitkilerde SOD aktivitesindeki artis, 6zellikle
iklimlendirilmemis olanlar ile karsilastirildiginda 7 giin boyunca 4 °C'de tutulduklarinda
¢ok daha yiiksektir ve bu degisiklik cogunlukla 19 ve 10 islah hattinda gézlemlenmistir.
Soguk toleransh ve direncli 1slah hatt1 19, SOD aktivitesi en yiiksek, soguga duyarl
1slah hatt1 9 ise aktivitesi en diisiiktiir (Cizelge 5.2).

Bu sonuglar hem soguk muamelesi hem de muamele olmayan dis kosullar
altinda LTsg 1le SOD arasinda anlamli bir pozitif iligki oldugunu gdstermistir. Soguk
direngli hatlardaki daha yiiksek SOD aktivitesi, hiicrelerin detoksifikasyonuna yardimci
olan daha iyi ROS temizleme kapasitesini yansitir. Bu ¢aligmaya gore, (Janmohammadi
et al. 2012), soguk aklimasyondan sonra SOD aktivitesinin, kislik bugdayda LTso'nin
azalmas1 ile yakindan korele oldugunu da belgelenmistir. Ayrica, APX aktivitesi soguk
iklimlendirme sirasinda bezelye gesitlerinde anlamli olarak artmistir (Cizelge 5.3).
Soguk aklimasyon sirasinda APX aktivitesindeki artis, cam ve ladinde de belgelenmistir
(Tandy et al. 1989). Calismamizda, en yiiksek APX aktivitesi 21 giinde soguk toleranslt
1slah hatt1 19 da tespit edilmistir, ancak en diisiik aktiviteler soguk aklimasyonlu 14
ginde soguga dayanikli 1slah hatt1 10 da test edilmistir. Ancak, iklimlendirilmemis
bezelye cesitlerinde fark artisi gbézlenmistir. Ayrica, LTsg ile soguk aklimasyonlu ve
aklimasyonsuz kosullar altinda APX aktivitesi arasindaki korelasyon istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriilmiistir. Sonuglarimiz, ROS'un zararin1 ortadan kaldirabilmesine
ragmen, APX enziminin aktivitesinin bezelye i1slah hatlarimin soguk direncinde

dogrudan bir rolii olmadigmi gostermektedir. Bu, APX aktivitesinin dogrudan soguk
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direngle iligkili olmadigin1 gdsteren Onceki calisma ile uyumludur (McKersie et al.
1999). Cansev et al. (2009), ayrica APX aktivitesinin soguk direncinin derecesi ile

iliskili olmayabilecegini de bildirmistir.

CAT enzimi temel olarak peroksizomlarda bulunur ve bitkilerin soguk stresine
kars1 korunmasinda da onemlidir (Sudhakar et al. 2001; Mutlu et al. 2011). Soguk
aklimasyon sirasinda ii¢ bezelye 1slah hattinda CAT aktivitesi anlamli sekilde artmistir,
ancak 1slah hatlar1 arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir. En diisiik CAT aktivitesi,
soguk muamele hattinda (10), hem soguk muamele hem de muamele dis1 kosullar
sirasinda  bulunurken, en yiikksek CAT aktivitesi, soguk toleransli hattinda (19)
bulunmustur. Bu bulgular, CAT aktivitesinin zeytin yapragi dokusundaki soguk direng
derecesi ile yakindan iliskili oldugu tespit edilen Onceki raporlarla uyumludur
(Hashempour et al. 2014).

Sonuglara dayanarak, calismamiz bezelyenin soguk direncini agiklamaya
yardimci olmustur ve 4 1slah hattinin ¢alisilan 25 bezelye 1slah hattinda en yliksek soguk
direncine sahip oldugunu gostermistir. Ayrica, 10 1slah hatti soguga direngli olma
egilimi gostermistir. Elde ettigimiz sonuglar soguk algmhigmmin APX, SOD, CAT
enzimlerinin aktivitelerini gelistirdigini de ortaya koymustur. Bu nedenle, antioksidan
enzimlerin 6nemli aktivitesi ve prolin iceriginin, ¢esitli ortam kosullar1 i¢in direncli

bezelye tiirlerinin elde edilmesi i¢in se¢im kriteri olarak onerilebilir.

Yapilan bu ¢alismamiz sonucunda kullandigimiz yem bezelyesi 1slah hatlarinin
soguga kars1 direncinin Oliim sicakliklar1 belirlenmis olup gelecekte bu 1slah hatlar

soguga dayanikli aday cesitleri olarak piyasaya sunulabilir.

Bu 1slah hatlar1 degisen iklim kosullarma bagli olarak erken ilkbahar ve ge¢
sonbahar donlarina karst verim kayiplarint minimum seviyeye indireceginden

yetistiricilere soguga dayanikli yem bezelyesi gesitleri olarak sunulacaktir.

Bu 1slah hatlar1 verim kayiplarint en az diizeye indireceginden iilkemizin
bliylikbas hayvan yetistiriciliginde yem bitkisi olarak kullanilarak {ilke ekonomisine

katk1 saglayacaktir.
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Bu dayanikli 1slah hatlar1 sayesinde ani sicaklik degisimlerine tolerans
gostermelerinden dolay1 tohum aliminda disa bagimlilig1 azaltacaktir ve gelecekte yeni

