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OZET

DOKTORA TEZi

DUSUK SICAKLIKLARA HASSAS iKi MISIR CESIDINDE (Zea mays cv. Ossk596
ve Zea mays cv. Arifiye) SOGUK STRES VE SALISILIK ASiT UYGULAMASININ
DONMA TOLERANSINA, BAZI OKSIDATIF PARAMETRELERE VE
APOPLASTIK PROTEINLERE ETKIiSiNiN INCELENMESI

Omer KARADAGOGLU
Danmisman: Do¢. Dr. Mine AKSOY

Amag: Bu arastirmada, iki ¢esit misir (Zea mays cv Ossk596 (Hibrit) ve Zea mays cv.Arifiye)
yapraklarinda donma hasari, buz niikleasyon aktivitesi, apoplastik antioksidan enzim (katalaz,
peroksidaz ve siiperoksid dismutaz) aktiviteleri, lipid peroksidasyonu, H2O> miktar1 ve
apoplastik proteinlerin SDS-elektroforezi lizerine, soguk ve salisilik asidin (SA) etkileri
aragtiritlmistir. Ayrica sogugun endojen SA miktarina etkisi incelenmistir.

Yontem: Tohumlar ekildikten sonraki 9. giin yapraklara piiskiirtmek suretiyle 0,0, 0,01, 0,1,
0,5 ve 1 mM SA uygulanmis ve bitkiler kesim giinlerinden (10., 17., 24., ve 31.) 1 giin dnce
soguga (10/7 °C) transfer edilmislerdir. Bir giin soguk sartlarda yetisen yapraklardan deneyler
icin 6rnekler alinmistir.

Bulgular:Bulgularimiza gore genel olarak SA uygulamasi donma hasarimi azaltmistir. Hibrit
misir ¢esidinde soguk uygulamasi buz niikleasyon aktivitesini etkilemezken, soguk+SA
uygulamas1 artirmistir. Arifiye misir ¢esidinde ise soguk ve soguk+SA uygulamasi bazi
giinlerde buz niikleasyon aktivitesini etkilemistir. Hibrit misirda tiim giinlerde soguk ve
soguk+SA uygulamas1 kontrole goére apoplastik SOD ve POD aktivitesini dnemli 6l¢iide
artirmigtir. Hibrit misirda apoplastik CAT aktivitesi belirlenememistir. Arifiye misir ¢esidinde
soguk ve soguk+SA uygulamasi apoplastik SOD, POD ve CAT aktivitesinde Onemli
degisikliklere sebep olmustur. Her iki musir g¢esidinde soguk ve soguk+SA uygulamasi
genellikle LPO’yu artirmistir. Her iki musir ¢esidinde soguk ve soguk+SA uygulamasi
hidrojen peroksit miktarini, 10. ve 17. giinde etkilemezken, 24. ve 31. giinlerde degisiklige
sebep olmustur. Hibrit ve Arifiye ¢esidinde hem soguk uygulamasi hem de soguk+SA
uygulamasi1 SDS-PAGE ile belirlenen apoplastik proteinlerin miktar1 ve ¢esidi lizerinde etkili
olmustur. Hibrit ve Arifiye'de endojen SA seviyeleri genel olarak soguk uygulama ile
azalmistir.

Sonug¢: Soguga hassas iki ¢esit misirda SA uygulamasinin donma toleransini artirmada etkili
oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoplast, zea mays, lipid peroksidasyonu, antioksidan enzimler, SDS-
PAGE, soguk stresi, salisilik asit
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ABSTRACT

PH. D. THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECT ON COLD TOLERANCE, SOME OXIDATIVE
PARAMETERS AND APOPLASTIC PROTEINS OF COLD STRESS AND
SALICYLIC ACID TREATMENT IN LOW TEMPERATURE SENSITIVE TWO
MAIZE (Zea mays cv. Ossk596 ve Zea mays cv. Arifiye) VARIETY

Omer KARADAGOGLU
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mine AKSOY

Purpose: In this study, the effects of cold and salicylic acid on cold damage, ice nucleation
activity, apoplastic antioxidant enzyme (catalase, peroxidase and superoxide dismutase)
activities, lipid peroxidation, H202 content and SDS-electrophoresis of apoplastic proteins in
two varieties of maize leaves were investigated. In addition, the effects of cold to content of
endogenous SA were investigated.

Method: 0.0, 0.01, 0.1, 0.5 and 1 mM SA were applied by spraying on the leaves after the
plants were grown for 9 days. Then, the plants were transferred to cold (10/7 °C) for one day
before the cut days (10., 17., 24., ve 31.). Samples were taken from leaves grown in cold
conditions throughout one day for experiments.

Findings: According to our findings, SA application in general reduced cold damage.In
Hybrid, while cold treatment did not affect ice nucleation activity, cold+SA treatment
increased it. In Arifiye, cold and cold+SA treatments affected the ice nucleation activity on
some days. In hybrid, cold and cold+SA treatment on all days significantly increased
apoplastic SOD and POD activity compared to control. Apoplastic CAT activity could not be
determined in hybrid. Cold and cold+SA treatment caused significant changes in apoplastic
SOD, POD and CAT activities in Arifiye. In both maize cultivars, cold and cold+SA
treatment generally increased LPO. In both maize varieties, cold and cold + SA application
did not affect the content of hydrogen peroxide on the 10th and 17th days, but caused a
change in the 24th and 31st days. In Hybrid and Arifiye cultivars, both cold and cold+SA
treatment were effective on the amount and type of apoplastic proteins determined by SDS-
PAGE. Endogenous SA levels were generally decreased by cold treatment in Hybrid and
Arifiye.

Result: It was determined that SA treatment was effective in increasing chilling tolerance in
two cold-sensitive maize varieties.

Keywords: Apoplast, zea mays, lipid peroxidation, antioxidant enzymes, SDS-PAGE, cold
stress,salicylic acid

2023, 107 pages
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17 giinliikk misir (Hibrit) yaprak apoplastindan elde edilen proteinlerin
SDS-PAGE ZOTUNTUST ....ceeuveeiieeiiieiienteeie ettt eas
24 giinliik misir (Hibrit) yaprak apoplastindan elde edilen proteinlerin
SDS-PAGE gOTUNLUSTL ......eeevieeeiieeeiieeeiie et eriee ettt e esteeeveeeireeeaeeesnsneesaseeenns
31 giinliik misir (Hibrit) yaprak apoplastindan elde edilen proteinlerin
SDS-PAGE ZOTUNTUST ....eeuveetiiiieeiieriieete ettt eas
10 giinliik misir (Arifiye) yaprak apoplastindan elde edilen proteinlerin
SDS-PAGE gOTUNLUSTL ......eeevieeeiieeiiieeiiieeriiee e esieeesreeesreeesveeesreesaaeesnseeesaseeenns
17 glinliikk misir (Arifiye) yaprak apoplastindan elde edilen proteinlerin
SDS-PAGE ZOTUNTUST ....eeuveeitieeiieeieeniieeieeste ettt eas
24 giinliik misir (Arifiye) yaprak apoplastindan elde edilen proteinlerin
SDS-PAGE gOTUNTUST .....eeeevieeeiieeeiieeiieeesiee et et e esiteeerveeesneeseaeesaeeesnsaeesaneeenns
31 giinliik misir (Arifiye) yaprak apoplastindan elde edilen proteinlerin

SDS-PAGE ZOTUNTUST ....ceouveeiieiieeiieenieeieesite ettt eneeseneenee e eas
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GIRIS

Bitkiler, yasadiklar ekosistemde biiyiime ve gelismeleri i¢in gerekli optimum sartlarin
degismesiyle pek cok negatif kosul ile karsilagabilir ve bu sebeple strese maruz kalabilirler.
Stres taniminin yapilmasi oOzellikle abiyotik degiskenlerin farkli tiirlerde ayni etkiyi
yapmamasi sebebiyle zorluk olusturmasina ragmen, stres metabolik i¢ dengeyi degistiren yada
bozan kisaca; bitkilerde biiyiime durumunda herhangi bir degisiklik yada zarar meydana
getiren durum olarak tanimlanabilir. Metabolik faaliyetlerin bozulmasi sonucu olusan zarar
bitkinin biiyiime ve gelismesine engel olur hatta verimde de diisiise sebebiyet verir. Bitkiler
streslere, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisiklikler olusturmak suretiyle karsi

koyarlar (Hale and Orcutt 1987; Kocagaliskan 2004; Shulaev et al. 2008).

Bitkiler, biyotik ve abiyotik stresler olmak tizere farkl stres tiirleri ile kars1 karstyadir.
Bu stres kaynaklarindan biyotik olmayanlar kendi iginde fiziksel ve kimyasal olarak da

siniflandirilabilir (Kadioglu 2004; Mutlu 2005; Saleem et al. 2021).

Bitkiler diisiik dozda ya da siirede strese maruz kaldiktan sonra ayni stres sartlarina
girdiginde bu stresle hi¢ karsilasmamis bitkiye gore daha dayanikli olabilmektedir. Bu durum
aklimasyon olarak adlandirilir. Strese karsi koyma siiregleri ii¢ baglik altinda incelenebilir.
Bunlar adaptasyon, sakinma ve toleranstir. Adaptasyon zorlu stres kosullar1 altinda bitkinin
gosterdigi kalic1 direngtir. Sakinma, ortamda stres sartlar1 varken, bitkinin stres sartlarindan
kacinma ¢abasidir. Bu kaginmayi stresten uzak giivenli bir i¢ ortam olusturmaya c¢alisarak
yapar. Tolerans ise morfolojik, yapisal, fizyolojik, biyokimyasal veya molekiiler
degisikliklerle stresin olusturdugu hasari gidermek igin gosterilen mukavemet yani strese

dayanma kapasitesidir.

Sicak, soguk, kuraklik, tuzluluk ve besin stresi gibi abiyotik stres faktorlerinin diinya
tarimu lizerinde biiytik bir etkisi vardir ve bunlarin ¢ogunun kiiltiir bitkisi i¢in ortalama verimi
%350’den fazla azalttig: ileri stirilmiistiir (Wang et al. 2004 ). Her ne kadar ekosistemlerin
verimliligi tiim cevresel etmenlerin etkisi altindaysa da sicaklik diger stres kosullarinin
yaninda kontrol altina alinmasi en zor ve bitki metabolizmasin1 etkileyen en Onemli
faktorlerden biridir. Bitkiler ise bulunduklari ortam sicakligina uyum saglarlar. Diinyada
karasal alanin yaklasik dortte birlik kismi 15 °C’nin altina diismeyen ve donma riski olmayan
bolgelerden olusmaktadir (Sakai and Larcher 1987; Zhao 1998; Vagujfalvi et al. 1999; Szalai

et al. 2001). Diger bolgeler bilhassa soguga duyarh bitkilerin zarar gorebilecekleri suyun



donma sicakliginin altina diisebilmektedir (Scebba et al. 1998; Pearce 1999; Pearce 2001;
Puhakainen, 2004). Bitki yayilisin1 ve gelisimini etkileyen en O6nemli stres kaynaklarindan
biride sicakliktir. Turunggillerde, kishik tahillarda, patateste, yapragini doken meyve
agaclarinda ve bazi sebzelerde 2 °C’lik bir dona dayaniklilik saglanabilirse, bunlarin toplam
veriminde onemli artislar olacaktir. Tersi durumda da 6nemli kayiplar s6z konusu olabilir.
Mesela, Diinyanin ortalama sicakligindaki 1 °C azalma, piring tiretiminde % 40°lik azalmaya

neden olabilir (Pearce 1999).

Bitkinin ¢evre sicakliginin diismesi durumunda metabolik faaliyetleri azaltarak tistime
hasar1 olusabilecegi gibi suyun donma noktasinin altina inen sicakliklarda buz olusumu
sebebiyle basta zar yapisi etkilenerek donma hasar1 olusur (Urritia et a/.1992; Hon et al.
1994). Olusan hasarin yiizdesi sogukta kalma periyoduna, sogugun siddetine, sogukta kaldig1
olgunluk siiresine, bitkideki mevcut ve metabolize edilerek doniistiiriilebilecek ¢oziinebilir
seker miktar1 ile prolin icerigine, bitkide bulunan biiylimeyi diizenleyicilerin dengesine ve buz
cekirdeginin olusumunu geciktirebilecek polipeptitleri sentezleyebilme kabiliyetine baglidir

(Griffith et al. 1992; Tasgin 2004).

Hiicreler aras1 bolgede buz olusmasina dayanma ve hiicre i¢inde buz olusumunu
engelleme ne kadar iyi ise donma toleransi o kadar ytiksektir. Aslinda dogal yollarla donmusg
bitki hiicrelerinin i¢inde hi¢ buz kristalleri gézlenmemistir. Donma 6nce apoplastik bolgede
basladig1 i¢in donmaya toleransli bitkiler, bu bolgenin donmaya baslamasindan sonra ancak
hasar gosterirler (Antikainen 1996). Donmaya toleransli bitkilerde ekstraseliiler bolgedeki buz
kristalleri eridiginde tekrar hiicre icine alinarak metabolizmaya katilabilmektedir. Soguga
alistirilmamis bitkilerde ise ekstraseliiler bolgedeki buz olusumu hiicre membraninda hasara
yol acar (Steponkus, 1984). Bu sebeple bitkiler hiicreyi korumak i¢in buz olusumuna kars1
baz1 bilesikler iiretirler (Griffith et al. 1997). Bu bilesikler sekerler, antifirizpolipeptidler,
aminoasitler gibi bilesiklerdir (Atic1 and Nalbantoglu, 1999 a,b). Ozellikle kishk bitkiler,
bunlar1 apoplast bolgede sentezler ya da bu bolgede biriktirirler (Ewart et al. 1999).

Soguk stresi bitkilerde bazi metabolik yollar1 aktive ederek ‘Reaktif Oksijen
Tiirlerinin’ (ROS) olusumuna neden olur. ROS atmosferik oksijenin kismen indirgenmis
veya uyarilmig formlaridir. ROS, hiicrelerde sinyal molekiilleri olarak islev goriir, ancak ayni
zamanda aerobik metabolizmanin kagiilmaz toksik yan iiriinleri olarak da diisiiniilmektedir.
ROS’lar, atmosferik oksijen seviyelerinin tehlikeli diizeylerinin hiicreler tarafindan
algilanmasinda veya farkli metabolik tepkimeleri takip etmek i¢in sinyal molekiilleri olarak

kullanildiklar1 tahmin edilmektedir. Daha sonra bitkilerde, hayvanlarda ve okaryotik



organizmalarin ¢ogunda diizenleyici olarak rol oynamak iizere farklilasmislardir (Mittler et al.

2011).

ROS, farkli seviyelerde reaktivite, liretim yerleri ve biyolojik zarlar1 gegme potansiyeli
gibi ¢esitli Ozellikleri sayesinde ¢ok islevseldir (Gechev et al. 2002). Bitkiler ROS’un
seviyesini diizenleyen enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan kapasiteye sahiptir

(Minibaeva and Gordon 2003; Mittler 2017).

Aerobik metabolizmanin toksik yan iirlinleri olan ROS, oOncelikle kloroplastlarda,
mitokondrilerde ve peroksizomlarda, ayn1 zamanda atmosferik oksijene bir elektronu
uyarmak veya vermek ig¢in yeterince yiiksek redoks potansiyeline sahip proteinler veya
molekiiller igeren hiicrenin baska bir boliimiinde olusabilir. Olusan ROS bir takim antioksidan
enzimler ve antioksidan maddeler araciligiyla uzaklastirilir veya detoksifiye edilirler.
Hiicrelerde yer alan bir¢ok antioksidan sistem ROS'u toksik olmayan bazal bir seviyede tutar

ve bu dengenin bozulmasi ROS sinyal reaksiyonlari i¢in kullanilabilir (Mittler et al. 2004).

Kloroplast, mitokondri, peroksizom ve apoplast abiyotik strese maruz kalma
durumunda ROS fireten baslica bolgelerdir. (Dietz et al. 2016; Gilroy et al. 2016; Huang et
al. 2016; Kerchev et al. 2016 ; Rodriguez-Serrano et al. 2016; Takagi et al. 2016).

Singlet oksijen (!02), siiperoksit anyonu (O2™), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil
radikali ("OH) reaktif oksijen tiirleri arasinda sayilabilir. Bunlardan singlet oksijen yiiksek
oksidan 06zellige sahip olmasina karsin iizerinde ortaklanmamis elektronu bulunmadigindan
radikalik 6zellik gostermez. Ancak doymamis yag asitlerindeki karbonlar arasindaki ¢ift bag
ile tepkimeye girip siiperoksitler olustururak lipid peroksidasyonuna sebep olur (Mutlu 2005).
Hiicredeki yarilanma siiresi 1-4 ps olan singlet oksijen, hidroksil radikali gibi non-enzimatik

reaksiyonlar tarafindan metabolize edilir.

Reaktif oksijen tiirleri icerisinde en aktif olan1 hidroksil radikalidir. Hidroksil radikali
gecis metallerinin H202’yi indirgemesi (fenton tepkimesi) ile, O2™ ve H2O2’nin demir ve bakir
iyonlart katalizorliigiinde birbirleri ile reaksiyona girmesi (Haber-Weiss reaksiyonu) ile
(Halliwell 1991) ya da suyun x veya y — 1sinlar1 tarafindan iyonize edilmesiyle (Akkus 1995)
olusur. Hidroksil radikali hemen her tiirle tepkime verebilmesine karsin en 6nemli hasar1 bir
serbest radikal zincir reaksiyonu olusturmasi agisindan lipid peroksidasyonudur. Bdylece
hiicre zarinin yapisim1 bozarak gecirgenligini artirir ve hiicre Sliimiine sebebiyet verebilir
(Giiler 2008). Son derece reaktif olan hidroksil radikalinin hiicredeki yar1 6mrii (1ns), cok kisa

Omiirlii ve kararsiz oldugunu gostermektedir (Mhamdi and Breusegem, 2018).



Oksijen molekiiliine bir elektron ilavesiyle siiperoksit anyonu (O2") olusur (Miller et
al. 1990). Serbest radikal olmasina ragmen yiiksek derecede reaktif degildir. Siiperoksit’in
tiretimi daha c¢ok hiicrenin mitokondrisinde gergeklesir (Cadenas and Sies 1998). Hiicrede
stiperoksit radikalinin yarilanma omrii 1-4 ps’dir. Siiperoksit radikali ile hidrojen peroksit
daha toksik olan hidroksil radikalini iiretmek {izere reaksiyon verebilir. Siiperoksit radikali,
stiperoksit dismutaz (SOD) enziminin katalizorliiglinde dismutasyona ugrayarak

konsantrasyonu azaltilir (Halliwell et al. 1987; Giiler 2008).

Stiperoksit anyonuna bir elektron ya da oksijene iki elektron eklenmesiyle hidrojen
peroksit olusur (Flora 2007). Biyolojik sistemlerde H2O2’nin asil {iretimi siiperoksitin
nonenzimatik veya siiperoksit dismutaz (SOD) katalizli dismutasyon reaksiyonu ile olur.
Bitkilerde H20:2, peroksizomlarda ise fotorespirasyon, kloroplastlarda Mehler reaksiyonu,
mitokondride elektron taginimi sirasinda olusur. H20» iiretiminin bir diger yolu hiicre zarina
yerlesmis NADPH oksidaz gibi enzimlerle enzimatik yolla gerceklesir (Slesak et al. 2007).
H202 zardan kolaylikla gecebilen bir molekiildiir. Yapisinda paylasilmamis elektron
icermediginden radikal 6zellik tagimaz. Bu sebeple hiicre i¢indeki yarilanma omrii 1 ms’nin

tizerinde olabilmektedir (Mhamdi and Breusegem 2018).

H202’nin  oksitleyici  6zelligi  hidroksil  radikalinin ~ Onciilii =~ olmasindan
kaynaklanmaktadir. H2O2 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye
girerek hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilecek yiiksek
oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarmni olusturur. Biyolojik sistemlerde olusan
hidrojen peroksitin uzaklagtiritlmasi1 gerekir (Halliwell et al. 1987; Giiler 2008). Katalaz ve
peroksidaz gibi antioksidan enzimler hidrojen peroksiti H2O ve Oz gibi iiriinlere doniistiirerek
uzaklastirir. Oksitatif strese tolerans saglamada bitkilerin bu enzimlerin hiicresel seviyelerini
diizenlemesi olduk¢a onemlidir (Gechev et al. 2002; Minibaeva and Gordon 2003, Mutlu
2005).

Antioksidan sistem tarafindan uygun bir diizeyde dengelenmis ROS, fagositoz ve
aklimasyon ile iliskili hiicresel sinyallesme sirasinda, bir¢ok hiicresel siiregte, 6zellikle
enfeksiyona kars1 savunmada 6nemli bir rol oynar. Ancak antioksidan sistemin doniistiirme
kapasitesini asan ROS olusumu biyomolekiillerin (niikleik asit, proteinler ve lipidler)
oksitlenmesine sebep olur. Protein oksidasyonu ve lipid peroksidasyonu, Fenton reaksiyonu
yoluyla hidrojen peroksidin (H202) metal iyonlar1 aracilifi ile indirgenmesiyle olusan

hidroksil radikalleri ("OH) ile baslatilir.



HO</H20 redoks ¢iftinin oldukc¢a yiliksek standart redoks potansiyeli nedeniyle
(E0"(HO*/H20) = 2,3 V, pH 7), HOe, proteinlerin ve lipidlerin en gii¢lii oksidanidir (Berlett
and Stadtman 1997).

Stiperoksit anyon radikali (O2") proteinlere ve lipidlere karsi1 zayif bir reaktiftir ancak
siiperoksitin protonlanmis hali olan hidroperoksil radikali HOz2¢ daha reaktif olarak kabul
edilir. HO2¢'nin siiperoksite kiyasla, amino asitten veya coklu doymamis yag asidinden
hidrojeni ayirma konusundaki daha yiiksek yetenegi, daha fazla oksitleme giiciine (E0’(Oz2¢
—/H202) redoks potansiyeli 0,89 V iken E0'(HO2¢/H202) i¢in redoks potansiyeli 1,06 V’dur)

ve molekiil lizerinde negatif yiik olmamasina baglhdir.

HOe< ve HO2'nin yani sira, {iglii pigmentlerden O:'ye uyarma enerjisi aktarimiyla
olusan singlet oksijen ('02), proteinlerin ve lipidlerin potansiyel oksidani olarak bilinir.

(Davies 2003)

Hiicrelerin temel bilesenlerinden olan lipitlerin, hiicre zarlarinin yapisin1  ve
fonksiyonunu korudugu bilinir. Bitki lipitleri; yaglar, mumlar, steroidler, fosfolipitler,
hidrokarbonlar ve serbest yag asitleri ve bunlarin tuzlarimi (sabunlar) igerirler. Membran
lipidleri tiim hiicre zarlarinin ana bilesenini olusturur ve hidrofobik yapisindan dolay1 sulu
ortamda kendiliginden lipit ikili tabaka olusturur ve yapida fosfolipid ve steroller (6zellikle

stigmasterol) diger lipitlerden daha bol bulunur (Lopez ef al. 2011).

Bitki plazma zarinin dinamik dogasi ve lipit bilesiminin/yapisinin hassasiyeti
nedeniyle abiyotik stresler gibi durumlarda membran lipitlerinde degisiklikler olur. Bunlar
stres indikatorleri olarak kabul edilir ve bitkinin potansiyel abiyotik strese uyum saglamasina

yardimci olur (Barkla and Pantoja 2010; Furt et al. 2011; Murphy et al. 2010).

Lipit peroksidasyonu (LPO) ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimidir ve
oldukca zararlidir. Ciinkii lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonu seklinde ilerler. LPO ile geri
doniisiimsiiz membran hasar1 olusur (Akkus 1995). Lipit peroksidasyonu enzimatik ve non-
enzimatik yollarla gergeklesir. Enzimatik olan lipit peroksidasyonu lipoksigenazla baglar.
Enzimatik olmayan lipit peroksidasyonu radikal iceren ve igcermeyen mekanizmalardan
olusur. Radikal i¢eren mekanizmada lipit peroksidasyonu hidroksil tarafindan daha az 6l¢iide
ise hidroperoksil tarafindan baglatilirken, radikal igermeyen lipit peroksidasyon
mekanizmasini singlet oksijen baslatir (Frankel 1984; Farmer and Mueller 2013; Yin et al.

2011).

Lipit peroksidasyonu, birbirini izleyen serbest radikal zincir reaksiyonlar1 yoluyla ii¢

adimda ilerler: baslatma, yayma ve sonlandirma. Baglatma adiminda HOe, lipitteki (LH) bir



yag asidinin aktif metilen grubundan bir hidrojen atomu ¢ekerek H20 ve bir lipid alkil radikali
verir. Olusan lipid alkil radikali (Le) kararli olmadigi i¢in Oz ile hizla reaksiyona girerek bir
lipidperoksil radikali (LOO¢) olusturur. Yayilma adiminda, LOO- bitisik bir LH'den bagka bir
hidrojen atomunu kopararak LOOH olusumuna yol acarken, ayni zamanda baska bir Le
olusturur. Bu dongii lipid peroksidasyonu bitene kadar devam eder. Boylece, tek bir baslatma
adimindan sonra ¢ok sayida LH, LOOH'lara doniistiiriiliir. Radikalik olmayan mekanizmada
ise, 'O2'nin LH deki ¢oklu doymamis yag asidinin ¢ift bagina bitisik karbon atomu ile
elektrofilik reaksiyonu ile LOOH olusur. Bu durumda yayilma olmaz ¢iinkii lipid radikalleri
(Le ve LOOe¢) olusmaz. Enzimatik mekanizmada LH, lipoksigenaz tarafindan oksitlenir
(Triantaphylides et al. 2008, Triantaphylides and Havaux 2009). Hidroperoksi yag asitlerinin;
hidroksi yag asitleri, reaktif karbonil tiirleri (RCS) ve elektronik olarak uyarilmis tiirler gibi
ikincil lipid peroksidasyon iirlinlerine ayristigi iyi bilinmektedir. Malondialdehit (MDA) ve 4-
hidroksi-(E)-2-nonenal (HNE), lipid peroksidazindan sonra olusan tipik RCS iiyeleridir
(Esterbauer ef al. 1991; Ayala et al. 2014)

Malondialdehit (MDA) ve karbonillenmis proteinin bitki dokularinda ki icerigi
(fosfolipidlerde doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunun son iiriinlerinden biri olan
MDA) lipid peoksidasyonu/hiicre membrani hasarinin gostergesi olarak kabul edilir
(Taulavuori ef al. 2001; Sochor et al. 2012). MDA yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da
kantitatif bir belirteci olarak sayilmamakla birlikte lipit peroksidasyonu derecesi ile paralellik
gosterir. Bu sebeple organizmada olusan LPO diizeyini 6lgmek igin MDA seviyelerinin
Ol¢iimii siklikla kullanilan bir yontemdir. MDA, tiyobarbitiirik asit ile pembe renkli bir
kompleks olusturmakta ve olusan bu ¢ozeltinin absorbans degerlerinden LPO'nun derecesi

saptanmaktadir (Yilmaz ve Ozan 2003; Kuru 2007; Erdal 2010 ).

Bitkiler, oksidatif strese kars1t koymak i¢in antioksidan aktivite seviyesini korumalidir
(Chu et al. 2016). Bitkiler asirt ROS’u temizlemek igin ¢esitli savunma mekanizmalari
gelistirmistir. Bunlarin icinde antioksidan metabolitler ve katalaz, siiperoksit dismutaz,

peroksidaz gibi antioksidan enzimler bulunur (Pasbani et al. 2020).

Katalaz (CAT) (EC 1.11.1.6) yiiksek konsantrasyonlu hidrojen peroksitin su ve
molekiiler oksijene doniigiimiinii katalizleyen, demir porfirin igeren dort esit alt {initeden
olusan ve yiiksek molekiil agirligina sahip oksidorediiktaz siifi enzimlerden biridir. Bu
enzim bitki, hayvan ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunur. Bitki dokularinda ¢ok
yiiksek dagilim gostermektedir (Bergmeyer and Grabl 1983; Chaudiere and Ferrari-Iliou
1999; McClung 1997).



