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Bu argtirmada, sguk stresine dayanikliHordeum vulgarecv. Tokak) ve hassadH( vulgare cv. Akhisar)
arpanin yapraklarinda donma hasari, buz nikleaakftivitesi, apoplastik ve simplastik antioksidarziemerin
(katalaz, peroksidaz ve slperoksid dismutaz) aksyi lipid peroksidasyonu, J@, miktari ve apoplastik
proteinlerin SDS-elektroforezi Gizerine,gex ve salisilik asidin (SA) etkileri agariimistir. Ekim guiniine goére
bitki yapraklarina 7. giin 0.0, 0.1, ve 1 mM SA uyguhs ve bitkiler kesim ginlerinden (10., 17., 24., \ie)3
3 gun 6nce sga (4/7°C) transfer edilnglerdir.

Soguga dayanikll arpada 0.1 mM SA , 10 ve 17. glnlerdeM SA ise 24. gunlerde, hassas arpada ise 0.1
mM SA, 10, 17 ve 24. gunlerde 1 mM SA tim giunlerderda hasarini azaltarak ggsgga kagl koruma
sgglamistir. Dayanikll arpadaasuk uygulamasi, 10 ve 17 ginluk bitkilerdezgk+SA uygulamasi (0.1 ve 1
mM) tim ginlerde buz niikleasyon aktivitesini agtmni Hassas varyetede isegsts uygulamasi tum giinlerde
sasuk+SA ise 10 ve 24 gunlik bitkilerde buz nukleasgétivitesini artirmgtir.

Sozuk, dayanikl arpada apoplastik CAT aktivitesittirmrken sguk+1 mM SA aktiviteyi dgirmistur. Hassas
¢esitte ise s@uk aktiviteyi digurirken sguk+0.1 mM SA artirmgtir. Sgzuk, apoplastik POD aktivitesini
dayanikli arpada artirirken @ek+SA aktiviteyi dgurmistir. Hassag;ssitte ise sguk aktiviteyi 10 ve 31.
glnlerde dgdrurken 17 ve 24. gunlerde artignsgsuk+SA uygulamasi ise artirghir. Hem dayanikli hem
hassas arpada @dk apoplastik SOD aktivitesini dirmistir. S@uk+SA uygulamasi aktiviteyi dayanikl
¢esitte 10. ve 24. gunlerde girmis 17 ve 31.gUnlerde artirghassasta ise tim ginlerde artgtmu

Sasuk, dayanikli ve hassampada simplastik CAT aktivitesini artirghr. Soguk+SA uygulamasi dayanikl
varyetede CAT aktivitesini artirirken hassastadégnistur. Soguk, simplastik POD aktivitesini dayanikli ve
hassas arpada girirken s@uk+SA uygulamasi aktiviteyi artirgiir. Simplatik SOD aktivitesi sguk
uygulamasiyla dayanikl varyetedesdiken ve hassasta arttm. Sasuk+SA uygulamasi dayanikli varyetede
(0.1 mM), hassasta (0.1 ve 1 mM) SOD aktivitesinriamgtir.

Lipid peroksidasyonu (LPO) 8ok uygulamasiyla her iki varyetede de artarkepukeSA ise dgirmistir.
Sasuk, H,O, miktarini her iki varyetede durirken s@uk+SA dayanikli arpada miktarl artigrhassasta ise
distrmstar.

SDS-PAGE de dayanikli arpadags&la, bantsiddeti artarken sguk+SA ile digmistir. Hassasta ise gokla
artan bangiddeti sguk+SA ile artmaya devam etgrayrica yeni bantlar ogmustur..

2009, 139 sayfa

Anahtar Kelimeler: Apoplast, antifriz proteinler, hidrojen peroksitlordeum vulgare,katalaz, lipid
peroksidasyonu, reaktif oksijen tirleri, peroksidagiiperoksid dismutaz, @k stresi



ABSTRACT
Ph. D. Thesis

INVESTIGATING THE EFFECTS OF THE SALICYLIC ACID ONPROVIDING COLD
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In this study, effects of cold and salicylic acid the freezing injury, ice nucleation activity,ogpastic and
symplastic antioksidant enzymes (catalase, peregidad superoxide dismutase) activity, lipid pefation,
H,O, level and apoplastic proteins on SDS-electrophsresi the leaves of barley which are resistant
(Hordeum vulgarecv. Tokak) and sensitiveH( vulgare cv. Akhisar) to cold stress were investigated.
According to planting day, 0.0, 0.1 and 1 mM SA weppli@d on plant leaves on the 7. day and plants were
transferred into the cold (77€) before 3 days of cutting out (10., 17., 24. amg

SA treatment provided protection against the coldégreasing freezing injury at cold resistant yawéh 0.1
mM at the 10. and 17. days and with 1 mM at thed24s but at sensitive barley with 0.1 mM SA at 10@., 1
and 24 days and with 1 mM SA in all days. Coldéased ice nucleation activity at 10 and 17 dagtplaut
cold+SA (0.1 and 1 mM) increased it all days. Bugensitive variety, cold increased ice nucleatotivity on
all days and cold +SA did it at 10. and 24. day {gan

While cold increased apoplastic CAT activity onccogsistant barley, cold+1 mM SA decreased theviacti

On sensitive variety, cold decreased the activityleviebld+0.1 mM SA increased. While cold increased
apoplastic POD activity on cold resistant barleyde@A decreased the activity. On sensitive varietyd co
decreased the activity at 10. and 31. days whiledteased at 17. and 24. days. But cold+SA treatment
increased the activity. At the both cold resistard aensitive barley, cold decreased apoplastic SQibitgc
Cold+SA decreased the activity at resistant vai@ti0 and 24. days while it increased 17 and 3js Hat at
sensitive one, it increased the activity on allday

Cold increased symplastic CAT activity at both resis and sensitive barley. CAT activity increased b
cold+SA at resistant variety but it decreased asifiea one. While cold decreased symplastic CATvigtiat
both resistant and sensitive barley, cold +SA irsedait at both of them. While Cold decreased systijgla
SOD activity at the resistant variety, it increasetha sensitive one. Cold+SA increased SOD actitithe
resistant variety (0.1 mM) but at the sensitivd @d 1 mM).

While lipid peroxidation (LPO) increased by the ccdteatment at the both varieties, it decreasedhiey
cold+SA treatment. While cold decreasedDillevel at the both varieties, cold+SA increased tha resistant
but decreased at the sensitive.

At the SDS-PAGE, cold increased the band intensityhatresistant while cold+SA decreased it. At the
sensitive, the band intensity which increased Hgy ¢old continued to increase and occour new bagds b
cold+SA.

2009, 139 pages
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1. GIRIS

Dogadaki canhlarin dnemli bir bolimind eturanbitkiler , canli ygamin devamlif
acisindan ekosistemin temel elamanlarindan birBlasin piramidinin tabaninda yer
aldiklarindan dolayi, ekosistemin primer (Uretigilddconumundadirlar. Ygadiklari
ortamdan aldiklari hammaddeleri (azot, fosfor, pwtan, kalsiyum gibi besin
elementleri ve karbondioksit) kullanarak kendileg diger canlilarin ygamlari icin
gerekli olan besinleri sentezlerler. Mebitkilerin dnemi, sadece primer Uretici olmalari
ile sinirh degildir. Ekosistemin oksijen ve karbondioksit deng@sikorunmasi ve buna
bagll olarak yerytzindeki sicaklik kontroliningmnmasinda da vazifelidirler. Ayrica
erozyonu Onleyerek, topta organik madde kazandirarak, canlilara barinma ve
beslenme ortami temin ederek ekosistemin devammhlda sglarlar. Bunlarin dyinda;
tarimda, mobilyacilikta, tekstilde, ila¢ ve kimyanayinde ve sis bitkisi olarak peyzaj
dizenlemelerinde de kullanilirlar. Tim bu gorevlditkilerin dgzanin vazgecilmez
unsurlar olduklarinin ¢ok acgik bir gdstergesidiakat canli ygami icin bu kadar
onemli olan bitki gekimi ve verimliligi, ¢sesitli cevresel faktorlerden de olumsuz
etkilenir (Levitt 1980; Ozcaet al. 2004; Kaya 2008; Yamur 2008).

Yirminci ylzyilda dinya niufusu 5,5 milyara ghastir. Her yil ortalama 90 milyonluk
artis gostererek 2050 yilinda 8,5 milyara aneasi beklenmektedir. NUfusun artmasina
paralel olarak ki basina digen kslenebilir tarim arazisi giinden gine azalmaktacon S
donemlerde, modern tarimin gefiesiyle global besin tretimi bir élcide artirighm.
Buna r&men, ginimuizde dunya nufusunun 1/5’i kronik aclkdg! kariyadir (Racet
al. 1999). FAO’nun (Birlemis Milletler Gida ve Tarim Organizasyonu) 2003 yili
istatistik verilerine gore ulkemiz topraklarinin %3'si tarimsal amach olarak
kullaniimaktadir. Ancak diinyada olgiu gibi, Glkemizde deslenebilir tarim alanlarinin
cesitli stres faktorlerinin etkisiyle kullanilamaz dunda olmasi ve nifus atisu anda
herhangi bir kithk tehlikesi olmasa da, uzun dodemrisk faktori olarak
degerlendiriimektedir (Dgru 2006).



Bitkiler, yasadiklar cevrelerde yamlarinin her doneminde biyume ve gek
sanslarini sinirlayici pek ¢ok olumssartlara maruz kalarak strese girebilirl&tres
kisaca; bitkilerde zarar meydana getiren guc (dyal) olarak kabul edilir. Bu zarar
metabolizmanin bozulmasi sonucugaccikar ve sonugta; bir bitkinin veya organlarinin
biyime, gelime ve hatta verimliiinde azalmaya neden olabilir. Bitkiler streslere
karsl, birgcok mekanizmanin yaninda, biyokimyasal veydipjik mekanizmalarini
devreye sokarak cevap verirler. Bu mekanizmalagpkiteri sinirli olmasi hesabiyle,
bitkiler bir veya daha fazla olumsugartlara kagi sinirli bir cevap kapasitesine
sahiptirler (Hale and Orcutt 1987; Kocagklin 2004; Mutlu 2005).

Canlilarin stressiz bir ortamdasganalari nadir bir olaydir ve bu durumda sifir stres
denilen bir olaydan s6z edili§ifir stres, canlilarda hasar meydana getirmeyen, verim
ve kalitede bir azalmaya yol a¢cmayan bir ortamdsganyeyla sglanir. Bu durum
bitkiler agcisindan biyume igin optimugartlarla sglanabilir. Bitkiler Gizerinde stresin
dereceleri genisinirlar icerisinde dalim gdsterir ve sifir stresten, 1hmli wéddetli
strese kadar cok @gsken dereceleri bulunur. Stresin derecesi bitki n@rigore de
degisebilmektedir. Yani bir bitki tiriinde yuksek dereeestrese sebep olan bir faktor,
diger bitki turiinde 1hml veya sifir strese sebepbdia Strese dayaniklilik, bitkinin
blylme ve gejime dénemine gore de gleebilir. Bitkilerin bazi kisimlari (tohumlar,
tomurcuk ve dormant hucreler) strese dayanikli ,ikéer kisimlari (meristemler,
sukkulent organlar ve fideler) daha duyarlidir. wgr bitkiler ygamak zorunda
olduklar cevreye kismen veya tamamen adapte at@bidzellgine sahiptirler (Bidwell
1974;Hale and Orcutt 1987; Salisbury and Ross 1992 dRimitki, stresin oldurici
olmayan dozlarina maruz kaldiktan sonra strese dihanikli olabilir. Bu olay
kuvvetlenme (hardening) veya aklimasyon safhasi olarak adldndirStrese
dayaniklilgin belli bali iki tipinden birisi sakinma ve geri de toleranstirSakinma

dis cevrede stres ojturabilecek keullar olmasina rgmen, bitki hiicrelerini stres altina
sokmayan bir i¢c ortam gnmasidirTolerans ise giri dis stressartlarinda glevligini

ya da canliigini devam ettirme yani strese dayanma kapasite@{@icacalskan 2004;
Tasgin 2004).



Bir ekosistemde bitkilere etkiyen pek cok stresriagari bulunabilir. Bunlar fiziksel,
kimyasal ve biyolojik olmak Uzere ¢ gruba ayrileb{Cizelge 1.1) (Kocacakan
2004; Kadiglu 2004).

Cizelge 1.1 Bitkiler icin baslica stres kaynaklari

Fiziksel stresler Kimyasal stresler Biyolojik streger
Kuraklik Hava kirliligi Rekabet

Sicaklik Allelokimyasallar Allelopati
Radyasyon Besinler (inorganik mad.) Simbiyosis

Sel Pestisitler, toksinler Insan tahribi
Makineler, elektrik Tuzlar Hastalik etkenleri
Manyetik alan, rizgar Topgan pH' sI Bocekler

Dunya genelinde bitkisel Gretimde Urin kaybiniglisa nedeni abiyotik streslerdir ve
onemli tarimsal Grtnlerin ortalama Uretimini yakka%50 azaltarak tarim endudstrisinin
gelecgini tehdit etmektedir (Mahajan and Tuteja 2005)nigi Uzerindeki kullanilabilir
alanlar stres faktorlerine gore siniflandigidda, d@al bir stres faktori olan kuraklik
stresi %26, bunu %20 ile mineral stresi ve %15dgik ve don stresi takip etmektedir.
Bunlarin dginda kalan dier tum stresler %29’luk bir pay alirken, yalnizcal®luk bir
alan herhangi bir cevresel stres faktérine mardmaaaktadir (Blum 1986; Guler
2008).

Dunyada kontrol edilemeyen klimatik faktorlerinsbada sicaklik gelir. Bitkiler ise
poikiloterm canlilardir; yani cevrelerindeki sicgdd uyum gosterirler. Bu nedenle
dusuk sicaklik bitki buyimesi ve gejmesi ile Uriin miktari ve kalitesini kisitlayan en
onemli stres faktorlerinden birisi konumundadiref@inkus (1992), ekonomik dneme
sahip bitkileri diguk sicakhk zararindan korumak icin dinya genelizdek olarak
yaklasik 100 milyon dolar harcanmasinagnaen, yillik ekonomik kaybin 10-100
milyon dolar civarinda oldtunu belirtmigtir. DUsUk sicaklik bitkilerde c¢imlenme,
bliyime ve gedime, reproduktif organlar ve hasat sonrasi depolaiirasi de dahil
olmak Uzere birgcok olay Gzerinde etkili olan ¢eetdsr faktordur (Lyons 1973; Wang



1990) Ornesin diinyanin ortalama sicagindaki 1°C’lik diists piring tretiminde %40
azalmaya neden olabilmektedir. Yine narencigactarinda, bazi sebzelerde ve tahil
bitkilerinde 2 °C’lik bir dona dayaniklilik sglanabilse, yerylziu ekim alanlarinin
genglemesiyle birlikte bunlarin toplam veriminde birtigrolacal aciktir (Hale and
Orcutt 1987; Tggin 2004).