1slah programlarinin baslatilmasinda baslangi¢c materyali olarak kullanilabilecektir.
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Baglangicta, bezelye yapraklarinin diferansiyel termal analiz profili tespit
edilmistir, bunlar farkli sicakliklarda sadece bir buzlanma olustugunu gostermistir.
Sicaklik araliklari, % 10,% 50 ve % 90 yaralanma oranlart ile iliskili test edilen bezelye
genotiplerinde tanimlanmigtir. Bize gore sonuglar, ¢esitler ve 1slah hatlar1 birkag gruba
ayrilabilir. Yapraklarda, LT, LTso ve LTgg (sicakliklara neden olan 6ldiiriicii donma),
cesitler ve 1slah hatlar1 incelenmistir. Hassas bir sekilde siniflandirilmistir; hassas (35,
47,43, 11,9, 24, 8, 111, 171, 116 (Tore), 46, 27), toleransh (45, 26, 19, 54, 13, 113
(Uriinlii) , 22, 16, 21, 40, 161) ve dayanikli (115 (Taskent), 14, 112 (Ozkaynak), 114
(Kirazl), 34, 117 (Ulubatl), 6, 10). LTso yapraklar i¢in -2.68 °C' den -6.95 °C'ye kadar
degismistir. Islah hatlar1 arasinda sirasiyla 10. ve 35.yaprak en yiiksek ve en diisiik
siiper sogutma noktasma sahiptir. Ticari cesitler arasinda Ozkaynak ve Ulubatli en

yiiksek sogutma noktalarma sahiptir, Tére ve Uriinlii en diisiikleri olmustur.

Cizelge 5.1 25 1slah hatt1 ve 6 ¢esitten olusan LTs¢'deki degisimler

6 9 11 14 19 22 26 34 40 45 47 111 113115117171
Islah hatlar ve gesitleri

Serada 10 gilin boyunca yetistirilen bitkiler, soguga dayaniklilik potansiyelini
arastirmak i¢in 21 giin boyunca 4 °C ortama aktarilmistir. Normal serada yetistirilen
bitkiler kontrol olarak goérev yapmistir. Soguk aklimasyon, -20 °C sicakliga kadar

hassasiyetine (9), toleranslarina (19) veya direnglerine (10) gore segilen ii¢ 1slah hatti ile
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degerlendirilmistir. Prolin birikimi, ii¢ 1slah hattinin (9, 10 ve 19) yapraklarinda 7
giinlik soguk aklimasyondan sonra (P = 0,05) kanitlanmigtir. Prolin birikimi 19'daki
birikim 9 ve 10'dan daha yiiksektir. Soguk aklimasyon, 21 giinde en yiiksek seviyeye
ulasan prolin icerigini kademeli olarak arttirilmistir. Kontrol ile karsilastirildiginda, yedi
giin aklimasyondan sonra sirastyla 9, 10 ve 19 1slah hattinin prolin birikimi 3,90-6,30,
4,10-5,50 ve 4,10-7,20 kat artis gostermistir. 14 giinde, arastirilan tiim 1slah hatlarinin
yapraklarinda prolin birikimi stirekli olarak artmustir. 21 giinliik aklimasyon sirasinda,
en yogun prolin birikimi, 19. 1slah hattinin yapraklarinda gozlemlenmistir ve 7, 14 ve 21
giinliik aklimasyon sonra, prolin miktar1 bu 1slah hattinin yapraklari, aklimasyon
olmayanlarin yapraklarindan onemli Olglide daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 5.1).

Cizelge 5.2 Ug bezelye 1slah hattinin prolin igerigindeki degisimler

slal e 7. giin 14. giin 21. giin
hatlart  (Kontrol)
9 3.9 6.3cB 14.6bA 22.1aB
19 4.1 7.2CA 14.3bA 28.0aA
10 4.1 5.5¢cC 10.4bB 21.3AB

* Ayni siitunda farkli iist yaziya sahip degerler, Duncan testine gére P <0,05 diizeyinde
farklidir; biiyiik harf = siitundaki fark; kiigiik harf = satirdaki fark olarak ifade edilmistir

Antioksidan enzimler (APX, SOD ve CAT) icin varyans analizinin verisi, test
edilen ii¢ bezelye islah hattinin SOD, APX ve CAT aktivitelerinde 21 giinliik
aklimasyonda, 7,14 degeri ile anlamli bir (P< 0,05) iyilesme oldugunu gostermistir.
SOD aktivitesi hem soguk aklimasyon hem de soguk aklimasyon olmayan asamada
cesitler arasinda farklilik gostermistir. En yiiksek SOD aktivitesi 7 glin soguk
aklimasyonda olmustur; 19 (12,900 nmol / g FW), 10 (12,700 nmol / g FW), 9
(11,800nmol / g FW). En diisiik SOD faaliyeti 21 giin siiren aklimasyonda yasanmustir;
10 (3,893 nmol / g FW), 9 (3,800 nmol / g FW) ve 19 (4,300 nmol / g FW). Aksine, en
diisiik SOD aktivitesi sogukta 7 giin siiren aklimasyon olmayanda olmustur; 9 (2,600
nmol / g FW), 10 (3,200 nmol / g FW) ve 19 (3,700 nmol / g FW).
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Cizelge 5.3 Ug bezelye 1slah hattinin SOD aktivitesindeki degisimler

slal 7-gtn 7. giin 14. giin 21. giin
hatlar1 ~ (K.grubu)
9 2.6° 11.8aB 6.1bA 3.9cB
19 3.7° 12.9aA 8.2bc 4.3cA
10 3.2 12.7aA 7.1bB 3.8CB

* Ayni siitunda farkl iist yaziya sahip degerler, Duncan testine gore P <0,05 diizeyinde
onemli Ol¢iide farklidir; biiyiik harf = stitundaki fark; kiiglik harf = satirdaki fark olarak
ifade edilmistir.