Katalaz enzimi ili¢ grupta simiflandirilir: monofonksiyonel demir katalaz (tipik),

peroksidaz katalaz ve manganez katalaz.

En biiyiik alt grup, genellikle 200-340 kDa molekiiler agirlik araligina sahip, dort
prostetik hem grubu olan ve Soret bandinda 1 civarinda Rz (A406/A280 oran1) degerleri ile

giiclii bir absorbansa sahip olan tetramerler olan tipik katalazlardir.

Katalaz-peroksidazlar genel olarak molekiiler agirliklar1 120-340 kDa arasinda olan
homodimerlerdir. Katalaz-peroksidazlarin karakteristik 6zelligi, iki iglevli katalitik yetenekleri

ve nispeten diisiikk Rz degerleridir.

Uciincii grup; aktif bolgelerinde hem yerine manganez iyonu bulunan, 170-210 kDa
molekiiler agirlik aralifinda sira dis1 oligomerik yapilara sahip olan ve sadece birkag tanesi

tanimlanan manganez katalazlarini igerir (Zamocky and Koller 1999).

Katalaz tarafindan katalizlenen tepkime iki basamakta gerceklesir. Reaksiyonun ilk
basamaginda CAT yapisindaki hem-demir, hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek demir

peroksit meydana gelir.
CAT-Fe-OH + H202 — CAT - Fe — OOH + H20

Olusan ara {iriin (demir peroksit) bilesik-I olarak tannimlanir. Ortamda yeterli hidrojen
peroksit oldugunda, CAT hem elektron alicis1 hem de elektron vericisi olarak hidrojen
peroksiti kullanir ve agirlikli olarak peroksizomlarda lokalizedir. Bilesik I, ikinci hidrojen

peroksit molekiilii ile reaksiyona girerek molekiiler oksijen ve suya doniisiir.
CAT-Fe-OOH + H2 02 ———» CAT —-Fe - OH + H20 + O2

Ortamda yeterli hidrojen peroksit olmamasi durumunda, bilesik-I uygun bir hidrojen

donorii ile indirgenir ve eski haline getirilir (Kavakgioglu 2012).

CAT enziminin bitki hiicre organellerindeki bulunma oranlar1 farkli olmasina ragmen,
toplam hidrojen peroksit konsantrasyon yiizdesinin en fazla oldugu peroksizomlarda daha
fazla bulunmaktadir. CAT’in temel fonksiyonu, 6zellikle membranlarda olusabilecek geri

dontistimstiiz hasarlar1 engellemektir (Scandalios 1993; Chaudiere and Ferrari-Iliou 1999).

Birka¢ calisma, farkli stresler sebebiyle olusan ROS birikiminin neden oldugu
zararlar1 Onleyebileceginden, CAT artisinin bitki savunmast i¢in gerekli oldugunu gostermistir
(Zhou et al. 2017). Ek olarak CAT, hiicreler aras1 boslukta en yiiksek enzim aktivitesine sahip
oldugu ve toplam aktivitenin yaklasik %0,2 ila %2'sine ulagtig1 belirtilmistir (Vanacker et al.
1998a; Vanacker et al. 1998b; Parra-Lobato et al. 2009). Ayrica, CAT aktivitesi ile



apoplastta RBOH ve POX'lar tarafindan ROS iiretimi arasinda bir baglanti oldugu
goriilmiistiir (Salguero and Bottger 1995).

Peroksidazlar (POD) (E.C.1.11.1.7) bir antioksidan enzim grubudur. POD, bazi
organik molekiillerin hidrojenlerini H202’ye aktaran (Bergmeyer and Grabl, 1983) bir
hemoproteindir (Banci 1997; Kim et al. 2000). Peroksidazlar prostetik grup olarak demir (IIT)
ve protoporfirin IX igerirler. Bazi peroksidazlarda ise hem grubu yerine sistein veya
selenosistein  bulunur. Peroksidazlarin molekiil agirliklar1  30-150 kDa araliginda
degismektedir (Mugdha and Usha, 2012). Spesifik substrata sahip peroksidazlar etki ettigi
substratin adiyla birlikte belirtilir: glutatyon peroksidaz, lignin peroksidaz gibi; fakat substrat

say1si1 fazla ise sadece peroksidaz olarak belirtilir. POD’lar asagidaki reaksiyonu katalizlerler.

AH> +H202 » A+2H20

POD, aktivitesinin diislik sicaklik dahil bir¢ok stres faktdriinden etkilenmesi sebebiyle
stres enzimi olarak adlandirilmaktadir (Kim et al. 2000; Mutlu 2005). POD; bitkilerde
yaygin olarak bulunur ve ayrica hiicreler arasi bolgede de bulundugu bildirilmistir (Kim ez al.

2000).

Stiperoksitdismutazlar (SOD) (E.C.1.15.1.1) siiperoksit radikallerini bitki i¢in daha az
zararli olan hidrojen peroksit ve oksijene doniisiimiinii katalizleyen ve metal igeren
enzimlerdir. Bu nedenle, ROS'un ilk detoksifikasyon basamagi olarak kabul edilirler (Berwal
and Ram 2018). Enzimin, incelenen tiim aerobik organizmalarda bir¢cok biyolojik
oksidasyonun yan iirlinlerine karst savunmada onemli bir rol oynadigi tespit edilmistir.
(Sairam and Srivastava 2000; Minibaeva and Gordon 2003; Bowler et al. 1994). SOD

asagidaki reaksiyonu katalizler.
20°+2H —» H,00 + O

Bitkilerde, aktif bolge metal iyonlarina gore siniflandirilan enzimin ti¢ formu vardir:
bakir/¢inko, manganez ve demir formlari (Alscher et al. 2002; Bowler et al. 1994).
Sitoplazmada ve hiicre dis1 matrisde bakir/¢cinko formu bulunmaktadir (Marklund 1982).
Sitoplazmada lokalize olan bakir/¢inko siiperoksitdismutaz, 32 kDa molekiiler agirliga sahip
bir homodimerdir, ayn1 zamanda ¢ekirdekte ve peroksizomlarda da bulunur. Cu/Zn SOD,
aktif bolgesinde alt birim basma bir Cu™ ve bir Zn™? iceren iki 6zdes alt birimden olusur
(Fridovich 1975). Ancak Cu/Zn igeren glikoprotein yapida ekstraseliiler SOD molekiil agirlig
yaklagik 135 kDa olan tetramerik bir enzimdir (Marklund 1982).

Ayrica, bircok c¢alisma bu enzimlerin abiyotik strese karsi diren¢ kazandirdigini

bildirmistir. Bazi ¢aligmalar, SOD aktivitesi ve SOD izoformlarinin sayisi arttik¢a bitkilerin



tolerans seviyesinin arttigin1 gostermektedir. SOD, bir¢ok bitki tiiriinde, domates, bugday,
arpa ve narenciye gibi ¢ok sayida mahsulde, kuraklik, tuz ve agir metaller gibi cesitli abiyotik

strese neden olan faktorler tarafindan aktivitesinin artirildigi bildirilmistir (Berwal and Ram

2018).

Salisilik asit (SA) (o-hidroksibenzoik asit), serbest halde erime noktas1 157-159°C
olan ve kristal toz halinde bulunan bitki fenolikleri grubundan bir bilesiktir. Prokaryotlarda
ve bitkilerde yaygin olarak iiretilir. SA'nin bitki bagisikligina dahil olduguna dair ilk
gozlemler, 1979'da viriise duyarh tiitiinde ( Nicotianatabacum cv. Xanthi-nc) aspirin (asetil-
SA) uygulamasinin viriise kars1 direng kazandirdigini agiklayan RaymondF. White tarafindan

rapor edilmistir (White 1979).

Ayrica SA'min bitkinin kuraklik (Singh and Usha 2003), soguk (Tasgin et al. 2003;
Mutlu 2005), agir metal toksisitesi (Ananieva et al. 2004), 1s1 ve ozmotik stres
(Sakhabutdinova et al. 2004) gibi abiyotik streslere tepkisi sirasinda rol oynadigi
bulunmustur. Bu anlamda SA, bitkiler i¢in 'etkili bir terapodtik ajan' gibi goriinmektedir.
Ozellikle, endojen bir bitki biiyiime diizenleyicisi ve bir sinyal molekiilii olan SA, stres
toleransini iyilestirmek i¢in bitki sinyal islemlerinin diizenlemelerini igerir. Bu nedenle, son
zamanlarda yapilan birka¢ c¢alismada, SA’nin, metabolik siirecler yoluyla bitki stres

toleransini iyilestirmede ki katkis1 giderek daha fazla kabul gormektedir.

SA’nin dogal bir fitohormon oldugu kabul edilmektedir. Fitohormonlar, cesitli
fizyolojik fonksiyonlari diizenlemek icin ¢ok diisiik dozlarda endojen sinyaller olarak hareket

eder ve eksojen uygulama sonrasi bitkinin farkli boliimlerine etki edebilir (Raskin 1992a,b).

Apoplastik bolgeler, bitkilerdeki hiicreler arasi bosluklardir ve ekstraseliilar bolge
olarak da tanimlanirlar. Biiyliyen bitki hiicresi polisakkaritce zengin bir ilk duvarla cevrilir.
Bu duvar plazma membrant ile kiitikiil arasidaki her yeri igine alir ve birbirine yapisik olarak

bulunur (Tasgin 2004).

Apoplast, hiicreler arast bosluk, hiicre duvarlar1 ve ksilemden olusur. Ancak bu
hiicreler aras1 bosluk heryerde ayni degildir, ¢linkii farkli organ apoplastlarinin igerikleri diger
organ apoplastlarindan farklidir ve bu igerik, dokunun 6zelliklerine ve bitkideki islevine gore

degisir (Kramer 2006).

Besin ve su taginmasi, seliiloz sentezi ve hem biyotik hem de abiyotik streslere karsi
bitki savunmasinda yer alan molekiillerin sentezi gibi bitki i¢in 6nemli fonksiyonlar burada
gerceklesir. ROS, antioksidanlar, proteinler ve hormonlar apoplast bdlgede bulunan en

onemli molekiillerdir. Apoplastta bulunan ROS hiicre i¢ine oranla ¢ok kiigiik miktardadir.



Ancak bitki gelisimi ve stres kosullarinda tepki vermesi agisindan apoplastik ROS 6nemli bir
role sahiptir. Apoplastta, hiicre i¢i hiicre bolmelerinde oldugu gibi farkli ROS tiirlerini
detoksifiye edebilen spesifik bir antioksidan sistem bulunabilecegi bildirilmistir. Bu ROS
giderici antioksidanlar, strese karsi tolerans kazandirir ve hiicresel hasari onler. Apoplastta
proteinlerin  ve peptitlerin iiretimi ve birikmesi, ¢esitli streslere yanit olarak
gerceklesir. Apoplastta 6nemli islevleri yerine getiren hormonlarda bulunur ve tasima yoluna
karigmig gibi goriinen oksinlerin ve sitokinlerin varligindan da bahsedilmistir (Sakurai 1998).
Apoplasttaki hormonal seviyeler, hiicre i¢indekinden oOnemli Olciide daha diistiktiir ve
transmembran akis tasiyicilariin varhi@ina baghdir. Ek olarak, apoplast aynm1 zamanda
mikropla iligkili molekiiler modellerin (MAMP'ler) patojenler tarafindan salgilandigi
alandir. Ozetle, bitki hiicrelerinin strese cevap verme ve hayatta kalmasinda apoplasttaki

molekiillerin ¢esitliliginin 6nemli oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Apoplast, dinamik dogasi bitki i¢in biiylik 6nem tasiyan bir¢ok reaksiyonun i¢inde yer
almasina izin verdiginden, ¢ok sayida islevde yer alir (Sakurai 1998; Chikov and Bakirova
2004). Bu islevler arasinda besin ve su taginmasi, sinyal iletimi, savunma, iyon dengesini
saglama, pH ve su igerigini ayarlama hiicre duvari bilesenlerinin ve diger molekiillerin
sentezleri sayilabilir (Atict and Nalbantoglu 2003). Bunlarin arasinda, hem biyotik
(fitoaleksinler, PR, proteinler, enzimler) hem de abiyotik streslere karsi bitki savunmasinda
yer alan molekiillerin sentezi 6nemlidir, ¢linkii ¢evresel degisikliklerin tespit edildigi yer

apoplasttir.

flk tanimlamada canli simplasttan ayrilan 6lii apoplastin sonraki yillarda aktif bir
bolge oldugu anlasilmis ve bu bolgedeki ¢alismalar arttirilmistir (Luwe et al. 1993; Atic1 and
Nalbantoglu 1999a,b; Atici and Nalbantoglu 2003). Son yillarda, bitkilerin apoplastik bolge
bilesikleri iizerine ¢esitli ¢aligmalar yapilmaktadir. Apoplastik bolge, bitkilerin strese cevabi
ve tolerans kazanmasi durumlarinda oOnemlidir (Duran-Carril and Bujan 1998; Wang et al.

2004).

Bitki apoplastik bolgelerinde soguga kars1 dayaniklilik saglayan ve antifiriz proteinler
olarak da bilinen proteinler, patojenlere karsi salinan proteinlerle yapisal benzerlik gosteren
proteinler ve birgok enzimin varligi belirlenmistir (Ewart et al. 1999, Griffith et al. 1997).
Savunma ile ilgili en bol bulunan proteinler, toplam apoplastik sivi proteinlerinin (AFP'ler)
%23-33"linii olusturan patojenle iligkili proteinlerdir (PR-proteinleri) (Guerra-Guimaraes et al.
2015). PR proteinlerinin iiretimi ve birikimi, biyotik/biyolojik stresler ve abiyotik/biyolojik

olmayan stresler dahil olmak iizere ¢esitli streslerden etkilenir (Tuzun and Somanchi 2006).
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Bitkilerin diisiik sicakliga tepkisi diisiik molekiil agirliga sahip proteinlerin
transkripsiyon hizindaki degisimle iligkilidir. Suyun donma sicakligina maruz kalan ¢ok kisa
stireli bliylime periyotuna sahip bitkilerde bile stres proteinleri goriiliir. Baz1 soguga hasas
bitkilerin soguga maruz birakilmasi (musir, piring, domates, salatalik, yer fistigi, pamuk,
aycicegi v.b) yiiksek sicaklik veya diger stresler tarafindan indiiklenen HSP (heat-
shockproteins)’lere benzer ve 14 kDa ile 94 kDa arasinda molekiil kiitlesine sahip 20 den
fazla polipeptid sentezini indiikledigi bildirilmistir (Hahn and Walbot 1989; Pareek et al.
1998; Li et al. 1999). Soguga duyarli bitkilerin soguga alismasina, birkag¢ proteinin
sentezindeki degisiklikler de eslik eder (Hahn and Walbot 1989; Guy 1990; Cabane et al.
1993; Anderson et al. 1994).

Arastirmanin Amaci

Bu c¢alismada, diisiik sicakliklara hassas Hibrit ve Arifiye olmak {iizere iki ¢esit misir
bitkisinin yapraklarina kontrol bitkisi hari¢ piiskiirtme yontemiyle 6nce SA uygulanip daha
sonra farkli zaman periyotlarinda bu bitkiler birer giin soguk stresine maruz birakildi.
Uygulanan salisilik asidin en etkili oldugu konsantrasyon tespit edildi ve bu
konsantrasyonlarla ¢aligmalar devam ettirilerek SA’nin siire acisindan da etkisi belirlendi.
SA’nin apoplastta yaptig1 etkinin belirlenmesinin, soguga hassas bitkilerin soguk stresine
cevap mekanizmasimnin anlasilmasina  katki  saglayacagi  diislinilmektedir. Bunu

belirleyebilmek i¢in, misir yapraklarinda;
% donma hasar1
apoplastik bolge proteinlerinin buz niikleasyon aktiviteleri
apoplastik CAT aktiviteleri
apoplastik POD aktiviteleri
apoplastik SOD aktiviteleri
lipid peroksidasyon miktarinin 6l¢timi
hidrojen peroksit miktarinin 6l¢iimii
apoplastik proteinlerin elektroforez deneyleri

i¢csel SA 6l¢timil yapilmistir.
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KURAMSAL TEMELLER

Hasat oncesi ve hasat sonrasi diisiik sicaklikta biiyiitiilen ve/veya depolanan bitkilerde
olugsan donma hasarlart ile ilgili literatiirde bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Fasulye bitkisinin
soguga maruz kaldig: siire uzadik¢a donma hasarmin arttig1 bildirilmistir (Chang et al. 2001).
SA muamelesi soguga maruz birakilan muz bitkisinde (Khademi et al. 2019), bugdayda
(Wang et al. 2022), erik meyvesinde (Luo ef al. 2011), mangoda %11-%25 oraninda (Barman
and Asrey 2014), lizlim yapraklarinda (Wang and Li 2006) ise hem sicak hem de soguk
stresinde donma hasarini azaltmigtir. Bir baska ¢alismada bugdayda (Chen et al. 2016) diisiik
SA (0,25 mM) konsantrasyonu donma hasarini azaltirken, yiiksek konsantrasyon (2,5 mM) bu
hasar1 artirmistir. Yasemin bitkisi (Cai ef al. 2015) ile yapilan bir baska arasgtirmada ise
sogukta yetistirilen bitki ile SA uygulanmis ve ayni soguk sartlarda yetistirilmis bitkinin

donma hasarlar1 karsilastirilmis ve SA’nin hasar1 azaltici etki ettigi rapor edilmistir.

Mineraller, sekerler, proteinler gibi su i¢inde ¢oziinebilen maddeler suyun donma
noktasini diisiirlir. Buz niikleasyon aktivitesi olarak bilinen bu durum ile ilgili baz1 ¢alismalar
mevcuttur. Bu caligmalarda arpa ve bugdayda soguk uygulamasinin buz niikleasyonunu

artirdig1 bulunmustur (Atic1 and Nalbantoglu 1999 a,b, Tasgin et al. 2003).

Lipid peroksidasyonu hakkinda literatiirde ¢cok sayida calisma bulunmaktadir. MDA
lipid peroksidasyonunun ikincil iiriinii oldugu i¢in yag asidi oksidasyonu, dolayisiyla
membran hasar1 hakkinda fikir veren iyi bir gostergedir. Bu sebeple ozellikle stres
calismalarinda siklikla MDA 6l¢iimii yapilmistir. Yapilan bir ¢alismada soguk uygulamasi
kontrol grubuna gore nohut bitkisi yapraklarinda MDA’y1  %77,8 oraninda, bugday
yapraklarinda ise % 37,9 artirmistir (Genisel 2012). Bir baska calismada soguk stresi
domates bitkisinde ki MDA seviyesinde artisa sebep olmustur (Zhou et al. 2012). Fasulye
yapraklarina uygulanan soguk ise kontrole gére MDA seviyesini artirmigtir (Tiryaki 2015).
Elymus nutant yapraklarinda soguk MDA igerigini yine artirmistir (Chu et al. 2016). Farkli
iki domates ¢esidi ile yapilan ¢alismada domatesler diisiik sicaklik altinda yetistirilmis ve SA
uygulamas1 yapilmis, SA uygulanan domateslerde kontrollere (SA’s1z) gére MDA miktar
azalmistir. (Orabi et al. 2015). Erik meyvesi ile yapilan bir baska calismada hasat edilen
erikler 1,5 mM’lik SA ¢ozeltisine 10 dakika batirilmig sonra soguk sartlarda depolanmustir.
Depolamanin sonunda SA uygulamali eriklerde kontrollere gére MDA miktarlarinda %14 liik

bir diisiis tespit edilmistir. (Luo et al. 2011). Hasat sonras1 2 mM SA ile muamele edilmis
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portakal meyveleri 6 °C ve 20 °C’de depo edilmis, depolama sonunda MDA igeriklerinde
sirastyla %12,6 ve %27,6’lik bir azalma gozlenmistir (Huang ef al. 2008). Arpa yapraklarina
SA piuskiirtiiliip soguga transfer edilmis ve MDA igerigi kontrole gore her iki varyetede ve
farkli biiytime periyotlarindaki bitkilerde diistiigii belirlenmistir (Mutlu et al. 2013).

Hiicredeki yarilanma omrii en yiiksek olan reaktif oksijen tiirlerinden H202 nin stres
sartlarinda sinyal molekiilii olarak calistig1 diisiiniilmekte ve bu sebeple stres caligmalarinda
H20: ile ilgili ¢ok fazla literatiir bulunmaktadir. Soguk stresine maruz birakilan nohut ve
bugday bitkilerinde, soguk H202 miktarin1 nohutta %42,3, bugdayda ise %33,7 artirmistir
(Genisel 2012). Yine sogukta yetistirilen fasulye bitkisinin yapraklarinda kontrole gore H20-
miktar1 artmistir (Tiryaki 2015). Hasat sonras1 SA uygulanmis portakal meyvesinde ki H202
miktar1 ile kontrol meyvelerindeki H2O2 miktar1 paralellik gostermistir (Huang et al. 2008).
Bir baska c¢alismada sogukta depolanan mango bitkisinde, depolama siiresi uzadikg¢a
meyvelerdeki H20z icerigi artmig, dnceden SA uygulanip depolanan meyvelerdeki H2O2
miktar1 ayni siire depolanmis kontrole gore %14-%51 oraninda azalmistir. (Junmatong et al.
2015). Baska bir ¢aligmada soguk stresine maruz birakilan domatesin koklerine 6n muamele
olarak uygulanan H2O2, MDA igeriginde kontrole gore azalmaya sebep olmus bu durum H20:2
On uygulamasiin soguga bagli lipid peroksidasyonunu azalttigin1 géstermektedir. Ayrica bu
calismada aklime edilmis bitki koklerindeki H2O> miktar1 aklime edilmeyenlere gére daha

diisiik ¢ikmustir (Iseri et al. 2013).

Piring fidelerinin besin ¢ozeltisine SA eklenmesiyle kontrole gére H2O2 miktar1 artmus,
ayni calismada besin ¢dzeltisine Pb™ eklenmis ve kontrole gore H»O: igerigi artmis, Pb
eklenmis soliisyona ayni zamanda SA eklendiginde ise H2O2 miktar1 %9,1 oraninda azalmistir
(Jing et al. 2007). Benzer bir calismada da salatalik bitkisinin besin ¢ozeltisine SA konulmusg
ve SA uygulamali yetisen bitki yapraklarinda kontrole goére H2O2 miktar1 artmistir sonra
¢ozeltiye Mn™? eklenmis bu yapraklarda H>O» miktar1 daha da artnustir. Mn ile SA
uygulandiginda ise SA H202 miktarini diigtirmiistiir (Shi and Zhu 2008).

Katalaz (CAT) enziminin aktivitesine etki eden bazi literatiirler su sekildedir: Sogukta
depolanan seftali meyvesine sicak ve SA kombine sekilde uygulanmis ve depolama sonunda
CAT aktivitesi onemli 6l¢iide indiiklenmistir (Cao et al. 2010). Tath kiraz meyvesine hasat
sonrast SA uygulamasi yapilmis ve CAT aktivitesi inhibe olmustur (Asghari et al. 2010).
Karpuza SA uygulamasi yapildiktan 2 giin sonra CAT aktivitesi pik yapmis sonrasinda
diismiistiir (Jing-Hua et al. 2008). Kislik bugday (Ignatenko et al. 2019 ;Yordanova and
Popova 2007), mango (Junmatong et al. 2015), kiraz (Gimenez et al. 2017), yasemin (Cai et
al. 2015) bitkisine SA uygulamasi sonrasinda CAT aktivitesi artmis, kayis1 (Wang et al.
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2015), su yosunlar1 (Raman and Ravi 2011) ve domateste (Orabi et al. 2015) aktivite

diismiistiir.

Peroksidaz (POD) aktivitesi ile ilgili literatiiriin bir kismi sdyledir: Kiraz meyveleri
hasat edildikten sonra SA uygulamasi yapilmig ve soguk sartlarda depo edilmis, depolama
sonunda POD aktivitesinin uyarildig1 tespit edilmistir. Ayrica bu calismada POD
izoenzimlerinin ekspresyonunun da arttig1 bildirilmistir (Asghari et al. 2010). Kirazla yapilan
bir bagka caligmada ise hasat 6ncesi SA uygulanmis sonra kontrol sartlarinda depo edilmis ve

POD aktivitesinin SA’siz kirazlara gore arttig1 belirtilmistir (Gimenez et al. 2017).

Ananas bitkisinde 5 mM SA uygulamasi POD aktivitesini diisiirmiis, kislik bugdayda
(Ignatenko et al. 2019 ;Yordanova and Popova 2007) ve kayisida (Wang et al. 2015) artmus,
erik meyvesinde POD aktivitesi etkilenmemistir (Luo et al. 2011).

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi aktivitesi ile ilgili c¢ok sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Bunlarin bir kismi sdyledir; sogukta depolanan seftali meyvesine sicak ve SA
kombine uygulamasinda SOD aktivitesi onemli 6lgiide arttig1 (Cao ef al. 2010), hasat sonrasi
SA uygulanan kiraz meyvesinde de SOD aktivitesi arttig1 belirlenmistir (Asghari et al. 2010).
Karpuzda 0,5 mM, 1 mM, 2 mM SA uygulamalart SOD aktivitesini artirirken, 3 mM ve 4
mM uygulamalarda SOD aktivitesi kontrole gore ¢ok daha diisiik bulunmustur (Jing-Hua et
al. 2008). SA uygulamasi, ananasda (Lu et al. 2010), kislik bugdayda (Ignatenko ef al. 2019),
mangoda (Junatong et al. 2015), kayisida (Wang et al. 2015) SOD aktivitesini artirmistir.

Apoplastik CAT, POD ve SOD aktiviteleri iizerine stres faktdrlerinin etkisini gosteren
calismalarin ¢ok az oldugu goriilmektedir. Bir calismada; bakir uygulamasi yapilmig bugday
koklerinde apoplastik ROS {iretiminin azalmasi SOD aktivitesindeki artisla iligkilendirilmistir

(Sgherri et al. 2007).

Garcia et al. (2020), tuza duyarli ve tuza direncli bir sogan genotipinin kdk ve yaprak
dokularindaki apoplastik antioksidan sistemlerinin tuzluluga tepkisini incelerken, SOD

aktivitesi ile tuza dayaniklilik arasinda pozitif bir iliski bulmuslardir.

Ayrica, Vanacker ef al. (1998a) biyotik strese yanit olarak SOD aktivitesinin arttigini
gozlemlemislerdir. Arpa ve yulaf yapraklariin biyotrofik fungal patojen Blumeria graminis
ile asilamadan 24 saat sonra SOD, CAT, askorbat peroksidaz, dehidroaskorbat rediiktaz,
mono dehidroaskorbat rediiktaz ve glutatyon rediiktaz gibi bir¢ok enzimin apoplastda

indiiklendigini gostermistir (Vanacker et al. 1998b).

Apoplastik POD iizerine sogugun etkisini gosteren ¢aligmada, Ladin agacinda soguk

aylarda diger aylara gére POD aktivitesinin arttigt gozlemlenmistir (Polle et al. 1994).
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Apoplastik CAT ve POD aktiviteleri lizerine soguk ve SA’nin etkilerini gosteren bir ¢calisma
kislik bugday bitkisinde yapilmistir. Soguk sartlarda biiyiitiilen bitki yapraklarinda ve ekzojen
SA uygulamasi yapilip soguk sartlara transfer edilmis yapraklarda apoplastik CAT ve POD
aktiviteleri ol¢iilmiistiir. Apoplastik POD aktivitesi artarken, CAT aktivitesini diistiigii tespit
edilmistir (Tasgin ef al. 2006).