Bitkilerin soguga uyumu nasil gerceldigginin anlaiimasi, aclgin bir risk faktori
oldugu gelecekte, sk oldysu icin tarim yapilamayarslenebilir tarim arazilerinin
kullanilabilmelerine imkéan ggayacaktir. Saoguga uyum, bitki metabolizmasinda
bircok morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal dgsimin meydana geld@ oldukca
karmalk bir olaydir. Bu dgisimler arasinda blyumenin durmasi, dokulardaki su
miktarinin azalmasi, rozet glumu, absisik asit (ABA) miktarinin gecici olarakraasi,
membran lipid kompozisyonunun glgmesi, serbest prolin, ¢ozunebilir karbohidratlar
ile antifriz proteinler gibi osmotik etkinde sahip molekullerin birikimi, antioksidan
enzimlerin aktiviteleri ile antioksidan molekillerimiktarinin yaninda, bircok genin
ifadesinin artmasi sayilabilir. Sayilan bu paraedetin bitkisel dokulardaki miktari ve
aktivitelerindeki dgisimlere gore, bir bitkinin dgilkk sicaklga duyarli mi yoksa
toleransli mi oldgu, toleransl ise smga uyumun sglanmasi icin hangi metabolik
degisimlerin olusmasi gerekfii konusunda fikir elde edilebilmektedir (Tad al. 1998;
Dogru 2006).

Cevre sicakfiinin suyun donma noktasinin altinastiigii durumlarda, bir¢cok bitkide
Usime ve donma hasariortaya cikar. Bu hasarin ortaya gikderecesi sgugun
siddetine, bitkinin sgukta kalma suresine, gokta kaldgl olgunluk safhasina, bitki
yapisindaki c¢ozulebilirseker ile prolin iceggine, bitki bunyesindeki buylimeyi
dizenleyicilerin dengesine (Wang 1982) ve son rgiigi bulgulara gore antifriz
Ozelligindeki apoplastik (ekstraselilar) polipeptitlerntezleyebilme yeteneklerine gére
degisebilmektedir (Hale and Orcutt 1987; Urrieaal. 1992; Griffithet al. 1992; Honet
al. 1994; Tagin 2004).

Son yillarda yapilan c¢amalarda, sguga toleransl bitkilerde bulunan antifriz

proteinlerinin, bitkilerin apoplastik bdlgelerindiyun donma noktasini girerek ve



olusan buzun morfolojisini d@stirerek canlinin sguga kasl toleransli olmasini
saladigl bulunmuytur (Griffith et al. 1992; 1997; Yu and Griffith 2001; Atici and
Nalbantglu 1999a,b; ve 2003; Fan et al. 2006). Apoplast, bitkinin icsel bir
cevresidir. Bizim vicudumuz lenf ve doku sivisiidgsel bir cevreye sahip olmasiyla
benzersekilde, biatin bitki hiicreleri de apoplast (ekstluse ve interselular alanlar)
adi verilen sivi bir ortamla katilir. Apoplast, gefime, beslenme, sinyal iletimi ve
savunma gibi pek cok olayin meydana galddinamik bir bélgedir. Bizim
vilcudumuzdaki i¢sel ¢cevrenin cok 6nemli fonksiyomla kasgilik, apoplastin dinamik
fonksiyonu da bitki hayatinin devaminda pek gelgden 6nce gereklidir (Kinet al.
2000; Mutlu 2005; Tggin et al. 2006).

Apoplastin bircok 6énemli fonksiyonlari icerisinglenlar sayilabilir (Sakurai 1998; Atici
and Nalbantglu 2003; Chikov and Bakirova 2004).

1. Apoplastik enzimler aracgi ile polisakkarit, protein ve lignin gibi hicre \ar
molekdllerinin sentezi, yikimi ve diizenlenmesi.

2. Ozon, s@uk ve sulftir dioksit gibi zararl cevresel faktGdeve patojen saldirilarina
karsi hicre icinin (simplast) korunmasi.

3. Sadece su gibi iyi ggnan molekdllerin dgl, ayni zamanda inorganik ve organik
bilesiklerin tasinmasinin diizenlenmesi.

4. Iyon dengesi, pH ve su icgimi ayarlayarak icsel homeostasisin diizenlenmesi.

Son on yilda, 6zellikle stres altindaki bitkileriapoplastik bélgelerinde bulunan
bilesikler Gzerine ygun argtirmalar yapilmg ve bitkinin ¢gevresel streslere cevabinda
ve streslere tolerans kazanmasinda bu bdlgenin iaeedikkat cekilmgtir (Michael et

al. 1993; Duran-Carril and Bujan 1998; Atici and Naltoglu 1999 a, b; 2003; Wareft

al. 2004). Bircok cakmada ise antioksidan enzimlerin bitki hicrelerirapoplast
(ekstraselular) bolgesinde de lokalize @duve cevresel streslere cevapta 6nemli
rollerinin bulundgu belirtilmistir. Bu U¢li antioksidan sistem (katalaz, peroksjda
superoksid dismutaz), hicresel hasarlarin ilkldsas1 apoplastik bélgede ROT
bilesiklerinin sistemli birsekilde uzaklamasini gercekigirirler (Lin and Kao 2001;
Hernandezt al. 2000; Minibaeva and Gordon 2003; Mudual 2009).



DusUk sicakliklarda sguga toleransli birgok canli, dokularda buz pimuna rgmen
uzun bir stire canh kalabilir (Burket al. 1976). Onceleri sauga toleransh boyle canli
dokulardaki buz olgumunun kendiginden meydana gelgii ve daha sonra sicagin
diUsUstine b&h olarak canlinin dier dokularina yayilgn kabul edilmekteydi (Burket
al. 1976; Burke and Lindow 1990). Ancakgsga toleransli bocekler, eklem bacaklilar,
baliklar ve bitkilerde yapilan camalar boyle canlilarda ektraselular buzsalaunun
O0zel bazi proteinler tarafindan kontrol edilereknih@ hasarinin tolera ediili
gosterilmitir (Storey and Storey 1988; Dumanal. 1991; Griffithet al. 1992; Tagin
2004).

Donma, hiicresel organizmalar icin éldurtict bir etke Ozellikle intraseltlar bolgenin
dehidrasyonu ve buz kristallerinin neden @ddiziksel zarar, donma hasari ve 6lime
sebep olabilmektedir ( Lewitt 1980; Hale and Ort897; Yanget al. 1988). Bitkiler,
donmaya kan direncleri ve donma sicakliklari acisindan birlden farkhdirlar.
Donma toleransi (yapraklarda gozlenen dahastk donma hasari ve yapraklarin
apoplastik proteinlerindeki daha yiksek buz niukfleasaktiviteleri) ekstraselllar buz
olusumuna dayanma ve intraselilar buz salmunu 6nleme kapasitesine ghdir.
Donmaya toleransli bitkiler, sadece ekstraselilarz bolsumunun bgadig
sicakliklardan daha duk sicakliklarda hasar gosterirler (Antikainen 109Bitkiler
hiicreyi korumak icin 6ldurici intraseltlar ve isillar buz olsumuna kagi bircok
bilesik Uretirler. Bu ylizden 06zellikle kik bitkiler, apoplastik boélgelerindgeker,
aminoasit ve antifriz proteinleri de iceren antifbilesikleri biriktirirler (Griffith et al.
1997; Atici and Nalbangtu 1999 a, b; Ewarket al. 1999). Son yillarda yapilan
calismalarda, bitki antifriz proteinlerinin (AFP) bitletin apoplastik bélgelerinde
bulundgu ve donma noktasini girerek bitkinin sguga toleransli olmasini
sagladiklarl belirlenmgtir. Ayrica antifriz proteinlerin buz kristallerindaslanarak
onlarin sekillerini dezistirdikleri ve buzun yeniden kristajeesini engelledikleri de
bilinmektedir (Ewartet al. 1999; Atici and Nalbangu 2003; Tagin 2004).

Bitkiler, donma sicak#iina maruz kaldiklarinda neler olabilgo@n bilinmesi icin

suyun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile donmaaginin iyice bilinmesi gerekmektedir.



0°C’deki saf su icerisinde, katidan siviya veya sami#atiya bir faz gegi olur. Bitiin

cOzeltilerde donma olayl flamadan 6nce bir siper @ona olayl goéralur. Bu olay,
cOzeltinin saf suya gére daha ge¢c donmasiglasaCozeltilerde oldgu gibi, hicreler
de farkll sicakliklarda donma ve erime gosterirl2onma, stper $muma gosteren bir
cOzeltide bgadiktan sonra ¢ozeltinin tamami donuncaya kadsameeder (Atici and
Nalbant@lu 2003; Tagin 2004).

Saf suda veya bir ¢ozelti icerisinde donma olayiz mtkleatorleri (buz kristalini
verecek cekirdek) tarafindan stratlgvik edilerek balatilir. Genellikle saf sudauz
niikleasyonu 0°C ile -5°C arasinda meydana gelir. Cozeltiler gibi bitki diakinin
donma noktasi da bu sicaklik agatdan daha diikttr. Bitki doku ve hicre
sivilarindaki donma noktasi bitkiden bitkiye, dokonddokuya ve hatta hiicreden
hiicreye dgisebilmektedir. Orngin, hiicre icerisindeki sivilar (intraselular sivi),
hiicreleraras! buklardaki sivilar (interselular sivi) ve hicresiddaki (ekstraselular
sivi) sivilardan daha gon olduklarindan dolayr osmotik potansiyelleri datigiiktr.
Bu nedenle hicre igerisinin donma noktasi hiicge sivilarina gore daha glikttr
(Hale and Orcut 1987; Salisbury and Ross 1992).

Eger cevre sicakii suyun donma noktasinin altina sdise, bitkinin apoplastik
bolgelerindeki (ekstraselular) cozeltilegira diizeyde sgumaya bgar. intraselular
sivilar ile ekstraselular sivilar gimdan temas etmeginden, hicre icinden hicrestha
dogru bir buhar basinci gradienti meydana gelir. Apspk bdlgedeki ¢ozeltiler hiicre
icine gore seyreltik oldtundan, buz nukletorleri bu alanda buz kristallerioiusumunu
¢cok daha erken bitirlar. Hiicre icindeki buz obumu, potansiyelin diiik tutulmasiyla
bir stire 6nlenebilir. Protoplazmanin dehidrasyoiktani, hicre icerisindeki osmotik

(apoplastik bolgeye) pompalanfekil 1.1).



Apoplastik bolge

Simplastik bolge

Sekil 1. 1.DusUk sicaklga maruz kalny bir yaprakta simplastik bélgedeki suyun
apoplastik bolgelere gonderilmesi ile apoplastilgbde buz olgumu (Tggin 2004).

Sonucta hucre icerisindeki donma, bir dereceye kédéenms olur. Nitekim hicre
icerisinde ¢ok az da olsa bir donmanin olmasi olikaginiimaz kilar. Bu nedenle
donma, fizyolojik olarak apoplastik bolgeye itigniolunur. Ancak, c¢gu bitkiler
apoplastik bolgede meydana gelen donmanitwidusu hasari her zaman tolera
edemezler. Clinkl apoplastik bdlge donduktan soieebuz kristalleri, hiicre ¢eper ve

zarlarinda doniiimi olmayan hasara yol acar (Hale and Orcut 198ifitls et al.
1992; Salisbury and Ross 1992;3ia 2004).

AFP’lerin bulund@gu co6zeltiierde donma davranilizerine yapilan agarmalar; bu
molekdllerin  buzu adsorpladiklarini gostegtini (Duman and DeVries 1974;
Tomimatsuet al. 1976; DeVries 1983; Griffitlet al. 1992). AFP’leri su molekdillerini
farkl bir sekilde b&lamak suretiyle donma noktasinisdtiirler (DeVries 1983; 1986;
Urritia et al. 1992). Bdyle durumda, bir buz kristalinin getii ve morfolojisi oval
durumdan altigenimsi duruma d@fi Gelsimin daha ileri gamalarinda kristal,
pramidal bir yapi kazanir (DeVries 1983; Raymatdal. 1989; Griffith et al. 1992;
Hon et al. 1992). Oval olarak gelen buz kristali hem yatay hem de dikey yonde

geliserek hizli bir buyime gdstermektedir. Ancak piraahigelsmeyle olgturulan bir



buz kristali zamanla sadece yatay gk kicuk gnemsi bir yapiya doniir. Boylece
bitkinin apoplastik bolgelerinde oval durumda g®lesiyle hicre duvart ve
membranlarini parcalayacak olan kristal, donma rnasaen aza indirildii piramidal
bir yapiya dongturalir (Griffith et al. 1992; Atici and Nalbangiu 2003; Tagin 2004).

Antifriz proteinleri ilk olarak Antartika’da ygayan baliklarin kan serumlarindan izole
edilmistir. AFP’ler karbohidratlarla Ganmazlar ve antifriz glikoproteinlerden (AFGP)
yapisal olarak cok farklidirlar. En 6nemli farkhlbuz kristalinin farkh yizeylerine
baglanmalardir. Mesela AFGP’ler buzun prizma ylzeyiaglanirken AFP’ler farkli
pramidal yltzeylere t@anirlar. Baliklarda 5 tip, boceklerde 2 tip, bigkde ise 3 tip
AFP belirlenmgtir (Ewart et al. 1999). Bitki antifriz proteinleri ilk olarak M.Gifith
tarafindan Kanada'da ¢k cavdardan izole edilngiir. Bitkilerdeki bu antifriz
proteinler de buz kristallerinin buylimesini enggdieek bitkiye s@uk toleransi
kazandirirlar. Bu 3 bitki proteini, bitki hastalékina sebep olan patojenlerden
etkilenerek salinan kitinaz, glukonaz ve thomadgnyapisal olarak benzerlik gosterirler
(Ewartet al.1999; Tggin 2004).

Kislik cavdar ve klik bugday interseluler yiizeylerde ghn buz ile -20°C’den daha
distk sicakliklarda donma direnci gosteren bir bitkidBu bitkiler diguk sicakhklara
uyum gosterince, buzlarin glugu yaprak apoplastlarinda protein salgilanir (Pearce
1988; Bruslet al. 1994; Atici and Nalbangtu 1999). Bitki antifriz proteinleri bitkilerin
genellikle apoplastik bdlge denilen kisimlarindduburlar (Honet al. 1995; Ewartet

al. 1999).

Diger cevresel streslerde ofglu gibi, s@uk stresi altindaki bitkilerin strese
cevaplarindan en ilki ve en onemligaktif oksijen turlerinin (ROT) olusumuna
neden olan 6nemli bazi metabolik yollarin aktivenasidir. ROT, hicre hasar ve
olumlerinin tetikleyicisi ve cevre hicrelerdeki sawnaya bgll genlerin indiksiyonu
icin yayilabilir bir sinyal olarak cajir. Reaktif oksijen turleri (veya serbest radikglle

arasinda singlet oksijert@,), siiperoksid anyonu ¢0), hidrojen peroksit (bD,), ve
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hidroksil radikali {OH) gibileri sayilabilir. Serbest radikaller bir veya daha fazla
eslesmemg elektrona sahip, kisa 6mdarll, kararsiz, molelgitli& disik ve cok aktif

molekiller olarak tanimlanabilir. Bitkiler, hicrelei oksidatif hasardan koruyan
antioksidan sistemler ile birlikte ROT'un seviydaskontrol eden ve bunlarin normal

formlarina dongimind katalizleyen antioksidan enzimlere de sah{@echevet al.
2002; Minibaeva and Gordon 2003a; Mutlu 2005).