Soguk aklimasyonuna tabi tutulan 19 1slah hatti, 7 giin boyunca kontrolle kiyasla
yapraklarinda SOD aktivitesinde anlamli bir artis oldugunu gostermistir (Cizelge 5.2).
APX aktivitesi de hem soguk aklimasyon hem de aklimasyon olmayan agamalarda
cesitler arasinda farklilik gostermistir. En yiiksek APX aktivitesi 21 giinlilk soguk
aklimasyonda olmustur; 19 (7,80 nmol / mg protein), 9 (5,40 nmol / mg protein), 10
(5,00 nmol / mg protein). En diisiik APX aktivitesi ise 21 giin boyunca elde edilmistir;
10 (1,200 nmol / mg protein), 9 (1,700 nmol / mg protein) ve 19 (2,200 nmol / mg
protein). Buna karsilik, en yiiksek APX aktivitesi 7 giin boyunca soguk olmayan
aklimasyon i¢in gézlemlenmistir; 19 (1,400 nmol / g FW), 9 (1,200 nmol / g FW) ve 19
(0,500 nmol / g FW). Benzer sekilde, 19 islah hatti, soguk aklimasyon agisindan en
yiiksek APX aktivitesini gostermistir (Cizelge 5.3).

Cizelge 5.4 Ug bezelye 1slah hattinin APX aktivitelerindeki degisimler

Islah 7.giin

hatlart  (Kontrol) -gun 14.giin 21.glin
9 1.2° 1.7cB 2.4bB 5.4aA
19 1.4 2.2cA 4.0bB 7.8aA
10 0.5° 1.2¢C 2.3cB 5.0AC

* Ayni stitunda farkli iist yaziya sahip degerler, Duncan testine gore P <0,05 diizeyinde
Oonemli Ol¢iide farklidir; biiyiik harf = stitundaki fark; kii¢lik harf = satirdaki fark olarak
ifade edilmistir.

Soguk aklimasyona maruz birakilan 1slah hatlar1 arasinda bezelye
yapraklarindaki CAT diizeyinde anlamli1 bir fark bulunamamistir. Ancak, CAT aktivitesi
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soguk aklimasyona ugramayan islah hatlar1 arasinda farklilik gostermistir. Soguk
aklimasyonda, en yiiksek CAT aktivitesi, 19. 1slah hattinda elde edilmistir (15,300 umol
mg-1 proteini), en diisiik CAT aktivitesi, 21 giin boyunca soguk aklimasyonda 9. 1slah
hattinda (14,800 umol mg™ proteini) elde edilmistir. Benzer sekilde, aklimasyon
olmayan sartlardaki 19. slah hattinin (2,600 pmol mg™ protein), en yiiksek CAT
aktivitesine sahip oldugu gorilmistiir ( Cizelge 5.4).

Cizelge 5.5 Ug bezelye 1slah hattinin CAT aktivitelerindeki degisimler

siall 7-gtn 7.giin 14.giin 21.giin
hatlar1  (Kontrol)
9 2.0° 47 9.9 14.9
19 2.6° 4.9 9.9 15.3
10 1.9° 4.8 9.8 14.8

* Ayni slitunda farkli iist yaziya sahip degerler, Duncan testine gore P <0,05 diizeyinde
onemli Gl¢lide farklidir; biiylik harf = siitundaki fark; kiigiik harf = satirdaki fark olarak
ifade edilmistir.
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ABSTRACT

Pea (Pisumsativum) is one of the major commercial forage all over the world, but its yield is restricted by cold stress due
to cold sensitivity. In this study, the response of 31 pea genotypes with different cold resistance was tested under cold
stress. Pea plants were cultivated from seeds in a temperature-controlled greenhouse (25/15°C) for 10 days prior to
experiments. Cold-resistant and cold-sensitive lines and cultivars were selected using values of different thermal
analysis. In addition, alterations in the activity of antioxidant enzymes (ascorbate peroxidase, catalase and superoxide
dismutase), free proline content and their relation to LTso with cold resistance were investigated, and three breeding lines
were selected at cold acclimation and non-acclimationconditions. Proline content gradually increased at cold acclimation
compared to those leaves at non-acclimated. Cold acclimation improved the activities of APX, SOD and CAT. The
highest correlation between enzyme activities and cold resistance was observed in the case of SOD, APX and CAT of 19
breeding lines’ leaves. Our results indicated LTso as closely related to proline content and antioxidant enzyme activities

at cold acclimation.

Key words: pea, cold resistant, lethal temperature, enzyme activity.

INTRODUCTION

Abiotic stress is identified as environmental
factors that reduce yield and productivity below optimum
levels. Low temperature is one of the important abiotic
stress factors influencing plant vegetative and
reproductive development in many areas of the world
(Jandaet al., 2003).Plants are complex organisms, which
vary widely in their ability resist against chilling and
freezing temperatures. It is hard to find out a precise
estimate of the effects of cold stress on plant
growth(Levitt, 1980). Freezing is defined as the death of
the plant or damage to growth or differentiation of most
of the living cells of plants as a result of cold stress.
However, supercooling, a state where liquids do not
solidify even below their normal freezing points is an
avoidance mechanism against cold damage in plants,
which are exposed to low temperatures. The degree of
plant supercooling in normal environment conditions is
primarily dependent on the ice-nucleating ability of the
plant tissue and its immediate environment. Supercooling
is particularly important in plants subjected to frosts
during periods of high metabolic or growth
activities(Reyes-Diaz et al, 2006). When the
extracellular supercooled water freezes, it creates a high
temperature exotherm (HTE) and does not injure the
plant. On the contrary, when the intracellular supercooled
water freezes, it creates a low temperature exotherm
(LTE), which is mostly lethal for organs. Differential
thermal analysis is a method, which is utilized to predict
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the critical temperatures for plant tissues (Burke et al.,
1976). Freezing-resistant plants experience damages only
at temperatures lower than the temperature at which
extracellular ice formation begins. Many plant species
develop freezing resistance when subject to low non-
freezing temperatures, a physiological process known as
cold acclimation. Cold acclimation is a dynamic process
in which plants exposed to low but non-freezing
temperatures acquire tolerance to sub-zero temperatures
(Levitt, 1980). Plants respond to acclimation through a
number of biochemical and physiological alterations
including changes in carbohydrates, proline and protein
content as well as enzymatic activities. Soluble
carbohydrates and free proline may inhibit water loss
during acclimation(Kovaczet al., 2011). Cold acclimation
increases the level of proline via changes in enzyme
activities in the proline metabolism pathways, which
enhances cold-resistance (Ruiz et al., 2002). Proline is
also strongly associated with plants’ cold stress as free
proline increase during acquisition of cold resistance in
plant species. The antioxidant enzymes in the plants,
when they are exposed to environmental stresses, have
been known to play a main role in the regulation against
stress(Chaitanya et al, 2002; Turk et al, 2014,
Bezirganoglu 2017). To reduce the stress enhanced
oxidative effects, plant species produce various types of
antioxidants such as peroxidase, catalase and superoxide
dismutase(Shahidet al., 2012).