Yine ayni ¢alismada, apolastik proteinlerin SDS-PAGE c¢aligmalar1 yapilmistir. Hem
soguk hem de SA’nin apoplastik proteinlerin sentezi ve profili ilizerinde etkili oldugu
bulunmustur. Soguga direngli kislik bugdayda, SA’nin apoplastik proteinleri etkileyerek
soguk stresine karst korunmada rol oynadigi belirlenmistir. Ancak, misir gibi soguga direngli
olmayan bitkilere soguk ve salisilik asit uygulamasinin apoplastik bolgede nasil etki

yaratacagi iyi bilinmemektedir (Tasgin ef al. 2006).
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MATERYAL-METOT

Kullanilan Cihazlar

iklim dolab1; Jeno Tech (Kore) ve Sanyo (Japonya), spektrofotometre; Shimadzu
UVmini—1240, masa santrifiijii; Hettich EBA 21, pH metre; WTW unilab pH metre,
sogutmali santrifiij; Hettich Micro 22 R, hassas terazi; Shimadzu AY220, -80 °C derin
dondurucu; Harris, ingiltere, -20 °C derin dondurucu; Argelik, otomatik pipetler; Eppendorf,
vorteks; Fisons Whirlimixer, manyetik karistirici; Chiltern HS31, calkalayici; Gallenkamp,
vakum pompasi; Edwards, Ingitere, soguk su banyosu; Huber Polystat CC1., elektroforez; Bio

Rad (dikey) Systems Power Pac 3000.

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlamisi

Tez kapsaminda kullanilan c¢ozeltilerin hazirlanisi ve kullanildigi yerler asagida

siralanmustir.

Hogland besi cozeltisi: 1,02 g KNOs, 0,492 g Ca(NOs3)2.4H20, 0,23 g NH4H2POs,
0,49 g MgS04.7H20, 2,86 g H3BOs, 1,81 g MnCl2.4H20, 0,08 mg CuSO4.5H20, 0,22 mg
ZnS04.7H20, 0,6 mg FeSO4, 0,6 mg tartarik asit saf su icerisinde ¢oziilerek hacmi 1 L’ye

tamamlanir.

1 mM SA c¢ozeltisi: 138,12 mg salisilik asit 900 mL saf suda ¢oziilerek pH 5,5

oluncaya kadar 1 M NaOH ile titre edilir ve hacmi 1 L’ye tamamlanur.

Apoplastik proteinlerin total ekstraksiyonunda kullanilan ¢ézelti: (20 mM CaClz
coOzeltisi + 20 mM askorbik asit) 7,4 g askorbik asit, 5,28 g CaCl: saf suda ¢oziilerek toplam

hacim 2 L’ye tamamlanir.

Katalaz aktivite 6l¢iimii icin kullanilan tampon: (103 mM pH:7,5 fosfat tamponu)
1,4 g KH2PO4 80 mL saf suda ¢oziiliir, I N NaOH ile pH: 7,5’¢ kadar titre edilir ve son hacim

saf su ile 100 mL'ye tamamlanir.

Katalaz aktivite 6lciimii icin kullanilan substrat cozeltisi: (40 mM H2O: ¢ozeltisi)

315 puL %30’luk H202 hacmi saf su ile 100 mL'ye tamamlanarak hazirlanir.

Katalaz aktivite ol¢ciimiinde standart grafik hazirlamak i¢in kullamlan ¢ozelti: (5
mM H20: ¢ozeltisi) %30°luk H202’den 40 pL alinarak toplam hacim saf su ile 100 mL olacak

sekilde tamamlanarak hazirlanir.
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Peroksidaz aktivite Olciimii icin kullanilan tampon: (50 mM M pH:5,5 fosfat
tamponu) 1,77 g NaxHPOs4 yaklagik 240 mL saf suda ¢oziilerek pH 5,5‘e¢ ayarlanir ve son

hacmi 250 mL'ye tamamlanir.

Peroksidaz aktivite 6l¢iimii icin kullamilan substrat ¢ozeltisi: (28 mM gayakol) 313

uL gayakol bir miktar saf suda ¢oziiliip 100 mL olacak sekilde tamamlanarak hazirlanir.

Peroksidaz aktivite ol¢iimii icin Kkullamlan substrat cozeltisi: (5 mM H202)

%30’luk H202’den 40 pL alinarak toplam hacim 100 mL olacak sekilde hazirlanir.

Siiperoksit dismutaz aktivite ol¢iimii icin kullanilan tampon: (50 mM pH:7,0
fosfat tamponu) 2,2 g KoHPO4 bir miktar saf suda ¢oziiliir, pH 7,0’a ayarlanir ve son hacmi

250 mL’ye tamamlanir.

13 mM metiyonin cozeltisi: 0,485 g metiyonin 250 mL fosfat tamponunda (50 mM
pH:7,0) ¢oziilerek hazirlanir.

75 nM NBT c¢ozeltisi: 0,015 g NBT 250 mL fosfat tamponunda ( 50 mM pH:7,0)

¢Oziilerek hazirlanir.

0,1 mM EDTA: 0,0075 g EDTA 250 mL fosfat tamponunda (50 mM pH:7,0)

¢Oziilerek hazirlanir.

2 uM riboflavin: 1 L saf suda 0,038 g riboflavin ¢oziiliir. 3 mL reaksiyon karisimina

bu ¢ozeltiden 60 pL eklenerek 2 uM’lik konsantrasyona ulasilir.

Elektroforezde yigma jeli hazirlamada kullanilan tampon (pH:6,8’lik 1 M Tris-
HCI): 12,1 g Tris yaklasik 90 mL saf suda ¢oziilerek pH’s1 6,8’e ayarlanir ve toplam hacim

100 mL’ye tamamlanur.

Elektroforezde ayirma jeli hazirlamada kullanilan tampon (pH: 8,8’lik 1 M Tris-
HCI): 12,1 g Tris yaklasik 90 mL saf suda ¢oziilerek pH’s1 8,8’e ayarlanir ve toplam hacim

100 mL’ye tamamlanir.

Elektroforezde kullamlan %10’luk SDS c¢ozeltisi: 10 g SDS 90 mL saf su iginde

¢Oziilerek hazirlanir.

Elektroforezde kullanilan %30’luk akrilamid-%0,8’lik bisakrilamid ¢ozeltisi: 15
g akrilamid-0,4 g bisakrilamid 34,6 g saf suda ¢oziilerek hazirlandu.

Elektroforezde kullanilan %10’luk amonyum persiilfat cozeltisi: 1 g amonyum

persiilfat 9 mL saf su i¢inde ¢6ziilerek hazirlanir.
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Elektroforezde kullanilan yiiriitme tamponu: 7,2 g glisin ve 1,5 g Tris saf suda

lyice ¢oziliir, lizerine 5 mL % 10’luk SDS ilave ediler ve son hacim 500 mL’ye tamamlanur.

Elektroforezde kullanilan indikator c¢ozeltisi (% 0,1’lik bromtimol mavisi):
Bromtimol mavisinde 0,1 g alinarak 16 mL 0,1 M sodyum hidroksit i¢erisinde ¢oziiliir ve son

hacmi 100 mL’ye tamamlanur.

Elektroforezde kullanilan numune tamponu: 0,5 mL 1 M Tris-HCI (pH:6,8), 1 mL
%100’liik gliserin, 1 mL %0,1’lik bromtimol mavisi ve 1 mL %10’luk SDS alinir ve son
hacim 10 mL’ye tamamlanir. 950 plL numune tamponuna 50 pL B-merkaptoetanol ilave

edilerek kullanilir.

Jel sabitlestirme cozeltisi: 10 g TCA 40 mL saf su icerisinde ¢oziiliir ve 50 mL

izopropil alkol yavag yavas ilave edilerek hazirlanir.

Jel boyama cozeltisi: Coomassie Brillant Blue R-250 (0,1 g) boya reaktifi metanol
(50 mL) i¢inde iyice ¢oziildiikten sonra, asetik asit (10 mL) ve su (40 mL) eklenerek boyama

¢Ozeltisi hazirlanir.

Boyama sonrasi1 kullamlan yikama ¢ozeltisi: Asetik asit (100 mL), metanol (500

mL) ve saf su (400 mL) ile hazirlanir.

Lipid peroksidasyon aktivite dl¢iimiinde kullanilan homojenat cozeltisi (% 0,1 lik

TCA): 99,9 mL saf suda 0,1 g TCA c¢oziilerek hazirlanir.

Lipid peroksidasyon aktivite dlciimiinde kullanmilan ¢ozelti (% 0,5 lik TBA): 100
mL saf su i¢cinde 20 g TCA ¢dziiliir sonra 0,5 g TBA ilavesiyle hazirlanir.

H»O; tayininde kullanilan homojenat ¢ozeltisi (% 0,1 lik TCA): 99,9 mL saf suda
0,1 g TCA ¢oziilerek hazirlanir.

H»0; tayininde kullanilan %5’lik Ti(SO4): ¢ozeltisi: 19 mL saf suda 1 g Ti(SO4)2

¢oOziilerek hazirlanir.

H>0; miktarimin belirlenmesinde kullanilan %19’luk NH4sOH: 4,16 mL NH3 20

mL saf suda ¢6ziilmesiyle hazirlanmstir.

H»O; tayininde kullamlan 2 M’hik H>SO4: %98’lik H2SO4’den 40 mL alinarak 160

mL saf su igerisine ilave edilir ve son hacim 200 mL’ye tamamlanir.
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Bitkilerin Biiyiitiilmesi
Bitki materyalleri ve biiyiime

Tez kapsaminda Zea mays cv. Ossk596 ve Zea mays cv.Arifiye olmak lizere soguga
hassas iki ¢esit musir kullanildi. Misir tohumlar1 %96’lik etanol ile yikandi ve sodyum
hipoklorit (%5°lik) igerisinde bes dakika inkiibe edilerek sterilize edildi. Sterilize edilmis
misir tohumlarinin ekimi yapildi. Tohumlar baslangi¢ biliylime asamasinda kontrol olarak
ayarlanan normal sicaklikta (22 °C/18 °C, giindiiz/gece) tutuldu ve her biri giinliik olarak esit
oranda saf su ile sulandi ve her birine haftada bir kez olmak iizere Hoagland besin soliisyonu
uygulandi. Dokuzuncu giin bitkilere 0, 10, 100, 500 ve 1000 puM SA uygulandi. SA
uygulamasindan sonra soguk+kontrol ve soguk+SA uygulanan bitkiler kesim yapilacak 10.
giin, 17. glin, 24. giin ve 31. giinlerden bir giin 6nce 10/7 °C’lik soguk sartlara transfer edildi.
Belirlenen kesim tarihlerinde kontrol, soguk+kontrol ve soguk+SA uygulanan bitkilerde

kesim iglemi yapildi.

% Donma Hasarinin Belirlenmesi

Misir yapraklarda donma hasari, diisiik sicakliklara uygun su banyosu ve elektriksel
iletkenlik kopriisti kullanilarak belirlenmistir (Atic1 and Nalbantoglu 1999a). Taze yapraklar 2
cm’lik uzunluklarda kesildi ve kesik uglardan hiicresel proteinleri uzaklagtirmak i¢in kesitler
su ile yikandi. Yikama islemi sirasinda kesitlerden ¢ikan protein varligi 280 nm’de absorbans
Olclimii ile belirlendi ve yikamaya absorbans vermeyinceye kadar devam edildi. 0.1 g yaprak
deney tiiplerine yerlestirilerek tiipler bir diisiik sicaklik sirkiilatoriine (LTD 6 G, Grant
Instruments, Cambridge, BK) konuldu. Tiipler -1°C'de 30 dakika bekletilerek sicaklik stabil
hale geldikten sonra 1°C'lik araliklarla -20 °C'ye kademeli olarak diisiiriildii. Belirtilen her bir
derece i¢in 15 dk bekleme siiresi sonunda bir tiip banyodan alinarak donmus yaprak kesiti
tizerine 4 mL HPLC dereceli su ilave edildi. Bu tiipler 24 saat 4 °C'de bekletildi. Oda
sicakliginda bir elektriksel iletkenlik kopriisii ile her bir tiipteki iyon sizint1 degeri (¢ozeltinin
iletkenligi) (uS/cm) 6l¢iildii. Elde edilen iyon sizint1 degeri donma hasarini belirlemek icin
kullanildi. Kontrol deneylerinin en yiiksek degeri %100 donma hasar1 olarak alinarak diger
degerler ile karsilagtirildi. Her bir deney i¢in ii¢ tekrar yapildi (Griffith et al. 1992; Tasgin et
al. 2003).

Apoplastik Proteinlerin Ekstrakte Edilmesi

Apoplastik proteinler, Hon et al. (1994)’e gore yaprak dokusundan elde edildi. Misir
yapraklart (7 g) 2 cm uzunlugunda kesildi ve kesik uclardan hiicresel proteinleri

uzaklagtirmak icin kesitler su ile yikandi. Yikama islemi sirasinda kesitlerden ¢ikan protein
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varligi 280 nm’de absorbans Ol¢liimii ile belirlendi ve yikamaya absorbans vermeyinceye
kadar devam edildi. Yapraklar daha sonra 30 dakika boyunca 20 mM askorbik asit-CaClz
cozeltisi icinde vakumlu desikator i¢inde 10 dk boyunca vakum uygulandi. Yapraklar
kurutuldu ve 20 ml'lik bir siringaya dikkatli bir sekilde dikey pozisyonda yerlestirildi.
Siringalar santrifiij tiiplerine yerlestirilerek 1500 xg'de 20 dakika santrifiijlendikten sonra

apoplastik ekstrat tiiplerin tabanindan toplandi.

Proteinler, apoplastik ekstrata hacminin 1.5 kat1 soguk aseton eklenerek ve numuneler
gece boyunca -20 °C'de inkiibe edilerek apoplastik ekstraktlardan ¢oktiiriildii. 20 dakika 3500
xg'de santrifiijlendikten sonra, protein cokeltileri dnce %96 sonra %70 soguk etanol ile
yikandi (Tasgin et al. 2003). Yikama isleminden sonra oda sicakliginda kurutulan protein
peleti buz niikleasyonu, antioksidan enzim aktiviteleri ve elektroforez islemleri yapilana kadar

-20 °C'de muhafaza edildi (Griffith et al. 1992; Atic1 and Nalbatoglu 1999 a,b).

Buz Niikleasyon Aktivitesinin Belirlenmesi

Eppendorf tliplerindeki kurutulmus protein peletleri, | mL HPLC dereceli suda
¢oziildii ve tlipler daha sonra sicaklig ayarlanabilen bir su banyosuna yerlestirildi. -1°C'de 30
dakika bekletilerek sicaklik stabil hale geldikten sonra 1°C'lik araliklarla kademeli olarak
diisiiriildi. Tipler her sicaklikta 15 dakika beklemeye birakildi. Her tiipteki apoplastik protein
sollisyonunun donmasi gdzlenince su banyosundan ¢ikarildi. G6zlenen donma sicakliklari,
buz niikleasyon aktivitesi olarak kabul edildi. Tiim deneyler ii¢c kez tekrar edildi. (Griffith et
al. 1992; Tasgin et al. 2003).

Apoplastik Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Kontrol, Soguk Kontrol ve Soguk+SA’li misir yapraklarindan elde edilen apoplastik
protein peletleri 0,2 M pH=7,5 fosfat tamponunun 1 mL’sinde ¢oziildii. Apoplastik
cozeltideki CAT, POD ve SOD enzim aktiviteleri spektrofotometrik dlgiimlerle belirlendi.
Ayrica apoplast bolgede g¢alisildiginin bir gostergesi olmasi adina G6PD enzim aktivitesi

Ol¢iimleri yapilmistir.

Glukoz 6-Fosfat dehidrogenaz aktivitesinin belirlenmesi

Pentoz fosfat yolunun ilk ve kontrol noktasi enzimi olan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz
(D-glukoz-6-fosfat; NADP+ oksidorediiktaz E.C. 1.1.1.49) glukoz 6-fosfatin NADP*/NADPH
araciligi ile 6-fosfoglukono-d-laktona doniisiimiinii katalizler (Mehta et al. 2000).
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Apoplastik bolgede bulunmayan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz’in hiicresel bolgeden
karisip karismadigimi test etmek i¢in bu aktivite deneyi yapilmistir. Glukoz 6-fosfat

dehidrogenaz enzim aktivitesi tayini 37 °C Beutler metoduna gore yapilmustir.

340 nm’de NADPH’1in maksimum absorbans vermesi Beutler metodunun esasini
olusturur. Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi Kkatalizorliigiinde NADP’nin NADPH’a
indirgenmesi sirasinda 340 nm go6zlemlenen absorbans artisi Olgiilerek enzim aktivitesi

belirlenir (Beutler et al. 1977).

Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz aktivitesinin tayininde uygulanan prosediir su

sekildedir:

Reaktifler Kor Deney
IM Tris-HCI pH:8.0 250uL 250uL
0,1 M MgCl2 250uL 250uL
2mM NADP* 250uL 250uL
Bidistile su 1450pL 1450uL
Stabilizasyon ¢ozeltisi 50uL -
Enzim ¢ozeltisi - 50uL

Reaksiyon karigimlar1 hazirlandiktan sonra son asamada 250 pL 6 mM G6P ¢ozeltisi
kor ve deney tiiplerine ilave edilerek reaksiyon baslatildi. 37 °C’de 340 nm’de 5 dk boyunca
absorbans artis1 kaydedildi. Absorbans farkindan mL basina enzim aktivitesi asagidaki

formiille hesaplanda.

AOD V.
A= X —X Sf
€340 Ve

AOD: absorbans degisimi (bir dk); Vec: toplam hacim; Ve:enzim ¢ozeltisi hacmi;
£340:NADP " nin molarekstinksiyon katsayis1 (6,22 M'.cm™); Sr: Seyreltme faktdrii 37 °C’de

ve pH: 8’de 1 pumolsubstrati iirline doniistiiren enzim miktar1 1 EU olarak tanimlanur.

Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

CAT aktivitesi, enzim reaksiyon karistminda H2O2'nin kaybolmasi takip edilerek
belirlendi (Brennan and Frenkel, 1977; Du and Bramlage, 1995). CAT, aktivite Ol¢lim
ortamindaki H202’nin Oz ve H20’ya doniisiimiinii saglarken meydana gelen absorbans

azalmasinin 240 nm’de izlenmesi esasina dayanir. Enzim ekstrakti (0,25 mL), 103 mM fosfat
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tamponu (1,475 mL) ve 40 mM H20: ¢ozeltisi (1,5 mL) ilave edilerek toplam 3 mL kiivet
hacmi olusturuldu. 240 nm’de 3 dk boyunca bir dakika aralikli olarak kore karsi absorbans
okunur. Olgiim sonucunda dakika basina absorbans azalisi hesaplanarak standart grafikten
pmol birimi tiirlinden H202 miktarina donistiiriilir. 25 °C’de 1 dk’da 1 pmol H202’yi
doniistiiren enzim miktar1 1 enzim {nitesi olarak tanimlanmis ve sonuglar g yaprak basina
diisen enzim {initesi (EU/g yaprak) olarak verilmistir (Gong et al. 2001). CAT aktivitesi,
absorbansi 0,25 ila 2,5 mM'lik standart bir H202 egrisine kars1 karsilagtirarak belirlendi. CAT
aktivitesi, H2O2> mM /dak /mg protein olarak sunuldu.

Reaksiyonda azalan H20: miktarin1 belirlemede kullanilacak olan H2O: standart
grafigi onceden hazirlanir. Bunun i¢in, 5 mM H20:z ¢ozeltisinden 3 mL'lik spektrofotometre
tiipiine sirasiyla; 0.15, 0.3, 0.45, 0.6, 0.75, 0.9, 1.05, 1.2, 1.35 ve 1.5 mL konulur. Tiipiin
hacmi saf su ile 1.5 mL'ye tamamlanir ve her tiipe 1.47 mL, 103.5 mM KH2POs ve 30 uL su
ilave edilir. Kiivet spektrofotometreye yerlestirildikten sonra 240 nm’de absorbans kore karsi
okunur. Absorbans degerlerine karsilik gelen pM H20: degerleri kullanarak standart grafik
elde edilir.

Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Yapraklardaki POD (EC 1.11.1.7) aktivitesi, H2O2 varliginda gayakoliin oksidasyonu
ile test edildi. Absorbanstaki artis 470 nm'de kaydedildi (Angelini et al. 1989). Reaksiyon
karigimi 10 pL enzim ekstresi, 500 uL 5 mM H202, 500 pL. 28 mM gayakol ve 1,900 uL. 50
mM fosfat tamponu (pH 5,5) igerecek sekilde hazirlanmistir. 470 nm dalga boyunda 5 dk
stiresince absorbansdaki artis kaydedildi. 25 °C’de 1 dk’da 0,01 absorbans artisina neden olan
enzim miktart 1 enzim iinitesi olarak tanimlanmis ve sonuglar g yaprak basina diisen enzim

tinitesi (EU/g yaprak) olarak verilmistir (Ye et al. 2002).

Siiperoksid dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

SOD aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich (1971) yontemi kullanilarak nitromavi
tetrazolyumun (NBT) fotokimyasal indirgenmesinin inhibisyonu o6lgiilerek belirlendi.
Reaksiyon karigimi, 50 mM fosfat tamponunda (pH 7,0), 13 mM metiyonin, 0,075 mM NBT,
0,1 mM EDTA, 0,002 mM riboflavin ve 0,1 ml enzim ekstratiyla olusturulmustur. Tiip
icindeki karisim, 15 dakika siireyle bir 151k kutusu i¢inde donen bir tiip tutucu iizerine
yerlestirildi. Absorbans, bir spektrofotometre ile 560 nm'de okunmustur. Enzim ekstrakti
icermeyen ve maksimum renk gelistiren tam reaksiyon karigimina sahip 6zdes tiipler kontrol
olarak kullanildi. Renk gelisimi olmayan, aydinlatilmamis tam bir reaksiyon karigimi kor

olarak gorev yapti. Deneysel kosullar altinda, yaprak ekstraktinin varliginda ve yoklugunda
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560 nm'de absorbans artisindaki farkla oOlgiilen ilk reaksiyon hizi, enzim miktar1 ile
orantiliydi. Bir birim SOD aktivitesi, 560 nm'de dlgiilen NBT indirgeme oranmin %350'sini
inhibe etmek i¢in gereken enzim miktar1 olarak tanimlandi. Ekstrenin SOD aktivitesi, aktivite

birimi/g taze agirlik (U/g FW) olarak ifade edildi.

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Kontrol, soguk+kontrol, soguk+SA uygulamali misir yapraklarindan ekstrakte edilen

apoplastik proteinlerdeki degisim SDS-PAGE ile kontrol edildi ( Laemmli 1970).

Elektroforez i¢in % 3-10 kesikli SDS-poliakrilamid jeli hazirlandi. Apoplastik
proteinler 100 pL. numunetamponu ic¢inde ¢oziildiikten 3 dk boyunca kaynatilarak denatiire

edilmis ve jele tatbik edilmek iizere oda sicakligina kadar sogutulmustur.
Ayirma jeli; 25 mL %30°luk akrilamid-%0.8’1ik bisakrilamid ¢6zeltisi
22,5 mL 1 M’lik Tris-HCI (pH:8.8)
0,9 mL %10’luk SDS
0,6 mL %5’lik TEMED

9 mL saf su konularak karistirilir. Bu karisimin iizerine en son olarak 0,8 mL

amonyum persiilfat ¢ozeltisi eklenir.
Yigma jeli; 2 mL %30’luk akrilamid-%0,8’lik bisakrilamid ¢ozeltisi
2,48 mL 0,1 M’lik Tris-HCI (pH:6.8)
0,2 mL %10’luk SDS
5 uL %5°lik TEMED

15,6 mL saf su konularak karigtirilir. Bu karigimin iizerine en son olarak 0,4 mL

amonyum persiilfat ¢ozeltisi eklenir.

Elektroforez i¢in kullanilacak ayirma ve yigma jelleri belirtilen igeriklere gore
hazirlandiktan sonra alkol ile iyice temizlenen cam plakalar arasina plakanin 2/3’iini
dolduracak sekilde once ayirma jeli pipetlenir. Polimerlesme gergeklestikten sonra plakalar
arasinda kalan kisim yigma jeli ile tamamlanir ve kuyularin olugsmasi i¢in tarak yerlestirilir.
Yigma jelinin polimerlesmesi tamamlaninca tarak dikkatli bir sekilde c¢ikarilarak plakalar
elektroforez tankina yerlestirilir. Elde edilen kuyular yiiriitme tamponu ile yikandiktan sonra

plakalar aras1 bosluga ve tanka yiiriitme tamponu doldurulur.
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Denatiire edilmis protein numuneleri kuyularin 2/3’tinli dolduracak sekilde jelin
kuyularina tatbik edilir. Standart protein ¢ozeltisi de ayni sekilde tatbik edilir. Elektroforez
tank1 giic kaynagina baglanarak numuneler 6nce 120 voltta 30 dk sonra 200 voltta yaklasik 4-
5 saat yiritilir. Numuneler jelin sonuna kadar yiiriidiiglinde akim kesilerek jel camlar
arasindan dikkatlice ¢ikarilir ve 45 dakika sabitleme ¢ozeltisinde galkalamaya birakilir. Daha
sonra, 2 saat boyunca jel boyama ¢ozeltisinde calkalanir. Boyama islemi sonrasi jel protein
bantlar1 iyice belirginlesinceye kadar yikama ¢ozeltisi ile tekrar tekrar yikanir. Protein bantlari

belirginlestikten sonra jelin fotografi ¢ekilir.

Lipid peroksidasyon aktivitesinin belirlenmesi

Lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit (MDA) analiz edilmistir.
Misir yapraklart (0,1 g), % 0,1 triklorasetik asit icinde 6giitiildii ve 10.000 x g'de 15 dakika 4
°C'de santrifiijlendi. 0,5 mL'lik siipernatanta 0,5 mL tampon ve 1 mL reaktif (% 0.5
tiyobarbitiirik asit, %20 TCA icinde TBA, w/v) ilave edildi. Karisim 95 °C'de 30 dakika
inkiibe edildi, daha sonra sogutuldu ve 10,000xg'de 5 dakika santrifiijlendi. MDA'nin
absorbansi 532 nm'de kaydedilerek ve 600 nm'de spesifik olmayan absorpsiyondan ¢ikarildi.
1 mL ¢ozeltideki MDA miktari;

nmol) s (As32 — Aso0)

6
mL 15500 <10

MDA (

formiiliiyle hesaplandi. Sonuglar MDA (nmol/gram doku) seklinde verildi (Ananieva

et al. 2002).

H,>0; miktarmin belirlenmesi

H202 miktarin1 belirlenmek icin 10 mL soguk aseton i¢inde 0,5 g misir yapragi
homojenize edilmis sonra homojenat 10 dk 10.000 xg’de santrifiij edilmistir. Elde edilen
siipernatantdan 1,5 mL alinarak iizerine 0,15 mL %5’lik Ti(SO4)2 ve 0,3 mL %19’luk NH4OH
eklenerek 10 dk 10.000 xg’de santrifiij edilmistir. Elde edilen ¢okelek 3 mL 2 M’lik H2SO4
icinde ¢oziilerek 410 nm’de absorbansi 6l¢iilmiistiir. Ug tekrar sonrasi elde edilen ortalama
absorbans degerleri standart grafikten ng H202 miktarma doniistliriilmistiir. Sonuglar g

yaprak basina diisen H202 miktar1 (ng/g yaprak) olarak verilmistir (He et al. 2005).

Standart grafik eldesi i¢in, 3 mM %35°1lik H202 ¢ozeltisi ile hazirlanan stok ¢ozeltiden
3,6; 7,2; 10,8; 14,4; 18,0; 21,6; 25,2; 28,8; 32,4 ve 36 ng olacak sekilde tiiplere konulmus ve
hacimleri aseton ile 1,5 mL'ye tamamlanmigtir. Her tiipe 0,15 mL %5°lik Ti(SO4)2 ve 0,3 mL

%19’1luk NH4OH ilave edilmistir. Daha sonra karigim 10 dk 10.000 xg’de santrifiij edilmistir.
Stipernatant kismi uzaklastirildiktan sonra elde edilen ¢okelek 2 M 3 mL H2SOs iginde
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coOziilerek absorbans 410 nm’de kore karst okunmustur. Absorbans degerlerine karsilik gelen

ng H20:2 degerleri kullanilarak standart grafik ¢izilmistir.