Singlet Oksijen (0O, molekiler oksijenin yiiksek enerji ile uyarignformudur.
Oksijenin bu formununizerinde ortaklgmamsg elektronu bulunmagi icin radikal
Ozelligi yoktur. Fakat oksidan Ozelii oldukga yuksektir. Kayna fotosentez
reaksiyonlari sirasinda elektron transport sistdeknklorofil pigmentleridir (Foyeet
al. 1997; Guler 2008). Serbest radikal reaksiyonlaripglamasina sebep olabifili
gibi serbest radikal reaksiyonlarinin Grtini oladakmeydana gelebilir. Ayrica biyolojik
sistemlerde ¢#tli yollarla kimyasal veya fotokimyasal olarak deetilebildigi gibi lipid
peroksidasyonu sirasinda dasalbilir (Cinar 2005)Singlet oksijen dier molekillerle
etkilestiginde ya icerdii enerjiyi transfer eder, ya da kovalent tepkimelagirer.
Ozellikle karbon-karbon cift Ggari singlet oksijenin tepkimeye gigdi baglardir.
Doymams yag asitleri ile de dgrudan tepkimeye girerek peroksit radikalini gilwrur
ve ‘OH kadar etkin birsekilde lipid peroksidasyonunu databilir. Hiicre zarlarinin
glikolipid, fosfolipid, sterol ve gliserid yapisiakli doymany yag asitleriyle reaksiyona
girerek peroksitler, aldehitler, hidroksi gaasitleri ve pentan gibi ¢gli lipid
peroksidasyon urtnlerini oftururlar (Gechevet al. 2002; Minibaeva and Gordon
2003a, Mutlu 2005).

Oksijene bir elektron verilmesiyle hizli bjekilde olgan stperoksit anyonu (Q"),
oldukca reaktiftir ve lipidlerin yani sira ghr biyokimyasal bilgenlerin de
oksidasyonuna sebep olur. Bu radikalin lipid perm&syonu, membran hasari, hiicresel
toksisite ve DNA'daki tek zincir kiriklarina sebegdugu belirtiimistir (Fridovich
1995). Superoksit radikali ayrica, hidrojen pertksieaksiyona girerek ¢cok daha toksik
bir molekdl olan hidroksil radikalini Gretebilir. &ber-Weiss reaksiyonu olarak bilinen

bu reaksiyon demir ve bakir gibi metallerin katétliigiinde oldukca hizli gercelie.
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Superoksit radikali, yiksek katalitik etkiye salsigperoksit dismutaz (SOD) enziminin
etkisiyle dismutasyona girerek konsantrasyonu dzdltalliwell 1984; Guler 2008).

Superoksit grubuna gore daha az etkili oladrojen peroksit (H20,), oksijenin
enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyla ga superoksitlerin enzimatik veya
enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucuswl Stperoksitin olgtugu
yerlerde (peroksizomlar, elektronstaa zinciri, plazma membrani, ekstraselllar
matriks) 6nemli miktarda ¥D, de Uretilir (Slesalet al. 2007). Yapisinda paydamams
elektron icermediinden radikal Ozellik tamaz. BHOy'nin oksitleyici bir tlr olarak
bilinmesinin nedeni demir ve bakir gibi metal iyanhin varlginda hidroksil
radikalinin 6nculiu olarak davranmasidir,®3 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda
bulunan demir ile tepkimeye girerek yuksek oksidasyllizeyindeki reaktif demir
formlarini olgturur. Bu formdaki demir ¢cok guclu oksitleyici Gliklere sahip olup,
hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi raditegkimeleri balatabilir. Oksitleyici
Ozelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde aolan HO,'nin ortamdan uzakkdiriimasi
gerekir (Halliwell 1984; Giler 2008). Bu gorevi &tz ve peroksidaz gibi antioksidan
enzimler HO ve Q gibi Urlinlere dongturerek yerine getirir. Oksitatif streslere tolesan
sgilamada Dbitkilerin bu enzimlerin hicresel seviyeaieridizenlenmesi oldukca
onemlidir (Gecheet al. 2002; Minibaeva and Gordon 2003a, Mutlu 2005).

Oksijen radikalleri icerisinde en aktif ve en tdksilani hidroksil radikalidir ( "OH).
Hidroksil radikali, iyonlgtirici radyasyonun (xsinlari) etkisiyle su molekillerinin
homolitik kirllmasi sonucunda aiftwgu gibi hidrojen peroksit molekulinin metaller ile
reaksiyonu sonucunda eksik indirgenmesi ile desatdiir (Stahl and Sies 2002).
Biyolojik sistemlerin tanidii en reaktif tir olan'OH, Uretildigi her yerde bircok
molekdl ile reaksiyon verir ve su dahil rasti&dher molekille tepkimeye girebilir.
Butlin bu tepkimeleftOH'in paylailmams elektron iceren diorbitaline elektron alma
ilgisinden kaynaklanir (Halliwell 1984). Hidroksiddikalinin sebep oldtu en dnemli
hasar, lipid peroksidasyonu olarak bilinen serbadtkal zincir reaksiyonudufOH'in
baslica hedefi yg asitleri olup zar lipidlerinin peroksidasyonu zagiapisini bozar ve

gecirgenlgini artirip hiicre 6limune sebep olabilir (Nishiyaetaal. 1998; Guler 2008).
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Organizmadaki serbest radikal g@lunun argina veya antioksidan savunma
sisteminin yetersiz#ine ba&li olarak oksidan-antioksidan dengesinin radikalédrine
bozulmasi sonucunda, hiicre icerisinde biyomolekiilkeserbest radikaller kolaylikla
reaksiyona girerler ve zincirleme reaksiyonlarisla@rak yeni serbest radikal
olusumuna neden olurlar (Augustet al. 1997). Olgan serbest radikaller, biyolojik
sistemlerde g¢gtli anormalliklere ve c¢ok 6nemli biyokimyasal-fialojik hasarlara
neden oldgu belirlenmgtir. Bu serbest radikaller; proteinler, lipidleradbohidratlar ve
nikleik asitlerin dgal yapilarinin bozulmasina sebep olabilmektedif$émsek 1999;
Kuru 2007 )

Serbest radikallerin uyargh hticre yikiminda énemli bir mekanizma da doymayag
asitlerinin  oksidatif yikimi olan lipid peroksidasyonudur (LPO). Lipid
peroksidasyonu membran butiglinin yok olmasina, hicrenin elektrolitlere
gecirgenlginin artmasina neden olur. Ozellikle Ca ve Na igomin hiicre icerisine
kontrolstiz gegi, hiicrenin enerji olgturan mekanizmalarini etkileyebilimtraselltiler
Ca iyonlarindaki argi protein ve lipidlerde daha fazla hasara nedehileleek proteaz
ve fosfolipazi aktive eder. Bu ayni zamanda DNA/dpisal hasara ve hicre 6limine
neden olabilecek enzim inaktivasyonuna neden alalfalliwell 1994). Bircok
hiicresel hasardan sonra meydana gelen dokulamnetasyonu, serbest radikaller ve
lipid peroksidasyonu sonucu elr (Simsek 1999). Lipitlerdeki doymamiyag asitleri,
otooksidasyonagimlidirler. Otooksidasyon iki ¢ift bg arasindaki metilen grubunun
cevresinden kolayca etkilenerek hidrojen atomununitkaybetmesi ile olgan serbest
radikalden kaynaklanmaktadir. Hidrojen ayrilmasiknnedeni reaktif oksijen turleri
hareketidir. ROT’lar direkt hasara neden olabildiklgibi birbirlerini etkileyerek, en
reaktif radikal olan hidroksil radikaliniQH) olusturmakta ve doymargiyag asitlerine
etki etmektedirler (Wood and Smith 1991). Otooksydm sonucu veya daha farkl
yollardan olgan serbest radikallerin orani, savunma mekanizmmaharkapasitesini
asacak oranda olursa, organizmadaki biyomolekiller dumumdan olumsuz olarak
etkilemektedirler. Bu etkiye en duyarli olan mol®&i lipidlerdir. Membranlardaki
kolesterol ve yg asitlerinin doymansi baslari, serbest radikallerle kolayca reaksiyon
vererek peroksidasyon drtnlerini giururlar. Coklu doymangi (poliansatiire) y&a

asitlerinin oksidatif yikimi, lipit peroksidasyonnlarak bilinir ve oldukca zararlidir.
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Cunktu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyoraklinde ilerler. Lipid
peroksidasyonu ile ofan membran hasari geri d@dinstzdir (Akkg 1995).
Biyolojik sistemlerde LPO’yu bgatan serbest radikalin, stiperoksit anyonu ilelidel
de hidroksil radikali oldgu kabul edilmektedir. Serbest radikal etkisi ilegyasidi

zincirinden hidrojen atomunun uzakteasi, bu yg asidinin radikal O6zelfi

kazanmasina neden olmaktadir. Boylecesanulipid radikali dayaniksiz bir byktir.

Molekdl ici konjuge edilen k#arinin farkli pozisyonlara gelmesi ile ggklige

ugrayabilen kararsiz lipid radikalinin molekiler gksile tepkimesi sonucu lipid
peroksit radikali meydana gelir (Spiteller 2001;rg2007).

Lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile olgan ve biyolojik olarak reaktif olan aldehitler ya
hiicre diuzeyinde metabolize edilirler veyaglaagictaki etki alanlarindan diffiize olup
hiicrenin dger bolimlerine hasari yayarlar. U¢ veya daha faiftabag iceren ya&
asitlerinin peroksidasyonunda, malondialdehid (MD#Agydana gelir (Yiimazt al.
2003). MDA ya& asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatifibdikatoru dgildir,
fakat lipid peroksidasyonunun derecesi ile iyi kworelasyon gosterir. Bu sebeple
organizmada okan LPO dulzeyini 6lgmek icin MDA seviyelerinin ol¢camsiklikla
kullanilan bir yontemdir. MDA, tiyobarbitirik asile pembe renkli bir kompleks
olusturmakta ve olgan bu c¢ozeltinin absorbans ggelerinden LPO'nun derecesi
saptanmaktadir (Yiimaet al. 2003; Kuru 2007).

Bir antioksidan enzim olakatalaz (CAT) (E.C.1.11.1.6) bitki dokularinda ¢ok yuksek
dagihm  gostermektedir.  Aerobik  organizmalarin  hepsind omurgalilarda,
omurgasizlarda, bitkilerde ve mantarlarda bulun@acikt(Bergmeyer and Grabl 1983).
CAT yilksek konsantrasyondaki,® nin 2 elektronunu kullanarak su ve oksijene
indirgenmesini katalizleyen demir porfirin icereetramerik ve yiksek molekdl
agirhgina sahip bir enzimdir (McClung 1997; Chaudiere dfetrari 1999). Ayni
zamanda CAT, diilk H,O, konsantrasyonlarinda alkoller, askorbat ve fenerdn
indirgenmi substratlari kullanarak peroksidatif aktivite gisbilir (Chaudiere and

Ferrari 1999). CAT’In gorev algh reaksiyonlar gagidaki gibidir.
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2 HO, —»  2H,0 + O (Katalitik Aktivite)

ROOH+AH ——* 4+ ROH + A (Peroksidatif Aktivite)

Pek cok bitki hicresinde enzimin buyuk bir kismipOpinin  yiksek oldgu
peroksizomlarda bulunur. CAT c¢ok az miktarda mitatko matriksinde de bulunur.
CAT'In bitki dokusunda HO, nin uzaklatiriimasinda énemli rol oynagh belirtiimistir
(Patkowski and Urbanek 2003). Solunum zincirindesijenin eksik indirgenmesinden
olusan HO,yi O, ye indirger (Chaudiere and Ferrari 1999). CAT imé& fonksiyonu,
molekiler @ mevcudiyetinde metabolizmanin bazi kademelerindegéenen radikal
karakterli HO,nin ve ROOH gibi bir peroksitin radikafini gidererek 6zellikle
membranlarda okabilecek geri doniiimsiz hasarlari engellemektedir. ZiraQg
singlet oksijen0,) ve hidroksil radikallerinin (OH potansiyel kaynadir (Scandalios

1993; Chaudiere and Ferrari 1999).

Antioksidan enzimlerden bir geri peroksidaz (POD) (E.C.1.11.1.7) enzimidir. POD,
H,O,Vi kullanarak fenoller ve hidrokinonlar gibi cok ysda aromatik bilgenlerin
dehidrojenasyonunu katalizleyen (Bergmeyer and IGd#&383) ve HEM prostetik
grubuna sahip bir proteindir (Banci 1997; Kenhal. 2000). Coklu molekuler formlara
ve geng bir hicre alti dalimina sahip olan POD, bitkilerde buylk orandaubul.
POD, elversiz cevresel faktorler altinda dretilen zararl igs radikallerinin
seviyesini duzenler ve bitki hicresinin en énemdrdyucu enzimlerinden birisidir
(Bakardjieva and Christov 1996). Molekulgidiklari 35-100 kDa arasinda
degsismektedir. POD’lar gagidaki reaksiyonu katalizlerler.
AH + H,O, » A +2H,0

Bitkilerde bu reaksiyon sonucu;

1. Serbest fenollerin oksidatif polimerizasyonuhilé&re duvarinda lignin ve suberin

biyosentezi gercekie.
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2. Hicre duvarina kgh fenollerin oksidatif polimerizasyonu ile ¢capraaslanmalar olur
ve hicre duvar serfe. Sonuc olarak peroksidazlar hidrojen peroksiaintkol altinda

tutarak hiicre duvarinin yapisina katiimasiglaséar.

POD’larin spesifik aktivite, substrat ilgisi, kof@kler, inhibitérlere hassasiyet ve
optimum pH gibi biyokimyasal 6zellikleri farkli atagok sayida izoenzimleri bulunur.

POD’lar organizmaya g olmakla birlikte 3 sinifa ayrilabilirler (Bandi997).

1. Hucre ici (simplastik) peroksidazlar
2. Hucre dgi (apoplastik) peroksidazlar

3. Salgilanan bitki peroksidazlari

Dusuk sicaklik, S@ tuzluluk, parazit enfeksiyonu, patojenler, Wyki tesirleri gibi
cesitli stres faktorlerinden yiiksek seviyede etkilerfe@D aktivitesi, bu enzimin stres
enzimi olarak anilmasina sebep oktum (Kerby and Somerville 1992; Bakardjieva
Christov 1996; Chanda and Singh 1997; Lee and 8861a, b; Kimet al. 2000; Tagin

et al. 2006; Mutlu et al. 2009). Bitkisel POD; yapraklarda, yaralanan goech,
kotiledon yapraklarda, gicek saplarinda bulugme bu doku hicrelerinde nukleus,
mitokondri, ribozom, hire membranlari ve hiucrgirdla (apoplast) lokalize olnguur
(Bergmeyer and Grabl 1983; Banci 1997; Haraedl. 1998; Kimet al. 2000; Tagin et
al. 2006; Mutluet al. 2009). POD enziminin ¢ok sayida fizyolojik olaydd oynadgi
ve bircok metabolik olayin gerceklaesine yardimci oldiw aciktir. Bu ylzden bu
kadar cok glev ile bagdastirilan POD enzimi ile ilgili argtirmalar y@un bir sekilde

surduridlmektedir.

Bitki hiicrelerinde bulunan ger 6nemli bir antioksidaatiperoksid dimutaz (SOD)
(E.C.1.15.1.1) enziminin, stiperoksid radikalinifOhidrojen peroksit (kD,) ve
molekdiler oksijene cevirebilgfi anlagiimistir (Sairam and Srivastava 2000; Eyidao et
al. 2003; Minibaeva and Gordon 2003).