Pea (PisumsativumL.) is a major legume crop in
the world. The crops display an important role in the
sustainable agricultural systems. However, frost damage
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in early spring and late fall to the pea crop can restrict the
growing season to a limited time period(Tan et al., 2012).
It is documented that the stress excited influences on
physiological and biochemical attributes of pea, although
the relative importance of cold stresses affecting its
production has been poorly understood (Noreen and
Ashraf 2009; Shahidet al., 2012). The present study was
carried out to evaluate the cold resistance of different pea
breeding lines and cultivars under controlled conditions
and to determine the lethal temperature values for
commonly used pea breeding lines and to identify the
relationship of alterations in enzymatic activities to cold
resistance in pea plants.

MATERIAL AND METHODS

Plantmaterialandgrowthconditions: Pea
(PisumsativumL.) seeds were obtained from East
Anatolia Agricultural Research Institute, Erzurum,
Turkey. Prior to experiments, seeds were surface-
sterilized for 10 min with water/bleach (10:1, commercial
NaOCl) solution and then washed three times with
distilled water. Seeds were cultivated in plastic pots filled
with a 1:1:1 mixture of soil: sand: peat. They were
propagated ina greenhouse with day/night temperature of
25/15°C. Plants were watered and fertilized regularly.
After 10 days, Plants of pea breeding lines and cultivars
were subjected to differential thermal analysis and cold
acclimation.

Determination of cold-resistance: A total of 31 pea
breeding lines and cultivars were chosen from previous
year’s study.Three pea plants from each breeding lines
and cultivars were carry outto determine thecold
resistance. Leaf samples were obtained as uniform pieces
from 25 breeding lines and 6 cultivars. One TEM in the
top tray was left empty as a control for signal noise that
was common to all TEMs. Foam insulation pads (4 cm x
4 cmx9 mm thick) were placed on top of leaf in each well
to ensure adequate contact between the tissues and TEM.
The chamber lid was then tightened and chambers were
placed in the freezer. Up to four chambers were stacked
in the freezer for a maximum of 35 TEMs loaded per run.
The freezer was programmed to hold at 4°C for 1 hrs, and
drop to -20°C in following 11 hrs (a cooling rate of
4°C/hr), hold at -20 °C for 1 hr (a warming rate of 4.4
°C/hr). The DAS recorded signals from each TEM at 15-
sec intervals and downloaded voltage output directly to
Excel. Exotherms were identified manually from a plot of
thermistor output (x axis) versus loaded-TEM output
minus empty-TEM output (y axis). Lethal temperatures
for leaves were reported at which 10%, 50% and 90% of
the leaves were Kkilled, respectively (Andrews et al.,
1984). These values were determined from the leaf
exotherm range and distribution that were clearly visible
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for leaves on each TEM. For pea, lethal temperatures
were reported as leaf tissue LTE .

Cold acclimation treatment: Three pea plants from each
breeding lines and cultivars were carry outto determine
thecold resistance. For cold acclimation, 10-day-old
seedlings were incubated in a growth chamber set at 4°C
to induce cold treatment for 21 days, with light condition
(day/night 16/8 h photoperiod, 50umol m? s light) and
relative humidity (65%). Leaf samples were obtained at
7, 14 and 21 days after cold treatment for proline contents
and enzyme activity evaluation.

Proline assay: Three pea plants from each breeding lines
were carry outto determine theprolinecontent.To
determine the proline content of leaves the acid ninhydrin
method was used (Bates et al., 1973). Leaf samples were
crushed in a mortar and pestle with 3% (wW/v)
sulfosalicylic acid aqueous solutions and the homogenate
was filtered through Whatman No. Ifilter paper, then 2
ml of filtered extract was mixed with 2 ml glacial acetic
acid and 2 ml acid ninhydrin. The reaction mixture was
incubated at 100°C for 1h and then left on ice for 20 min.
Four milliliter of toluene was added to the reaction
mixture. After centrifugation, the organic phase was
extracted into quartz cuvette and absorbance was
measured at 520 nm against toluene as blank by UV-
visible spectrophotometer.

Antioxidant enzyme activities: Three pea plants from
each breeding lines and cultivars were carry outto
determine theantioxidantenzymeactivities. Leaf samples
(0.5 g) were crushed with a mortar and homogenized in
ice-cold 0.2 M phosphate buffer (pH 7) containing 0.1m
methylenedinitrilotetra acetic acid (EDTA). Extract was
centrifuged at 12,000 rpm for 15 min at 4°C. The
supernatant was utilized to measure the activity of APX,
SOD and CAT enzymes. CAT activity was measured by
monitoring the decrease in absorbance at 240 nm in 50
mM phosphate buffer (pH 7.5) including 20 mM H,O,.
One unit of CAT activity was defined as the amount of
enzyme that used 1uM H,O, per min (Upadhyayaet al.,
1985).APX was analyzed by recording the decrease in
absorbance at 290 nm in 3 ml sample mixture including
50mM potassium phosphate buffer (pH 7.0), 0,5mM
sodium ascorbate, 0,1 mM EDTA, 0,2 ml supernatant and
6mM H,O,(Nakano & Asada, 1981).SOD activity was
determined by monitoring the reduction in absorbance of
nitro-blue tetrazolium (NBT) dye(Dhindsaet al., 1981).
Sample mixture included 13 mM methionine, 2 uM
riboflavin, 75 pM NBT, 0.1 mM EDTA, 50 mM sodium
carbonate, 50 mM phosphate buffer (pH 7.8), and 0.1 mL
of the extract. Riboflavin was added at the end and the
tubes were shaken and placed 30 cm below a light bank
containing two fluorescent tubes. After 20 min, The
reaction was finished by covering the tubes with a black
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cloth. The absorbance
recordedspectrophotometrically at 560 nm.

was

Statistical Analysis: All experiments were conducted in
three replicates. Data were evaluated by analysis of
variance (ANOVA), and means were compared by
Duncan’s multiple range test at P < 0.05.