Endojen SA iceriginin ekstraksiyonu ve belirlenmesi

SA, Raskin ve digerlerinin yontemine gore taze bitki dokusundan bazi degisikliklerle
ekstre edildi (1989). Yapraklar (0,5 g), bir homojenlestirici ile 3 mL %90 metanol icinde
homojenlestirildi ve 12.000 x g'de 15 dk santrifiijlendi. Stipernatanlar, doner bir buharlastirici
ile 68 °C'de 5 dakika siireyle buharlastirildi. Tortu, 2,5 mL %5 TCA igerisinde ¢oziildi ve
12.000 x g'de 10 dakika santrifiijlendi. 5 mL etilasetat, siklopentan ve ispropanol karigimi
(100:99:1, v:v:v) siipernatanta eklendi. Stipernatant 90 °C'de 10 dk buharlastirildi. Tortu, 2.5
mL %20 metanol i¢inde ¢6ziildii, 45 um siringa filtresiyle siiziildii ve yiiksek performansl
stvi kromatografisi (HPLC) sistemine enjekte edildi (100 pL). SA, alikonma siirelerinin
gercek standartlarla karsilagtirilmasiyla belirlendi. Standart ¢ozeltilerle, daha sonra
kromatogramlarda karsilik gelen konsantrasyonlar1 degerlendirmek i¢in kullanilan SA ig¢in
kalibrasyon egrileri yapildi. Bilesigin pik alanlari, Shimadzu LC soliisyon Yazilimi ile

Olciildii (Kadioglu et al. 2011).
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ARASTIRMA BULGULARI

Donma Hasar1 Sonuclari

Normal sartlarda (22/18 °C) biiyiitiillen misir (Zea mays cv. Hibrit) fidelerine 9. giin
0,0 mM (kontrol), 0,01 mM, 0,1 mM, 0,5mM ve 1 mM salisilik asit (SA) uygulanmis ve
bitkiler kesim tarihlerinden bir giin 6nce (9.gilin, 16.glin, 23.glin ve 30. giin) soguk sartlara
(10/7 °C) transfer edilmistir. Bir giin soguk sartlarda kaldiktan sonra bitki yapraklarindan (10.
giin, 17. gilin, 24. giin ve 31. giin) 6rnekler alinmistir. Alinan yapraklarda belirlenen donma

hasar1 degerleri cizelge ve sekillerle sunulmustur.

Elde edilen verilere bakildigin da hasattan 6nce uygulanan SA’nin donma hasari
tizerinde etkili oldugu goriilmektedir. Bu etki, misir yapraklarinin biiyiime siiresine, ¢esidine
ve SA’nin  konsantrasyonuna gore degismistir. Bu sebeple veriler ayr1 ayri

degerlendirilecektir.

Hibrit cesidinin donma hasari sonuclari
10 gunltuk misir (Hibrit) yapraklarindan elde edilen donma hasari verileri

Normal sartlarda (22/18 °C) biiyiitiilen misir (Zea mays cv.Hibrit) fidelerine 9. giin 0,0
mM (kontrol), 0,01 mM, 0,1 mM, 0,5 mM ve 1 mM Salisilik asit (SA) uygulanmis ve bitkiler
soguk sartlara (10/7 °C) transfer edilmistir. Bir giin soguk sartlarda kaldiktan sonra bitki
yapraklarindan ornekler alinmigtir. Alinan yapraklarda belirlenen donma hasar1 sonuglari

asagidaki cizelge ve sekilde verilmistir.
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Tablo 1.10 Gilinliik Misir (Hibrit) Yapraklarinin Donma Hasar1 Sonuglar1

Sicaklik iyon iletkenligi (uS.cm™) Donma Hasari (%)
°C
) 0,0 0,01 0,1 0,5 1,0 0,0 0,01 0,1 0,5 1,0
sA mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L
-1 150 175 163 135 180 36 42 39 33 43
-2 110 175 153 135 180 27 42 37 33 43
-3 148 180 140 110 200 36 43 34 27 48
-4 135 180 155 145 205 33 43 37 35 49
-5 130 175 170 148 190 31 42 41 36 46
-6 175 260 156 161 195 42 63 38 39 47
-7 167 223 147 155 195 40 54 35 37 47
-8 350 259 310 158 170 84 62 75 38 41
-9 340 407 310 165 209 82 98 75 40 50
-10 350 433 410 347 368 84 104 99 84 89
-11 357 433 388 365 378 86 104 94 88 91
-12 355 440 403 360 397 86 106 97 87 96
-13 385 420 360 410 400 93 101 87 99 96
-14 340 450 390 370 430 82 108 94 89 104
-15 415 470 450 380 440 100 113 108 92 106
-16 350 470 430 380 430 84 113 104 92 104
120
—0—0.00 mM
100 4 | —2—0.01 mM
——0.1 mM

30 —&—0.5 mM

60

40 M

% Donma Hasar1

20 A

0 T T T T T T T T T T T T T T
-1 2 3 4 5 -6 -7 -8 -9 -10 -11 -12 -13 -14 -15 -16

Sicaklik (°C)

Sekil 1. 10 giinliik misir (Hibrit) yapraklarinin donma hasari ylizdeleri

10. giinde hasat edilen hibrit musir yapraklarinin donma hasar1 sonuglarina
bakildiginda genel olarak SA uygulamasinin etkisi goriilmekle beraber 0,5 ve 1 mM SA nin
daha etkili oldugu belirlenmistir. Ornegin soguk uygulanmis SA’siz bitki yapraklarinda
donma hasar1 yiizdesi, -8 °C de %84 iken 0,5 ve ImM SA uygulanmis yapraklarda sirasiyla
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%38 ve % 41’°e diismiistlir. Ayn1 durum bir derece daha sogumus durumda da goriilmektedir.
-9 °C de soguk kontrol bitki yapraklarinin donma hasar1 %82 olurken 0,5 mM SA uygulanmis
yapraklarda %40, 1mM SA uygulanmis yapraklarda ise %50 ye inmistir. Uygulanan diigiik

SA konsantrasyonlarinin ise etkili olmadigi belirlenmistir.

17 gunlak misir (Hibrit) yapraklarindan elde edilen donma hasari verileri

Normal sartlarda (22/18 °C) biyiitiilen misir (Zea mays cv.Hibrit) fidelerine 9. giin
0,0 mM (kontrol), 0,01 mM, 0,1 mM, 0,5 mM ve 1 mM Salisilik asit (SA) uygulanmis ve
bitkiler soguk sartlara (10/7 °C) transfer edilmistir. Bir giin soguk sartlarda kaldiktan sonra
bitki yapraklarindan 6rnekler alinmistir. Alinan yapraklarda belirlenen donma hasar1 sonuglari

asagidaki cizelge ve sekilde verilmistir.

Tablo 2. 17 Giinliikk Misir (Hibrit) Yapraklariin Donma Hasar1 Sonuglari

Sicaklik fyon iletkenligi (uS.cm™) Donma Hasar1 (%)

o)

0,0 0,01 0,1 0,5 1,0 0,0 0,01 0,1 0,5 1,0
SA mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmeol/L mmol/LL mmol/L

-1 150 150 150 100 100 35 35 35 23 23
-2 180 170 150 100 100 42 39 35 23 23
-3 160 165 120 100 150 37 38 28 23 35
-4 198 188 120 190 145 46 44 28 44 34
-5 185 210 148 140 150 43 49 34 32 35
-6 173 185 179 135 100 40 43 42 31 23
-7 172 168 122 165 130 40 39 28 38 30
-8 183 125 131 180 215 42 29 30 42 50
-9 280 171 395 310 320 65 40 92 72 74
-10 300 383 420 320 350 70 &9 97 74 81
-11 300 385 338 400 355 70 89 78 93 82
-12 353 358 356 395 355 82 83 83 92 82
-13 300 375 380 380 340 70 87 88 88 79
-14 350 350 415 390 360 81 81 96 90 84
-15 430 330 325 420 380 100 77 75 97 88
-16 400 330 330 400 400 93 77 77 93 93
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Sekil 2. 17 giinliik misir (Hibrit) yapraklarinin donma hasari ylizdeleri

17. giinde hasat edilen hibrit musir yapraklarinin donma hasart sonuglarina
bakildiginda SA nin bariz bir etkisinin olmadig1r goriilmektedir. Ancak 17 giinliik bitki
yapraklar1 10 giinliiklerle kiyaslandigin da bitkinin kendisini toparlayabilmesi i¢in kritik bir
deger olarak alinan % 50 lik donma hasarina ulagmasi gecikmistir. Yine buna paralel olarak
baslangi¢ donma hasarlarinin ve tiim sicakliklarda ki donma hasarlarinin ortalamasi
alindiginda 17 gilinliik yapraklarin hasarinin 10 giinliikklere oranla daha az oldugu

goriilmektedir.

24 gunluk misir (Hibrit) yapraklarindan elde edilen donma hasari sonuclari

Normal sartlarda (22/18 °C) biiyiitiilen misir (Zea mays cv.Hibrit) fidelerine 9. giin 0,0
mM (kontrol), 0,01 mM, 0,1 mM, 0,5 mM ve 1 mM salisilik asit (SA) uygulanmis ve bitkiler
soguk sartlara (10/7 °C) transfer edilmistir. Bir giin soguk sartlarda kaldiktan sonra bitki
yapraklarindan Ornekler alinmistir. Alinan yapraklarda belirlenen donma hasar1 degerleri

asagidaki Tablo ve Sekil’de sunulmustur.
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Tablo 3. 24 Giinliikk Misir (Hibrit) Yapraklarinin Donma Hasar1 Sonuglari

Sicaklik iyon iletkenligi (uS.cm™) Donma Hasari (%)

‘O

0,0 0,01 0,1 0,5 1,0 0,0 0,01 0,1 0,5 1,0
SA  mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L

-1 120 120 100 120 100 33 33 28 33 28
-2 120 120 100 120 100 33 33 28 33 28
-3 120 150 100 130 140 33 42 28 36 39
-4 145 100 100 160 250 40 28 28 44 69
-5 135 140 95 150 215 37 39 26 42 60
-6 120 120 111 118 163 33 33 31 33 45
-7 129 127 130 137 165 36 35 36 38 46
-8 165 200 113 198 350 46 55 31 55 97
-9 205 313 133 223 383 57 87 37 62 106
-10 283 400 313 300 410 78 111 87 83 114
-11 328 415 308 320 365 91 115 85 89 101
-12 333 385 335 350 400 92 107 93 97 111
-13 325 410 350 370 435 90 114 97 102 120
-14 310 390 330 360 360 86 108 91 100 100
-15 330 410 340 375 360 91 114 94 104 100
-16 360 420 340 360 340 100 116 94 100 94
120
—0—0.0 mM
——0.01l mM
100 —&—0.1 mM
—=—0.5mM
= 80 —¥%—1 mM
s
T
<
g 60
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20
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Sekil 3. 24 giinliik misir (Hibrit) yapraklarinin donma hasari yiizdeleri

24. giinde hasat edilen hibrit musir yapraklarinin donma hasar1 sonuglarina
bakildiginda SA nin 0,5 ve 1 mM konsantrasyonlarin da hemen hemen tiim sicakliklarda

donma hasarimi arttirdig1 goriilmektedir. 0,01 mM lik uygulama etkisiz goriiniirken, 0,1 mM
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uygulamada ise donma hasarimin azaltildig1 ve geciktirildigi goriilmektedir. Ornegin -9 °C’de
soguk kontrol bitkisinin donma hasar1 %57, 1mM uygulamal1 yapraklarin %106 olmasina

karsin, 0,1 mM lik yapraklarin hasarinin %37 oldugu goriilmektedir.

31 gunluk misir (Hibrit) yapraklarindan elde edilen donma hasari verileri

Normal sartlarda (22/18 °C) biiyiitiilen misir (Zea mays cv.Hibrit) fidelerine 9. giin 0,0
mM (kontrol), 0,01 mM, 0,1 mM, 0,5 mM ve 1 mM Salisilik asit (SA) uygulanmis ve bitkiler
soguk sartlara (10/7 °C) transfer edilmistir. Bir giin soguk sartlarda kaldiktan sonra bitki
yapraklarindan ornekler alinmistir. Alinan yapraklarda belirlenen donma hasar1 degerleri

asagidaki Tablo ve Sekil’de sunulmustur.

Tablo 4. 31 Giinliik Misir (Hibrit) Yapraklarinin Donma Hasar1 Sonuglari

Sicakhk Tyon iletkenligi (uS.cm™) Donma Hasar1 (%)
“C
SA 0,0 0,01 0,1 0,5 1,0 0,0 0,01 0,1 0,5 1,0

mmol/L. mmol/LL. mmol/LL mmol/LL mmeol/L. mmol/LL mmol/LL. mmol/L. mmol/LL. mmol/L

-1 80 85 100 110 96 17 18 21 23 20
-2 100 100 115 110 100 21 21 24 23 21
-3 100 100 110 100 100 21 21 23 21 21
-4 115 103 100 170 155 24 22 21 36 33
-5 165 100 110 140 150 35 21 23 30 32
-6 170 138 102 113 117 36 29 22 24 25
-7 183 163 105 200 140 39 35 22 43 30
-8 192 233 187 248 175 41 50 40 53 37
-9 413 300 298 231 200 88 64 63 49 43
-10 385 320 305 320 320 82 68 65 68 68
-11 430 333 280 355 338 92 71 60 76 72
-12 403 315 323 378 360 86 67 69 81 77
-13 390 350 300 380 330 83 75 64 81 70
-14 460 350 300 365 320 98 75 64 78 68
-15 470 350 310 360 370 100 75 66 77 79
-16 410 320 370 400 380 87 68 79 85 81
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Sekil 4. 31 giinliikk misir (Hibrit) yapraklarinin donma hasari ytizdeleri

31. gilinde hasat edilen hibrit musir yapraklarinin donma hasar1 sonuglarina
bakildiginda SA uygulamalarinin tiim konsantrasyonlarda donma hasarini azaltmada etkili
oldugu goriilmektedir. Grafikte goriildiigii tizere -8 °C den sonraki sicakliklarin tiimiinde SA
uygulamal1 yapraklarin donma hasar1 yilizdesinin SA si1z soguk kontrol bitkisine gére daha
diisiik oldugu goriilmektedir. Ayrica 31. giinde hasat edilen misir yapraklarinin -1 °C’deki
baslangic donma hasarlarinin ortalamasinin diger giinlerdeki ortalamalarin tiimiinden daha

diisiik oldugu goriilmektedir.

Arifiye cesitinin donma hasari sonuglari
10 gunlak musir (Arifiye) yapraklarindan elde edilen donma hasari sonuclari

Normal sartlarda (22/18 °C) bilyiitiilen misir (Zea mays cv.Arifiye) fidelerine 9. giin
0,0 mM (kontrol), 0,01 mM, 0,1 mM, 0,5 mM ve 1 mM Salisilik asit (SA) uygulanmis ve
bitkiler soguk sartlara (10/7 °C) transfer edilmistir. Bir giin soguk sartlarda kaldiktan sonra
bitki yapraklarindan 6rnekler alinmistir. Alinan yapraklarda belirlenen donma hasari1 degerleri

asagidaki Tablo ve sekilde sunulmustur.
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Tablo 5. 10 Giinliikk Misir (Arifiye) Yapraklarinin Donma Hasar1 Sonuglari

Sicakl Iyon Iletkenligi (uS.cm™) Donma Hasar1 (%)
“C
SA 0,0 0,01 0,1 0,5 1,0 0,0 0,01 0,1 0,5 1,0

mmol/L. mmol/LL mmol/LL mmol/L mmol/L mmol/LL. mmol/L. mmol/L. mmeol/LL. mmol/L

-1 112 80 85 61 78 40 29 30 22 28
-2 104 135 88 56 90 37 48 31 20 32
-3 100 95 130 53 86 36 34 46 19 31
-4 100 115 120 69 120 36 41 43 25 43
-5 100 75 120 76 120 36 27 43 27 43
-6 91 120 105 72 140 32 43 37 26 50
-7 115 163 99 84 123 41 58 35 30 44
-8 133 150 121 86 133 47 54 43 31 47
-9 191 225 163 88 260 68 80 58 31 93
-10 223 253 260 240 318 80 90 93 86 114
-11 230 303 245 267 297 82 108 87 95 106
-12 240 308 283 265 320 86 110 101 95 114
-13 240 300 297 245 325 86 107 106 87 116
-14 250 300 280 280 320 89 107 100 100 114
-15 275 280 290 245 340 98 100 104 87 121
-16 280 270 290 290 340 100 96 104 104 121
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Sekil 5. 10 Giinliik Misir (Arifiye) Yapraklarinin Donma Hasar1 Yiizdeleri

10. giinde hasat edilen arifiye bitkisinin yapraklarindan elde edilen donma hasari
sonuclarina bakildiginda, hem tiim degerlerin ortalamasinda hem de donma hasarini

geciktirme agsindan en etkili konsantrasyonun 0,5 mM oldugu gériilmektedir. Ornegin SA’
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s1z soguk kontrol bitkisinin -9 °C de hasar1 %68 iken 0,5 mM SA uygulamali yapraklarda
hasar %31 seviyesine diigmiistiir. Arifiyenin 10 giinliik donma hasarlarinin ortalamasi diger
giinlerle kiyaslandigin da ise en diisiik ortalamaya sahip oldugu goriilmektedir. Bir baska
ifade ile yetisme giinii arttik¢a ayni sartlarda olglilen donma hasarlar1 artmaktadir. 10 giinliik
arifiye ile 10 giinliik hibrit yapraklarinda ki hasar karsilastirildiginda ise birbirine ¢ok yakin

goriinmektedir.

17 gunlak misir (Arifiye) yapraklarindan elde edilen donma hasari sonuclari

Normal sartlarda (22/18 °C) biiyiitiillen misir (Zea mays cv.Arifiye) fidelerine 9. giin
0,0 mM (kontrol), 0,01 mM, 0,1 mM, 0,5 mM ve 1 mM Salisilik asit (SA) uygulanmis ve
bitkiler soguk sartlara (10/7 °C) transfer edilmistir. Bir giin soguk sartlarda kaldiktan sonra
bitki yapraklarindan 6rnekler alinmistir. Alinan yapraklarda belirlenen donma hasari1 degerleri

asagidaki Tablo ve Sekil’de sunulmustur.

Tablo 6. 17 Giinliik Misir (Arifiye) Yapraklarinin Donma Hasar1 Sonuglari

Sicakh Iyon iletkenligi (uS.cm™) Donma Hasar1 (%)
(C

SA 0,0 0,01 0,1 0,5 1,0 0,0 0,01 0,1 0,5 1,0
mmol/LL. mmol/LL. mmol/LL mmol/LL. mmol/L mmol/LL. mmol/L. mmol/L. mmeol/LL. mmol/L

-1 155 213 90 110 190 48 66 28 34 59
-2 118 245 95 82 230 36 75 29 25 71
-3 118 220 70 78 170 36 68 22 24 52
-4 190 240 95 106 180 59 74 29 33 55
-5 128 215 105 78 180 39 66 32 24 55
-6 117 220 138 100 199 36 68 43 31 61
-7 144 210 188 96 221 44 65 58 30 68
-8 166 215 160 107 348 51 66 49 33 107
-9 228 293 160 114 400 70 90 49 35 123
-10 245 340 273 235 373 75 105 &4 72 115
-11 275 335 275 233 403 85 103 85 72 124
-12 308 385 265 215 405 95 119 82 66 125
-13 300 345 350 268 365 92 106 108 83 112
-14 320 420 373 255 375 99 129 115 79 116
-15 325 400 340 230 390 100 123 105 71 120
-16 325 440 350 230 390 100 136 108 71 120
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Sekil 6. 17 Giinliik Misir (Arifiye) Yapraklarinin Donma Hasar1 Yiizdeleri

17. giinde hasat edilen arifiye bitkisinin yapraklarindan elde edilen donma hasari
sonuglarma bakildiginda yine 0,5 mM SA uygulamasinin en etkili konsantrasyon oldugu
goriilmektedir. Hem donma hasarmi diisiirmiis hemde geciktirmistir. Ornegin -9 °C’de SA’s1z
soguk kontrol bitkisinin donma hasart %70 iken, 0,5 mM SA uygulamali yapraklarin donma
hasar1 %35’e diigmiistiir. 0,01 ve 1 mM SA uygulamali yapraklarin hasarlarinin kontroliin
tizerinde oldugu da grafikten goriilmektedir. 17 giinliik yapraklarin donma hasar1 ortalamalar1
10 giinliik yapraklarin ortalamalar ile karsilastirildigin da hibrit yapraklarinda ki diisiisiin
aksine bir artis oldugu goriilmektedir. 17 giinliik arifiye yapraklarinin ortalama hasart ile 17
giinliik hibrit yapraklarinin ortalama hasari karsilastirildiginda arifiye ¢esidinin hasarinin bariz

fazla oldugu goriilmektedir.

24 gunluk misir (Arifiye) yapraklarindan elde edilen donma hasari sonuglari

Normal sartlarda (22/18 °C) biiyiitillen misir (Zea mays cv.Arifiye) fidelerine 9. giin
0,0 mM (kontrol), 0,01 mM, 0,1 mM, 0,5 mM ve 1 mM Salisilik asit (SA) uygulanmis ve
bitkiler soguk sartlara (10/7 °C) transfer edilmistir. Bir giin soguk sartlarda kaldiktan sonra
bitki yapraklarindan 6rnekler alinmistir. Alinan yapraklarda belirlenen donma hasar1 degerleri

asagidaki Tablo ve Sekil’de sunulmustur.
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Tablo 7. 24 Giinliikk Misir (Arifiye) Yapraklarinin Donma Hasar1 Sonuglari

Sicakl Iyon Iletkenligi (uS.cm™) Donma Hasar1 (%)
(C
SA 0,0 0,01 0,1 0,5 1,0 0,0 0,01 0,1 0,5 1,0

mmol/L. mmol/L. mmol/LL. mmol/L. mmeol/LL. mmol/LL mmol/LL. mmol/L. mmol/L. mmol/L

-1 97 180 170 118 220 31 58 55 38 71
-2 153 145 160 160 250 49 47 52 52 81
-3 128 185 220 130 285 41 60 71 42 92
-4 86 150 185 145 300 28 48 60 47 97
-5 148 195 190 135 245 48 63 61 44 79
-6 151 210 193 125 256 49 68 62 40 83
-7 183 280 190 173 343 59 90 61 56 111
-8 176 267 315 163 408 57 86 102 53 132
-9 250 295 330 218 408 81 95 106 70 132
-10 259 348 343 303 400 84 112 111 98 129
-11 310 400 315 353 405 100 129 102 114 131
-12 308 430 338 305 445 99 139 109 98 144
-13 270 385 330 258 430 87 124 106 83 139
-14 310 380 345 385 380 100 123 111 124 123
-15 308 390 330 380 455 99 126 106 123 147
-16 300 360 355 320 440 97 116 114 103 142

140 —0—0.0 mM
130 4 |—2—0.01 mM
120 4 | —=—0.1 mM
—H—0.5mM

% Donma Hasa
~J
S

0 T T T 1 T T T 1 T T T 1 T T T
-1 2 3 4 -5 6 -7 -8 -9 -10 -11 -12 -13 -14 -15 -16
Sicaklik (°C)

Sekil 7. 24 Giinliik Misir (Arifiye) Yapraklarinin Donma Hasar1 Yiizdeleri

24. giinde hasat edilen arifiye bitkisinin yapraklarindan elde edilen donma hasari
sonuclarina bakildiginda yine etkili konsantrasyonun 0,5 mM oldugu grafikten goriilmektedir.

Diger konsantrasyonlarin donma hasarlarinin  kontrole goére daha yiiksek oldugu
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goriilmektedir. 24 giinliilk yapraklardaki baslangic donma hasar1 degerlerinin 17 giinliik
yapraklarin hasarlariyla karsilastirildigin da daha yiiksek oldugu goriilmektedir. 24 giinliik
arifiye yapraklarmin hasarlarinin ortalamalari, 24 giinliik hibrit yapraklarinin hasarlarinin
ortalamalar1 ilekarsilagtirildiginda ise arifiye yapraklarindaki hasarin daha yiiksek oldugu

goriilmektedir.

31 gunluk misir (Arifiye) yapraklarindan elde edilen donma hasari sonuglari

Normal sartlarda (22/18 °C) biiyiitillen misir (Zea mays cv.Arifiye) fidelerine 9. giin
0,0 mM (kontrol), 0,01 mM, 0,1 mM, 0,5 mM ve 1 mM Salisilik asit (SA) uygulanmis ve
bitkiler soguk sartlara (10/7 °C) transfer edilmistir. Bir giin soguk sartlarda kaldiktan sonra
bitki yapraklarindan 6rnekler alinmistir. Alinan yapraklarda belirlenen donma hasar1 degerleri

asagidaki Tablo ve Sekil’de sunulmustur.

Tablo 8. 31 Giinliikk Misir (Arifiye) Yapraklarinin Donma Hasar1 Sonuglar

Sicakl Iyon Iletkenligi (uS.cm™) Donma Hasar1 (%)
C

SA 0,0 0,01 0,1 0,5 1,0 0,0 0,01 0,1 0,5 1,0
mmol/LL. mmol/LL. mmol/LL. mmol/L. mmeol/L. mmol/LL. mmol/LL. mmol/L. mmol/LL. mmol/L

-1 190 153 210 150 185 49 39 54 38 47
-2 195 155 240 140 200 50 40 61 36 51
-3 200 188 245 130 238 51 48 63 33 61
-4 203 222 250 110 220 52 57 64 28 56
-5 163 200 175 213 265 42 51 45 55 68
-6 180 219 183 190 235 46 56 47 49 60
-7 193 294 178 233 213 49 75 46 60 55
-8 330 313 210 360 318 84 80 54 92 81
-9 360 303 477 370 403 92 78 122 95 103
-10 350 373 528 353 495 90 95 135 90 127
-11 380 455 518 370 533 97 116 133 95 136
-12 390 433 468 388 483 100 111 120 99 124
-13 370 385 400 390 380 95 99 102 100 97
-14 385 400 410 420 320 99 102 105 108 82
-15 340 410 420 400 430 87 105 108 102 110
-16 355 445 465 445 350 91 114 119 114 90
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Sekil 8. 31 giinliik misir (Arifiye) yapraklarinin donma hasari ytizdeleri

31. giinde hasat edilen arifiye bitkisinin yapraklarindan elde edilen donma hasari
sonuclarina bakildigin da ¢ok bariz etkisi olmamakla birlikte etkili konsantrasyonun yine 0,5
mM oldugu goriilmekte ve diger konsantrasyonlarin donma hasarini1 azaltmada etkili olmadig1
goriilmektedir. 31 gilinliik yapraklarin baslangi¢ hasarlari ile 24 giinliiklerin ki kiyaslandiginda
31 giinliiklerde bir miktar azalma oldugu goriilmektedir. 31 giinliik arifiye yapraklarinin
ortalama donma hasarlar1 ile 31 giinliikk hibrit yapraklarinin ortalama donma hasarlar
karsilagtirildigin da ise yine arifiye yapraklarindaki hasarin bariz fazla oldugu goriilmektedir.
Donma hasar1 sonuglar1 agisindan degerlendirildigin de hibrit misir yapraklarinin arifiye

yapraklarina goére soguga daha dayanikli oldugu sdylenebilir.

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz Enzim Aktivitesinin Sonuclari

Birkag defa tekerriir edilmesine ragmen apoplastik bolge ekstraktinda glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz aktivitesi goézlenmemistir. Hiicre igerisinde bulunan bu enzimin aktivite
gostermemesi, yapilan ekstraksiyonun sadece apoplastik bolge icerigini Oziitlendigini

ispatlamaktadir.

Buz Niikleasyon Aktivitesi Sonug¢lari

Misir (Hibrit) yaprak apoplastindan ekstrakte edilen proteinlerin buz niikleasyon
aktivitesi sonuclari

Belirlenen donma noktas1 ortalamalari, buz niikleasyon aktivitesi olarak Tablo 9 ve

Sekil 9-12°de sunulmustur.
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Tablo 9. Misir (Hibrit) Yaprak Apoplastindan Ekstrakte Edilen Proteinlerin Buz Niikleasyon
Aktivitesi Sonuglar1 (°C)

Uygulama
10 17 24 31
Giin
Kontrol -8.5¢ -8d -8d -8d
Soguk Kontrol -85¢c -8d -8d -8d
Soguk + 0,5mM SA -85¢ -Te -9.5b -10a
Soguk + 1 mM SA -85¢ -8d -95b -85¢

*Tabloda Duncan Testine gore anlamli veriler farkli harflerle gosterilmistir (P<0.05).