2Q +2H > B, + O,
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SOD’un biri sitoplazmada, geri mitokondride olmak uzere iki izoenzimi vardir.
Okaryotlardaki mitokondriyal SOD, karakteristik Kfrmuhtevasi ve amino asit dizili
bakimindan bircok bakterininkine benzer. Bunasik&r sitoplazmadaki ise tamamen
farkll yapiya sahiptir ve Ctile Zn™ iyonu ihtiva eder. Bu enzimler oldukca yiiksek
konsantrasyonda ve aktif bulunur. Cinklt mitokoreldllanilan oksijenin % 1 ile 5
aras! superokside dogriekte ve ancak yuksek bir SOD aktivitesi tarafintbentaraf
edilebilmektedir. Bircok cevresel ve biyotik strersle gerek apoplastik gerekse toplam
hiicresel SOD miktarinin Uretiminde arbldugu belirlenmitir (Hernandezt al. 2001,
Minibaeva and Gordon 2003a; Eyighmet al. 2003; Mutluet al. 2009).

Stressartlari altinda artiriingi antioksidan kapasite, oksidatif hasarin etkiszalanak
icin her zaman vyeterli olmayabilir. Bu ylizden strederansini sgayan sinyal
molekdllerle yapilan ¢aimalar, bitkilerin olumsuz ¢evrelere nasil uyungladiklarini
anlamamiza buyuk katki @ayacaktir. Salisilik asit (SA) veya dger adiyla orto-
hidroksi benzoik asit, bitki fenolikleri grubunddmir bilesiktir. Son calgsmalar, SA’nin
cevresel streslere kay bitki savunma cevabi almasinda kullanilan, hormon benzeri
dogal bir sinyal molekul oldgunu gostermektedir. Bunun yaninda, bazistanailar
SA’nin dagzal bir bitki hormonu oldgunu da kabul etmektedirler. Clinki SA bitki
dokularinda cok diilk konsantrasyonlarda sentezlenir ve bitkinigedi dokularina
tasinarak fizyolojik cevaplarin olwmunu sglar (Kocacalgkan 2004). Serbest SA, 157-
159 °C'de eriyen toz kristaliseklindedir. Suda az c¢o6zunirken, polar organik
cbzlculerde iyi ¢ozunur. Sulu ¢ozeltilerinin pHZ# tir. SA bitkide aktif bigekilde
tasinabilir ve metabolizmaya katilir. Hem dgshl uygulama noktasindan bitkinin farkl
dokularina kolaylikla yayilabilir (Raskin 1992a,Bitki kaynakl salisilatlar antik
cagdan beri tipta kullaniimaktadir. 1828 de Munih'tie kez salisilin, s@utten izole
edilmis ve sonra sgiit ggacinin Latince ismi ola®aliXten dolayi salisilik asit olarak
isimlendirilmistir (Mutlu 2005).
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OH

COOH

Salisilik asit

Modern analitik teknikler kullanilarak, pek cok d@nle bitki tlrtGnin salisilatlar
sentezledikleri bulunnytur. SA’nin en yiksek seviyesi patojen istilasigaams bitki
doku ve nekrozlarinda belirlengtir (Raskin 1992a,b; Durneat al. 1997; Mauch-Mani
and Metraux 1998). SA'In fizyolojik bir etkisi icinlk gosterge ise tutin hicre
kaltirinde ciceklenme hareketini stik etmesi ve gonca ofumunun kefidir
(Eberhardet al. 1989). SA'nin ciceklenmedeki uyarici etkisi dalmra baka bitki
turlerinde gdsterilngive bu SA'nin gigceklenmenin i¢sel bir diizenleyitdu®u onerisini
guclendirmgtir (Cleland and Ajami 1974). Bunun yaninda, baitkilerin rizosferinde
uretilen SA’nin allelopatik kimyasal bir rol oyng@dive salgilanan bitkinin ¢evresinde
blylyen bircok bitkinin biyumesini inhibe gitibulunmutur (Schettel and Balke
1983).

Bircok aratirici, SA’nin ultraviyole gi1g1, kuraklk, sguk ve tuz stresi gibi birgok
cevresel streslerde de bitki cevabini diizegiladgostermgtir (Jandaet al. 1999; Singh
and Usha 2003; Fain et al 2003 ve 2006; Ananiewt al. 2004;Sakhabutdinovat al.
2004; Mutlu et al 2009). Buna ek olarak, &k sartlar altindaki bitkilere gsal SA
uygulamasi, direk veya dolayli olarak antioksidannzie aktivitelerini
degistirebilmektedir (Tagin et al. 2006). SA'nin antioksidan enzim aktiviteleri Uzexi
etkisi, HO, metabolizmasini dizenlemek ileskili oldugu 6ne surilmgtir (Jandaet
al. 2003). SA, zayif bir deterjan 6zglligdsterdgi ve hicre yuzeyinin elektrik yukunu
degistirdiginden, hicre igerisindeki bazi antioksidan enzimlehicre dgina
sekresyonunda rol oynagiyoniinde gorgler de bulunmaktadir (Minibaeva and Gordon
2003a). Ancak, SA'nin yukarida belirtilen pek ¢cakyblojik ve biyokimyasal etkilerine
ragmen, i¢csel SA'nin bu mekanizmadaki duzenleyici rofientiz tam olarak
anlgillamamstir (Tasgin et al. 2006).
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Bugdaygillerden tek yillik bir bitki olararpa (Hordeum vulgare); 2n=14 kromozomlu,
kendine ddllenebilen, ekvatordan °7®&uzey ile 48 giney enlemine ve 4480m
yukseklige kadar gesibir yayilim alanina sahiptir. FAO’ya gore 2005 yda diinyada
tahillar icinde Uretimde kday ve misirdan sonra 56 milyon hektarlik ekim alanl138
milyon tonluk tretimle 3. sirada yer alan 6nemti ltkidir. Turkiye’'de ise bgdaydan
sonra 9 milyon tonluk Uretimle ikinci siradadir.rkiye’nin tum illerinde az ya da ¢ok
yetistirilen arpa Uretiminin yariya yakin kismid¢ Anadolu Bolgesi karlar. Kisa
surede olgunkuigindan (80-90 giin) Erzurum-Kars platolarinda 2000e2ev'ye kadar
yetisebilmektedir. Daha ¢ok hayvan yemi olarak kullamkia beraber malt sanayisinin
de hammaddesidir (Sencar al 1997). Yapilan arkeolojik kazilar arpanin ilk Kiik
alinan bitki oldgunu ortaya koymgiur. Bu aratirmalarda arpanin yakik on bin
yildir yetistirildi gini ve kdkeninin Mezopotomya olgunu goéstermektedir (Harlan and
Zohary 1966). Bir uzun gin bitkisi olan arpaggé& gin uzunluklarina da uyum
salayabilmektedir. Serin iklim tahillari iginde iklinstesi en fazla olanidir. Sicalgh O
°C nin altina dgmeyen ve 18-20 °C'nin Uzerine ¢ikmayan, nispi n&#D - 80 olan
yerler arpa icin ¢cok uygundur. Kuragh ve s@uga dayanikli dgildir. Bu nedenle
Dogu Anadolu’nun yiksek yaylalarindaskk ekim yapilamaz (Karahocagil ve Ege
2004). Acikca, arpa uUretimini artirmanin en etkibllarindan birisi, sguk stresine

toleransini artiracak agrmalardan gecmektedir.

Sasuga direncli kghk bitkilerde, SA apoplastik proteinleri etkileyse bu bitkilerin
sogguk stresine kar korunmasinda rol oynag belirlenmitir (Tasgin et al 2006).
Ancak, s@uga direncli olmayan bitkilerin gmga cevap mekanizmasinda hem
apoplastik proteinlerin hem de SA’'nin apoplastikotpmler Uzerindeki etkileri

bilinmemektedir.

Ik kez bu cakmada, déiik sicakliklara hassas bitkiler (2sitearpa) sguk stresine
maruz kaldginda apoplastik ve simplastik bolgelerinde salu cevap ve bu cevabin
olusumunda apoplastik proteinlerin ve salisilik asidétkileri ortaya konulmgtur.
Bunun yaninda, bitkilerin gok hasarindan korunmasinda, salisilik asidin enlietk

oldugu konsantrasyonu ve etki siresi de belirlesimi Bu calsmayla, SA’nin
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apoplastik ve simplastik bolge Uzerindeki etkisinipelirlenmesi, sguga hassas
bitkilerin saguga cevap mekanizmasinin aplmasina yardimci olacaktir. Ayrica, bu
calsmada SA'nin sguk zararindan korumada etkili olglu konsantrasyonu ve etki
suresinin  belirlenmesi, SA’nin tarlgartlarinda uygulanabiligi Gzerine katki

sglayacaktir.
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2. KAYNAK OZETLER i

Son yillardaki cakmalarla bircok bitkinin donma stresine kakorunmak icin dzel
mekanizmalar geitirdikleri ortaya konmstur (Griffith 1997, Hoshino 1999, Ewart
1999, Yu and Griffith 2001). Qoiga direncli ve hassas gigik bitkiler arasindaki
kalitatif ve kantitatif protein cgtlili gi bir cok calsmada ortaya konmgtur (Cloutier
1983; Griffith 1997; Hoshino 1999; Ewart 1999; Atend Nalbantglu 1999a,b; Yu
and Griffith 2001; Tegin et al. 2006 ). Kghk bitkilerde donma toleransinin artmasi
disUk sicaklga belirgin bir uyum periyodundan sora geliBu periyot dguk sicaklikta
sentezi artan proteinlerin birikimini ar. Bu proteinlerin bazilari, donmadan koruyucu
kriyoproteinler, kinaz regulatérleri, dehidrin igmler ve intraseltlar olanlardir (Jarillo
1994; Close 1997; Wisniewski 1999). Donma hasanrdauyucu proteinlerinsievsel
Ozellikleri, intraselllar proteinleri ve donma-egnsiresince membranlari korumaktir
(Anchordaguy 1987). Bir donma stresinden koruyucotgin olanf-1,3 glukanazin
donma ve erimeye kartilakoidleri korudgu bildirilmistir (Hinchaet al. 1997). Ayrica,
soguga karsi dayanikhgin kazanilmasinda artan antioksidan savunma sisteanm de
bu mekanizma icerisinde 6nemli role sahip @ldubircok aratirmaci tarafindan
belirtiimistir (Yang et al. 2001; Posmylet al 2005; Tagin et al. 2006; Morsyet al
2007).

Sasuk sartlara maruz birakilan bitkilerde meydana gelenma hasariizerine birgok
argtirma mevcuttur. Sguga dayanikli ve hassas dort farklh mandalingidgee ait
meyveler, sgukta depolanmgive bunlarin donma hasarina bakgm Mandalinanin
Clementineve Clemenuleg;ssitlerinde donma hasari ¢ok gikken, Fortuna ve Nova
c¢esitlerinde donma hasarinin oldukca yiksek @ldupelirlenmgtir (Sala 1998). Yine
mandalina ile yapilan bir camada, meyveleri yuksek sicakligartlarina maruz
birakilmg ve bitkide donma hasarina bakigtm. Kontrol sartlarindaki bitkilerde donma
hasari dgtikken, sicaklik muamelelerine maruz kalan bitkdeide donma hasarinin
arttigl tespit edilmgtir (Salaet al. 2000). Mungbean bitkisi gak sartlarinda (4 °C’de)
bekletildiginde, bekleme suresi uzadikca hasarin garigozlenmgtir (Chang et al

2001). Kshk cavdar, karalahana veskk bugday ile yapilan ¢caymalarda, bitkiler
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distk sicakliklarda yegtiriimis ve sicaklik dgtiikce donma hasarinin azgdtespit
edilmistir (Marentezet al. 1993, Atici and Nalbangtu 1999a, Tggin et al. 2003).
Ozellikle, kslk bugday yapraklarindaki hasarda %50 azalmanin @ldoelirlenmitir.
Donma hasarindaki bu gliste apoplastik bdlgenin rolini belirlemek icin, alasgik
bolge sivisi yapraklardan uzaytlaildiktan sonra, yapraklarda donma hasarinin %210
arttigl belirlenmitir (Atict and Nalbantglu 1999a).

SA’nin sicak ve sguk stresindeki bitkilerde donma hasarina etkisigliremek icin
yapilan ¢cagmalarda, 10 pmol SA konsantrasyonunun uygungldelirlenmgtir (Dat
et al. 1998, Tagin et al. 2003). SA ve metil-SA (MeSA) muamelesi misir ydaanda
(Jandaet al. 1999) domateste (Dingt al 2002) ve muz tohumlarinda (Kareg al.
2003) donma hasarina kardirenci artirmgtir. Ayrica salatalik, fasulye ve piring
bitkileri SA ile muamele edilngi ve bu bitkilerin de sguga kasl direng kazang
belirlenmitir (Kang et al. 2002, Bishop 2002). Domates ve fasulye bitkileetd-SA
ile muamele edilmgi ve bitkilerin s@uga kagl tolerans kazangi tespit edilmgtir
(Senaratnaet al. 2000) Pirin¢ fidelerinde SA'nin hiicre membranlarindakeletolit
sizintisini 6nleyerek donma toleransirgladigi bulunmytur (Kang and Saltveit 2002)
Eksojen SA uygulamasiyla hem kontrol hem delUéUsicakliksartlarinda yetitirilen
bugday yapraklarinda donma hasarinigrdésine sebep olgu belirlenmstir (Tasgin
et al. 2003). Tohumlarina SA emdirilghibrit misirla Zea maypsyapilan bir cakmada
SA’nin membran geglerini azaltarak donma hasarini engelfediulunmutur (Farooq
et al 2008).

Su icinde c¢Ozinebilen maddelerin (minerallgekerler, proteinler) suyun donma
noktasini (buz kristallerinin ojma sicakigl) disirmesi olarak kabul edilefbuz
nikleasyon aktivitesi Uzerine bircok ardirma vardir. Kglik ve yazlik cavdar ile
bugday, kglik arpa, karalahana, gk bezelye yapraklarininin apoplastik bélgelerinde
soguk uyumu sonrasinda bazi 6zel proteinlerin semezite oldugu tespit edilmgtir
(Griffith et al. 1992, Marentezt al 1993, Honet al 1994, Antikainen and Griffith
1997, Tagin et al 2003). Bu bitkilerden, klik cavdar, kglik bugday ve karalahana
yapraklarindan ekstrakte edilen apoplastik sividgkoteinlerin buz nikleasyon

aktivitesini artirdiklari belirlenngtir (Marentez et al. 1993, Atici and Nalbangtu
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1999a,b, Tgsin et al. 2003). Ozellikle klik bugdayda aktivitenin 6nemli derecede
artinldig tespit edilmgtir (Atici and Nalbantglu 1999a,b,)

Bugday yapraklarina eksojen SA uygulamasiyla buz radylen aktivitesinde hem
kontrol hem de djiik sicakliksartlarinda biyuk bir aga sebep olmgiur (Tasgin et al.
2003). Bu literatur bilgileri, SA’'nin apoplastik lgg@deki protein sentezinde direk veya

dolayli olarak 6nemli bir rol tstlengini distindtirmektedir.