RESULTS

Cold-resistance estimation among breeding lines and
cultivars: Initially, differential thermal analysis profile of
pea leaves was determined, which indicated only one ice-
forming event at different temperatures. Temperature
ranges associated with 10%, 50% and 90% injury were
identified in the pea genotypes tested. According to our
results, as represented in Figure 1, the cultivars and
breeding lines can be categorized into several groups. In
the leaves, LTig, LTso and LToy (temperatures causing
lethal freezing), the cultivars and breeding lines studied
were classified as sensitive (35, 47, 43, 11, 9, 24, 8, 111,
171, 116 (Tore), 46, 27) tolerant (45, 26, 19, 54, 13, 113
(Uriinlii), 22, 16, 21, 40, 161) and resistant (115
(Taskent), 14, 112 (Ozkaynak), 114 (Kirazl), 34, 117
(Ulubatl), 6, 10). The LTso for leaves ranged from -2.68
to -6.95°C. Among the breeding lines, the leaves of 10
and 35 had the highest and lowest supercooling points,
respectively. Among commercial cultivars, Ozkaynak
and Ulubatli had the highest supercooling points and Tére
and Uriinlii had the lowest ones.

Cold-acclimation and proline assay: Plants grown for
10 days in the greenhouse were transferred into the 4°C
environment for 21 days to investigate the potential of
plants for cold resistance. Plants grown in the normal
greenhouse served as controls. Cold-acclimation was
assessed with three breeding lines which were selected
based on their sensitivity (9) tolerance (19) or resistance
(10) to temperature of -20°C. Proline accumulation was
proven after 7 days of cold acclimation (P <0.05) in
leaves of three breeding lines (9, 10, and 19). Proline
accumulation in 19 was higher than that in 9 and 10
breeding lines prior to cold acclimation. Cold acclimation
gradually increased proline content, which reached the
highest level at 21 days. Compared with the control,
proline accumulation of 9, 10, and 19 breeding lines
showed a 3.90-6.30, 4.10-5.50, and 4.10-7.20-fold rise
after 7 days acclimation, respectively. At the day of 14,
proline accumulation in the leaves of all investigated
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breeding lines increased consistently. During 21 days of
acclimation, the most intensive proline accumulation was
observed in the leaves of ‘19’ breeding line, and after 7,
14 and 21 days of acclimation, the amount of proline in
the leaves of this breeding line was significantly higher
than that in leaves of non-acclimated ones (Table 1).

Antioxidant enzyme activity: Analysis of variance of
data for antioxidant enzymes (APX, SOD, and CAT)
showed that 7,14 and 21 days of acclimation had a
significant (P< 0.05) improvement on the activities of
SOD, APX and CAT of the three tested pea breeding
lines. SOD activity was different among cultivars in both
cold acclimation and non-acclimated stage. The highest
SOD activity was on 7 days at cold acclimation; 19
(12.900 nmol/g FW), 10 (12.700 nmol/g FW), 9 (11.800
nmol/g FW). Whereas the lowest SOD activity was for 21
days acclimation; 10 (3.893 nmol/g FW), 9 (3.800 nmol/g
FW) and 19 (4.300 nmol/g FW). On the contrary, the
lowest SOD activity was on 7 days at non-cold
acclimation; 9 (2.600 nmol/g FW), 10 (3.200 nmol/g FW)
and 19 (3.700 nmol/g FW). Cold acclimated 19 breeding
line indicated a significant increase in SOD activity in
their leaves compared with the control for 7 days (Table
2). APX activity was also different among cultivars in
both cold acclimation and non-acclimated stages. The
highest APX activity was for 21 days at cold acclimation;
19 (7.80 nmol/mg protein), 9 (5.40 nmol/mg protein), 10
(5.00 nmol/mg protein), whereas the lowest APX activity
was obtained for 21 days; 10 (1.200 nmol/mg protein), 9
(1.700 nmol/mg protein) and 19 (2.200 nmol/mg protein).
In contrast, the highest APX activity was observed for 7
days at non-cold acclimation; 19 (1.400 nmol/g FW), 9
(1.200 nmol/g FW) and 19 (0.500 nmol/g FW). Similarly,
19 breeding line showed the highest APX activity in
terms of cold acclimation (Table 3). No significant
differences in the level of CAT were obtained in the
leaves of pea among breeding lines subjected to cold
acclimation. However, CAT activity was different among
breeding lines at non-acclimation. At cold acclimation,
the highest CAT activity was obtained in the breeding
line 19 (15.300 pmol mg™' protein), whereas the lowest
CAT activity was obtained in the breeding line 9 (14.800
umol mg! protein) for 21 day at cold acclimation.
Similarly, the breeding line 19 (2.600umol mg™! protein)
had the highest CAT activity at the non-acclimation
(Table 4).
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Fig 1.Changes in LTso of 25 breeding lines and 6 cultivars. Vertical bars indicate standart errors from means
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Table 1.Changes in prolinecontent of three pea breeding lines.

Plant lines 7 days (CO) 7 days 14 days 21 days
9 3.9 6.3cB 14.6bA 22.10aB
19 4.1 7.2cA 14.3bA 28.00aA
10 4.1 5.5¢C 10.4bB 21.3AB

*Values with the different supercript in the same column are different at the P<0.05 level based on Duncan test.