Tim giinlerdeki apoplastik proteinlerin buz niikleasyon aktivitelerine bakildiginda
soguk uygulamasinin hibrit yapraklarin da kontrole gore aktiviteyi degistirmedigi
goriilmektedir. 24 ve 31 giinliik bitkilerde ise SA uygulanmis yapraklardaki aktiviteler
soguga kiyasla artmistir (P<0,05). 24 giinliik bitkilerde hem 0,5 mM hemde 1 mM Ik SA
uygulamalari aktiviteyi %18,75 artirirken, 31 giinliik bitkilerde ise 0,5 mM lik SA uygulamasi
aktiviteyi %25 artirmis 1 mM’ lik SA uygulamasi ise aktiviteyi %6,25 oraninda
artirabilmistir. Ancak 10 giinliik bitki yapraklarin da hem soguk hem de SA uygulamasi
aktiviteyi etkilememistir. 17 giinliik bitkide ise 0,5 mm SA uygulamasi donma noktasini

ortalama 1 derece yiikseltmis, ImM SA uygulamasinin ise etkisiz oldugu goriinmektedir.

Kontrol Soguk Soguk + 0.5mM SA Soguk + 1 mM SA

Buz Niikleasyon Aktivitesi (°C)
~
(0]

-9 -

Sekil 9. 10 giinliik misir (Hibrit) yaprak apoplastindan ekstrakte edilen proteinlerin buz
niikleasyon aktivitesi sonuglari
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Kontrol Soguk Soguk + 0.5mM SA Soguk + 1 mM SA
Sekil 10. 17 giinliik misir (Hibrit) yaprak apoplastindan ekstrakte edilen proteinlerin buz
niikleasyon aktivitesi sonuglari

'
o
(6]

'
~N
1

Buz Niikleasyon Aktivitesi (°C)
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Kontrol Soguk Soguk + 0.5mM SA Soguk + 1 mM SA
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Sekil 11. 24 giinliikk misir (Hibrit) yaprak apoplastindan ekstrakte edilen proteinlerin buz
niikleasyon aktivitesi sonuglari
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Kontrol Soguk Soguk + 0.5mM SA Soguk + 1 mM SA
'7 T T T

~ -7,5 -
@)
<
S -8-
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=
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Sekil 12. 31 giinlik misir (Hibrit) yaprak apoplastindan ekstrakte edilen proteinlerin buz
niikleasyon aktivitesi sonuglari

Misir (Arifiye) yaprak apoplastindan ekstrakte edilen proteinlerin buz
niikleasyon aktivitesi sonuglari

Belirlenen donma noktasi ortalamalari, buz niikleasyon aktivitesi olarak Tablo 10 ve

Sekil 13-16’de sunulmustur.

Tablo 10. Misir (Arifiye) Yaprak Apoplastindan Ekstrakte Edilen Proteinlerin Buz
Niikleasyon Aktivitesi Degerleri (°C)

Uygulama

10 17 24 31
Giin
Kontrol -73e -8 dc -8 dc -8 dc
Soguk -8 dc -8.6b -7.6 de -7.8d
Soguk + 0.5mM SA -8 dc -83c -8.6b -73e
Soguk + 1 mM SA -8 dc -8 dc -10.3 a -73e

*Tabloda Duncan Testine gore anlaml veriler farkli harflerle gdsterilmistir (P<0.05).

Arifiye yapraklarinda apoplastik proteinlerin buz niikleasyon aktivitesine bakildigin da
soguk uygulamasinin 10 ve 17 giinliiklerde aktiviteyi artirdigi, 24 ve 31 giinliik lerde ise
aktivitenin azaldig1 goriilmektedir. SA uygulamali bitkilerin aktiviteleri SA’siz soguk kontrol
bitkileri ile kiyaslandiginda, 10 giinliik bitkilerdeki aktivitenin etkilenmedigi, 17 giinliik
bitkilerde azaldigi, 24 giinliik bitkilerde ise hem 0,5 mM Ik hem de 1 mM lik SA
uygulamalarinin aktiviteyi artirdign goriilmektedir. 0,5 mM lik SA uygulamasindaki artig

41



%13,1 civarinda olurken, 1 mM lik SA uygulamasinda %35,5 lik bir artis olmustur. Yine 31

giinliik bitkilerde SA uygulamasinin soguga kiyasla aktiviteyi azalttig1 sdylenebilir.

Kontrol Soguk Soguk + 0.5mM SA Soguk + 1 mM SA

72 ——I
7,4 -
-7,6
7,8 -
-8

Sekil 13. 10 giinliilk misir (Arifiye) yaprak apoplastindan ekstrakte edilen proteinlerin buz
niikleasyon aktivitesi sonuglari

o
)
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1

Buz Niikleasyon Aktivitesi (°C)
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L

Kontrol Soguk Soguk + 0.5mM SA Soguk + 1 mM SA
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Buz Niikleasyon Aktivitesi (°C)
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Sekil 14. 17 giinliik misir (Arifiye) yaprak apoplastindan ekstrakte edilen proteinlerin buz
niikleasyon aktivitesi sonuglari
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Kontrol Soguk Soguk + 0.5mM SA Soguk + 1 mM SA

-6 T
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-10 -

-10,5 -
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Buz Niikleasyon Aktivitesi (°C)
&
(03]

Sekil 15. 24 giinliilk misir (Arifiye) yaprak apoplastindan ekstrakte edilen proteinlerin buz
niikleasyon aktivitesi sonuglari

Kontrol Soguk Soguk + 0.5 mM SA Soguk + 1 mM SA
'6,8 T T T
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Sekil 16. 31 giinliik misir (Arifiye) yaprak apoplastindan ekstrakte edilen proteinlerin buz
niikleasyon aktivitesi sonuglari
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Apoplastik Enzim Aktivitesi Sonuc¢lar:

Misir (Hibrit) Yapraklarindan FElde Edilen Apoplastik Enzim Aktivitesi
Sonuclari

Superoksit Dismutaz Aktivitesi Sonuclari

Tablo 11. Misir (Hibrit)Yaprak Apoplastinda SOD Aktivitesi Degerleri (EU/g yaprak)

Uygulama 10 17 24 31
Giin
Kontrol 0,394k 0,531] 0,491] 0,533]
Soguk 1,997 f 1,137gh 0,925h 1,374g
Soguk +0.5mM SA 10,735 a 7,507 b 7,378 b 4,518 d
Soguk + 1 mM SA 5250 ¢ 4,82 dc 3,746 ¢ 1,787 f

*Tabloda Duncan Testine gore anlamli veriler farkli harflerle gosterilmistir (P<0.05).

Misir hibrit yapraklarindan elde edilen apoplastik SOD aktivitelerine bakildiginda
kontrol bitkisinde 10. giinden sonra aktivitenin arttig1 ancak 17. giinden sonra ise aktivitenin
anlaml bir sekilde artmadigi (p>0,05) goriilmektedir. Soguk uygulanmig bitkilerin biiyiime
periyotundaki degisikler sonucunda ise SOD soyle etkilenmistir: 10. giinden sonra aktivite 17
ve 24. glinde diismiis ancak 31. giinde tekrar artmistir. Hem 0,5 mM SA hem de 1 mM SA
uygulanmis bitkilerin apoplastik SOD aktivitelerine gilin bazinda bakildiginda bitki

bliytidiik¢e aktivitenin azaldig1 gézlenmistir.

10, 17, 24 ve 31. giinlerin tiimiinde soguk uygulamasinin kontrole kiyasla aktiviteyi
onemli dl¢iide artirdig1 goriilmektedir. Bu artis 10, 17, 24 ve 31 giinliiklerde sirasiyla yaklasik
%407, %114, %88, %158 oraninda olmustur.

SA uygulamali yapraklarin sonuglar1 soguk ile kiyaslandiginda her iki
konsantrasyonun tiim giinlerde aktiviteyi ¢ok ciddi oranda artirdig1 goriilmektedir. Ancak 0,5
mM SA nin 1 mM SA uygulamasindan SOD aktivitesini artirmada daha etkili oldugu tespit
edilmis ve bu fark yine tiim biiylime periyotlarinda goriilmiistiir. 0,5 mM lik SA uygulamasi
soguga kiyasla aktiviteyi 10, 17, 24 ve 31 giinlerde sirasiyla %437, %560, %697 ve %229
oraninda artirmistir. 1 mM hik SA uygulamasi ise soguga kiyasla aktiviteyi 10, 17, 24 ve 31
giinlerde sirasiyla %163, %324, %305 ve %30 oraninda artirmistir. Bdylece SA
uygulamasinin hem hemen bir giin sonrasin da hem de 22 giin sonra bile apoplastik SOD

aktivitesini 0nemli dlgiide artirdig1 gérilmiistiir.
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O Kontrol @ Soguk @ Soguk + 0.5 mM SA W Soguk +

1 mM SA
12 4

10 A

10.gun 17.gun 24.g0n 31.gln

Sekil 17. Misir (Hibrit) yaprak apoplastinda SOD aktivitesi degerleri (EU/g yaprak)

Katalaz aktivitesi sonuclari

Misir (Hibrit) yapragina ait apoplastik CAT aktivitesi sonuglari, Tablo 12°den de
goriildiigii gibi, farkli zamanlarda yetistirilmis Hibrit misir bitkilerinde {i¢ kez calisilmasina

ragmen belirlenememistir.

Tablo 12. Misir (Hibrit) Yaprak Apoplastinda CAT Aktivitesi Degerleri (EU/g yaprak)

Uygulama
. 10 17 24 31
Giin
Kontrol Belirlenemedi  Belirlenemedi  Belirlenemedi  Belirlenemedi
Soguk Belirlenemedi  Belirlenemedi  Belirlenemedi  Belirlenemedi
Soguk + 0.5mM SA Belirlenemedi  Belirlenemedi  Belirlenemedi  Belirlenemedi
Soguk + 1 mM SA Belirlenemedi  Belirlenemedi  Belirlenemedi  Belirlenemedi

Peroksidaz aktivitesi sonuclari

Tablo 13. Misir (Hibrit) Yaprak Apoplastinda POD Aktivitesi Degerleri (EU/g yaprak)

Uygulama
- 10 17 24 31
Giin
Kontrol 20,02k 2,90 n 4,30 m 4,30 m
Soguk 166f 127h 92] 87k
Soguk + 0.5mM SA 328c 615a 276de 333 ¢
Soguk + 1 mM SA 254¢ 432 b 281d 116f

*Tabloda Duncan Testine gore anlamli veriler farkli harflerle gosterilmistir (P<0.05).

Misir (hibrit) yapraklarindan elde edilen apoplastik POD aktivitelerine giin bazinda
bakildiginda kontrol bitkisinde 17. giinde aktivitede 10. giine gore diisiis olmus 24. giinde ise
aktivite 10 gilinliikten az olmakla birlikte biraz artmistir. 31.giinde ise 24.giinle ayn1 aktivite

degerine sahip goriinmektedir. Soguk uygulanmis bitkilerin apoplastik POD aktivitelerine
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glinbazinda bakildiginda bitki biliyiime periyotu arttikga aktivitenin azaldigi tespit edilmistir.
SA uygulanmus bitkilerin apoplastik POD aktiviteleri de bitki biiylime periyodu ile dogrudan

bir korelasyon goriinmemektedir.

Soguk uygulamasi kontrol bitkisine kiyasla apoplastik POD aktivitesini 10, 17, 24 ve
31 giinlerde 6nemli Slgiide artirmistir.Bu artis 10, 17, 24 ve 31 giinlerde sirasiyla %729,
%4279, %2039, %1923 oraninda olmustur.

SA uygulamast hem 0,5 mM hem de 1 mM konsantrasyon da apoplastik POD
aktivitesini soguk uygulanmis bitkiye kiyasla énemli dl¢iide artirmistir. Bu artig istisnasiz tim
gilinlerde goriilmektedir. Ayn1 zamanda aktivite sonucglarina bakildiginda 0,5 mM SA nin 1
mM SA ya gore aktiviteyi artirmada daha etkili oldugu tespit edilmistir. 0,5 mM SA
uygulamasi soguk uygulanmis bitkiye kiyasla aktiviteyi 10, 17, 24 ve 31 giinlerde sirasiyla
%97, %384, %200, %282 oraninda artirmistir. 1 mM SA uygulamasi ise yine soguk
uygulanmis bitkiye kiyasla aktiviteyi 10, 17, 24 ve 31 giinlerde sirastyla %53, %240, %205 ve
%33 oraninda artirmistir. Bu sonuglara topluca bakildiginda SA uygulamasinin hem hemen
bir glin sonrasinda hem de 22 giin sonra bile apoplastik POD aktivitesini 6nemli Olciide

artirdig1 gorilmistiir.

OKontrol @ Soguk OSoguk + 0.5 mM SA W Soguk +
1 mM SA

700 -
600 -
500 -
400 -
300 -

200 -

100 -

10.gun 17.gun 24.gln 31.gln

Sekil 18.Misir (Hibrit) yaprak apoplastinda POD aktivitesi degerleri (EU/g yaprak)
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Misir (Arifiye) yapraklarindan elde edilen apoplastik enzim aktivitesi sonug¢lari
Superoksit Dismutaz Aktivitesi Sonuclari

Tablo 14. Misir (Arifiye)Yaprak Apoplastinda SOD Aktivitesi Degerleri (EU/g yaprak)

Uygulama " " " "
. 10. giin 17. giin 24. giin 31. giin
Giin
Kontrol 0,51h 1,14 g 1,83 f 1,68 f
Soguk 395b 2,14 de 2,05¢ 1,57 f
Soguk + 0.5mM SA 2,31d 3,23 ¢ 3,34c 4,23 b
Soguk + 1 mM SA 1,69 £ 1,61 f 3,39¢ 4,74 a

*Tabloda Duncan Testine gore anlamli veriler farkli harflerle gosterilmistir (P<0.05).

Misir arifiye yapraklarindan elde edilen apoplastik SOD aktiviteleri giin bazinda
incelendiginde kontrol bitkisinde giin gectikge aktivitenin arttifi goriilmektedir. Ancak 31
giinliik bitkideki aktivite 24 giinliige gore anlamli bir degisim (p>0,05) gostermemistir. Soguk
uygulanmig bitkilerde ise giinler ilerledik¢e apoplastik SOD aktivitesinde diizenli bir diisiis
Olciilmiistiir. 0,5 mM SA uygulanmis bitkide giinler ilerledik¢e enzim aktivitesi artmistir. 1

mM SA uygulanmis bitkide ise 17. giinden sonra aktivitede anlamli bir artmis goriinmektedir.

Soguk uygulamasi 10, 17 ve 24 giinliik bitkilerde apoplastik SOD aktivitesinde 6nemli
artiglara sebep olmustur. 31 giinliik bitkideki degisim ise istatistiksel olarak anlam ifade
etmemektedir. Soguk uygulamasi kontrole kiyasla 10, 17 ve 24 giinlerde apoplastik SOD

aktivitesini sirasiyla %674, %88, %12 oraninda artirmigtir.

SA uygulanmis bitkilerle soguk uygulanmis bitkilerin aktiviteleri karsilagtirildigin da
0,5 mM Iik SA uygulamas1 10 giinde aktiviteyi azaltirken, 17, 24 ve 31 giinliik bitkilerde
aktiviteyi artirmistir. 0,5 mM SA 10 giinliik bitkide aktiviteyi % 41 oraninda azaltirken, 17,
24 ve 31 giinliik bitkilerde sirasiyla %51, %63, %169 oraninda artirdig1 goriilmiistiir. 1 mM
lik SA uygulamasi soguk uygulanmais bitkilerin aktivitesi ile kiyaslandiginda 10 ve 17 giinliik
bitkilerin aktivitelerinde diisiis 24 ve 31 giinliiklerde ise artis oldugu goriilmektedir. 24 ve
31giinliikteki aktivite artiglar1 sirasiyla %65 ve %202 olmustur. Bu sonuglara bakarak
sogugun ve SA nin arifiye ¢esidinde apoplastik SOD aktivitesi lizerinde etkili oldugu
anlagilmaktadir. 0,5 mM lik SA nin etkisi ile ImM lik SA uygulamasinin etkisi kiyaslandigin
da 10 ve 17 giinlerde 0,5 mM daha etkili goriiliirken 24 ve 31 giinlerde 1 mM daha etkili

goriinmektedir.
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OKontrol @ Soguk @ Soguk + 0.5 mM SA W Soguk +
1 mM SA
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2,5

15 4

0,5 A

10.glin 17.glin 24.gin 31.gln
Sekil 19.Misir (Arifiye) yaprak apoplastinda SOD aktivitesi degerleri (EU/g yaprak)
Katalaz aktivitesi sonuclari

Tablo 15. Misir (Arifiye)Yaprak Apoplastinda CAT Aktivitesi Degerleri (EU/g yaprak)

Uygulama

Giin 10 17 24 31
Kontrol 0,047 £ 0,031 ¢g 0,069 e 0,052 f
Soguk 0,036 g 0,189 ¢ 0,110d 0,121d
Soguk + 0.5mM SA 0,052 f 0,105 d 0,420b 0,462 b
Soguk + 1 mM SA 0,031 g 0,042 f 0,015h 0,626 a

*Tabloda Duncan Testine gore anlaml veriler farkli harflerle gdsterilmistir (P<0.05).

Misir (Arifiye) yapraklarindan elde edilen apoplastik CAT aktivitesi sonuglarinin
bliylime periyodu ile nasil degistigine bakildiginda kontrol bitkisinde aktivitede azalma ve
artma seklinde bir dalgalanma olmus ve 31. giindeki aktivite 10. giindeki aktivite degeri ile
istatistiksel olarak ayni olmustur. Soguk uygulanmis bitkilerde ise giinler ilerledik¢e 17.
giinde aktivite artimig 24 ve 31. gilinlerde 17. gline oranla aktivite azalmistir. 0,5 mM SA
uygulanmig bitkilerde biiylime periyodu arttik¢a apoplastik CAT aktivitesi de diizenli olarak
artmistir. 1 mM SA uygulanmus bitkilerde ise aktivite genellikle artmis ve bu artis 31 giinliik

bitkide ¢ok yiiksek olmustur.

Soguk uygulamasinin kontrol bitkisine kiyasla apoplastik CAT aktivitesini nasil
degistirdigine bakildiginda 10 giinliik bitkilerde aktivitede kiigiik bir diisiis olurken, 17, 24 ve
31 giinliik aktivitelerde artis olmustur. 10 giinliik aktivitede ki diislis %23 olurken, 17, 24 ve
31 giinliik bitkilerdeki aktivite artis1 sirastyla %510, %59 ve %133 oraninda olmustur.
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SA uygulanmis bitkilerin soguk uygulanmis bitkilerde ki apoplastik CAT aktivitesi ile
kiyaslandiginda 0,5 mM SA uygulamasinin 17 giinde aktivitede azalmaya sebep olurken, 10,
24 ve 31 giinliik bitkilerde aktivite artisina sebep olmustur. Bu artig 10 giinliiklerde %44
oraninda olurken, 24 ve 31 giinliik bitkilerin her ikisinde de %282 oraninda olmustur. 1
mMSA uygulamasi soguga kiyasla 10, 17 ve 24. Giinlerde aktiviteyi azaltirken 31. Giinde

aktiviteyi %417 oraninda artirmigtir.

Buradaki sonuclara apoplastik CAT agisindan bakildiginda sogugun aktiviteyi
artirdigl, eksojen SA uygulamasinin ise bu enzim aktivitesi iizerinde etkili oldugu
goriilmektedir. Bu etki 24 ve 3lgilinlerde daha iyi goriilmektedir. Buradan hareketle
uygulanan SA nin bir antioksidan enzim olan CAT aktivitesini etkileyerek bitkinin soguk

stresine cevap vermesine yardim saglamis oldugu goriilmektedir.

OKontrol @ Soguk O Soguk + 0.5 mM SA W Soguk +
1 mM SA

0,7 A

0,5 4

04 -

0,2 -

0,1 +

10.gun 17.gun 24.gln 31.gln
Sekil 20.Misir (Arifiye) yaprak apoplastinda CAT aktivitesi degerleri (EU/g yaprak)
Peroksidaz aktivitesi sonuclari

Tablo 16. Misir (Arifiye)Yaprak Apoplastinda POD Aktivitesi Degerleri (EU/g yaprak)

Uygulama
. 10 17 24 31
Giin
Kontrol 28,6 ] 28,6 ] 1,43 m 143 k
Soguk 2145 ¢ 3289 ¢ 2145¢g 128,7h
Soguk + 0.5mM SA 400,4 c 357,5d 2574 f 486,2 b
Soguk + 1 mM SA 2574 f 2431 f 600,6 a 443.3bc

*Tabloda Duncan Testine gore anlamli veriler farkli harflerle gosterilmistir (P<0.05).

Misir arifiye yapraklarindan elde edilen apoplastik POD aktivitesinin bitki biiyiime

PR

peryoduna gore nasil degistigine bakildiginda kontrol bitkisinde 10 ve 17. glinde aktivite
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degismemis, 24. gilinde azalma olmus 31. giinde 24 giinliige gore artma olmus ancak 10.
giinde ki aktiviteden daha az oldugu belirlenmistir. Soguk uygulanmis bitkilerdeki aktivitenin
artis ve azalis seklinde dalgalandig: tespit edilmistir. 0,5 mM SA uygulanmis bitkilerde
aktivite 17 ve 24. giinde diismiis 31. giinde tekrar artmistir. 1 mM SA uygulanmig bitkilerde
ise aktivite 17. glinde 10. giline gore ¢ok degismemis 24. giinde artmis ve 31. giinde biraz

diismiistiir.

Soguk uygulanmis bitkiler kontrol sartlarinda yetistirilen bitkilerle kiyaslandiginda
soguk uygulamasinin tiim giinlerde apoplastik POD aktivitesini 6nemli ol¢lide artirdig1 tespit
edilmigtir. Bu artig 10, 17, 24 ve 31 giinliikklerde sirasiyla %650, %1050, %14900, %800

oraninda olmustur.

SA uygulanmis bitkiler soguk uygulanmis bitkilerle kiyaslandiginda 0,5 mM lik SA
uygulamasi apoplastik POD aktivitesini tiim gilinlerde artirmistir. Bu artis 10, 17, 24 ve 31.
giinlerde sirasiyla %86, %9, %20 ve %277 oraninda olmustur. 1 mM lik SA uygulamasi
soguk ile karsilastirildiginda 10, 24 ve 31 giinliikklerde aktiviteyi sirasiyla %20, %180 ve

%244 oraninda artirmistir.

O Kontrol @ Soguk O Soguk + 0.5 mM SA W Soguk +
1 mM SA

700 -
600 -
500 -
400 -
300 -

200 -

100 -

10.gun 17.gun 24.gln 31.gln

Sekil 21.Misir (Arifiye) yaprak apoplastinda POD aktivitesi degerleri (EU/g yaprak)
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Lipid Peroksidasyon Aktivitesi Sonug¢lar:
Misir (Hibrit) yapraklarindaki lipid peroksidasyon aktivitesi sonuclari

Tablo 17. Misir (Hibrit) Yapraklarinda Olgiilen Lipid Peroksidasyon Aktivitesi (nmol/g
yaprak) Verileri

Uygulama
Giin 10 17 24 31
Kontrol 1,90 efg 1,79 fg 2,26 cd 1,69 g
Soguk 2,06 def 1,81 fg 241 c 2,84 b
Soguk +0,5mM SA 2,06 def 1,95 defg 322 a 3,04 ab
Soguk + 1 mM SA 2,16 cde 2,05 def 2,82b 322a

*Tabloda Duncan Testine gore anlaml veriler farkli harflerle gosterilmistir (P<0.05).
*#48 verinin timil birden DUNCAN One-Way ANOVA ile analiz edilmistir.

Misir (hibrit) yapraklarindan elde edilen lipid peroksidasyon aktivite sonuglarinin
bitkinin biiyiime periyodu ile nasil degistigine bakildiginda ; Kontrol bitkisinde 17. giinde bir
azalma , 24. giinde artma ve 31. gilinde tekrar azalma oldugu gorilmektedir. Soguk
uygulamasi yapilmis bitkilerde giinlere bagli olarak 17. glinde azalma, 24. giinde artma ve 31.
giinde artma olmustur. SA uygulamali bitkilerde ise 0,5 mM SA uygulamali bitkilerde 17.
giinde azalma, 24. giinde artma ve 31. giinde azalma olmustur. 1 mM SA uygulamali
bitkilerde 17. giinde azalma, 24. giinde artma ve 31. giinde yine artma olmustur. Buradaki
artma ve azalma degerlendirmesi bir onceki hasat giinlinde ortaya ¢ikan LPO degerlerine
kiyaslanarak yapilmistir. Sonuglar itibari ile bitkinin biiylime periyodu ile LPO arasinda bariz
bir korelasyon gorinmemektedir. Ancak tim 17 giinlik bitkilerde (Kontrol, Soguk,

Soguk+0,5mM SA ve Soguk+ImM SA) LPO daki diisiis dikkat ¢ekicidir.

Tablo 18. Misir (Hibrit) Yapraklarinda Olgiilen Lipid Peroksidasyon Aktivitesi (nmol/g
yaprak) Verileri

Uygulama 10 17 24 31
Giin
Kontrol 1,90 a 1,79 a 2,26 ¢ 1,69 ¢
Soguk 2,06 a 1,81 a 2,41 be 2,84 b
Soguk +0,5mM SA 2,06 a 1,95a 322a 3,04 ab
Soguk + 1 mM SA 2,16a 2,05a 2,82 ab 322a

*Tabloda Duncan Testine gore anlamli veriler farkli harflerle gosterilmistir (P<0.05).
**Herbir stitun kendi icerisinde DUNCAN One-Way ANOVA ile analiz edilmistir
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Misir (hibrit) yapraklarindan elde edilen lipid peroksidasyon aktivite sonucglarina
soguk uygulamasinin nasil etki ettifine bakildiginda; 10, 17, 24 ve 31 giinliiklerde soguk
uygulamasinin LPO yu artirdig1 goriilmiistiir. 10 ve 17 giinliiklerdeki artis istatistiksel olarak
anlamli degil iken 24 ve 31 giinliikklerdeki artis Duncan testine gore anlamlidir. Bu artis 24

giinliik bitkilerde %6,6 olurken, 31 giinliik bitkilerde %68 oraninda olmustur.

SA uygulamasi yapilmis bitkiler ile soguk uygulamasi yapilmis bitkilerin LPO
degerleri kiyaslandiginda 0,5 mM lik SA uygulamasi 10 ve 17 giinliik bitkilerde anlamli
degisiklige sebep olmazken, 24 ve 31 giinliik bitkilerde LPO da artisa sebep olmustur.Bu artig
24 giinliik bitkilerde %33,6 olurken, 31 giinliik bitkilerde %7 oraninda olmustur. 1 mM SA
uygulamasi ise tiim giinlerde LPO yu artirmistir ancak 10 ve 17 giinliiklerde yine anlamli bir
degisiklige sebep olmamis iken 24 ve 31 giinliiklerde sirasiyla %17 ve %13,4 oraninda artisa

sebep olmustur.

O Kontrol B Soguk
OSoguk + 0,5 mM SA W Soguk + 1 mM SA
35
Z 3 -
Z
iz
= = 2,5 A
o
e
SE 15
=
k=
= 1
0,5 A
0
10. giin 17. gilin 24. giin 31. giin

Sekil 22. Misir (Hibrit) yapraklarinda 6lgiilen lipid peroksidasyon aktivitesi (nmol/g yaprak)
verileri
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Misir (Arifiye) yapraklarindaki lipid peroksidasyon aktivitesi sonuclari

Tablo 19. Misir (Arifiye) Yapraklarinda Olgiilen Lipid Peroksidasyon Aktivitesi (nmol/g
yaprak) Verileri

Uygulama
10 17 24 31
Giin
Kontrol 1,28de 1,26 de 1,04 ¢ 1,59¢cd
Soguk 1,63bcd 1,85bc 1,52¢cd 1,89bc
Soguk + 0,5mM SA 0,97¢ 1,88bc 1,49¢cd 2,32a
Soguk + 1 mM SA 1,05¢e 1,70bcd 1,63bcd 2,06ab

*Tabloda Duncan Testine gore anlamli veriler farkli harflerle gosterilmistir (P<0.05).
*#48 verinin timil birden DUNCAN One-Way ANOVA ile analiz edilmistir.