Uzun yillardan beri insan vicudunda biyokimyasetsderin belirlenmesindeidrojen
peroksitin (H.O2) bir biyolojik isaret olarak kullaniimasi (Halliwekt al. 2000) ve
oksidatif stresler sirasinda miktarinin artmasikileirle ilgilenen bilim insanlari icin
bitkilerde de bu molekulin stresin bigareti old@gu fikrini uyandirmgtir (Cheeseman
2006). Mevcut bilgiler, bitkilerdeki 6énemli sinyaizinlerinde BO,'nin var olduysunu
gostermektedir. Bu olaylara patojen saldirisini jfdgzek 1997; Orozco-Ca’rdenes
al. 2001; Kachrocet al. 2003), stoma hareketleri (Chen and Gallie 2004zakiimg
sistemik direnci (Chert al. 1993) ve programlanmihicre éliumlerini (Levineet al
1994) ornek verebiliriz. Bununla birlikte JB,'nin hicrelerde hizli birsekilde
metabolize edilmesi ve dokulardaki gercek seviyiasme oldgu ile ilgili belirsizlikler,

strese verilen cevap mekanizmalarini anlamayi goraaktadir.

Bitkisel dokularda HO, konsantrasyonunun giik oldusunu gosteren bircok cama
mevcuttur. Orngin, bezelyelerle yapilan bir canada dyaridan 6-8 mM bD,
uygulandginda, bitkide doku hasarlarina ve hicre 6lumlesabep oldgu gibi SOD
(Bhattacharyaet al. 2004) ile Rubisco’nun (Badgest al. 1980) inhibisyonunu da
saladigl gorulmtir (Levineet al. 1994). Dger taraftan canhlarin go gibi bitkilerde
de HOy'yi carpici seviyede metabolize eden mekanizmaleveuttur. Orngin, 10 mM
H.O, ile muamele edilen hiicre bu miktari 10 dakikadahadaz surede metabolize
edebilmektedifLevine et al 1994).Bitkisel dokularda HO,'nin distik olmasi ile ilgili
baska calsmalar da vardirBu calsmalardan birinde tuttiin (Patykowski and Urbanek
2003) yapraklarinda normgértlarda gram dokuda 0.15 pmggftali meyve dokusunda
0.35 umol (Brennan and Frenkel 1977) ve mangrdidaitde 0.067 pmol (Parida and
Das 2005) oldgu tespit edilmjtir. Bu calsmalarin aksine, yapgan gram dokusundaki
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H.O, seviyesinin ¢ok daha ylksek oflinu belirten cagmalari da goérmekteyiz.
Ornesin, Chaparzadeht al (2004), odaartlarinda gefimini stirdiiren kadife giggnde
(Calendulaofficinalis) gram dokuda 6 pmol gibi yiksek®; oldugunu rapor etnstir.
Benzer bgka bir calsmada odaartlarinda yetitirilen Phragmites australiditkisinin
yabani formlarinin yapraklarinda gram dokuda 5 i pmol HO, belirlenmitir
(Velikova and Loreto 2005). Bu catnalarda HO.'nin seviyesiyle ilgili farkli
degerlerin verilmesi biyolojik cgitlilikten ziyade, deneylerde kullanilan metodolog
deneysel belirsizliklerden kaynaklanmaktadir (Ckessn 2006). Orrign, misirla
yapilan cagmalardan birinde gram dokudaki,® miktari 20 pmol (Tewaret al.
2004) bulunurken, 3&a bir aratirici 0.1 pmol (Kimet al. 2003) olarak bulmgiur. Her
iki arastirmacinin calmalarina bakgimizda, farkli metotlarla $D, miktarini

belirlediklerini gormekteyiz.

Diger taraftan yaprak dokusundaki®b'nin gevresel streslere cevapta etkili gidule
ilgili bircok calisma da rapor edilngiir. Seftali meyve dokusunda KCN ile katalaz
enzimi inhibe edildiinde HO, seviyesinin 0.35 ten 0.8 pmol'a ¢iktikaydedilmitir
(Brennan and Frenkel 1977). Serada mangrov bitigndroponik ortamda tuz
verildiginde, HO, seviyesinin gram dokuda 0.067'den 0.089 pmol'a tigik
belirlenmitir (Parida and Das 2005). Sesatlarinda ozon stresiyle muamele edilen bir
bitkide H,O, seviyesinin gram dokuda 0,03 pmol'’dan 0.06 pmoikiigl ve 6zellikle
de kloroplastlarda birikiminin oldiu tespit edilmgtir (Chen and Gallie, 2004; 2005).
Tatinle yapilan bir gaggmada normalsartlarda yapraklarinin gram dokusunda 0.15
pmol olan HO, seviyesiBotrytis cinereapatojeni ile muamele edilmesiyle 0.2 umol'a
yukseldgi gosterilmitir (Patykowski and Urbanek 2003Kadife cicegsi (Calendula
officinalis) tuz stresine (100 mM) maruz birakgchda HO, seviyesinin normale gore
%26 arttg1 gosterilmgtir (Chaparzadelet al. 2004). Phragmites australibitkisi kisa
sureli yiksek sicaklik (38 °C) stresine maruz bldaginda HO, miktarinda 6nemli bir
artis belirlenmitir (Velikova and Loreto 2005)Su stresine maruz birakilan bezelye
bitkisinde yapraklarda doku hasariyla birlikte®d miktarinda da buyik bir agtrapor
edilmistir (Kocsyet al. 2005).
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Dusuk sicakliklarda hucre ici 4D, miktarinin nasil etkilendi ile ilgili calismalar da
mevcuttur. Norve¢ ladingaci -10 © C gibi ¢ok dyiik sicakliklara 45 gtin gibi uzunca bir
sure maruz birakilginda ROT uretimindeki agia birlikte H,O, miktarinda da énemli
derecede bir agigorulmistir (Kaminska-Rozek and Pukacki 2005). Arpayla hapi
bir calsmada ise sguk stresi etkisi ile KO, Uretiminin 6nemli miktarda azalgl
gorulmistdr. Bu durumun sebebini tim metabolizmanin ykraasi olabilecg&ni
savunan bazi ag@ricilar mevcuttu(Saruyama and Tanida 1995). Mercimek bitkisine
ise s@uk stresi uygulang@inda, govde dokusunda,®; iceriginin énemli bir sekilde

arttigl gozlenmgtir (Oktemet al. 2008).

SA’nin bitkilerdeki hicresel O, miktari Gzerine bazi ¢camalar yapilmgtir. Tatlnle
yapilan bir cakmada, SA uygulamasindan 24 saat sonra i¢sé€d hiktari gram
dokuda 0.15'den 0.25 pmol‘a yuksaditespit edilmgtir (Patykowski and Urbanek
2003). Dger bir calgmada ise su stresi altindaki iki giay cgidinde yapraklara

(Agarwalet al. 2005).

Lipid peroksidasyonu, hiicre zan lipidlerinin serbest radikallerle (siglesid anyonu,
singlet oksijen, hidrojen peroksit ve hidroksil ileadi) etkilesmesi sonucu ortaya c¢ikar
ve sonugta hicresel zarlarin bozulmasina yol aBar.peroksidasyonun derecesi,
hiicresel dizeyde stresin sebep gldinasarin hem 6lguti hem de yansimasi @ldu
kabul edilmektedir (de Azevedo Netd al. 2006). Stressartlarinda, doymamiyag
asitlerinin peroksidasyon urini olarak ortaya ciketondialdehit (MDA) miktarindaki
artis, huicre zarlarinin yapisal buttglinin bozuldgunu goésteren iyi bir indikatérdr
(Posmyket al. 2005). Yuksek sicalkia maruz birakilngi arpa yapraklarinin membran
lipid peroksidasyonu diizeyinde arbelirlenmitir (Kappen, 1981). Baziga metallerin
toksik dozlarinin bitkilerde lipid peroksidasyonyandigi tespit edilmgtir (De Voset al.
1989; 1991; Cakmakt al. 1991; Cinar 2005). Tuzluga dayanikhig farkli iki fasulye
¢esidiyle yapilan bir gagmada, tuz uygulamasiyla hassas varyetede dahadbmbk
uzere iki ceitte de MDA seviyesinin arfgl belirlenmitir (Yasar et al. 2008). Bazi
asma VYitis viniferd cssitlerine uygulanan kuraklik stresinin lipid pero#lasyonda

onemli derecede aga sebep olmyur (Yagmur 2008). Kuraklik stresiyle ilgili der bir
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calismada iki kahve turt Goffea arabicave C. liberica orta derecedeki kuraklik
siddetinde lipid peroksidasyonu gorulmezkegiddetli kuraklik stresinde, oOzellikle
kurakliga daha duyarli ola. arabicattriinde, MDA birikiminin daha fazla olgu
gozlenmgtir (Cai et al. 2005). Su stresi altinda buyutllengday fidelerinde lipid
peroksidasyonunda buyik bir anh olduzu kaydedilmgtir (Tatar and Gevrek 2008).

Dustk sicaklik stresinden kaynaklanan oksidatif stresilicre zarlarinda lipid
peroksidasyonuna neden ogduile ilgili bircok calsma mevcuttur. Sguk stresine
maruz birakilmy kishk cavdar, tatln, Arabidopsis thaliana ve patateste lipid
peroksidasyon Urind olan MDA i¢gmin arttigl belirlenmitir (Lynch and Steponkus
1987 Moon et al. 1995; Uemuraet al. 1995; Lin et al. 2006). Nohutla yapilan bir
calismada da sguga maruz kalan fidelerde MDA miktarinin, bunghbalarak da lipid
peroksidasyon aktivitesinin aggti tespit edilmgtir (Turan 2007). Mercimek bitkisine
soguk stresi uygulanginda, kdk ve govde dokusunda MDA igenide kayda dger bir
artis kaydedilmitir (Oktemet al. 2008).

Salisilik asidin (SA) lipid peroksidasyonu Uzerimkileri ile ilgili litarettr bilgisi
kisithdir. Taxus chinensibitkisi patojenle muamele edilgwve MDA seviyesinin artg
belirlenmg, patojenle birlikte SA uygulanginda ise MDA seviyesinin gtiigu tespit
edilmistir (Yu et al. 2001). Bir yillik Gzum fideleriyle yapilan bir gginada yapraklara
stresi altindaki iki bgday caidiyle yapilan bir cakmada yapraklara puskirtilen
SA’nin LPO aktivitesini dglrdigt bulunmgtur (Agarwal et al. 2005). Fasulye ile
yapilan camada tek bana verilen SA lipid peroksidasyonunu etkilemezkéug

bulunmutur (Palmaet al.2009).

Bitkilerde antioksidan enzim sisteminin 6nemli @iamani olankatalaz (CAT)

enziminin aktivitesine etki eden faktorler (tuztgan, sguk, sicaklik, kuraklik ve su
stresi) ile ilgili bircok cagma bulunmaktadir. Ug farkli yulaf gidine bir fungal
patojeni muamele edildikten 24 saat sonra, biriET aktivitesi yukselirken, 2.
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Oornekte aktivitenin azalgh belirlenmitir (Vanacheret al. 1998a).Tuz stresi altinda
blyutulen bgday, piring ve salatalik ile yapilan gahalarda, her t¢ bitkide de CAT
aktivitesinin digtugu gozlenmgtir (Keles and Oncel 2002; Shiret al. 2003). Ancak, tuz
stresi altinda yapilan ger bir calsmada, Sinameki Gassia angustifolip ve soya
fasulyesi bitkilerinde CAT aktivitesi onemli derelse yiksek oldgu gozlenmgtir
(Agarwal and Pandey 2004; Ghorbaeatial 2004). Tuz stresine toleranslari farkl iki
cesit dut bitkisiyle yapilan bir cagmada ise, CAT aktivitesinin tuza dayanikli varyeted
daha yuksek oldiu belirlenmgtir (Sudhakaret al. 2001). Kuraklik, yiksek sicaklik ve
su stresine maruz birakilgnougday bitkisinde CAT aktivitesinde ¢ok buyik bir gik
tespit edilmgtir (Keles et al. 2002). Kuraklik stresi uygulanan mercimek bitkgarkok
dokusunda CAT aktivitesinde argdzlenmitir (Oktemet al 2008).

Bugday, arpa, cavdar ve yulaf bitkileri @k sartlarda buyutuldgiinde ise CAT
aktivitesinin 6nemli derecede gtigt belirlenmgtir (Jandaet al. 2002, 2003). Bgdayla
yapilan bir dger calsmada sguk muamelesiyle CAT aktivitesinde dnemli bir grti
tespit edilmgtir (Keles et al 2002). Sguga dayanikh ve hassas dort farkli mandalina
kaltart sgukta depolanmgy bu mandalinalarin kabuklarinda ve meyvelerindeTCA
aktivitesine bakilny ve hassas turlerde depolama siresince CAT aldivitéserken
toleransli turlerde aktivitenin yiksefiibelirlenmitir (Sala 1998; Sal&t al 2000).
Sasuk sartlarda yetjtirilen salatalik ve piring filizlerinde CAT aktiteésindeki artin
donma toleransi ile gkili olabilecesi gosterilmitir (Saruyameet al. 1995; Kanget al.
2001, 2002). Ayrica smk stresi bir¢cok bitkide, 6zellikle goga duyarl genotiplerde,
CAT aktivitesinde belirgin bir diiise neden olmaktadir (Lukatkin, 2002). CAT
aktivitesindeki dgisimler alp ¢ciminde aylik olarak takip edilgnwe havalarin squdusu
sonbahar mevsiminde aktivitenin atttitespit edilmgtir (Zhou and Zhao 2004)
Tropikal bir bitki olan soya fasulyesG{ycine mak kademeli olarak diiik sicakliklara
maruz birakildtinda bitkinin kdk ve gévdesinde CAT aktivitesiniritegl belirlenmitir
(Yadeghariet al 2008).

SA uygulanmyg bezelye, titin ve mantarda SA'nin CAT aktivitesinhibe ettgi
belirlenmitir (Aebi 1974; Willekenset al 1997; Martimaet al. 1995; Srivastavat al
2001). Yine, misir fidelerine 1 mM SA uygulagohda, yapraklarda CAT aktivitesinin
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inhibe edildgi belirlenmitir (Padu 1999; Horvatlet al 2002). Sadece SA'nin dgl
ayni zamanda onun tirevi olan asetil-SA'’nin da miikisinde CAT aktivitesinde
disUse neden oldgu gozlenmgtir (Westhuizeret al. 1998). Muz bitkisinde 0.5mM ve
1mM SA uygulamasi, CAT aktivitesinin ilk gtnlerdeisdsine, ilerleyen ginlerde
tekrar yiikselmesine neden olgtwr (Srivastavaet al 2000).Arpa ile yapilan ¢cajmada
ise SA’'nin CAT aktivitesini normale goére yuksdlttgoralmistir (Souzaet al 2001).
SA’nin birkag bitki tiriinde CAT aktivitesinin temelr bolgesini bloklamak suretiyle
H.O2'nun birikimine neden oldgu ve bu nedenle enzimi inhibe @iti kabul
edilmektedir (Raskin, 1992a,b). ik sartlarda (2.5 °C) SA uygulangnsalatalik ve
misir bitkisinde yaprak, kok ve kotiledonlarda CAKtivitesinin kontrol dgerleri ile
ayni old@gu bulunmgtur (Kang et al 2002). Muz bitkisi sgukta yetgtirilip SA
uygulandginda, sguk ve SA kontrole gore CAT aktivitesini glirtirken, SA sgukta
CAT aktivitesini artirmgtir (Kanget al. 2003). Kglik bugday yapraklarina eksojen SA
uygulamasi CAT aktivitesinde hem kontrol hem deudtusicakliksartlarinda dgise

sebep olmgtur (Tasgin et al 2006).