Table 2.Changes in SOD activities of three pea breeding lines.

Plant lines 7 days (CO) 7 days 14 days 21 days
9 2.6° 11.8aB 6.1bA 3.9¢cB
19 3.7° 12.9aA 8.2bc 4.3cA
10 3.2° 12.7aA 7.1bB 3.8CB

*Values with the different supercript in the same column are significantly different at the P<0.05 level based on Duncan test.

Table 3.Changes in APX activities of three pea breeding lines.

Plant lines 7 days (CO) 7 days 14 days 21 days
9 1.2° 1.7¢B 2.4bB 5.4aA
19 1.4 2.2cA 4.0bB 7.8aA
10 0.5¢ 1.2¢C 2.3bB 5.0AC

*Values with the different supercript in the same column are significantly different at the P<0.05 level based on Duncan test.

Table 4.Changes in CAT activities of three pea breeding lines.

Plant lines 7 days 7 days 14 days 21 days
9 2.0 4.7 9.9 14.9
19 2.6 4.9 9.9 15.3
10 1.9° 4.8 9.8 14.8

*Values with the different supercript in the same column are significantly different at the P<0.05 level based on Duncan test.
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DISCUSSION

Cold stress interferes with all cellular processes
due to induction of morphological and biochemical
changes in plant tissues and physiological alterations in
plasma membrane, changes in enzymatic reactions and
interactions among macromolecules (Tasginet al., 2006).
The combination of different thermal analysis and LT has
been commonly used to identify cold tolerance
mechanisms in species(Pearce, 2001). Determination of
LT temperatures is basic to evaluate whether plant tissues
can resist ice crystals without significant freezing
tolerance. Pea genotypes might differ in freezing
tolerance due to differential survival of their variation in
the environmental conditions(Shereenaer al, 2006).
Therefore, improving cold resistant cultivars and
recognition of strategies of cold tolerance could greatly
progress cold resistance for pea plants. In this study, we
determined cold resistance of 6 cultivars and 25 breeding
lines as indicated by LTso for various environmental
conditions. Pea breeding lines and cultivars investigated
in the present study displayed considerable differences in
their response to subfreezing temperatures and in their
acclimation potential against cold. The Ilethal
temperatures (from LTo to LTog) for survival for most of
the 31 samples ranged between -2.1 and -7.14 °C.
Breeding line 10 was obviously the strongest of all
genotypes studied; while 35 was much less strong. Our
results also showed that 14, 34, 6 and 10 breeding lines
can be considered as the most freezing tolerant cultivars
among the other studied cultivars (Fig. 1). In terms of
cultivars, Toére and Uritinliicould be considered as the
most freezing-sensitive cultivars. The LTso values were
somewhat similar to those reported in the literatures for
garden pea(Wade, 1941). Ulubatli, Ozkaynak, Taskent
and Kirazliwere reported as frost tolerant cultivars in a
previous study(Acikgozet al., 2009). In this study, we
also found that Ulubatli, Ozkaynak, Taskent and Kirazli
breeding lines had freezing resistance values close to that
of freezing resistant 14, 34, 6 and 10 breeding lines. In a
previous study Balackovaet al (1986). reported that no
damage was observed in leaves of Pisumfillvum cultivars
exposed to -6°C cold stress. Cold tolerance in the
genotypes of Pisumsativum from 5 to 100%; it was
highest in four conventional lines and five short-stemmed
lines. In France, temperatures of -23°C and below are
evaluated lethal to overwintering Pisumsativum, while
temperatures of -6 to -14°C are considered as not
damaging to totally resistant pea(Eteve, 1985). The
results of this study are in accordance with previous
studies reported in the literature. Increased proline
content at low temperatures has been commonly reported
in many plants species, including pea(Zhang et al., 2012).
Proline content obviously increased in plants exposed to
the acclimation condition in the leaves of breeding lines
and cultivars compared to the controls. Under normal
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conditions, different basal response contents were
observed in three lines. Breeding line 19 displayed higher
contents of proline in the acclimated state with respect to
the non- acclimated state. Similarly, the freezing sensitive
line (9) had promoted levels of proline in response to cold
(Table 1). However, total proline content is dependent on
the degree of cold resistance. Resistance cultivars and
breeding lines had the highest concentration of proline. In
cold treated plants, proline accumulation was higher than
non-treated plants. Cold treated plants recovered faster
than non-treated ones, therefore, due to proline’s
beneficial effects in plants in cold stress, cold acclimated
plants could tolerate freezing temperatures much better
than non-acclimated plants. Induced proline content may
function in osmotic adjustment, ROS scavenging and
protection of enzyme denaturation (Aslamarzet al.,
2011), which are important for well adaptation to cold
stress. Therefore, proline levels could be considered as
potential markers for screening the cold resistance of pea
breeding lines. These results are in agreement with other

researchers’  findings(Nayyarer al., 2005a) that
demonstrated the contents of proline in chickpea during
cold acclimation. Furthermore, Javadianet