Misir (Arifiye) yapraklarindan elde edilen lipid peroksidasyon aktivite sonuglarinin
bitkinin biiyiime periyodu ile nasil degistigine bakildiginda ; kontrol bitkisinde 10 giinde
Olclilen LPO degeri 17 giinde degismemis sonra 24 glinde azalmis ve 31. Giinde artmustir.
Soguk uygulamasi sonrasi 10. Giinde dlgiilen LPO degeri 17. Giinde artmis, 24. Giinde bir
miktar azalmig ve 31. Giinde tekrar artmistir. 0,5 mM SA uygulanmis bitkilerin giin bazinda
LPO daki degisimine bakildiginda 10. Giinde Olgiilen deger 17. Giinde artmis, 24. Gilinde
azalmis ve 31 giinde artarak en yiiksek degerine ulasmistir. 1 mM SA uygulanmis bitkilere
giin bazinda bakildiginda 10. Giindeki degerin 17. Giinde arttig1 goriilmiis, 24 giinde dl¢iilen
degerde anlamli bir degisiklik olmamis 31 giinde ise artarak yine en yiiksek degerine
ulagsmigtir.Buradaki artma ve azalma degerlendirmesi bir dnceki hasat gilinlinde ortaya ¢ikan
LPO degerlerine kiyaslanarak yapilmistir. Sonuglara toplu bakildigin da giinler ilerledikge
LPO da bir artis olma egilimi goériinmektedir. Tiim gruplarda en yiiksek LPO miktarinin 31.
Giinde olmasi bu fikri desteklemektedir.

Tablo20. Misir (Arifiye) Yapraklarinda Olgiilen Lipid Peroksidasyon Aktivitesi (nmol/g
yaprak) Verileri

Uygulama
10 17 24 31
Giin
Kontrol 1,28 a 1,26 b 1,04 b 1,59 ¢
Soguk 1,63 a 1,85a 1,52 a 1,89 be
Soguk + 0,5mM SA 0,97 a 1,88 a 1,49 a 2,32 a
Soguk + 1 mM SA 1,05a 1,70 a 1,63 a 2,06 ab

*Tabloda Duncan Testine gore anlamli veriler farkli harflerle gosterilmistir (P<0.05).
**Herbir siitun kendi icerisinde DUNCAN One-Way ANOVA ile analiz edilmistir.
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Misir (Arifiye) yapraklarindan elde edilen lipid peroksidasyon aktivite sonuclarina
soguk uygulamasinin nasil etki ettigine bakildiginda ; 10, 17, 24 ve 31 giinliiklerde soguk
uygulamasinin LPO yu artirdigr goriilmiistiir. 10 giinliiklerdeki artis %27,3 , 17 glinliikte
%46,8 , 24 giinliikte %46,1 ve 31 giinliiklerdeki artis %18,8 oraninda olmustur.

SA uygulamasi yapilmis bitkiler ile soguk uygulamasi yapilmis bitkilerin LPO
degerleri kiyaslandiginda 0,5 mM ik SA uygulamasi 10 ve 24 giinliik bitkilerde azalmaya, 17
ve 31 giinliik bitkilerde artmaya sebep olmustur. Istatistiksel olarak en anlamli artis 31
giinliiklerde ger¢eklesmistir. 1 mM SA uygulamasi ise 10 ve 17 giinliikklerde LPO degerlerinin
azalmasina 24 ve 31 giinliiklerde ise artmasma sebep olmustur. 10 giinliiklerde yaklasik
%35,6 oraninda 17 giinliiklerde ise %8,1 oraninda LPO azalmistir. 24 giinliikklerde LPO da
%7,2 artis olurken 31 giinliiklerde %9 civarinda artis olmustur. Bu sonuglardan her iki
konsantrasyon daki SA uygulamasinin LPO yu 10 ve 17. Giinlerde diisiirmede etkili oldugu
goriilmiistlir. SA uygulamalar 6zellikle 31. Glinde LPO yu artirmistir.

Misir (Hibrit) ile musir (Arifiye) cesitleri LPO degerleri acisindan karsilastirilirsa;
kontrol grubu bitkilerinin tiim giinlerinde hibrit ¢esidinde LPO degerlerinin daha yiiksek
oldugu goriilmektedir. Soguk uygulamasi her iki varyetede LPO degerini artirmistir. Ancak
yine tim giinlerde sogugun sebep oldugu LPO degerlerihibrit ¢esidinde arifiyeye gére daha
yiiksek olmugtur. SA uygulamalar1 hibrit ¢esidinde LPO yu hep artirmisken, arifiye ¢gesidinde
LPO da diisiis oldugu goriilmiistiir.

OKontrol @ Soguk
DSoguk + 0,5 mM SA mSoguk + 1 mM SA
25
=%
-
=N
Ea L5 -
53
£2
ﬁ\-ﬁ' l -
-]
=
[ |
0.5 -
0
10.gitn 17.gtin 24.gtin 3l.glin

Sekil 23. Misir (Arifiye) yapraklarinda dlgiilen lipid peroksidasyon aktivitesi (nmol/g yaprak)
verileri
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H>0, Miktar1 Sonuglari
Misir (Hibrit) yapraklarindaki H,O; miktar: sonuclari

Tablo21.Misir (Hibrit) Yapraklarinda Olgiilen HxO2Miktar1 (ng/g yaprak) Degerleri

Uygulama

Giin 10 17 24 31
Kontrol 385,13 bed 453,44 ab 298,57d 345,09 bed
Soguk 383,96 bed 422,23 abc 372,77 bed 52234 a

Soguk + 0,5mM SA 434,6 abc 358,63 bed 409,87 bc 423,41 abc

Soguk + 1 mM SA 439,9 abc 329,78 cd 432,24 abc 52293 a

*Tabloda Duncan Testine gore anlamli veriler farkli harflerle gosterilmistir (P<0.05).
*#48 verinin tiimil birden DUNCAN One-Way ANOVA ile analiz edilmistir.

Misir (Hibrit) yapraklarinda belirlenen hidrojen peroksit miktarlarina bitki biiyiime
periyodu ile nasil degistigine bakildiginda kontrol sartlarinda 10 giinliikk deki miktarin 17.
Giinde arttigin1 ve sonra 24. Giinde azalma oldugunu ve 31. Giinde ise tekrar artig
gerceklestigi gorlilmektedir. Soguk sartlarindaki degerler kontrolle paralellik gostermektedir.
Soyle ki 10 giinliikk degerlerin 17. Giinde arttig1 ve sonra 24. Giinde azalma oldugu ve 31.
Gilinde tekrar arttig1 belirlenmistir. 0,5 mM ve ImM SA uygulanmis bitkilerde ise glinler
ilerledikce hidrojen peroksit miktarinda ki degisim benzerlik gostermistir. 10. Giindeki miktar

17. Giinde azalmis sonra 24 ve 31. Giinlerde artis gdstermistir.

Tablo22. Misir (Hibrit) Yapraklarinda Olgiilen H202 Miktar1 (ng/g yaprak) Degerleri

Uygulama
10 17 24 31
Giin
Kontrol 385,13a 453,44a 298,57b 345,09 b
Soguk 383,96a 422,23a 372,77ab 522,34 a
Soguk + 0,5mM SA 434,6a 358,63a 409,87a 423,41 ab
Soguk + 1 mM SA 439.9a 329,78a 432,24 a 52293 a

*Tabloda Duncan Testine gore anlamli veriler farkli harflerle gosterilmistir (P<0.05).
**Herbir siitun kendi icerisinde DUNCAN One-Way ANOVA ile analiz edilmistir.

Misir (Hibrit) yapraklarin da  belirlenen hidrojen peroksit miktarlarina sogugun,
kontrol sartlari ile kiyaslandiginda nasil etki ettigine baktigimiz da 10 ve 17. Giinlerde anlamli

bir degisiklige sebep olmaz iken 24 ve 31. Giinlerde H202 miktarinin arttig1 goriilmektedir.
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Bu artis 24 giinliik yapraklarda %24,8 civarinda olurken 31 giinliik yapraklarda daha ytiksek

olup %51,3 civarindadir.

SA uygulamas: yapilmis bitkiler ile soguk uygulamasi yapilmis bitkilerin
H2O2miktarlar1 karsilastirildiginda 0,5 mM SA uygulamasi 10giinliiklerde yaklasik%13,2
oraninda artmaya, 17 giinliik bitkide yaklasik %15 oraninda azalmaya 24 giinliik bitkide
%9,95 lik artisa, 31 giinliiklerde ise yaklasik %19 luk azalmaya sebep olmustur. ImM SA
uygulamasi ise soguga kiyasla 31 giinliik bitkilerde %23,5 artisa sebep olmus diger giinlerde
ise biiylik bir degisiklige sebep olmamistir. Ayrica ImM SA uygulamasi yapilmig yapraklarda
ki H202miktarinin 0,5 mM SA uygulamali yapraklardakinden miktar olarak fazla oldugu

belirlenmistir.

OKontrol B Soguk

BSoguk + 0,5 mM SA ®Soguk + 1 mM SA
550

500 A
450
400 -
350
300 A
250

H,0, miktari ng/ gr doku

200
150 A
100

50

10. giin 17.glin 24.glin 31.glin

Sekil 24. Misir (Hibrit) yapraklarinda 6l¢iilen H2O2miktar1 (ng/g yaprak) degerleri

Misir (Arifiye) Yapraklarindaki Hidrojen Peroksit Miktar: Sonuclar:

Tablo 23. Misir (Arifiye) Yapraklarinda Olgiilen H2O2Miktar1 ( ng/g yaprak) Degerleri

Uygulama
10 17 24 31
Giin
Kontrol 395,14 abed 352,74 bed 322,12 cd 358,63 bed
Soguk 382,78 abed 355,1 bed 363,93 bed 325,07 cd
Soguk + 0,5mM SA 312,11d 428,71 ab 318,59d 473,47 a

Soguk + 1 mM SA 368,64 bed 381,6 abed 368,64 bed 424,59 abc

*Tabloda Duncan Testine gore anlaml veriler farkli harflerle gosterilmistir (P<0.05).
*#48 verinin timii birden DUNCAN One-Way ANOVA ile analiz edilmistir.
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Misir (Arifiye) yapraklarin da belirlenen hidrojen peroksit miktarlarina bitki biiylime
periyodu ile nasil degistigine bakildiginda kontrol sartlarinda 10 giinliikk deki miktarin 17.
Gilinde azaldigi, 24. Giinde azalmanin devam ettigi ancak 31. Giinde artarak 17. Giindeki
seviyeye geldigi goriilmektedir. Soguk sartlarinda giinler gectikge hidrojen peroksit
miktarinda bir azalma oldugu goriilmektedir. 0,5 mM ve 1mM SA uygulanmis bitkilerde ise
giinler ilerledik¢e hidrojen peroksit miktarinda ki degisim benzerlik gostermistir. 10. Giindeki

miktar 17. Glinde artmis, 24. Glinde azalarak 10. glindeki degerine yaklagmis ve 31. Giinlerde

tekrar artig gostermistir.

Tablo 24. Misir (Arifiye) Yapraklarinda Olgiilen H2O2Miktar1 ( ng/g yaprak) Degerleri

Uygulama

10 17 24 31
Giin
Kontrol 395,14 a 352,74 a 322,12 a 358,63ab
Soguk 382,78 a 355,1a 363,93 a 325,07b
Soguk + 0,5mM SA 312,11 a 42871 a 318,59 a 473,47 a
Soguk + 1 mM SA 368,64 a 381,6 a 368,64 a 424,59 ab

*Tabloda Duncan Testine gore anlamli veriler farkli harflerle gosterilmistir (P<0.05).
**Herbir stitun kendi icerisinde DUNCAN One-Way ANOVA ile analiz edilmistir.

Misir (Arifiye) yapraklarin da belirlenen hidrojen peroksit miktarlarina sogugun,
kontrol sartlari ile kiyaslandiginda nasil etki ettigine baktigimiz da 10. ve 17. Gilinlerde fazla
bir degisiklige sebep olmadig: goriiliirken 24. Giinde yaklasik %13 oraninda artma olmus ve

31 giinliiklerde %9,3 oraninda azalma olmugtur.

SA uygulamas1 yapilmis bitkiler ile soguk uygulamasi yapilmis bitkilerin H202
miktarlar karsilastirildiginda 0,5 mM SA uygulamasi 10 ve 24. giinlerde azalmaya 17 ve 31.
giinlerde artmaya sebep oldugu goriilmektedir. 17. glinde %20,7 civarinda artma olurken, 31.
giinde yaklasik %45,6 oraninda artma olmustur. 1 mM SA uygulamasi soguk ile
kiyaslandiginda 10 giinliiklerde bir azalmaya sebep olurken diger gilinlerde artmaya sebep
oldugu belirlenmistir. 31. giindeki artis %30,6 civarindadir. Hem 0,5 hemde 1 mM Ik

uygulamalarin H202 miktar1 tizerinde en etkili oldugu giintin 31. giin oldugu belirlenmistir.
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OKontrol @Soguk BSoguk+0,5mM SA ®Soguk + 1 mM SA
500 ~

400 A

300 A

200

H,0, miktari ng / gr doku.

100 +

10.glin 17.glin 24.gilin 31.glin

Sekil 25. Misir (Arifiye) yapraklarinda dlciilen H2O2miktar1 ( ng/g yaprak) degerleri
Sodyum Dodesil Siilfat -Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) Sonuclar

Misir (Hibrit) yaprak apoplastindan elde edilen proteinlerin SDS-PAGE
sonuc¢lar:

Sekil 26. 10 giinliik misir (Hibrit) yaprak apoplastindan elde edilen proteinlerin SDS-PAGE
goruntusu
* M: Standart Proteinler, K: Kontrol, SK: Soguk Kontrol, SA1: Soguk + 0.5 mM SA, SA2: Soguk + 1 mM SA.
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10 glinliik misir (Hibrit) yapraklarindan elde edilen apoplastik proteinlerin SDS-PAGE
fotografina bakildiginda mol kiitlesi bilinen standart polipeptidlerin jelde yiiriime mesafeleri
ile karsilagtirilirsa yaklasik 6 kDa ile 40 kDa arasinda kiitleye sahip polipeptidler oldugu
goriiliir. Ayrica kontrol ile soguk arasinda ve soguk ile soguk+SA uygulanmis yapraklarin

apoplastik proteinlerinin olusturdugu bantlar arasinda belirgin farklar goriilmektedir.

Kontrol grubunda yaklagik 29 ve 36 kDa kiitleye sahip iki bant goriinmektedir. Soguk
uygulanmig bitkide ise ekstra olarak 6 kDa civarinda yeni bir bant olugsmustur. Ayrica soguk
uygulamasinda yaklasik 29 ve 36 kDa luk polipeptidlerin miktarinin artmasi da dikkat
¢ekmektedir.

Soguk ile 0,5 mM SA arasinda karsilagtirma yapildiginda 6 kDa luk polipeptidin
miktarinin arttigt  ve zayif olmakla birlikte 14 ile 24 kDa arasinda yeni bantlar oldugu
goriilmektedir. 1mM SA uygulanmig yapraklarin bantlarina bakildiginda soguga kiyasla 6
kDa luk polipeptid miktarinda azalma goriilmektedir. Ayrica 0,5 mM SA da goriilen 14-24

kDa arasinda ki bantlarinda miktarinin azaldig: belirlenmistir.

kDa

45

36
29

24

20

14

Sekil 27. 17 giinliikk misir (Hibrit) yaprak apoplastindan elde edilen proteinlerin SDS-PAGE
goruntusu
* M: Standart Proteinler, K: Kontrol, SK: Soguk Kontrol, SA1: Soguk + 0.5 mM SA, SA2: Soguk + 1 mM SA.

59



17 glinliik misir (Hibrit) yapraklarindan elde edilen apoplastik proteinlerin SDS-PAGE
fotografina bakildiginda mol kiitlesi bilinen standart polipeptidlerin jelde yiiriime mesafeleri
ile karsilagtirilirsa yaklasik 6 kDa ile 40 kDa arasinda kiitleye sahip polipeptidler oldugu
goriiliir. Ayrica kontrol ile soguk arasinda ve soguk ile soguk+SA uygulanmis yapraklarin

apoplastik proteinlerinin olusturdugu bantlar arasinda farklar gériilmektedir.

Kontrol grubunda 6kDa, 36kDa ve 40 kDa civarinda net koyu bantlar goriiliirken 14
ile 24 kDa arasinda ise ¢ok zayif bantlarin varligi goriilmektedir. Soguk uygulanmis bitkilerle
kontrol grubu kiyaslandigin da kontrolde var olan biitiin bantlarin varligi devam etmekle

birlikte bantlarda bir koyulagsma oldugu agiktir.

Soguk ile 0,5 mM SA arasinda karsilastirma yapildiginda 6 kDa civarindaki polipeptid
de biraz artis 14 ile 24 kDa arasindaki polipeptidlerde ise bir seyrelme oldugu sdylenebilir.
ImM SA ile soguk kiyaslandigin da 6 kDa luk polipeptid zincirinde bir yogunlasma oldugu
sOylenebilir. Ayrica Imm SA nin 0,5 mM SA ya gore polipeptid zincirlerinin miktarin1 daha

fazla artirdig1 goriilmektedir.
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Sekil 28. 24 giinliikk misir (Hibrit) yaprak apoplastindan elde edilen proteinlerin SDS-PAGE
goruntusu
* M: Standart Proteinler, K: Kontrol, SK: Soguk Kontrol, SA1: Soguk + 0.5 mM SA, SA2: Soguk + 1 mM SA.
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24 giinliik misir (Hibrit) yapraklarindan elde edilen apoplastik proteinlerin SDS-PAGE
fotografina bakildiginda mol kiitlesi bilinen standart polipeptidlerin jelde yiiriime mesafeleri
ile karsilagtirilirsa yaklasik 6 kDa ile 40 kDa arasinda kiitleye sahip polipeptidler oldugu
goriiliir. Ayrica kontrol ile soguk arasinda ve soguk ile soguk+SA uygulanmis yapraklarin

apoplastik proteinlerinin olusturdugu bantlar arasinda bariz farklar goriilmektedir.

Kontrol grubunda 6 kDa 36 kDa ve 40 kDa civarinda belirgin bantlar bulunurken 14
ile 24 kDa arasinda zayif bantlar goriilmektedir. Soguk uygulanmis bitkilerle kontrol grubu
kiyaslandigin da kontrolde var olan biitiin bantlarin varligi devam etmekle birlikte bantlarda

bir koyulasma oldugu agiktir.

Soguk ile 0,5 mM SA karsilastirildiginda SA uygulamasinin bariz bir etkisi
goriilmemektedir. 1 mM SA ile soguk kiyaslandigin da yaklasik 30-40 kDa arasindaki iki
banttaki polipeptid miktarinda artis goriilmektedir. Diger bantlarda ise bariz degisiklik

yapmamistir.

Sekil 29. 31 giinliik misir (Hibrit) yaprak apoplastindan elde edilen proteinlerin SDS-PAGE

goruntusu

* M: Standart Proteinler, K: Kontrol, SK: Soguk Kontrol, SA1: Soguk + 0.5 mM SA, SA2: Soguk + 1 mM SA.
31 giinliik misir (Hibrit) yapraklarindan elde edilen apoplastik proteinlerin SDS-PAGE

fotografina bakildiginda mol kiitlesi bilinen standart polipeptidlerin jelde yiirlime

mesafeleriile karsilastirilirsa yaklasik 6 kDa ile 40 kDa arasinda kiitleye sahip polipeptidler

oldugu gorilir. Ayrica kontrol ile soguk arasinda ve soguk ile soguk+SA uygulanmis

yapraklarin apoplastik proteinlerinin olusturdugu bantlar arasinda bariz farklar goriilmektedir.
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Kontrol grubunda 6 kDa, 29 kDa ve 36 kDa civarinda belirgin bantlar bulunurken 14
ile 24 kDa arasinda ¢ok zayif bantlar goriilmektedir. Soguk uygulanmis bitkilerle kontrol
grubu kiyaslandigin da kontrolde var olan biitiin bantlarin varlig1 devam etmeklebirlikte 20 ile
24 kDa arasinda ekstra bir bantin varhigi goriilmektedir. Ayrica soguk uygulamasiyla tim

bantlarda bir koyulasma oldugu goriilmektedir.

Soguk ile 0,5 mM SA karsilastirildiginda SA uygulamasinin 29 ve 36 kDa civarindaki
polipeptid miktarin1 bariz artirdigi ancak 14 ile 24 kDa arasindaki polipeptid miktarini
azalttigr soylenebilir. 1 mM SA ile soguk kiyaslandiginda tiim polipeptidlerin miktarinin
artirmis oldugu goriinmektedir. Ayrica 1 mM SA uygulamasinin 0,5 mM SA uygulamasina

gore polipeptid miktarini artirmada daha etkili oldugu goériinmektedir.

Misir (Arifiye) yaprak apoplastindan elde edilen proteinlerin SDS-PAGE
sonug¢lari

Sekil 30. 10 giinliik misir (Arifiye) yaprak apoplastindan elde edilen proteinlerin SDS-PAGE

goruntusu

* M: Standart Proteinler, K: Kontrol, SK: Soguk Kontrol, SA1: Soguk + 0.5 mM SA, SA2: Soguk + 1 mM SA.
10 gilinlik musir (Arifiye) yapraklarindan elde edilen apoplastik proteinlerin SDS-

PAGE fotografina bakildiginda mol kiitlesi bilinen standart polipeptidlerin jelde yiiriime

mesafeleri ile karsilastirilirsa yaklasik 6 kDa ile 40 kDa arasinda kiitleye sahip polipeptidler

oldugu goriliir. Ayrica kontrol ile soguk arasinda ve soguk ile soguk+SA uygulanmis

yapraklarin apoplastik proteinlerinin olusturdugu bantlar arasinda bariz farklar goriilmektedir.
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Kontrol grubunda 6 kDa, 30 kDa ve 40 kDa civarinda belirgin bantlar bulunurken 14
ile 24 kDa arasinda ¢ok zayif bantlar goriilmektedir. Soguk uygulanmis bitkilerle kontrol
grubu kiyaslandigin da kontrolde var olan biitiin bantlarin varligi devam etmeklebirlikte
ozellikle 6 kDa luk polipeptid miktarindaki artis ¢ok belirgindir. Ayrica soguk uygulamasi
diger bantlardaki polipeptid miktarinda da artisa neden olmustur.

Soguk ile 0,5 mM SA uygulamasi karsilastirildiginda SA uygulamasimin 6 kDa luk
polipeptid miktarinda artisa sebep oldugu goriilmekte iken diger bantlarda bariz degisiklige
sebep olmamistir. 1 mM lik SA uygulamasi soguk ile kiyaslandigin da ise 14 ile 24 kDa
arasindaki polipeptid miktarlarinin azaldig1 sdylenebilir. Yine 6zellikle 6 kDa luk polipeptid
miktarindaki artig bariz olmakla birlikte 0,5 mM SA uygulamasi 1mM SA uygulamasina gore

polipeptid miktarlarin1 daha fazla artirmistir.
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Sekil 31. 17 giinliik misir (Arifiye) yaprak apoplastindan elde edilen proteinlerin SDS-PAGE

goruntusu

* M: Standart Proteinler, K: Kontrol, SK: Soguk Kontrol, SA1: Soguk + 0.5 mM SA, SA2: Soguk + 1 mM SA.
17 giinliik misir (Arifiye) yapraklarindan elde edilen apoplastik proteinlerin SDS-

PAGE fotografina bakildiginda mol kiitlesi bilinen standart polipeptidlerin jelde yiiriime

mesafeleri ile karsilastirilirsa yaklasik 6 kDa ile 40 kDa arasinda kiitleye sahip polipeptidler

oldugu gorilir. Ayrica kontrol ile soguk arasinda ve soguk ile soguk+SA uygulanmis

yapraklarin apoplastik proteinlerinin olusturdugu bantlar arasinda bariz farklar goriilmektedir.
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Kontrol grubunda 6 kDa, 30 kDa ve 40 kDa civarinda belirgin bantlar bulunmaktadir.
Soguk uygulanmis bitkilerle kontrol grubu kiyaslandigin da kontrolde var olan biitiin
bantlarin varligi devam etmeklebirlikte 6zellikle 6 kDa luk polipeptid miktarindaki artis gok
belirgindir. Ayrica soguk uygulamasi diger bantlardaki polipeptid miktarinda da artisa neden

olmustur.

Soguk ile 0,5 mM SA uygulamasi karsilagtirildiginda SA uygulamas: polipeptid
miktarlarinda  bariz degisiklige sebep olmamistir. 1 mM lik SA uygulamast soguk ile
kiyaslandigin da da belirgin bir degisiklik gdze ¢arpmamaktadir.

Sekil 32. 24 giinliik misir (Arifiye) yaprak apoplastindan elde edilen proteinlerin SDS-PAGE

goruntusu

* M: Standart Proteinler, K: Kontrol, SK: Soguk Kontrol, SA1: Soguk + 0.5 mM SA, SA2: Soguk + 1 mM SA.
24 giinliik misir (Arifiye) yapraklarindan elde edilen apoplastik proteinlerin SDS-

PAGE fotografina bakildiginda mol kiitlesi bilinen standart polipeptidlerin jelde yiiriime

mesafeleri ile karsilastirilirsa yaklasik 6 kDa ile 45 kDa arasinda kiitleye sahip polipeptidler

oldugu gorilir. Ayrica kontrol ile soguk arasinda ve soguk ile soguk+SA uygulanmis

yapraklarin apoplastik proteinlerinin olusturdugu bantlar arasinda bariz farklar goriilmektedir.

Kontrol grubunda 6 kDa, 18 kDa,29 kDa ve 45kDa civarinda belirgin bantlar
bulunmaktadir. Soguk uygulanmis bitkilerle kontrol grubu kiyaslandigin da 18 ve 45 kDa

kiitleli polipeptid miktarlarinda artma goriinmektedir.
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Soguk ile 0,5 mM SA uygulamasi karsilastirildigin da SA uygulamasi 18 kDa
civarindaki polipeptid miktarinda bir azalmaya sebep olmustur. 1 mM SA uygulamasin da ise
18 kDacivarindaki polipeptid miktarinda azalmaya sebep olurken 6 ve 29 kDa luk polipeptid

miktarini artirmistir.

Sekil 33. 31 giinliik misir (Arifiye) yaprak apoplastindan elde edilen proteinlerin SDS-PAGE

goruntusu

* M: Standart Proteinler, K: Kontrol, SK: Soguk Kontrol, SA1: Soguk + 0.5 mM SA, SA2: Soguk + 1 mM SA.
31 giinlik musir (Arifiye) yapraklarindan elde edilen apoplastik proteinlerin SDS-

PAGE fotografina bakildiginda mol kiitlesi bilinen standart polipeptidlerin jelde yiiriime

mesafeleri ile karsilastirilirsa yaklasik 6 kDa ile 40 kDa arasinda kiitleye sahip polipeptidler

oldugu gorilir. Ayrica kontrol ile soguk arasinda ve soguk ile soguk+SA uygulanmis

yapraklarin apoplastik proteinlerinin olusturdugu bantlar arasinda bariz farklar goriilmektedir.

Kontrol grubunda 40 kDa civarinda belirgin bantlar bulunmaktadir. Soguk uygulanmis
bitkilerde ise kontrole gore 40 kDacivarinda bulunan iki polipeptid miktarinda da
azalmaolmustur. Soguk uygulanmis bitkilerde kontrolde bulunmayan 6 kDa kiitleli polipeptid

bant1 goriinmektedir.