CAT bitki yapraklarinin apoplastinda da belirlegtmi(Edwardset al 1991; Wingsleet
al. 1991; Vanackeet al 1998b, Tagin et al. 2006; Mutlet al. 2009). Orngin, kislk
arpa yapraklarinda apoplastik CAT aktivitesi hueladseviyesine gore %18 olgu
belirtilmistir (Baet et al. 2000). iki domates ¢gdi patojenle muamele edilglhde,
apoplastik CAT aktivitesinin yukselgli tespit edilmgtir (Vanacker et al. 1998a;
Patykowskiet al 2003). Eksojen SA uygulamasislik bugdayda apoplastik CAT
aktivitesini hem kontrol hem de glik sicakliksartlarinda dgirmdstir (Tagin et al.
2006). Son olarak tuz toleranslari farkl ikigoiay ¢gidinde apoplastik CAT aktivitesi
her iki varyetede tuz uygulamalar ile artarkergz+HBA uygulamalar ile dinUstlr
(Mutlu et al. 2009). Bu argtirmalara gore salisilik asidin oksidatif streskrasinda
uretiimesi ve oksidatif strese girgnbitkilerde CAT aktivitesini genelde diirmesi

mimkun gorulmektedir.

Bitkilerde antioksidan enzim sisteminingdr bir elamani olarperoksidaz (POD)
aktivitesine etki eden faktorlerle (tuz, patojeoguk, sicaklik, kuraklik, ozon, besin ve

su stresi) ilgili bircok cadma bulunmaktadir. Fasulye bitkisi, asitggauru, asit
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yagmuru + spermidin veya asit auru + spermin muamelesinde, ilk saatlerde POD
aktivitesi yuksekken, ilerleyen saatlerde aktivitedistugt goralmigttr (Velikova et

al. 2000). Ladin gaci yapraklarinin apoplastinda POD aktivitesinirksgk oldgu
tespit edilmgtir (Otter et al. 1997), ancak kuraklik stresi ve o0zon muamelesi
uygulandginda, hicresel ve apoplastik POD aktivitesininstdgill belirlenmgtir
(Kronfusset al 1996).Yuksek ve dg&lk nitrat uygulamalarinda, geng ve olgurgthay
bitkilerinin hiicresel ve apoplastik POD aktivitésirsilastirildiginda, her iki durumda
da, hicresel POD aktivitesinin apoplastik POD atdsinden yuksek oldiw
bulunmutur (Padu 1999).Yulaf bitkisi, fungal bir patojen ile enfekte olgunda
hiicresel ve apoplastik POD aktivitelerininstligli (Vanackeret al. 1998a), buna
karsilik patojen ile enfeksiyonlu l@day ve arpada apoplastik POD aktivitesinin gurtti
gozlenmgtir (Bishop 2002)Baska bir calsmada, domates bitkileri patojenle muamele
edildiginde, apoplastik POD aktivitesinin yukseddbelirlenmitir (Patykowskiet al.
2003). Kshk arpa yapraklarinda ise apoplastik POD aktivities hiicresel aktiviteye
gore oraninin %394 gibi yuksek birgiede oldgu ileri strtimigtir (Baetet al 2000).
Hindiba Cichorium intybus bitkisiyle yapilan bir caymada gik-karanlk periyodunda
apoplastik POD aktivitesigikta uyarilirken, karanlkta gtugt gorulmigtir (Boeufet

al. 1999; 2001). Bgday, celtik, sinameki Gassia angustifolip bitkisi ve soya
fasulyesinde POD aktivitesi tuz stresi ile 6nendretede artrgtir (Lin and Kao 2000;
Sakhabutdinovat al. 2004; Agarval and Pandey 2004; Ghorbaatlial. 2004). Tuz
stresine toleranslan farkli iki gi¢ dut bitkisiyle yapilan bir cajmada ise apoplastik
POD aktivitesinin tuza dayanikli varyetede daha sglik oldgu belirlenmgtir
(Sudhakaet al. 2001).Son olarak tuz toleranslari farkh iki pday ¢gidinde apoplastik
POD aktivitesi tuz uygulamalari ile dayaniklisitee artarken, hassas sgige distigu
belirlenmstir (Mutlu et al.2009).

Yapilan bir cagmayla s@uk sartlarda POD’un serbest radikalleri tutma 6zghée
sahip oldgu ortaya konmgtur (Burris 1960). Papatya bitkisiyle yapilan baligmada
15 °C’de depolanan bitkilerde POD aktivitesidiken, 5 °C’de aktivitenin arfin tespit
edilmistir (Sethaet al. 2000). Ladin gacinda aylara gore POD aktivitesi takip edgmi
ve sicaklgin distigli Kasim ayinda hem apoplastta hem de simplasttaitakin

yukseldgi tespit edilmgtir (Polle et al. 1994). Sgukta ve kontrokartlarda depolanan
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elmalarda depolama sonunda POD aktivitesinigtigii belirlenmitir (Leja et al.
2003). Bgday, arpa, cavdar ve vyulaf bitkileri @dkta buyatilduklerinde POD
aktivitesinin arttgr bulunmytur (Jandaet al. 2003). Sguga dayanikli ve hassas dort
farkli mandalina kuoltirt smkta depolanmgy bu mandalinalarin  kabuklarinda ve
meyvelerinde POD aktivitesine bakignwve hassas tirlerde depolama siresince POD
aktivitesi digerken, toleransh turlerde aktivitenin ytksegidbelirlenmitir (Sala 1998).
Sasuk sartlarda yetjtirilen salatalik ve piring filizlerinde POD aktig@sindeki artin
donma toleransi ile gkili olabilecezsi gosterilmitir (Saruyameet al 1995; Kanget al
2001; 2002). Norvec¢ ladin gact -10 °C'ye 45 gun maruz bakgcdda POD
aktivitesinde de 6nemli derecede bigidigdzlenmgtir (Kaminska-Rozek and Pukacki
2005). Kslik bugdayla yapilan bir calmada s@uk uygulamasi apoplastik POD
aktivitesini genelde artirrgtir (Tasgin et al. 2006). Soya fasulyesiG{ycine max ile
yapilan bir caymada kademeli olarak glik sicakliklara maruz birakiiginda bitkinin
kok ve govdesinde POD aktivitesinin agttibelirlenmitir (Yadeghariet al. 2008).
Mercimek bitkisine sguk stresi uygulanginda kok dokusunda POD aktivitesinde
onemli bir arts kaydedilmitir (Oktemet al 2008).

Misir ve havyar bitkisinde yapilan gahalarda, SA uygulamasi POD’un aktivitesini
artirmstir (Dat et al 1998; Padu 1999; Horvatt al. 2002; Yeeet al 2002).Ancak,
Cuscuta reflexave bezelye bitkisinde ise SA’nin POD aktivitesimhibe ettgi
gozlenmgtir (Aebi 1974; Srivastavat al. 2001). Muz meyvesi olgurgma suresince
SA uygulanmy ve POD aktivitesi ilk gunlerde dinesine rgmen ilerleyen ginlerde
tekrar yukselmeye Bkdigl gbzlenmgtir (Srivastaveet al 2000). S@uk sartlarda (2.5
°C) SA uygulanny salatalik ve misir bitkisinde yaprak, kok ve kadibnlarda POD
aktivitesinin kontrol dgerleri ile ayni oldgu bulunmgtur (Kanget al 2002). Muz
bitkisi sgsukta yetgtirilip SA uygulandginda, sguk ve SA kontrole gbére POD
aktivitesini artirmgtir (Kanget al. 2003). Kglik bugdayla yapilan bir cajmada sguk
stresi+SA uygulamasinin apoplastik POD’u argirdhelirlenmitir (Tasgin et al 2006).
Farkli iki busday caidiyle yapilan bir cahmada ise tuzlu kuwllar altinda SA
uygulamasi, apoplastik POD aktivitesini dayanikésitte artirirken, hassas gee

degistirmedigi gbzlenmitir (Mutlu et al. 2009).
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Bitkilerde antioksidan enzim sistemi icerisinde KGrie bir gorevi olan stperoksit
dismutaz (SOD)enzimiaktivitesine etki eden faktorlerle (tuz, patojeogk, sicaklik,
kuraklik, ozon, besin ve su stresi) ilgili de bikggalsma bulunmaktadir. Oksidatif stres
altindaki bgday genotiplerinde SOD aktivitesinde birgtklik gzlenmezken (Sairam
and Srivastava 2000), yiksek sicaklik stresi veya stresi altindaki kiday
genotiplerinde 6nemli dlcide artigdibelirlenmitir (Sairamet al. 2000; Eyidganet al.
2003; Sakhabutdinovat al 2004). Tuz stresi altindaki celtik bitkilerinde de SOD
aktivitesinin yiksek oldgu belirlenmgtir (Lin and Kao 2000). Buna ilave olarak,
sinameki Cassia angustifolipve soya fasulyesi bitkisi ile yapilan gahalarda SOD
aktivitesi tuz stresi ile artrgtir (Agarwal and Pandey 2004; Ghorbaaeti al 2004).
Diger benzer iki ¢cajmada, tuz stresine dayanikli ve hassas olan it gamuk
(Meloni et al 2003) veseker pancari (Boet al. 2003) bitkileriyle yapilan caimalarda,
hiicresel SOD aktivitesinin tuza dayanikli varyet#e daha yuksek olgu
belirlenmstir. Su tgkini stresine maruz kalan arpa bitkilerinde iserdqdastik SOD

aktivitesinin digtigt gozlenmgtir (Yordanovaet al. 2004).

Sasuk etkisiyle SOD enziminin aktivitesi Uzerine yapi calsmalar da mevcuttur.
Kishk cavdarla yapilan bir ¢gimada 5 haftalik smga uyum siresi sonunda
yapraklardaki SOD aktivitesinin kontrollere gére @844 oraninda argi bulunmutur
(Strebet al, 1999). Mutant pamuk bitkisiyle yapilan bir gatada SOD aktivitesinin,
distk sicaklik uygulamasi sonucu kontrole gore yaklé8 kat arttgi belirlenmitir
(Kornyeyevet al. 2001). Kshik bugday yapraklarinda 4 haftalik @ga uyum boyunca
MnSOD genlerinin ifadesinin agtigosterdgi belirlenmitir (Beak and Skinner 2003).
Alp ciminde aylik olarak SOD aktivitesindeki glgimler takip edilm§ ve havalarin
sozudugu sonbahar mevsiminde aktivitenin aitttespit edilmgtir (Zhou and Zhao
2004). Norveg ladingaci -10° C gibi ¢ok diiik sicakliklara 45 gun gibi uzunca bir sure
maruz bakildiinda ROT miktarindaki aga paralel olarak SOD aktivitesinde de énemli

derecede bir agigorulmitir (Kaminska-Rozekand Pukacki2005). Soguga duyarli

oldugu bilinen salatalik ve piring bitkilerinde de uygobn d&uk sicaklgin
yapraklardaki toplam SOD aktivitesini arttigdbildirilmistir (Lee and Lee 2000; Guo
et al, 2006). Sibiryada dml ortaminda takip edilen camlardairfus sylvestrisrizosfer

sicaklginin digmesine paralel olarak gér antioksidan enzimlerle birlikte SOD enzim
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kapasitesinin djiigl ve buna mukabil dokuda oksitatif stres beliriier gortlmeye
basladigi belirtilmistir (Milyutina et al. 2008).

SA’nin SOD Uzerine etkisini inceleyen ¢gahalarda, SOD aktivitesinin SA
uygulamasindan 6nemli Glciide etkilegidi ortaya koymstur. Orngin, tuz stresi
altindaki bgdaylarda htcresel SOD aktivitesinin eksogengiadan) SA uygulamasi
ile arttigl belirlenmitir (Sakhabutdinovat al. 2004). Buna karlik, su stresi altindaki
bugdaylarda SOD aktivitesi yukselirken, SA uygulamdsi distigl belirlenmitir
(Singh and Usha 2003). Muz fideleriyle yapilagedibir calsmada ise SOD aktivitesi
distk sicaklik ve SA uygulamasiyla argtm (Kanget al. 2003). Tuz stresi altindaki
domateslerde, tuzlu kollar i¢csel (endogen) SA miktarini artignr. Ancak, belirli bir
sure tuza aklime edilmidomateslerde icsel SA miktari dahaiaki bulunmytur. Ayni
bitkilerde, hem tuz hem SA uygulamasi SOD aktiwtesrtirmeg fakat, yine tuza
adapte edilngi bitkilerde SOD aktivitesi daha gliik bulunmgtur (Molinaet al 2002).

Literatiirde apoplastik SOD aktivitesi Uzerineggo ve SA’nin birlikte etkilerini
aciklayan bir catmaya rastlanmamtir. Ancak, tuz stresine toleranslari farkli ikisite
bezelye (Hernandeet al 2001) ve iki ¢git dutta (Sudhakaet al 2001) apoplastik
SOD aktivitesinin, tuza dayanikli varyetelerde dgkiisek oldgu belirlenmgtir. Son
olarak, tuz toleranslari farkli iki tyday varyetesiyle yapilan bir cginada SA,
dayanikli varyetede SOD aktivitesini giiiirken, hassasta belirgin bir dizen
sergilememitir (Mutlu et al. 2009).

Bitkilerde sg@uga aklimasyon sirasinda uretilen antifriz proteill€AFP) ilgili bircok
argtirma yapilmgtir. Kislik ve yazlik cavdar, klik ve yazlik bgday, kslik ve yazlik
kanola, arpa, bezelye, lahana, misir, ispanak, chadmmopiptanthus mongolicus,
Solanum dulcamara, Lolium perenwe titin gibi bitkilerin sguga direncli olanlarinda
antifriz 6zelliginde bircok polipeptidin varfi gosterilmgtir (Griffith et al. 1992, 1997;
Marentezet al. 1993; Honet al. 1994; Antikainen and Griffith 1997; Atici and
Nalbantglu 1999a,b; Mayemrt al. 1999; Fletchert al. 1999; Huang-Duman 2002;
Pudneyet al.2003; Atici and Nalbangtu 2003; Tagin et al. 2006).
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Antifriz aktivitesi kanitlanan bitki proteinleriS. dulcamara,67 kDa (Dumanet al.
1994), kslik cavdar 11-37 kDa (Horet al1994,1995), cicek 66 kDa (Huang and
Duman 1995)seftali 60 kDa (Wisniewesket al. 1999), havug¢ 36 kDa (Worradit al.
1998, Smallwoockt al. 1999), kslik bugday 12-39 kDa (Chuet al. 1998; Atici and
Nalbantglu 1999b),Arachis hypogae&3 kDa (Dave and Mitra 1998 Ricea abies’O
kDa (Sabalaet al. 1996), Rhodiola algida29-85 kDa (Luet al. 1998; 2000) ve..
perenne29 kDa (Pudneyet al 2000) gibi bitkilerden izole edilmive karakterize
edilmistir. Kislik cavdardaki AFP’ler Griffith ve ¢cajma arkadglar tarafindan ayrintili
bir sekilde aratirilmistir (Griffith et al. 1992, 1997; Griffith and Mcintyre 1993; Hen
al. 1994, 1995; Antikainen 1996; Griffith and Antikaim 1996; Antikainen and Griffith
1997; Yu and Griffith 1999, 2001). Sasa aklime edilmy kislik cavdar yapraklarindan
elde edilen apoplastik ekstraklarin SDS-PAGE'si swla 7 tane farkli molekil
agirhgina sahip polipeptid gozlensgtir. Bunlar 16-37 kDa arasinda @gen ve antifriz
aktivite gosteren apoplastik polipeptidlerdir (Henal. 1994). Kslik cavdar ile ilgili
baska bir calgmada da apoplastik AFP’leri karakterize edgtni (Yu and Griffith
1999). Bunlar dgal elektroforezle 9 banda ayrilgtir. AFP komplekslerinin, tek bir
polipeptitten daha etkili bigekilde buz btyimesini inhibe ettikleri gbzlerytm (Yu and
Griffith 1999). Kslik bugday yapr@ina ait apoplastik proteinler SDS-PAGE’de
yuratuldiginde, s@uk sartlarinda polipeptidlerin bangiddetinin arttgl gdzlenmstir
(Atict and Nalbantglu 1999b; Tagin et al. 2006).