al.,2010.reported that proline level in wheat seedlings
was gradually promoted when exposed to cold stress. The
results obtained in this study are in accordance with a
previous report for walnut cultivars, where Aslamarzet
al.,2011. Reportedthat freezing resistant walnut
genotypes contain more free proline than the less resistant
ones under low temperature conditions. Development of
cold resistant in plants is strongly linked to the
enrichment of antioxidant enzyme activity. Antioxidative
enzymes are known to prevent cellular properties against
ROS, which is produced in response to cold stress
(Mutluet al., 2009). It has been shown that cold resistant
species have higher antioxidant enzyme activities
compared to cold sensitive species in many crops,
including rice and maize (Anderson et al., 1994; Guoet
al., 2005). Our results demonstrated that under cold stress
conditions, a significant increase in SOD, CAT and APX
activities was observed against oxidative stress in three
breeding lines. SOD is the first step in defense
mechanism against cold stress. Assessment of SOD
activity in the leaves of three breeding lines under cold
acclimation have showed an apparent increase and then
decrease in parallel with the duration of cold treatment.
Under cold stress, the increase in SOD activity was much
higher in cold acclimated plants particularly when they
were kept in 4°C for 7 days compared to non- acclimated
ones and this alteration was observed mostly in 19 and 10
breeding lines. SOD activity in the cold tolerant and
resistant breeding line 19 was the highest, whereas in the
cold sensitive breeding line 9, its activity was lowest
(Table 2). These results suggested a significant positive
relationship between LTsp and SOD under both cold
treatment and non-treatment conditions. Higher SOD
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activity in cold resistant lines reflects better ROS
scavenging capacity that helps detoxification of cells. In
accordance with this study, Janmohammadiet al.,2012
also documented that the SOD activity after cold
acclimation was closely correlated to the decrease of LTso
in winter-wheat. Besides, APX activity significantly
increased in pea cultivars during cold acclimation (Table
3). Increase in APX activity during cold acclimation has
also been documented at pine and spruce(Tandy etal.,
1989). In our study, the highest APX activity was
detected in cold tolerant breeding linel9 on 21 days,
however, the lowest ones were assayed in cold resistant
breeding linel0 on 14 day at cold acclimate. However, a
difference increase was observed in non-acclimated pea
cultivars. In addition, correlation between LT 5o with APX
activity under cold acclimated and non-acclimated
conditions was statistically significant. Our results
suggest that although it coulddiminish the damage of
ROS, the activity of the APX enzyme does not have a
direct role in the cold resistance of pea breeding lines.
This is agreement with previous study that showed APX
activity is not directly related to cold resistance
(McKersieet al., 1999). Cansevet al.,2009, also reported
that APX activity may not be related to the extent of cold
resistance. In the meanwhile, CAT enzyme is found
mainly in peroxisomes and also important in the
protection of plants against cold stress (Sudhakaret al.,
2001; Mutluer al., 2011). CAT activity significantly
increased in three pea breeding lines during cold
acclimation but no significant difference between
breeding lines was observed. The lowest CAT activity
was found in the cold resistant line (10), during both cold
treatment and non-treatment conditions, whereas the
highest CAT activity was found in cold tolerant line (19).
These findings are in agreement with previous reports,
where CAT activity was found to be closely relation with
the extent of cold resistance in olive leaf
tissue(Hashempouret al., 2014).

Based on the results, our study helped clarifying
the cold resistance of pea and demonstrated that four
breeding lines have the highest cold resistance among the
25 studied pea breeding lines. Moreover, ten breeding
lines displayed tendency to be cold resistant. Ourresults
also indicated that cold acclimation improved the
activities of APX, SOD, CAT enzymes. Therefore,
substantial activity of antioxidant enzymes and proline
content may be proposed as selection criteria for
obtaining resistant pea species for various environment
conditions.

Acknowledgments: This study was approved by
Erzurum Technical University Review Board (Project no:
BAP 2015/10), and supported by Erzurum Technical
University Research Fund.

566

The J. Anim. Plant Sci. 28(2):2018

REFERENCES

Acikgoz, E, (2009). Genotype x environment interaction
and stability analysis of dry matter and seed
yield in field pea (PisumsativumL.).Spain. J.
Agri. Res.7: 96-106.

Anderson, M.C., T.K. Prasad, B.A. Martin and C.S.
Stewart (1994).Differential gene expression in
chilling-acclimated  maize seedlings and
evidence for the involvement of abscisic acid in
chilling tolerance.Plant. Physiol. 105: 331-339.

Andrews, P.K., C.R. Sandidge and TK. Toyama (1984):
Deep supercooling of dormant and de-
acclimating Vitis buds. Amer. J. Enol. Viticult.
35:175-177.

Aslani, A.A., K. Vahdati, M. Rahemi, D. Hassani and C.
Leslie (2011). Cold hardiness and its
relationship with proline content in Persian
Walnut. Eur. J of Hortic. Sci 76: 84-90.

Balackova, N.E., A.P. Lakhanov and V.N Zaitsev
(1986).Resistance of pea and French bean
breeding material to unfavorable
temperatures.NauchnoTeknicheskiiByulletenVs
esoyusnogoNaucholssledovadelSkogolnstitutaZ
ernobobovykh I KrupanykhKultur. 35: 66-71.

Bates, L., R.P. Waldren and I.D Teare (1973). Rapid
determination of free proline for water- stress
studies. Plant and Soil. 39: 205-207.

Bezirganoglu, I, (2017).Response of five triticale
genotypes to salt stress in in vitro culture.Turk.
J. Agric. For. 41: 372-380.

Burke, M.J., LV. Gusta, H.A. Quamme, C.J. Weiser and
PH. Li (1976).Freezing and injury in
plants.Annu. Rev. Plant. Physiol. 27: 507-528.

Cansev, A., H. Gulen and A. Eris (2009). Cold-hardiness
of olive (Oleacuropaca L.) cultivars in cold-
acclimated and non-acclimated stages: seasonal
alteration of antioxidative enzymes and de-
hydrin like proteins. J. Agric. Sci. 147: 51-61.

Chaitanya, K.V., D. Sundar, S. Masilamani and A.R
Reddy (2002).Variation in heat stress-induced
antioxidant enzyme activities among three
mulberrycultivars.Plant. Growth.Regul. 36. 175—

180.

Dhindsa, R.A., P. Dhindsa and TA Thorpe (1981). Leaf
senescence correlated with increased
permeability and lipid peroxidation, and

decreased levels of superoxide dismutase and
catalase. J. Exp. Bot. 126: 93-101.

Eteve, G, (19859. Breeding for Tolerance and Winter
Hardiness in Pea. In: The Pea Crop A Basis for
Improvement, Hebblethwaite, P.D., M.C. Heath
and T.CK. Dawkins (Eds.) Butterworths,
London, UK.