Soguk ile 0,5 mM SA uygulamasi karsilastirildigin da SA uygulamas1 18 kDa ve
25 kDa civarinda kiitleye sahip yeni polipeptid olugmasina sebep olmustur. Ayrica 6 ve
40 kDa civarindaki kiitleye sahip polipeptidlerin miktarmi da artirmigtir. 1 mM SA
uygulamasin da ise yaklas1t 6 ve 40 kDa kiitleli polipeptidlerin miktarin da artisa sebep
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olmustur. 0,5 mM ile 1 mM SA uygulamalarim1 kiyaslarsak 0,5 mM SA uygulamasinin
apoplastik polipeptidlerin miktarin1 artirmada daha etkili oldugu goriilmektedir.

Endojen SA sonuclari

Tablo 25. Misir Yapraklarindaki Endojen SA Seviyeleri (ug/g yaprak).

Misir

Giinler Sartlar T
Zea mays cv. Hibrit Zea mays cv. Arifiye (ug/g yaprak)

(ng/g yaprak)
10 Kontrol 0,035bc 0,030d
Soguk 0,034c 0,028d
17 Kontrol 0,037bc 0,042 a
Soguk 0,035bc 0,038b
24 Kontrol 0,041ab 0,040ab
Soguk 0,040ab 0,037bc
31 Kontrol 0,039ab 0,038b
Soguk 0,040ab 0,037bc

* Tabloda farkli harflerle gosterilen veriler arasindaki fark Duncan testine gore dnemlidir (p<0.05)

Hibrit ve Arifiye ¢esidi misir yapraklarindaki endojen SA seviyelerinin soguk strese
tepkisini belirlemek i¢in serbest SA igerikleri incelenmistir. Sonuglar, Hibrit ¢esidinde 10.
giinde soguk uygulama ile kontrol karsilastirildiginda azaldigini gostermistir. Arifiye
cesidinde ise tiim giinlerde serbest SA igeriginde kontrole gore azalma goriilmiis ancak 10.

giindeki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.
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TARTISMA-SONUC

Bitki biiyiimesi, hem bitkilerin yetistirilecegi cografi araliga hem de potansiyel verimi
belirleyen sicakliga biiyiik Ol¢lide baglidir. Tropikal bolgeler disinda, sifirin altindaki
sicakliklar hemen hemen her yerde meydana gelebilir ve bu da donma hasarimi kiiresel bir
sorun haline getirir. Bitkilerin soguga dayaniklilig1 tolere edebildikleri diisiik sicaklik stresi
diizeyine bagli olarak degisir. Tiitiin, domates, patates, misir ve elma gibi pek cok iliman
tarimsal mahsul "¢ok hassas" veya "yar1 dayanikli" olarak kabul edilir ve 0 ile 4 °C arasinda

donma hasarina maruz kalirlar (Bredow and Walker, 2017).

Tez calismast kapsaminda diisiik sicakliklara hassas iki ¢esit misira once yapraklara
puskiirtmek suretiyle SA uygulanip daha sonra farkli zaman periyotlarinda bu bitkiler soguk
strese maruz birakildi. Soguk stresin ve SA uygulamasinin apoplastik bdlgeye etkisini
belirlemek amaciyla % donma hasari, buz niikleasyon aktivitesi, apoplastik SOD, POD, CAT
antioksidan enzimlerinin aktivitesi ve apoplastik proteinlerin elektroforezleri incelendi.
Ayrica oksidatif stres belirtecleri olan lipid peroksidasyon ve hidrojen peroksit miktar1 da
belirlendi. Bunun yaninda literatiirde hakkinda ¢ok kisitli ¢calisma bulunan sogugun endojen
SA’y1 nasil etkiledigi ile ilgili calisma da yapilmistir. Ayrica, bitkilerin soguk toleransinin
artirllmasinda, salisilik asidin hem en etkili oldugu konsantrasyon hem de etki siiresi
belirlendi. Calismanin sonucunda SA’nin apoplastik bdlgeyi nasil etkiledigi belirlendigi i¢in
tez kapsaminda elde edilen bulgularin soguga hassas bitkilerin soguga cevap mekanizmasinin
anlasilmasinda yardimer olacagi diisliniilmektedir. Calisma sonucu elde edilen bulgular ve

konuyla ilgili diger ¢aligmalara ait degerlendirmeler asagida sunulmustur.

Donma Hasar1 Sonugclan ve Tlgili Calismalar

Donma hasar1 0 ile 15 °C arasindaki sicakliklarda meydana gelebilir (Kratsch and
Wise 2000; Allen and Ort 2001). Diisiik sicaklik sebebiyle yaprak klorofil i¢eriginde azalma,
solma, kloroz ve nekroz dahil olmak {iizere fenotipik stres semptomlar1 olabildigi gibi
doymamis yag asidi igeriklerindeki azalmalar ve hiicre zarlarinin gegirgenligindeki artislar
gibi farkli metabolik modifikasyonlar da tetiklenebilir. Elektrolit sizintisi, hiicre zarlarinin
yar1 gecirgenlik kaybinin bir dlgiisiidiir ve zar hasarinin bir gostergesi olarak kabul edilir.
Ayn1 zamanda donma hasarmin bir gdstergesi olarak da kullanilir (McCollum and McDonald,

1991).
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10. giinde hasat edilen hibrit misir yapraklarinin donma hasar1 sonuclarina
bakildiginda genel olarak SA uygulamasinin etkisi goriilmekle beraber diisik SA
konsantrasyonlarinin etkili olmadigi, 0,5 ve 1mM SA’nin daha etkili oldugu belirlenmistir
(Tablo 1). 17. giinde hasat edilen hibrit misir yapraklarinin donma hasar1 sonuglarina
bakildiginda SA’nin bariz bir etkisinin olmadig1 goriilmektedir (Tablo 2). 24. giinde hasat
edilen hibrit misir yapraklarinin donma hasar1 sonuglarina bakildiginda SA’nin 0,5 ve 1 mM
konsantrasyonlart hemen hemen tiim sicakliklarda donma hasarini arttirken, 0,01 mM
uygulama etkisiz, 0,1 mM uygulamada ise donma hasarinin azaldigi ve geciktigi
goriilmektedir (Tablo 3). 31. giinde hasat edilen hibrit misir yapraklarinin donma hasari
sonuglarina bakildiginda SA wuygulamalariin tiim konsantrasyonlarda donma hasarini

azaltmada etkili oldugu goriilmektedir (Tablo 4).

Hibrit misirda 17 giinliikk bitki yapraklari 10 giinliiklerle kiyaslandiginda bitkinin
kendisini toparlayabilmesi i¢in kritik bir deger olarak kabul edilen %50’lik donma hasarina
ulagsmas1 gecikmistir. 31 giinliik bitkilerde ise donma hasar1 ortalamasi en diisiik degere

ulagsmigtir. Buna gore bitki biiytime periyodu arttik¢a donma hasar1 diigmiistiir.

Arifiye bitkisinin donma hasar1 sonuglarina gore tiim giinlerde donma hasarini azaltma
ve geciktirme agisindan en etkili konsantrasyonun 0,5 mM oldugu goriilmektedir. Arifiye
mustr tliriinde bitki biiylime periyodu arttik¢a hibrit tiiriin tersine donma hasari ortalamasi artis
gostermistir. 10 glinliik arifiye tiirliniin ortalama donma hasar1 hibrit tiiriiniin ortalama donma
hasar1 ile yakinken diger gilinlerde arifiye tiiriiniin ortalama donma hasari hibrit tiiriine gore

daha yiiksektir (Tablo 5-8).

SA uygulamast ve/veya soguk uygulama igeren g¢esitli c¢alismalar asagida

Ozetlenmistir.

Kislik bugdayda (Triticum aestivum cv. Dogu-88) kontrol (20/18 °C-15, 30 ve 45 giin
icin) ve soguk (15 giin i¢in 15/10 C, 30 giin i¢in 10/5 C ve 45 giin i¢in 5/3 C) sartlarda
salisilik asitin (SA) (0,01, 0,1 ve 1 mM) donma toleransi lizerinde etkilerinin arastirildigi
calismada SA uygulamasi yapilmayan her bir bitki grubundan (15, 30 ve 45 giinliik) en
yiiksek donma hasar1 degeri %100 donma hasar1 olarak kabul edilmistir. 15 giin sonra
cikarilan yapraklar i¢in 0,01 mM SA uygulamasi donma hasarini kontrol sicakliginda SA'siz
degere kiyasla %18 ve soguk kontrole kiyasla %25 azalttig1 bulunmustur. 15/10 °C’de donma
hasar, 1 mM SA uygulamas: ile 0,01 mM SA uygulamasinda %19, 0,1 mM SA
uygulamasinda %24 ve 1 mM SA uygulamasinda %22 azalmistir. 30 giin sonra ¢ikarilan
yapraklar i¢in, donma hasar1 (10/5 °C) 0,01 mM ile %19, 0,1 mM ile %24 ve 1 mM %22

azalmistir. 45 giin sonra ¢ikarilan yapraklar i¢cin donma hasari, kontrol sicakliginda SA'siz
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degere kiyasla (5/3 °C) %51 azalmistir. 30 ve 45 giin sonra ¢ikarilan yapraklar icin donma
hasari, soguk (10/5 C) ve (5/3C) iklimlendirmeleri altinda SA uygulamalar ile degismedigi
bulunmustur (Tasgin et al. 2003).

Kitosanli ve kitosansiz salisilik asidin veya kitosan-g salisilik asit kompleksinin, 2
°C'de 12 giin art1 20°C'de 2 giin depolanan salataligin lisiime hasar1 ve hasat sonrasi kalitesi
tizerindeki etkisinin arastirildigi c¢aligmada SA tedavisinin salataligin donma hasari
semptomlarini hafiflettigi bulunmustur. Kontrol ile karsilastirildiginda, kitosan-g salisilik asit
kompleksi ile kaplanmis salatalik 6nemli dlgiide (p<0,05) daha az agirlik kaybi1 sergilemistir.
12. gilinde kontrol, kitosansiz ve kitosanli salisilik asit uygulanan salataligin agirlik kaybi
strastyla %3,52, %3,44 ve %2,71'e ulasirken, kitosan-g salisilik asit kompleksi ile kaplanan
salataligin agirlik kaybi sadece %2,29 olmustur (Zhang et al. 2015).

Erik meyvesindeki elektrolit sizintisi, soguk depolamanin ilk 30 giinii boyunca biraz
artt1g1, ancak daha sonra keskin bir sekilde arttigi belirlenmistir. SA ile islenen meyvenin
benzer bir egilim gdsterdigi, ancak SA uygulama sonucu 60. giinde kontrole gore yaklasik

%77's1 kadar si1zint1 artigin1 engelledigi bulunmustur (Luo ef al. 2011).

Hidrojen peroksit (H202) ve salisilik asitin (SA) fizyolojik roliinii karsilastirmak icin
iki domates c¢esidinde (Streenb ve Floridat) yapilan calismada SA uygulamasinin domates
yapragi dokularinda elektrolit sizintiyr azalttigi bulunmustur. Bunun sonucu olarak SA
uygulamasinin domates bitkilerinin zar fonksiyonlarimi diizenledigi belirtilmistir (Orabi et al.

2015).

Bugday fidelerinde salisilik asit (SA) uygulamasinin etkilerini incelemek igin iki farkl
deney kullanilan ¢alismada ilk yontemde, kokler 0, 0,25 ve 2,5 mM SA iceren Hoagland besin
¢ozeltisine daldirlmistir. ikinci yontemde ise, iki haftalik fidelere aym SA konsantrasyonlari
piiskiirtiilerek uygulama gergeklestirilmistir. Olgiilen elektrolit sizint1 her iki ydntemde de
kontrole gore 0,25 mM SA konsantrasyonunda azalirken 2,5 mM SA konsantrasyonunda

artmigtir (Chen ef al. 2016)

Soguk ve salisilik asit (SA) uygulamanin donma stresi altindaki bugday yapraklarinda
etkilerinin incelendigi ¢alismada elektrolit sizint1 6l¢iilmiis ve kontrolde maksimum hasarin
%350’sine ulagilan sicaklik -4,4 °C iken sogukta -5,3 °C, soguk+SA uygulamasinda -5,8 °C’ye
diigsmiistir. SA ve soguk uygulamanin bugday yapraklarinda donmaya baglhh doku

dehidrasyonunu azaltabilecegi sonucuna varilmistir (Wang et al. 2022).

Bahsi gegen ¢aligmalara bakildiginda soguk uygulamasinin donma hasarini artirmasi

calismamizla paralellik gostermektedir. Yine ilgili c¢aligmalara bakildiginda SA
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uygulamasinin genellikle donma hasarin1 azalttigi fakat yiliksek konsantrasyonlarda hasari
artirdign goriilmektedir. Tez calismamizda da bu literatiir bilgileriyle uyumlu sonuglar elde
edilmistir. Literatliirde soguga hassas bitkilerde zamana bagli donma hasarinin nasil
degistigini gosteren ¢aligmalar oldukga sinirlidir. Bu agidan tez ¢aligmasinin sundugu bulgular

literatiire onemli katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Buz Niikleasyon Aktivitesi Sonuglar ve Ilgili Calismalar

Bitki hiicrelerine verilen hasar, her zaman, hiicre dis1 boslukta buz kristallerinin
bliylimesini takiben ortaya ¢ikar (Guy, 1990; Pearce and Ashworth, 1992; Wisniewski et al.
1997). Daha kiiciik olanlar pahasina biiyiikk buz kristallerinin biiylimesi, buzun yeniden
kristallestirilmesi olarak bilinen termodinamik olarak uygun bir islemle gerceklesir. Hiicreler,
yeniden kristallesmis buzdan ¢oziinen maddelerin  digslanmasinin  dayattigi  ozmotik
dengesizligin neden oldugu hiicre i¢i suyun tutulmasindan kaynaklanan mekanik hasara veya

hiicresel dehidrasyona maruz kalabilir (Steponkus 1984; Pearce 2001).

Buz cekirdeklenme bolgesi ve cekirdeklenmenin meydana geldigi sicaklik, donma
hasar1 6l¢iisiiniin 6nemli bir belirleyicisidir. Buz kristalleri, su molekiilleri birleserek bir "buz
cekirdegi" olusturmak iizere birlestiginde olusur ve ¢evredeki su i¢in bir buz kristali kafesi
olusturmak tizere bir baslangi¢c noktasi gorevi goriir. Homojen ¢ekirdeklenme sifirin altindaki
cok diisiik sicakliklarda kendiliginden olusabilir. Bununla birlikte, buz kristali olusumu, toz,
tuzlar, organik molekiiller veya buz cekirdegi aktif (INA) bakterilerin varligiyla katalize
edilen heterojen ¢ekirdeklenme ile daha yiiksek sicakliklarda meydana gelir (Pearce 2001).
Bununla birlikte, ¢cekirdeklenme, buzun stoma acgikliklari, hidatodlar veya kiitikiil yiizeyindeki
catlaklardan girmesiyle, bitki dokularinin yiizeyinde i¢sel veya digsal olarak meydana

gelebilir (Ashworth and Kieft 1995; Wisniewski and Fuller 1999; Pearce and Fuller 2001).

Apoplast genellikle daha yiiksek bir donma sicakligina sahip oldugu ve digsal buz
cekirdekleyicileri i¢in ilk erisim noktasi oldugu igin, buz kristalleri tipik olarak ilk olarak
apoplastik boslukta ortaya c¢ikar. Bununla birlikte, sicakliklar hizla diiserse, hiicre i¢i buz
kristalleri de olusabilir ve bu da geri doniisii olmayan hiicre hasarina neden olabilir
(Steponkus, 1984). Bu nedenle apoplast, hayati hiicre i¢i bilesenler ile dis ¢evre arasinda bir
sinir gorevi gorlir ve hayatta kalmak i¢in buz ¢ekirdeklenmesi apoplast ile sinirlandirilmalidir.
Tez calismast kapsaminda buz niikleasyon aktivitesi olarak tanimlanan ilk ¢ekirdeklenme
sicakligi, apoplast bolgeden ekstrakte edilen protein ¢ozeltilerinin donma noktast dl¢iilerek

belirlenmistir.
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Sonuglara bakildiginda hibrit yapraklarinda tiim giinlerdeki apoplastik proteinlerin buz
niikleasyon aktiviteleri soguk uygulamasindan etkilenmemistir. 10 ve 17 giinliikk bitki
yapraklarinda SA uygulamas: aktiviteyi etkilemezken 24 ve 31 giinliik bitkilerde ise SA
uygulanmis yapraklardaki aktiviteler soguga kiyasla artmistir (Tablo 9).

Buradaki sonuglar bize SA’nin uygulanmasindan 15 giin ve 22 giin sonra bile donma
noktasint 6nemli Olclide diistirecek kadar etkili oldugunu gostermistir. Donma hasari
deneyleriyle paralellik gosteren bir sonucta 0,5 mM lik SA uygulamasinin daha etkili

olmasidir.

Bu deney sonuglarinda dikkat ¢eken durumlardan biride sudur: 10 ve 17 giinliik
bitkilerde uygulanan SA’nin etkisiz, 24 ve 31 giinliik bitkilerde etkili olmas1 yapraklara
verilen eksojen SA’nin bizzat kendi etkisinin olmadigin1 ve bir sinyal molekiilii olarak difiize

olup cesitli yollar1 aktive ettiginin bir gostergesidir.

Arifiye yapraklarinda apoplastik proteinlerin buz niikleasyon aktivitesine bakildiginda
soguk uygulamasinin 10 ve 17 giinliiklerde aktiviteyi artirdigi, 24 ve 31 giinliiklerde ise
aktivitenin azaldig1 goriilmektedir. SA uygulamali bitkilerin aktiviteleri SA’s1z soguk kontrol
bitkileri ile kiyaslandiginda, 10 giinliik bitkilerdeki aktivitenin etkilenmedigi, 17 giinlik
bitkilerde azaldigi, 24 ginliik bitkilerde ise SA uygulamalarinin aktiviteyi artirdigi
goriilmektedir. Yine 31 giinliik bitkilerde SA uygulamasinin soguga kiyasla aktiviteyi
azalttig1 sdylenebilir (Tablo 10).

SA uygulamasi ve/veya soguk uygulama iceren g¢esitli c¢alismalar asagida

Ozetlenmistir.

Bugday yapraklarmin apoplast bolgesinden elde edilen proteinlerin buz niikleasyon
aktivitesinin belirlendigi calismada, kontrol (20/18 °C for 15, 30 and 45-day), soguk (15/10
°C for 15-day, 10/5 °C for 30-day and 5/3 °C for 45-day) ve soguk+SA sartlarinda ¢alisma
gerceklestirilmistir. 15 gilin sonra hasat edilen yapraklarda kontrol sartlarinda yetistirilen SA
uygulamali yapraklardan elde edilen proteinlerin buz niikleasyon aktivitesi SA
uygulanmayanlara gore 1,5 °C artmustir. Soguk sartlarda (15/10 °C) yetistirilen SA
uygulamali yapraklardan elde edilen proteinlerin buz niikleasyon aktivitesi SA
uygulanmayanlara gore 2,5 °C artmistir. 45 giinliik bitkilerde SA uygulamasi kontrol
sartlarinda buz niikleasyon aktivitesini artirirken soguk sartlarda degistirmemistir (Tasgin et

al. 2003).

10, 17, 24 ve 31 giinlerde hasat edilen iki ¢esit arpa (Tokak ve Akhisar) yapraklarinin

apoplast bolgesinden elde edilen proteinlerin buz niikleasyon aktivitesini soguk ve soguk+SA
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uygulamasinin nasil degistirdigi belirlenmistir. Tokak c¢esidinde soguk uygulama 10 ve 17.
giinde aktiviteyi artirirken 24 ve 31. giinde azaltmistir. Akhisar ¢esidinde soguk uygulama 10,
17 ve 24 giinliik yapraklarda aktiviteyi artirirken 31 giinliikte etkili olmamistir. Soguk+SA
uygulamasi Tokak ¢esidinde buz niikleasyon aktivitesini tiim giinlerde artirirken, Akhisar

cesidinde sadece 10 giinliik yapraklarda aktiviteyi artirmistir (Mutlu 2009).

Apoplastik Enzim Aktivitesi Sonuclari ve flgili Calismalar

Soguk stres, bitkilerde oksidatif hasara neden olan singlet oksijen, 02", H202 ve
hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikimini indiikleyebilir (Lyons, 1973).
Hiicrelerin soguk stres altinda oksidatif hasardan korunmasinin, soguga direncinin ana
mekanizmasi oldugu ve bu direncin muhtemelen antioksidan enzim aktivitesi seviyesine baglh
oldugu diistiniilmektedir (Wang & Baker, 1979). Bitki dokulari, SOD, CAT, POD, vb. dahil
olmak tlizere ROS'u temizleyebilen ¢esitli enzimler igerir. ROS, bu antioksidan enzimler
tarafindan temizlenebilir ve H202'nin bitki dokularindaki zararli etkilerini onleyebilir. SOD,
siiper oksit anyonunu (O2"), H20:'ye doniistiirerek hiicreleri oksidan stresten koruyabilir
(Mittler 2002). Bu antioksidan enzimler apoplast bolgede de lokalize olmustur. Tez ¢aligmasi
kapsaminda soguk ve soguk+SA uygulanmis misir yapraklarinin apoplast bolgesinde SOD,

CAT ve POD aktiviteleri incelenmistir.

Masir hibrit yapraklarindan elde edilen apoplastik SOD aktivitelerine bakildiginda 10,
17, 24 ve 31. giinlerin tiimiinde soguk uygulamasinin kontrole gore aktiviteyi onemli 6l¢iide
artirdig1 goriilmektedir. SA uygulamali yapraklarin sonuglari soguk ile kiyaslandiginda her iki
konsantrasyonun tiim gilinlerde aktiviteyi ¢ok ciddi oranda artirdig1 goriilmektedir. Ancak 0,5
mM SA nin 1 mM SA uygulamasindan daha etkili oldugu tespit edilmis ve bu fark yine tiim
biliylime periyotlarinda goriilmiistiir (Tablo 11). Ayrica SA uygulamasinin hemen bir giin
sonrasinda ve hatta 22 giin sonra bile apoplastik SOD aktivitesini onemli dlgiide artirdigi

goriilmistir (Sekil 17).

Soguk uygulamasi arifiye musir tiirtinde 10, 17 ve 24 giinliik bitkilerde apoplastik SOD
aktivitesinde Onemli artiglara sebep olmustur. 31 giinliik bitkideki degisim ise istatistiksel
olarak anlam ifade etmemektedir. SA uygulanmig bitkilerle soguk uygulanmis bitkilerin
aktiviteleri karsilastirildigin da 0,5 mM ik SA uygulamasi 10 giinde aktiviteyi azaltirken, 17,
24 ve 31 giinliik bitkilerde aktiviteyi artirmistir. 1 mM lik SA uygulamasi soguk uygulanmis
bitkilerin aktivitesi ile kiyaslandiginda 10 ve 17 giinliik bitkilerin aktivitelerinde diislis 24 ve
31 giinliiklerde ise artis oldugu goriilmektedir (Tablo 14). Bu sonuglara bakarak sogugun ve
SA’nin arifiye ¢esidinde apoplastik SOD aktivitesi tizerinde etkili oldugu anlagilmaktadir. 0,5
mM lik SA’nin etkisi ile ImM ik SA uygulamasinin etkisi kiyaslandigin da 10 ve 17.
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giinlerde 0,5 mM daha etkili goriiliirken 24 ve 31. giinlerde 1 mM daha etkili goériinmektedir
(Sekil 19).

Misirin hibrit ¢esidinin arifiye ile kiyaslamasi yapildiginda su hususlar dikkat
¢cekmektedir: arifiye ile hibritin kontrol sartlarinda yetistirilen bitkilerinin apoplastik SOD
aktiviteleri kiyaslandiginda arifiyenin tiim giinlerde enzim aktivitesinin hibritten fazla oldugu
goriilmektedir. Soguk uygulamasi her iki varyetede aktiviteyi artirirken, aktivitenin daha fazla
olmasi arifiyenin soguga olan tepkisinin daha fazla oldugunu yani daha hassas oldugunu
diistindiirmektedir. SA uygulamasina verilen tepkiye bakildiginda her iki konsantrasyonun
hibrit ¢esidinde daha etkili oldugu, aktiviteyi arifiyeye kiyasla ¢cok daha fazla artirdigi
goriilmiistiir (Tablo 11,14). Bu enzim aktivitesi agisindan bakildigin da 6nemli bir ROS
stiptiriicii olan SOD un aktivitesinin SA nin etkisi ile artmas1 soguga tolerans gelistirmede SA

nin etkili oldugunu gdstermistir.

Misir (Hibrit) yapragina ait apoplastik CAT aktivitesi sonucglari farkli zamanlarda
yetistirilmis hibrit misir bitkilerinde belirlenememistir (Tablo 12).

Misir (Arifiye) yapraklarindan elde edilen apoplastik CAT aktivitesini soguk
uygulamasinin kontrol bitkisine kiyasla nasil degistirdigine bakildiginda 10 giinliik bitkilerde
aktivitede diislis olurken, 17, 24 ve 31 giinliik aktivitelerde artis olmustur. SA uygulanmis
bitkilerin apoplastik CAT aktivitesi soguk uygulanmis bitkiler ile kiyaslandiginda; 0,5 mM
SA uygulamasi 17. giinde aktivitede azalmaya sebep olurken, 10, 24 ve 31 giinliik bitkilerde
aktivite artigina sebep olmustur. 1 mM SA uygulamasi soguga kiyasla 10, 17 ve 24. giinlerde
aktiviteyi azaltirken 31. giinde artirmistir (Sekil 20).

Soguk uygulamasi hibrit musir tiirtinde kontrol bitkisine kiyasla apoplastik POD
aktivitesini 10, 17, 24 ve 31 giinlerde 6nemli dl¢lide artirmistir. SA uygulamasi hem 0,5 mM
hem de 1 mM konsantrasyon da apoplastik POD aktivitesini soguk uygulanmis bitkiye kiyasla
onemli Olglide artirmistir. Bu artis istisnasiz tiim gilinlerde goriilmektedir. Ayni1 zamanda
aktivite sonuclarina bakildiginda 0,5 mM SA’nin 1 mM SA’ya gore daha etkili oldugu tespit
edilmistir (Sekil 18).

Misir  (Arifiye) yapraklarindan elde edilen apoplastik POD aktivitesi soguk
uygulanmis bitkiler ile kontrol sartlarinda yetistirilen bitkiler kiyaslandiginda soguk
uygulamasinin tim gilinlerde apoplastik POD aktivitesini 6nemli Olgiide artirdigi tespit
edilmistir. SA uygulanmis bitkiler soguk uygulanmis bitkilerle kiyaslandiginda 0,5 mM lik
SA uygulamasi apoplastik POD aktivitesini tiim giinlerde artirmistir. 1 mM’lik SA
uygulamasi soguk ile karsilagtirlldiginda 17. giinde aktiviteyi azaltirken, 10, 24 ve 31
giinliiklerde aktiviteyi artirmistir (Sekil 21).
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Hibrit ile arifiye ¢esitleri apoplastik POD aktivitesi agisindan kiyaslandiginda hem
kontrol grubunda hem de soguk uygulanmis grupta arifiyenin aktivitelerinin daha fazla
oldugu goriilmektedir. Ancak soguk uygulamasia karsi apoplastik POD aktivitelerindeki
oransal artigin hibrit ¢esidinde daha yiiksek oldugu goriinmektedir. SA uygulamasinin her iki
konsantrasyonu soguga kiyasla hibrit ¢esidinde aktiviteyi arifiye ¢esidine gore oransal olarak

daha ¢ok artirmistir (Tablo 13, 16).

Kislik bugday (Triticum aestivum cv. Dogu-88) yapraklarinda salisilik asit (SA) ve
sogugun apoplastik katalaz (CAT), peroksidaz (POD) aktiviteleri iizerindeki -etkileri
aragtirilmistir. Bitkiler, hem kontrol (30 ve 45 giin i¢in 20/18 °C) hem de soguk (30 giin i¢in
10/5 °C ve 45 giin i¢in 5/3 °C) sartlarda 10 mM SA uygulamas: ile ve SA uygulamasi
olmadan biiyiitilmustiir. 45 gilinliik kontrol grubunda CAT, POD aktivitelerinin 30 giinliik
kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugu gdézlenmistir. Kontrol grubuna SA uygulamast 30
ve 45. Giinlerde CAT aktivitesini diistiriirken POD aktivitesini artirmistir. Soguk uygulamada
30. Giinde CAT aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmezken 45.
Glinde azalma gozlenmistir. Soguk uygulamada 30 ve 45. Giinlerde POD aktivitesinde 6nemli
Olclide artig gozlenmistir. SA uygulanmis ve soguk sartlara transfer edilmis yapraklarda
SA’s1z soguk uygulanan yapraklara gore CAT ve POD aktivitesi 30 ve 45. giinlerde azaldig:
tespit edilmistir (Tasgin 2003).