Son yillarda khk cavdar yapraklarinda antifriz aktivitenin dismmesi yapraklarin
etilen, SA, ABA ve kurakfia maruz birakilmasiyla incelergtii (Yu and Griffith 2001,
Yu et al. 2001). SA ve ABA ile muamele edilginde cavdar yapraklarinda antfriz
aktivite gostermeyen apoplastik proteinler biriktini(Yu and Griffith 2001, Yuet al.
2001). Kslik bugdayda yapilan bir ¢aimada yapraklarin apoplastik bolgelerindgiddi
sicaklikta SA muamelesinin mevcut protein miktarida ve bant sayisinda aaineden

oldugu ve ekstra polipeptitlerin ojmasini sgladigi gésterilmgtir (Tasgin et al. 2006).
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

iklim dolabi : Sanyo, Japonya ve Jeno Tech, Kore
Masa santrifiju . Hettich EBA 21
Sasutmall santrifgj : Hettich Micro 22 R
Spektrofotometre : Shimadzu UVmini—1240
pH metre : WTW unilab pH metre
Hassas terazi : Shimadzu AY220
Buzdolabi . Arcelik

Derin dondurucu (-36C) . Argelik

Derin dondurucu (-86C) : Harris,ingiltere

Karistirici : Fisons Whirlimixer
Otomatik pipetler : Nichipet EX ve Socorex
Calkalayici : Gallenkamp

Manyetik karstirici : Chiltern HS31

Sasuk su banyosu : Huber Polystat CC1.
Vakum pompasi : Edwardigitere

Elektroforez : Owl Separation Systems P10DS
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3.2. Kullanilan Co6zeltiler ve Hazirlanmalari

Arastirma suresince kullanilan g¢ozeltilerin kullangdiyerler ve hazirlagi bigimleri
asagida sunulmstur. Calsmalarimizda kullanilan kimyasal maddeler Sigma ukilka

sirketlerinden temin edilngtir.

. Arnon ve Hogland besi ¢ozeltgsi 1.02 g KNQ, 0.492 g Ca(Ng)..4H,O, 0.23 g
NHsH.PQO,, 0.49 g MgSQ7H,O, 2.86 g HBO;, 1.81 g MnCj4H,O, 0.08 mg
CuSQ.5H,0, 0.22 mg ZnSE7H,O, 0.6 mg FeSE 0.6 mg tartarik asit saf su

icerisinde ¢ozilerek hacmi 1 litreye tamamlagtmi

.0.01 mM Salisilik asit ¢ozeltisi: 0.001381 g sdiksasit 900 mL saf suda ¢ozulgil N
NaOH ile pH: 5.5’e kadar titre edilgve son hacim saf su ile 1 L'ye tamamlasgtmni

. 0.1 mM Salisilik asit ¢ozeltisi: 0.01381 g salisilikin®00 mL saf suda ¢6zulmjil N

NaOH ile pH: 5.5’e kadar titre edilir ve son hagaf su ile 1 L'ye tamamlangtir.

. 0.5 mM Salisilik asit ¢ozeltisi: 0.06905 g salisibsit 900 mL saf suda ¢ozulgil N
NaOH ile pH: 5.5’e kadar titre edilir ve son hagaf su ile 1 L'ye tamamlangtir.

.1 mM Salisilik asit ¢ozeltisi: 0.1381 g salisililksia 900 mL saf suda ¢ozulmul N

NaOH ile pH: 5.5’e kadar titre edilir ve son hagaf su ile 1 L'ye tamamlangtir.

20 mM Askorbik asit + 20 mM Caglcozeltisi (Total apoplastik proteinlerin
ekstraksiyonu icin kullanilan ¢ozelti): 7.4 g adki@rasit ve 5.28 g Cagbir miktar saf

suda ¢ozilmgive hacim saf su ile 2 L'ye tamamlanarak hazirlghmi

. 0.1 M KH,PO, (pH: 7.0), %1 PVP, 1mM EDTA (Simplastik antioksidanzimlerin
homojenizasyon tamponu): 2.72 g g, 180 ml saf suda ¢6ziulmpid N NaOH ile pH
7.0'ye kadar titre edildikten sonra saf su ile 200ye tamamlanmy ve 0.5 g PVP ve
0.04 g EDTA ilave edilerek hazirlangtr.

. 103.5 mM KHPQO,, pH: 7.5 (Katalaz aktivitesi dlciminde kullaniltampon): 1.4 g
KH2,PO,, 80 mL saf suda ¢6zilnil N NaOH ile pH: 7.5’e kadar titre edilsnve son
hacim saf su ile 100 mL'ye tamamlagtmi
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9. 40 mM HO, ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi dlcimiunde kullanilanbstrat ¢cozeltisi): 408
uL %30’luk H,O, hacmi saf su ile 100mL'ye tamamlanarak hazirlanmi

10. 5 mM HO, c¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi 6lciminde standamfigz hazirlamak icin
kullanilan): 41 uL %30’luk H,O, hacmi saf su ile 100mL'ye tamamlanarak

hazirlanmgtir.

11. 0.1 M NaHPO4, pH: 5.5 (Peroksidazin aktivitesi dlcimunddlakulan tampon
gOzeltisi): 3.55 g Na&IPO, alinarak 200 mL saf suda c¢ozulgnive pH: 5.5%e

ayarlandiktan sonra toplam hacim 250 mL'ye tamamigtrr.

12. Peroksidaz aktivitesi 6lgimunde kullanilan sultstizeltisi: 54uL quaikol ve 15uL
H,0, dan (d=1.13 g/mol) 5 mM olacalekilde 100 mL 0.1 M fosfat tamponu (pH: 5.5)

icinde ¢ozulerek hazirlangtir.

13. 50 mM KHPQ, (pH: 7.8) (Siiperoksit dismutaz aktivitesi odlctiméngullanilan
tampon): 2.9 g KHPO, 200 mL saf suda coOzulmive son hacmi 250 mL'ye
tamamlanmytir.

14. 13 mM metionin ¢oOzeltisi: 0.485 g metionin, 250 ntQ) mM KHPO, (pH: 7.8)

tamponu icerisinde ¢ozilerek hazirlagmm

15.75 uM NBT (Nitroblue Tetrazolium Klortr): 0.015 g NB®50 mL, 50 mM KHPQ,

(pH: 7.8) tamponu icerisinde ¢Ozulerek hazirlagimi

16. 0.1 mM EDTA (Etilen Daimin Tetra Asetik asit): 0®% EDTA, 250 mL, 50 mM
K2HPQ, (pH: 7.8) tamponu igerisinde ¢ozilerek hazirlagmi

17. 2 uM riboflavin: 0.038 g riboflavin, 1 L saf suda couaiils, bu c¢ozeltiden 2uM

olusturmak icin, bundan 6QL alinmi ve 3 mL’lik reaksiyon kagimina pipetlennstir.

18.1 M Tris-HCI (pH:6.8) (Elektrforezde jel hazirlamatin kullanilan tampon)12.1 g
Tris bir miktar saf suda c¢c6zildikten sonra pH'&'&ayarlanmy ve toplam hacim saf

su ile 100 ml'ye tamamlansgtir.

19.1 M Tris-HCI (pH: 8.8) (Elektrforezde jel hazirla icin kullanilan tampon): 12.1 g
Tris bir miktar saf suda ¢6zildikten sonra pH'&'@ayarlanmy ve toplam hacim saf

su ile 100 ml'ye tamamlansgiir.
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20.%10’luk SDS (Elektrforezde jel hazirlamak icin larilan ¢ozelti): 1 g SDS Uzerine 9
ml saf su ilave edilerek ¢ok hafif iIsitmak suretigeffaflasincaya kadar kagtirilmistir.

21.%30’luk akrilamid ¢ozeltisi (Elektroforez ayirmdijgn hazirlanmasinda kullanilan): 30
g akrilamid ve 0.8 g bis-akrilamid saf su ile iyicézuldikten toplam hacim 100 mL’ye
tamamlanmy, kullanim dginda renklisisede 4C’de saklanmstir.

22.%10’luk akrilamid ¢ozeltisi (Elektroforez gma jelinin hazirlanmasinda kullanilan): 10
g akrilamid ve 2.5 g bis-akrilamid saf su ile iyic@zuldikten sonra tzerine 87.5 ml saf

su ilave edilmg, kullanim dsinda renklisisede 4C’de saklanmstir.

23. SDS-PAGE’de kullanilan yuriatme tamponu: 1.5 g Ties7.2 g glisin yaklgk 50 mL
saf suda iyice ¢ozulmgive lizerine 5 mL % 10’luk SDS ilave edilerek hagat su ile

500 ml'ye tamamlanmgtir.

24. %0.1’lik brom timol mavisi: 0.1 g indikatér boyd6 ml 0.1 N NaOH icerisinde
¢ozildukten sonra su ile hacmi 100 ml'ye tamamlghmi

25. SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu: 0.65 mL 1TNs-HCI pH: 6.8, 3 mL
%10’luk SDS, 1mL %100’luk gliserin ve 1 mL %0.1’librom timol mavisinden
karstirilarak toplam hacimleri 10 mL'ye tamamlanarakzineenms ve bu tampona

kullanmadan hemen dnce p0 B-merkaptoetanol ilave edilstir.

26. Fixing c¢ozeltisi (Jeldeki proteinleri, boyama 0Osiceabitlgtirmek igin kullanilan): 40
ml saf su Uzerine 10 g TCA ilave edilerek iyice i@dzikten sonra, 50 ml izopropil

alkoliin yava yava ilavesiyle 100 ml'ye tamamlangtir.

27. Boyama cozeltisi (Elektroforez sonrasi jeldeki pnokerin boyanmasinda kullanilan):
10 g TCA 58 mL saf suda iyice ¢ozuldikten sonrariaeel5 g amonyum sulfat ilave
edilerek bununda c¢ozinmesigmme ve daha sonra bu kamin Uzerine 15 ml
izopropil alkol konulduktan sonraseffaflasincaya kadar magnetik kstiricida
karistirilmistir. Daha sonra ayri bir beherde 6 ml fosforik @izieérine 0.6 g Coomassie
G-250 azar azar eklenerek iyice ¢ozugniizerine daha 6nce hazirlanan ¢ozelti yava

yava ilave edilerek kastiriimis ve toplam hacim saf su ile 100 ml'ye tamamlagimi
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28. Yikama c¢Ozeltisi (Boyama sonrasi jeldeki fazla boyazaklgtirmak icin kullanilan):
100 ml asetik asit Gzerine 500 mL metanol 400 safla/e edilerek toplam hacim 1

L'ye tamamlanmytir.

29. %5 lik TCA(trikloroasetik asit)(Lipid peroksidasyoaktivitesi homojenat ¢ozeltisk)
100 mL saf su icerisine 5 g TCA ilave edilir. TCAmM olarak ¢Ozunene kadar
karistirihrak hazirlanir.

30. %0.5 lik TBA(tiobarbutirik asit) (Lipid peroksidgen aktivitesi reaksiyon ¢ozeltisi)
100 mLsaf su icine 20 gram TCA ¢ozulur ve iceriskad.5 g TBA ilave edilir ve iyice
karstirilarak hazirlanir.

31. %5'lik Ti(SO4), (titanyum disulfat c¢ozeltisi) (b0, miktarinin belirlenmesinde
kullantlir): 1 gram Ti(SQ)220 mL saf suda ¢c6zullerek hazirlatm

32.%19’luk NH;OH (H,O, miktarinin belirlenmesinde kullanihr): 4.16 mL N0 mL saf

suda ¢Oziulmesiyle hazirlangtir.

33. 2 M’lik H,SO, (H20, miktarinin belirlenmesinde kullanilir): 40 mL %88’ H,SO,
alinmg 160 mL saf su icerisine ilave edildikten sonra 200Q'ye tamamlanarak

hazirlanmgtir.

3.3. YOntemler

3.3.1. Bitkilerin buyutulmesi

Arastirmamizda bdlgemizde ekimi yapilan vegsga direnc dereceleri farkh olan 2
¢esit arpadan sguga hassas(Hordeum vulgarecv. Akhisar) vedayanikli (H. vulgare
cv. Tokak) kullaniimgtir. Tohumlar Dgu Anadolu Tarimsal Aggirma Enstitisi’nden
temin edilmgtir. Bu bitkilerde SA’nin sguga kag! koruyucu rolinin apoplastik ve
simplastik bdlgede agarildigi deneyler laboratuagartlarinda gercekdgirilmi stir.
Bitkilere ait tohumlar, ekimden 6nce etanol (%9) kisa sureli hizlica yikansmve
%5’lik sodyum hipoklorit icerisinde 5 dk ylzey stemasyonuna tabi tutulmgur. Daha

sonra 5 kez saf su ile yikanarak, ogatlarinda saf su icerisinde 2 sagmeye
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birakilmstir. Her saksiya saf su ikgsirilmi s tohumlar it miktarda ekilmgtir. Bitkiler
iklim dolabinda kontrolsartlarinda (20/18°C sicaklik ve 12/12 saatlk-karanlik
periyodunda 20.000 lUks%70 nem) 31 gun sdreyle buyutulgtir. Her saksi,
kesilecgi guine kadar, gunluksg miktarda saf su ve haftada bir kez de Hoaglaesi b
cOzeltisiyle sulanmgtir. Yedinci gin bitkilerin bir kismina 0, 0.01,100.5 ve 1 mM SA
uygulanmgtir. Farkli konsantrasyonlarin ¢galmasi ile SA'nin sguga kagl korumada
en etkili dozu (konsantrasyon) belirlergtivi. Bu uygulamadan sonra, kontroldeki SA’li
ve SA’siz bitkiler kesim tarihlerinden (10., 174.2ve 31. gunler) 3 gin 6nce gsik
sartlara (7/4FC sicaklik ve 12/12 saatk-karanlk periyodunda 20.000 [(ik$70 nem)
transfer edilmgtir. Bu sicakliklar her iki arpa gmlinin yasayabildii en digtk sicaklik
olup 6n denemelerle belirlengtir. Kontrol, dusik sicaklik, SA'l ve SA’siz bitki
yapraklar 10., 17., 24., ve 31. gunlerde kesildigk;

a) yapraklarindalonma hasar

b) yapraklarindan elde edilen apoplastik proteinlbtiz nikleasyon aktiviteleri,

c) yapraklarindan elde edilen apoplastik proteirdahtioksidan enzim aktiviteleri,
d) yapraklarindan elde edilen simplastik proteinderantioksidan enzim aktiviteleri,
e) yapraklarinddipid peroksidasyon aktivitesi (LPO),

f) yapraklarindaidrojen peroksit (H,O,) miktari,

g) Sodyum dodesilsulfat jel elektroforezi ile (SDS- P&E) yapraklarindan elde

edilen apoplastik proteinlerin g#ili gi belirlenmistir.