Guo, Z., H. Tan, Z. Zhu, S. Lu and B. Zhou (2005).Effect
of intermediates on ascorbic acid and oxalate



Bezirganogluet al.,

biosynthesis of rice and in relation to its
stress.Plant.Physiology and Biochemistry.43:
955-962.

Hashempour, A., M. Ghasemnezhad, RF. Ghazvini, and
M.M Sohani (2014). Olive (Oleaeuropea L.)
freezing tolerance related antioxidant enzyme
activity during acclimation and non-acclimation.
Acta. Physiol. Plant.36: 3231-3241.

Janda, T., G. Szalai, K. Rios Gonzalez, O. Veisz, and E.
Paldi  (2003).Comparative-study  of  frost
tolerance  and  antioxidant  activity in
cereals.PlantScience.164: 301-306.

Janmohammadi, M., V. Enayati, and N. Sabaghnia
(2012). Impact of cold acclimation, de-
acclimation and re acclimation on carbohydrate
contant and antioxidant enzymes activities in
spring and winter wheat. Icel. Agric. Sci. 25: 3-
11.

Javadian, N., G. Karimzadeh, S. Mahfoozi, and F.

Ghanati  (2010). Cold-induced changes of
enzymes, proline, carbohydrates, and
chlorophyll in  wheat. Russian.J. Plant

Physiology. 57: 540-547.

Kovécs, Z., L. Simon-Sarkadi, C. Sovany, K. Kirsch, G.
Galiba, and G Kocsy (2011).Differential effects
of cold acclimation and abscisic acid on free
amino acid composition in
wheat.PlantScience.180: 61-68.

Lewit, J, (1980). Responses of Plants to Environmental
Stresses. New York, NY, USA: Academic Press.

McKersie, B.D., S.R. Bowley, and K.S. Jones
(1999).Winter survival of transgenic alfalfa
overexpressing superoxide dismutase. Plant
Physiol 119: 839-847.

Mutlu, S., O. Atici, N. Esim, and Mete E (2011).
Essential oils of catmint (NepetameyeriBenth.)
induce oxidative stress in germinating seeds of
various weed species.
Acta.PhysiologiaePlantarum. 33: 943-951.

Nakano, Y., and Asada K (1981). Hydrogen peroxide is
scavenged by ascorbate-specific peroxidase in
spinach chloroplasts. Plant.Cell. Physiol. 22:
867-880.

Nayyar, H., K. Chander, S. Kumar, and Bains T (2005a).
Glycine betaine mitigates cold stress damage in
Chickpea. Agron. Sustain. Dev. 25: 381-388.

Noreen, Z., and Ashraf M (2009). Assessment of
variation in antioxidative defense system in salt
treated pea (Pisumsativum) cultivars and its
putative use as salinity tolerance markers. J.
Plant. Physiol. 166: 1764-1774.

567

The J. Anim. Plant Sci. 28(2):2018

Pearce, R.S, (2001). Plant freezing and damage. Ann Bot

(Lond) 87: 417-424.

M.A., RM. Balal, M. Pervez, T. Abbas, M.

Ashfaq, U. Ghazanfar, M. Afzal, A. Rashid, F.

Garcia-Sanchez, and N. Mattson (2012).

Differential response of pea (PisumsativumL.)

genotypes to salt stress in relation to the growth,

physiological attributes antioxidant activity and

organic solutes. Aust. J. Crop. Sci. 6: 828—838.

Shereena, J., and N. Salim (2006) Chilling Tolerance in
PisumsativumL. Seeds: An  Ecological
Adaptation. Asian J. Plant Sci. 5: 1047-1050.

Reyes-Diaz, M., N. Ulloa, A. Zuniga-Feest, A. Gutierrez,
M. Gidekel, M. Alberdi, LJ.Corcuera, and LA
Bravo (2006). Arabidopsis thaliana avoids
freezing by supercooling. J. Experimental.
Botany. 57: 3687-3696.

Ruiz, J.M., E. Sanchez, PC. Garcia, LR. Lopez and RM
Rivero (2002). Proline metabolism and NAD
kinase activity in green bean plants subjected to
cold-shock. Phytochemistry. 59: 473-478.

Sudhakar, C., A. Lakshmi, and Giridarakumar S
(2001).Changes in the antioxidant enzyme
efficacy in two high yielding genotypes of
mulberry (Morusalba L.) under NaCl salinity.
Plant Sci 161: 613-619.

Tan, M., K. Ali, and D Zeynep (2012) Morphological
characteristics and seed yield of east anatolian
local forage pea (pisumsativum ssp. arvense 1.)
ecotypes. TurkishJ. FieldCrops. 17: 24-30.

Tandy, N.E., RTD. Giolio, and CJ Richardson (1989)
Assay and electrophoresis of superoxide
dismutase from red spruce (PicearubensSarg.),
Lobloly pine (Pinustaeda L.) and Scot pine
(Pinussylvestris L.). Plant. Physiol. 190: 742-
748.

Turk, H., S. Erdal, M. Genisel, O. Atici, Y. Demir, and
Yanmis D (2014). The regulatory effect of
melatonin on physiological, biochemical and
molecular parameters in cold-stressed wheat
seedlings.PlantGrowthRegulation. 74: 139-151.

Upadhyaya, A., D. Sankhla, TD. Davis, Sankhla. N, and
BN Smith (1985). Effect of paclobutrazol on the
activities of some enzymes of activated oxygen
metabolism and lipid peroxidation in senescing
soybean leaves. J. Plant. Physiol. 121: 453-461.

Wade, BL. (1941). Frost tolerance of strains of market
garden peas. Proc. Amer. Soc. Hort. Sci. 38:
530-534.

Zhang, J., X. Wu, X. Niu, R. Liu, Y. Liu, W. Xu, and
Wang Y (2012). Cold-resistance evaluation in
25 wild grapes species.Vitis. 51: 153-160.

Shahid,