3 yaprakli karpuz fidelerine 0, 0,5, 1, 2, 3, 4 mM SA uygulanmis, sogukta (10 °C)
yetistirilmis ve daha sonra 1, 2, 4, 6 ve 8. giinlerde hasat edilmis sonrasinda SOD, CAT ve
POD aktiviteleri belirlenmistir. SOD aktivitesi, 3 ve 4 mM SA uygulamalarinda kontrole gore
azalirken diger uygulamalarda artmistir. Hem kontrol grubunda hem de SA 11 grupta 1. glinde
SOD aktivitesi artmig daha sonraki giinlerde ise azaldigi bulunmustur. CAT aktivitesi 2
giinlik soguk uygulamada tiim SA konsantrasyonlarinda artmis ve sonraki giinlerde
azalmistir. POD aktivitesi ile SA konsantrasyonu arasinda ters oranti bulunmustur. 4 mM SA

uygulamasinda kontrolden daha diisiik POD aktivitesi gézlenmistir (Jing-Hua et al. 2008).

Seftali meyvesi ile yapilan bir ¢aligmada hasat sonras1 meyveler 0 °C de depolanmig
ve depolanmadan 6nce kontrol grubu, SA uygulanmis grup, sicak inkiibasyonlu ve Sicak+ SA
seklinde deney gruplarmma ayrilmis ve depolamanin cesitli giinlerinde SOD ve CAT
aktivitelerine bakilmistir. Kontrol meyvesinde ilk giinlerde SOD aktivitesi degismezken
sonraki giinlerde artis gbzlenmistir. Tiim depolama boyunca SOD aktivitesi SA uygulanmis
grupta kontrol grubuna gore farklilik gostermemistir. Bununla birlikte sicaklik uygulamasi ve
sicak+ SA uygulamalar1 depolamanin 21. giiniinde kontrole gore aktiviteyi sirasiyla %54 ve

%69 oraninda artirmistir. CAT aktivitesi ise kontrol grubunda ilk 14 giin azalirken sonraki
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giinlerde artmistir. 21 giinliik bitkide kontrole gore yalnizca SA veya sicak+SA uygulamalida
CAT aktivitesi artmustir. 35 giinliilk depolamadan sonra ise sicak+SA uygulamasi aktiviteyi

yalniz sicak ve kontrole gore %76 ve %99 oraninda artirmistir (Cao et al. 2010).

Farkli konsantrasyonlarda salisilik asit ile tohum hazirlamanin etkileri incelendigi
calismada hibrit misir tohumlar1 20 ve 40 mg.L! salisilik asit ¢ozeltisinde 24 saat bekletilmis
ve ekim yapilmistir. Bitkiler 4. yaprak doneminde hasat edilmis ve bitkiler fide giicli ve
antioksidan analizlerine tabi tutulmustur. SA uygulanmayan misir tohumlar1 kontrol olarak
kullanilmigtir. Kontrol grubunda CAT spesifik aktivitesi 15,84 U/mg protein iken 20 mg/mL
SA uygulamasinda 19,20 U/mg protein, 40 mg/mL SA uygulamasinda 19,24 U/mg protein
maksimum CAT aktivitesi gdzlenmistir. POD aktivitesi ise kontrol grubunda 4,39 U/mg
protein iken 20 mg/mL SA uygulamasinda 5,67 U/mg protein, 40 mg/mL SA uygulamasinda
5,66 U/mg protein bulunmustur (Ahmad et al. 2011).

Bir ¢alismada, iki ¢ilek ¢esidinin ('Aromas' ve 'Diamante') yapraklarindaki apoplastik
antioksidan enzimler ve bunlarin soguga dayaniklilik ile iligkisi incelenmistir. Cesitlerin 1
yasindaki tarla bitkilerinden tamamen genislemis, iiniform boyuttaki yapraklar Kasim'da,
Ocak'ta ve Temmuz'da toplanmistir. Yaprak ornekleri, soguga dayanikliliklarini belirlemek
icin 5, -5, -10, -20 ve -30 °C gibi diisiik sicakliklara 12 saat maruz birakilmistir. Yaprak
apoplastindaki katalaz, peroksidaz aktiviteleri soguga dayanikliliktaki degisikliklerle
iliskilendirilmistir. Kasim ve Ocak aylarinda toplanan yapraklardaki ortalama CAT aktivitesi
(Ocak: 52,4 nmol/mL, Kasim: 33,9 nmol/mL) Temmuz ayinda toplanan yapraklardan énemli
Olciide daha yiiksek bulunmustur (Temmuz: 19,2 nmol/mL). Her iki ¢ilek ¢esidinin apoplastik
POD aktivitesi, Ocak ayinda (0,25 {inite/mL), Kasim ayina (0,12 {inite/mL) ve Temmuz ayina
(0,11 tinite/mL) gbre anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur (Turhan et al. 2012).

Soguga hassas ve dayanikli iki ¢esit arpada yapilan bir ¢caligmada soguk ve soguk +
SA uygulamasinin apoplastik SOD, CAT ve POD {izerinde nasil etki ettigi incelenmis soguga
dayanikli varyetede 10, 17, ve 31. giinlerde soguk uygulamasi1 SOD aktivitesini kontrole gore
diistiriirken 24. giinde ise artirmistir. Soguga hassas Akhisar ¢esidinde de soguk
uygulamasiyla tiim giinlerde SOD aktivitesinde diisiis goriilmiistiir. Soguk+SA uygulamasi ise
dayanikli gesitte 10 ve 24. giinlerde diisiis, 17 ve 31. gilinlerde ise artisa sebep olmustur.
Soguga hassas varyetede ise SoZuk+SA uygulamasi SOD aktivitesini tiim giinlerde
artirmigtir. Soguga dayanikli varyetede 10. giinde soguk uygulamasi CAT aktivitesini
kontrole gore disiiriirken diger gilinlerde ise artirmistir. Soguga hassas Akhisar g¢esidinde
soguk uygulamasi CAT aktivitesini 17. giinde artirirken diger giinlerde azaltmistir. Sogukta

yetistirilen bitkilere kiyasla soguk+0,1 mM SA uygulamasi ise dayanikl c¢esitte 10 ve 17.
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giinde CAT aktivitesini azaltirken 24 ve 31. giinlerde ise artisa sebep olmustur. Soguga hassas
varyetede ise Soguk+ 0,1 mM SA uygulamasi CAT aktivitesini tiim giinlerde artirmistir.
Soguga dayanikl varyetede POD aktivitesini kontrole gore tiim giinlerde artirmistir. Soguga
hassas Akhisar ¢esidinde soguk uygulamasi POD aktivitesini 17 ve 24. giinlerde artirirken
diger giinlerde azaltmistir. Sogukta yetistirilen bitkilere kiyasla soguk+0,1 mM SA
uygulamas1 dayanikli ¢esitte 17. giinde POD aktivitesini artirirken diger gilinlerde azaltmistir.
Soguga hassas varyetede ise sogukta yetistirilen bitkilere kiyasla soguk+0,1 mM SA
uygulamasi POD aktivitesini 24. giinde azaltirken diger giinlerde artirmigtir. Soguk+ 1 mM

SA uygulamasi ise POD aktivitesini tiim gilinlerde artirmistir (Mutlu ez al. 2013).

Kitosanli ve kitosansiz salisilik asidin veya bir kitosan-g salisilik asit kompleksinin,
2 °C'de 12 giin art1 2 giin 20°C'de depolanan salataligin donma hasar1 ve hasat sonrasi kalitesi
tizerindeki etkisinin arastirildigi ¢aligmada tek basma SA uygulamasinin uygulanmasi,
kontrole kiyasla depolama sirasinda daha yiiksek SOD, CAT aktivitelerine yol agtigi
bulunmustur (Zhang et al. 2015).

Hidrojen peroksit (H202) ve salisilik asitin (SA) fizyolojik roliinii karsilastirmak igin
iki domates ¢esidinde (streenb ve floridat) yapilan ¢calismada floridat ¢esidi, taze yaprak veya
kok dokularinda streenb ¢esidinden daha yiiksek CAT, POD aktivitesi gostermistir. H2O2
uygulamalar1 ve SA uygulamalari, diisiik sicaklik kosullarinda yetistirilen her iki domates
¢esidinin taze yaprak ve kok dokularinda kontrol bitkilerine gére POD aktivitesinde énemli

artisa sebep olurken CAT aktivitesinde belirgin diislislere neden olmustur (Orabi et al. 2015).

Bugday fidelerinde salisilik asit (SA) uygulamasinin etkilerini incelemek igin iki farkl
deney kullanilan ¢alismada ilk yontemde, kokler 0, 0,25 ve 2,5 mM SA iceren Hoagland besin
¢ozeltisine daldirlmistir. ikinci yontemde ise, iki haftalik fidelere aym SA konsantrasyonlari
puskiirtilerek uygulama  gerceklestirilmistir.  Farkli  SA  konsantrasyonlarinin  ve
uygulamalarinin, bugdaydaki antioksidan enzimlerin aktiviteleri kontrol bitkileriyle
karsilastirildiginda, 0,25 mM SA ile muamele edilmis bitkilerde enzimlerin spesifik
aktivitelerinde 6nemli bir artis tespit edilmistir. Bununla birlikte, 2,5 mM SA uygulamasi, her
iki uygulama yonteminde de SOD, CAT spesifik aktivitelerinde bir azalmaya neden olmustur.
Calisma sonucu kok daldirma yonteminin genellikle yaprak spreylemeye gore antioksidan
enzimlerin spesifik aktivitelerinde daha belirgin degisikliklere neden oldugu ileri siirtilmiistiir

(Chen et al. 2016).

Bir ¢aligma, ekzojen asetilsalisilik asit (ASA) uygulamasiin soguk stresinin zararli
etkilerini azaltmadaki roliinii degerlendirmeyi amaglamistir. Phaseolus vulgaris L. fideleri, 0-

3 mM konsantrasyonlarda yapraktan piiskiirtiilen ASA ile muamele edilmis ve ardindan 2
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veya 4 giin boyunca 4 °C'de soguk strese tabi tutulmustur. Uygulama sonucu antioksidan
enzimler POD ve SOD'un aktiviteleri, farkl stres seviyelerine yanit olarak 6nemli 6l¢iide (p <
0.05) artt181; ancak CAT aktivitesinin azaldigi bulunmustur. Antioksidan enzim aktivitelerinin
eksojen ASA uygulamasma yanit olarak Onemli Olglide artarak, soguk stresin olumsuz

etkilerini hafiflettigi ileri stiriilmiistiir (Soliman et al 2018).

Bir ¢aligmada, bugday fidelerine soguga transfer edilmeden bir giin 6nce 100 uM SA
uygulanmis ve 7 giin sogukta yetistirilmistir. Daha sonra hasat edilen yapraklarda SOD
aktivitelerine bakilmis hem kontrol sartlarinda hem de soguga maruz kalan bitkilerde SA
uygulamas: aktiviteyi sirastyla %60 ve %90 artirmistir. Soguga maruz kalma siiresi arttik¢a da
hem SA’li hem SA’s1z bitkilerde SOD aktivitesi artmistir. CAT aktivitesi ise 2 giin boyunca 4
°C'de kalan bitkilerde kontrole gore yaklagik %15 artmis, 3. ve 7. Gilinde diismiistiir. SA
uygulamasinda CAT aktivitesi, SOD aktivitesine kiyasla daha az degismistir. SA uygulamasi
soguk uygulamadan 6nce CAT aktivitesini %13 artirmistir ve soguk uygulamada (4 °C)
enzim aktivitesi SA ile muamele edilmemis bitkilere kiyasla 3. ve 7. glinde daha yiiksek

bulunmustur (Ignatenko et al. 2019).

Lipid Peroksidasyon Aktivitesi Sonuclar1 ve ilgili Calismalar

Coklu doymamis (poliansatiire) yag asitlerinin oksidatif yikimi, lipid peroksidasyonu
(LPO) olarak tanimlanir ve bu yikimin son iiriinlerinden biri olan MDA miktar: ile iyi bir
korelasyon gdsterir. Bu sebeple olusan LPO diizeyini dl¢gmek i¢in MDA seviyelerinin 6l¢timii

siklikla kullanilan bir yontemdir.

Bu c¢alismada iki farkli ¢esit musir (Hibrit ve Arifiye) yapraklarinda soguk ve

soguk+SA’nin LPO iizerindeki etkileri arastirilmistir.

Misir (Hibrit) yapraklarindan elde edilen lipid peroksidasyon aktivite sonuglarina
soguk uygulamasinin nasil etki ettigine bakildiginda; 10, 17, 24 ve 31 giinliiklerde soguk
uygulamasinin lipid peroksidasyon miktarini artirdigr goriilmiistiir. SA uygulamalar da

yapraklardaki lipid peroksidasyon miktarini artirmistir (Sekil 22).

Misir (Arifiye) yapraklarindan elde edilen lipid peroksidasyon aktivite sonuglarina
soguk uygulamasinin nasil etki ettigine bakildiginda; 10, 17, 24 ve 31 giinliiklerde soguk
uygulamasinin lipid peroksidasyon miktarmi artirdigr gorilmiistiir. 0,5 mM’lik SA
uygulamas1 10 ve 24 giinliik bitkilerde, 1 mM SA uygulamasi ise 10 ve 17 giinliiklerde LPO
degerlerinin azalmasina sebep olmusken SA uygulamalar: istatistiksel olarak anlamli

degisikligin oldugu grupta (31 giinliilk) LPO’yu artirmistir (Tablo 19).
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Misir (Hibrit) ile musir (Arifiye) cesitleri LPO degerleri agisindan karsilastirilirsa;
kontrol grubu bitkilerinin tiim giinlerinde hibrit ¢esidinde LPO degerlerinin daha yiiksek
oldugu goriilmektedir. Soguk uygulamasi her iki varyetede LPO degerini artirmistir. Ancak
yine tiim giinlerde sogugun sebep oldugu LPO degerleri hibrit ¢esidinde arifiyeye gére daha
ylksek olmustur. SA uygulamalar1 hibrit ¢esidinde LPO yu hep artirmisken, arifiye ¢esidinde
LPO nun distigii gruplar goriilmiistiir. Soguga kars1 toleransin olusturulmasinda LPO
degerinin artmasi veya azalmasi olgularindan hangisinin daha etkili oldugunu sdylemek
gercekten giigtiir. LPO’nun artmasi sinyal molekiillerinin aktive olmasini tetikliyor olabilir ya
da LPO’nun azalmasi hiicre zarmin permabilitesini kontrol altinda tutarak gegislerin daha

diizenli olmasini sagliyor veya sekresyona ugrayacak salgilarin diizenli salinmasini sagliyor

olabilir (Tablo 17, 19).

LPO iizerine literatiirde bircok ¢alisma bulunmaktadir. Calismamizla ilgili olanlar

sOyle 6zetlenmistir:

Soguga hassas ve dayanikli olan farkli iki arpa varyetesinde yapraklarda ki LPO
degerlerinin soguktan ve SA uygulamasindan nasil etkilendigi ¢alisilmis ve her iki ¢esitte
soguk uygulamasi LPO degerini artirmistir. SA uygulamalari da LPO aktivitesini diigtirmiistiir

(Mutlu et al. 2013).

Farkli iki piring varyetesinde hem kontrol sartlarinda hem de 150 mM NaCl
uygulamasinda SA nin MDA miktarini nasil degistirdigi arastirilmis ve kontrol sartlarina gore
tuz uygulamasinin MDA miktarimi artirdigi ve uygulanan SA nin ise MDA miktarini azalttig

tespit edilmistir (Sheteiwy et al. 2019).

Soguga transfer edilmeden bir giin 6nce 0 uM ve 100uM SA soliisyonuna alinan
bugday fideleri sogukta yetistirilmis ve MDA igerigi Olclilmiistiir. Bugday yapraklarinda
soguk uygulamasinin MDA miktarin1 kontrole gdre artirdigi gozlenmistir. Ancak soguga
maruz kalma siiresi 2 giine ulastiginda MDA miktar1 en fazla degerine ulasmis daha sonra ki
zamanlarda yani 2 giinden daha fazla soguga maruz kalan yapraklarda olgiilen MDA miktar1
daha az olmustur. SA uygulamas: ise kontrol sartlarin da MDA miktarin artirirken ayni siire

soguga maruz kalmig SA’s1z yapraklara gore MDA igerigi diigmiistiir (Ignatenko et al. 2019).

Hasat sonrasi SA’siz ve 1,5 mM SA’l1 erik meyveleri sogukta depolanmis ve 15, 30,
45 ve 60. giinlerde MDA igeriklerine bakilmistir. Hem SA’li hemde SA’siz meyvelerde
soguga maruz kalma stiresi arttikga MDA igerigi artmistir. Ancak SA uygulamali meyvelerde
SA’s1z olanlara gore MDA miktar1 daha az olarak dl¢iilmiistiir. Depolama sonunda SA’l1 olan

meyvelerin MDA miktar1 %14 daha az bulunmustur (Luo et al. 2011).
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Farkl1 iki tiir domates ile yapilan ¢alismada dikimden 15 ve 30 giin sonra 0,5 ve | mM
SA uygulamasi yapilmis ve sogukta yetistirilmistir. SA uygulamasi her iki varyetede de MDA
icerigini kontrole gdre azaltmigtir (Orabi ef al. 2015).

Hidrojen Peroksit Miktar1 Sonuclari ve ilgili Calhismalar

Misir (Hibrit) yapraklarinda belirlenen hidrojen peroksit miktarlarina sogugun, kontrol
sartlart ile kiyaslayip nasil etki ettigine bakildiginda 24 ve 31. giinliiklerde H202 miktarini
artirdigr gorilmektedir. 0,5 mM SA uygulamasi 24 ve 31. giinlerde anlaml1 degisiklige sebep
olmus ancak farkl etki gostererek 24. giinde artig 31. glinde azalma gozlenmistir. 1 mM SA
uygulamasinda ise 24 giinliiklerde anlamli bir artisa sebep olurken 31 giinliiklerde bir
degisiklige sebep olmamistir. Ayrica ImM SA uygulamast yapilmis yapraklarda ki H202
miktarinin 0,5 mM SA uygulamali yapraklardakinden miktar olarak fazla oldugu

belirlenmistir (Tablo 22).

Misir (Arifiye) yapraklarin da belirlenen hidrojen peroksit miktarlarina sogugun,
kontrol sartlar1 ile kiyaslayip nasil etki etti§ine bakildiginda 31. giinde istatistiksel olarak
anlamli bir diislise sebep olmustur. SA uygulamalarinda da anlamli degisiklik sadece 31
giinliik bitkilerde olmus ve hem 0,5 mM ve hem de 1 mM SA uygulamalar1 H2O2 miktarini
artirmistir (Tablo 24).

Farkli iki piring varyetesinde hem kontrol sartlarinda hemde 150 mM NaCl
uygulamasinda SA nin H202 miktarini nasil degistirdigi incelenmis ve her iki ¢esitte ve her iki

sartta SA uygulamasinin H2O2xmiktarini azalttigi goriilmiistiir (Sheteiwy et al. 2019).

Soguga transfer edilmeden bir giin 6nce 0 uM ve 100uM SA soliisyonuna alinan
bugday fideleri sogukta yetistirilmis ve H20:2 igerigi ol¢iilmiistiir. Soguga (+4 °C) transfer
edilen bitkide ilk bir giinde H20: miktar1 artmis daha sonra soguga maruz kalma siiresi
arttikca H2O2 miktar1 azalmistir. SA uygulamasi H20z iizerinde etkili olmamistir (Ignatenko et

al. 2019).

Hasat sonras1 mango meyveleri 0,00 mM ve 1 mM SA c¢ozeltisine batirilmis,
kuruduktan sonra soguga (+5 °C) aktarilmis ve depolanmistir. Soguga maruz kalma siiresi
arttikca H20O2 miktar1 da artmistir. Ancak SA’lt meyvelerdeki H202 igerigi SA’siz olanlara
gore daha diisiik bulunmustur (Junmatong et al. 2015).

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuclar ve ilgili Calismalar

Bitki apoplasti, hiicre duvar1 matrisini ve hiicreler aras1 bosluklari igerir ve su ve besin

tasinmasi, bitki-patojen etkilesimleri ve cevresel sinyallerin algilanmasi ve iletilmesi dahil
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olmak tizere ¢ok cesitli fizyolojik siireclerde 6nemli bir rol oynar. Bitki apoplastinda bulunan
proteinler, bu genis fonksiyonel cesitliligi yansitir. Apoplast protein bilesiminin dinamik
degisimi lizerine yapilan ¢aligmalar, bitkilerin abiyotik strese verdigi tepkiler, besin kaynagi,
yaralanma, su eksikligi, patojen tepkisi ve ksilem bilesimi hakkinda yeni bilgiler sunar (Zhang

et al. 2009).

Tez kapsaminda kontrol, soguk, soguk+0,5 mM SA, soguk+l mM SA sartlarinda
apoplastik proteinlerin SDS-PAGE ile analizi yapildi. Hibrit ¢esidinde tiim gilinlerde 6-40 kDa
araliginda polipeptid varlig1 saptandi. Soguk uygulamada kontrol grubuna kiyasla elde edilen
polipeptid bantlarin miktarinda artis goriilmiistiir (Sekil 26-29). Ayrica 20-24 kDa araliginda
kontrol grubunda bulunmayan yeni bir polipeptidin varligi tespit edilmistir (Sekil 29). 0,5 mM
SA uygulamasi ile 14-24 kDa aralifinda kontrol ve soguk uygulamada bulunmayan yeni
polipeptidlerin varligi goriilmiistiir (Sekil 26). 1 mM SA uygulamasinin ise soguk uygulama
ile kiyaslandiginda genel olarak biitiin polipeptidlerin miktarinda artmaya sebep oldugu
sOylenebilir (Sekil 26-29). Arifiye ¢esidinde tiim gilinlerde 6-40 kDa araliginda polipeptidlerin
varlig1 saptandi (Sekil 30-33). Soguk uygulamada kontrol grubuna kiyasla elde edilen
polipeptid bantlarin miktarinda artis goriilmiistiir 6zellikle yaklagik 6 kDa kiitleli polipeptidin
miktarindaki artis dikkat ¢ekmektedir (Sekil 30). Yaklasik 18 kDa kiitleli polipeptidin miktar1
soguk uygulama ile artis gosterirken her iki SA konsantrasyonunda azalmigtir. 1 mM SA

uygulamasinin bu azalmada etkisi daha fazladir (Sekil 32).

Bu sonuglardan hareketle musir yapraklarmmin apoplastinda kontrol sartlarinda
polipeptidlerin var oldugu, sogugun bitkinin apoplast bdlgesindeki polipeptidleri etkiledigi,
bu polipeptidlerin farkli kiitlelere sahip oldugu, bitkiye uygulanan eksojen SA’nin bu
polipeptidlerin ¢esidini ve miktarim1 etkiledigi, uygulanan SA konsantrasyonunun salinan
polipeptidler iizerinde etkili oldugu sdylenebilir. Bitki biliylime periyoduna bagli olarak da
polipeptidlerin ¢esit ve miktarinda degisiklik oldugu belirlenmistir (Sekil 26-33).

Kontrol, kontrol+SA, soguk ve soguk+SA sartlarda yetistirilen kishk bugday
yapraklarinin apoplastik proteinleri SDS-PAGE ile incelendigi ¢aligmada polipeptitlerin
molekiiler kiitlelerinin 20 ila 66 kDa arasinda degistigi goOsterilmistir. SA uygulamasinin
kontrole gore 66, 64, 36 ve 32 kDa'lik polipeptit birikimini arttirdig1 belirtilmistir. Hem soguk
uygulamasi1 hem de soguk+SA uygulamasinin bazi polipeptitlerin birikimini arttirdigi

bazilarini ise azalttig1 bildirilmistir (Tasgin 2006).

1, 3 ve 6 saat tuz uygulanan ve kontrol grubundan elde edilen pirin¢ kokii apoplast
proteinlerinin iki boyutlu elektroforez ile analiz edildigi ¢alismada her numunede yaklagik

100 protein noktasi tespit edilmistir. Tuz stresli ve kontrol grubu numuneler arasindaki
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protein ekspresyon profilleri birbirine benzer olmasina ragmen, bazi protein noktalarin tuz
stresine maruz kalma siiresi arttikca onemli Olclide degistigini gosterilmistir (Zhang et al.

2009).

Cin'in kuzeyindeki kiglik salgamda (Brassica rapa L.) soguk uygulamanin etkisi SDS-
PAGE ile incelenmistir. Apoplastik antifriz proteinlerinin SDS-PAGE fotograflari
incelendiginde diisiik sicaklik stresinin protein bantlarinin miktarinda artisa neden oldugu

bulunmustur (Fang et al 2017).

Endojen SA sonuglari

Endojen SA birikimi, bitkilerde ¢esitli abiyotik stres faktorlerden etkilenebilir (Chen et
al. 2016). Ornegin, su eksikligi ve UV-B radyasyonu altinda arpa koklerinde ve yapraklarda
SA birikimi indiiklenmistir (Bandurska and Cieslak 2013). Bir ¢alismada 1 giinliik soguk
uygulamada incelenen iki misir ¢esidinin yapraklarindaki serbest SA seviyeleri yaklasik ii¢
kat arttig1 tespit edilmistir. Ancak, 5 giinliik soguk stresin ardindan serbest SA igerigi dnemli
Olciide azalmistir. Bu sonug, uzun siireli sogutma stresinin (5 °C) misir fidelerinin normal
metabolizmasint bozdugunu ve dolayisiyla endojen SA biyosentezini de etkiledigini
gostermistir. Bu tez calismasinda soguk uygulamanin endojen SA’y1 nasil degistirdigi
incelenmigtir. Elde edilen bulgulara gore hibrit ¢esidinde 10. giinde soguk uygulamada serbest
SA igerigi azalmisg, diger giinlerde degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Arifiye
cesidinde ise tiim giinlerde serbest SA miktar1 azalmig ancak 10. giindeki azalma istatistiksel

olarak anlamli bulunmamugtir (Tablo 25).

Salatalik fidelerinde endojen SA igeriginin soguk uygulamada degisip degismediginin
arastirildigi calismada SA seviyeleri UPLC ile hem yapraklarda hem de koklerde 6l¢tilmiistiir.
Fideler 8 °C'ye maruz birakildiginda serbest SA artmistir. Bununla birlikte, yapraklarda ve
koklerde SA birikimi farkli zaman dilimlerinde meydana gelmistir. Yapraklarda, serbest SA
kademeli olarak artt1 ve 72 saatlik soguk uygulamada zirveye (3,84 kat) ulasti; ardindan SA,
uygulamanin 120. saatinde hafif¢e azalmistir (Dong et al. 2014).

Sonug olarak ¢aligma bir biitiin olarak degerlendirildiginde soguk uygulamanin ve
SA’nin soguga hassas iki misir ¢esidinin hem hiicresel bolgede hem de apoplastik bolgede
onemli degisikliklere yol actigi goriilmiistiir. Donma hasar1 ve lipid peroksidasyonunun
artmasi gibi sogugun sebep oldugu olumsuz etkilerin, SA uygulamas ile tolere edilebildigi
belirlenmistir. Daha once 6lii bir bolge olarak kabul edilen ancak son yillarda yapilan
caligmalarla onemi daha ¢ok anlagilan apoplastik bolgenin olduk¢a kompleks icerigi tam

olarak aydinlatilamadigindan ¢aligmalar hala devam etmektedir. Bu ¢alismanin soguga hassas
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bitkilerin soguga cevap mekanizmasmin anlasilmasinda apoplastik bolgenin fonksiyonunu

aciklamaya yardimci olacag diisliniilmektedir.
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