Yukaridaki deneylerde ilk 6nce donma hasari deileyan etkili SA konsantrasyonlari
belirlenmg ve dger uygulamalarda bu SA kosantrasyonlariyla sgadimiz
yuratilmistdr. Tum bu deneylerin sonuclari berabercezediendirildiginde, hem
SA’nin hem de apoplastik ve simplastik proteinlesnzuga direncgsiz bitkilerin sguk
stresine cevap mekanizmalarinda ustlendikleri rahgaya konulmgtur. Bunlara ilave
olarak, SA’nin en etkili oldgu konsantrasyonu ve bu etkinin suresi de belirlgtimi
Sonuclarimiz, hem bu konudaki temel bilimlerde oldyin boslugu doldurmg hem de

tarla denemeleri icin dnemli bir veri kayhialmustur.



39

3.3.2. % Donma hasarinin belirlenmesi

Kontrol, sguk ve SA (0, 0.01, 0.1, 0.5 ve 1 mM) muameleli biylapraklarinda
elektrolit sizintisi Ol¢ulerek, SA'nin yapraklardmnma hasarini engellemedeki rolu
tespit edilmgtir. Bu deney gagidaki sekilde yapilmgtir: 20 deney tipuntn her birine
0.1 g taze yaprak 6rgekonulmus ve bu tipler, —26C'ye kadar ayarlanabilen bir su
banyosuna (donmayi dnlemek icin su ile g&ralkol icerir) topluca yerlgirilmi slerdir.
Daha sonra butin tipler, -1 den “ZDye kadar, her bir derecede 10 dk tutugnve her
bir dereceden sonra banyodan bir tip algtimiBanyodan alinan her bir tipdn icine 4
ml saf su konulmgive bu tupler £C’de 24 saat bekletilngiir. Daha sonra tlplerin
icerisindeki saf suya gecen iyon miktari, bir efdékkonduktivimetre ile dlgtlmgi ve
degerler% Donma Hasarinacevrilmistir (Griffith et al. 1992; Tagin et al. 2003).

3. 3. 3. Buz niukleasyon aktivitesinin belirlenmesi

Kontrol, sguk ve SA (0, 0.1 ve 1 mM) muameleli arpa yaprakidan elde edilen
apoplastik proteinlerin buz nikleasyon aktivitesif@onma noktasini geciktirme
derecesi) etkisi dlgulerek, apoplastik proteinleren SA'nin donma toleransindaki roli
belirlenmitir. Bu deneysu sekilde yapilmgtir: Apoplastik proteinler Eppendroff
tiplerde 1 ml saf su icinde ¢ozuldukten sonra, uo@l sicakiii —20 °C’ye kadar
ayarlanabilen bir su banyosuna (donmay! Onlemet, isu ile kamik alkol icerir)
konulmustur. Sicaklik —1°C’den balayarak 15’er dakika araliklarla 1’er derece
dUsUrdimistar. Her bir tipdn icindeki protein ¢ozeltisininrona noktasi belirlenrytir.
Saf suyun donma derecesi kontrol olarak kabul egilmSaf suyun donma noktasi ile
protein ¢Ozeltisinin donma noktalari arasindakkfdyuz ntkleasyon aktivitesi olarak
kabul edilmgtir (Griffith et al. 1992; Tagin et al 2003).
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3. 3. 4. Apoplastik proteinlerin ekstraksiyonu ve zolasyonu

Apoplastik proteinlerin ekstraksiyonu icin arpa safdarindan bir bisturiyle yakjek 1
cm uzunlukta dikkatlice kesilerek alurulan yaprak kesitleri (7 g), kesilen
bblgelerinden gelebilecek hiicresel protein kontasyonunu 6nlenlemek icin en az 6
kez bol su ile iyice yikanmgtir (Hon et al. 1994; Atici and Nalbafidu 1999a,b).
Hazirlanan 7 g yaprak kesiti, icerisinde 20 mM abKoasit ve 20 mM CaGlcozeltisi
bulunan vakumlanabilir bir desikatore yatlalmis ve desikator bir vakum pompasi ile
20 dakika vakumlanmgtir. Vakumlanan yapraklar 20 mL'lik enjektorlerekkatlice
yerlsstirildikten sonra, enjektérler birer santriflj tipél konulmyg ve 2000x g'de 15
dakika sanriflj edilngtir. Sanrifijlemenin bitiminde, tuplerin dip kisntda biriken
apoplastik ekstrakt, apoplastik proteinlerin eld#reesi icin kullaniimgtir (Atici and
Nalbat@lu 1999a,b; Mutlu 2005). Enjektorde kalan ve apsiikasivisi uzaklgtirilan
yapraklar ise, simplastik antioksidan enzim akélétini belirlemek icin -28°C’de
saklanmgtir.

Apoplastik proteinlerin izolasyonu icin, apoplastkstraktlara hacimlerinin 1.5 kati
sosuk (-28 °C) aseton ilave edilmive karsim -28°C’de 1 gece bekletilrgiir. Ikinci
gun, ornekler 350@ g'de 20 dakika santrifijlenmive stpernatant uzaktaldiktan
sonra apoplastik protein peleti elde ediiini Pelet, 6nce %96’lik sonra %70’lik etanol
ile birer kez dikkatlice yikanarak oda sicgkhda kurumaya birakilstir. Tamamen
kurumus pelet, apoplastik enzim aktivitelerinin belirleegiczamana kadar, -28’de
saklanmgtir (Griffith et al. 1992; Honret al. 1994; Atici and Nalbatoglu 1999a,b;sgm
et al.2003).

Enzim aktivitesi 6lcimi yapilaga zaman, apoplastik protein peletleri, 1 mL 0.2 M
(pH: 7.5) sodyum fosfat tamponu icinde iyice ¢Ozijnve apoplastik antioksidan

enzim aktiviteleri dlgimu igin hazir hale getiriltir.
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3.3.5. Simplastik proteinlerin ekstraksiyonu

Simplastik proteinlerin ekstraksiyonu igin, apopilasivisi uzaklstiriimis yapraklardan

1 g alinip sguk bir havan igine konulngue tzerine sivi azot ilave edilerek toz haline
ve 1 mM EDTA ihtiva eden 0.1 M K{PQ, pH: 7.0) ilave edilmi ve kargim bir
santrifij tipune aktarilarak 15006 g ve +4 °C’'de 15 dakika santrifiij edilngir.
Santriftj slemi sonucunda elde edilen slpernatant simplastilolsidan enzimlerin
aktivite olumleri icin kaynak olarak kullanilgtir (Angelini et al. 1990; Angelini and
Federico 1989; Mutlu 2005) .

3.3.6. Apoplastik ve simplastik antioksidan enzim livitelerinin belirlenmesi

Yukarida belirtildgi gibi elde edilen apoplastik proteinler fosfat fgonunda (pH: 6.5)
cOzillerek spektrofotometrik yontemlerle enzimleaitiviteleri belirlenmgtir. Her bir

antioksidan enzim icin kullanilan kimyasallar veny@mler farkhdir.

3.3.6.a. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalazin (CAT) aktivite tayini icin kullanilan ydéem, Havir ve Mchale’'nin (1987)
Luck’e (1965) dayandirarak uygul@diyéntemdir. Bu metotla aktivite dlcimui, CAT
aktivite 6lcim ortamindaki ¥D.’'nin O, ve HO’ya dongumuiuni s@larken meydana

gelen absorbans azalmasinin 240 nm’de izlenmesiresdayanir (Haviet al. 1987).

Reaksiyonda azalan,8, miktarini belirlemede kullanilan olan,8, standart grafii
onceden hazirlangtir. Bunun icin, 5 mM HO, c¢o6zeltisinden 3 mL'lik
spektrofotometre tiplne sirasiyla; 0.15, 0.3, 0046, 0.75, 0.9, 1.05, 1.2, 1.35 ve 1.5
mL konulmutur. TUpln hacmi saf su ile 1.5 mL'ye tamamlanua her tipe 1.47 mL,
103.5 mM KHPO, ve 30 pL su ilave edilmgtir. Klvet spektrofotometreye
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yerlestirildikten sonra 240 nm’de absorbans kore skaokunmuytur. Absorbans
degerlerine kagilik gelenuM H,O, dezerleri kullanarak standart grafik elde editmi

Aktivite olcimia icin 3 mL'lik spektrofotometre kitiee, 103 mM KHPQO,
tamponundan 1.475 mL ve 40 mM'lik8, substrat ¢ozeltisinden 1.5 mL konulduktan
sonra, 251L enzim ekstrakti ilave edilrgtir. Kiivet spektrofotometreye yestaildikten
sonra 240 nm’'de 3 dakika boyunca 1 dakika aralkldddre kagi absorbansi
okunmutur. Olglimlerde absorbansingiosal olarak azalg araliktan dakika Bana
absorbans azalmasi hesaplagtimi Bu ortalama absorbans gdgleri, standart grafik
yardimiylaumol cinsinden HO, miktarina dénittrtimistir. 25°C’de, 1 dakika icinde,
absorbansi lumol azaltan enzim miktari 1 enzim Unitesi olaralbWaedilms ve
sonuclar g yaprak ma digen enzim dnitesi (EU/g yaprak) olarak sunugtou (Gong

et al.2001; Mutlu 2005).

0,1 -

0,08 1

0,06 -

0,04 -

Absorbans (240 nm

0,02 -

0 T T T T T T T T T 1

0 075 15 225 3 375 45 525 6 6.75 7.5

Hidrojen peroksit (H ,0,) miktari (pmol)

Sekil 3.1. Katalaz aktivitesi 6lgimunde kullanilan standa#fidg: Yaprak érneklerinden
elde edilen simplastik ve apoplastik ¢ozeltidekiakaz aktivitelerinin belirlenebilmesi
icin 5 mM H,O, ¢ozeltisi kullaniimgtir.
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3.3.6.b. Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz (POD) aktivite tayini, guaikol ve,®$'nin substrat oldgu reaksiyonun
arand olan renkli bilggin meydana getirdi absorbans aginin 470 nm’de izlenmesi

esasina dayanmaktadir (Angelatial. 1989).

Aktivite 0lcimU igin spektrofotometre kivetine; 164 0.1 M, NaHPO, (pH: 5.5) ve
5 mM guaikol iceren substrat ¢ozeltisinden 3 mL Wdoktan sonra, Uzerine 1L
enzim ekstrakti ilave edilgtir. 470 nm’de 5 dakika boyunca absorbanssattidakika
araliklarla kaydedilnyi ve absorbansin gausal olarak artg kisimdaki absorbans ati
1 dakikaya oranlanmstir. 25°C’de 1 dakikada, absorbansi 0.01 artiran enzimamilt
enzim Unitesi olarak kabul edil;jmive sonuclar g yaprak fiaa digen enzim Unitesi
(EU/g yaprak) olarak sunulngur (Yeet al.2002; Mutlu 2005).

3.3.6.c. Superoksid dismutaz aktivitesinin belirlemesi

Superoksid dismutaz (SOD) aktivitesi, nitro bludraeoliumun (NBT) superoksit
radikalleri ile mavi renkli formazona fotokimyasmldirgenmesi reaksiyonunun SOD
enzimi tarafindan engellenmesinin spektrofotometdlarak belirlenmesi esasina
dayanir (Agarwal and Pandey 2004; Yordanetwal.2004).

Reaksiyon kagimi (3 mL); 50 mM KHPQ, (pH: 7.8), 13 mM metiyonin, 76M NBT,

2 UM riboflavin ve 0.1 mM EDTA icermektedir. Aktivitedlcimi icin 3 mL
spektrofotometre kivetine yukaridaki riboflavin ngeyen reaksiyon kaimdan 2.84
ml alinmsg ve Uzerine 10QuL enzim ekstraktl pipetlenstir. Reaksiyon, tip Uzerine
100 uM’hik riboflavin c¢ozeltisinden 60uL pipetlenip kamtirildiktan hemen sonra,
beyaz bir ik kayn& oniune yerlgtirmek suretiyle bglatiimistir. Tap, sk kayn&inin
kargisinda 15 dk. tutulmuve reaksiyonsik kayna&inin kapatiimasiyla durdurulngtur.
15 dk. icerisinde NBT’nin renk aciima gonlugu 560 nm’'de kore kar okunmutur.
Kor; ayni slemin enzimsiz érn@nden olgmaktadir. SOD aktivitesinin 1 Unitesi, 560

nm’de gbzlenen NBT indirgenmesinin % 50 inhibisypawmeden olan enzim miktari, 1
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enzim unitesi olarak kabul ediljve degerler EU/g yaprak olarak sunulgtur (Mutlu
2005).

3.3.7. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PA&)

Bu argtirmada yapraklardan elde edilen apoplastik prtgeieki deisim, Leemmli
(1970) tarafindan anlatilgh sekilde elektroforezle kontrol edilstir.

Apoplastik proteinler 10QuL numune tamponu i¢inde ¢6zuldikten sonra elektezi®
hazirlanmgtir. Elektroforez icin %4—14 kesikli sodyum dodesilfat-poliakrilamid jeli

hazirlanmgtir.

Ayirma jelini hazirlamak icin, bir behere %30’lukkrdamid-%0.8’lik bisakrilamid
cOzeltisinden 25 mL alinmive Uzerine sirasiyla 1 M’k Tris-HCI (pH:8.8)'de22.5
mL, %10’luk SDS’den 0.9 mL, 0.6 mL %5’lik TEMED v8 mL saf su konularak
karistirilmistir. Bu karsimin tzerine en son olarak 15 mg (1.2 mL) amonyensijfat

hizlica pipetlennsir.

Yigma jelini hazirlamak icin, bir behere %30’'luk akmid-%0.8’lik bisakrilamid
cOzeltisinden 2 mL alinmive Uzerine sirasiyla 0.5 M'lik Tris-HCI (pH:6.8¥d 2.48
mL, %10’luk SDS’den 0.2 mL, %5’lik JuL TEMED ve 15.6 mL saf su konularak
karstirilmistir.  Bu kargimin Uzerine gunluk hazirlangi %1.5’luk  amonyum

persilfattan 0.4 mL ilave edilgtir.

Elektroforez glemi su sekilde yapilmgtir. Elektroforez cam tabakalari 6nce saf su ve
sonra alkol ile yikanngtir. Plakalari birlgtiren aralik koruyucu mikalara, sizmayi
Oonlemek icin vazelin surdltip iki cam plaka araslastik seritler konularak camlar
birlestirilmi stir. Daha sonra plastik elektroforez torbalarinaniklan cam plakalar
kiskaclar ile tutturularak jel hazirlama cihazinaonte edilmgtir. Ayirma jeli
hazirlandiktan hemen sonra ince bir pipet yardianpypetlenmy ve bunun Gzerine jelin

dstiinin pdrizsuz olmasi igin hemen izopropil alknldbir miktar dokulmgtdr.
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Ayirma jeli katilgincaya kadar yak$ak iki saat beklenmgtir. Katilasma sonrasi jelin
Uzerindeki izopropil dokulerek tekrar jelin Gzeafsu ile doldurulup, serin bir yerde 1
gece bekletilmitir. Ikinci giin ygma jeli hazirlanny ve ayirma jelinin izerine dokilip
tarak yerlgtirilirek yaklasik 2-3 saat sonra tarak jelden dikkatli fkilde cikariimgtir.
Hazirlanan plakalarin kuyulari 6nce saf su ile aowgiiritme tamponu ile yikanip,

elektroforez tankina yed#rilmistir (Tasgin 2004).

Protein numuneleri, toplam hacim 1QQ olacaksekilde tiplerde hazirlanip 3 dakika
kaynar suda inkibe edilmive oda sicak@ina kadar sgutulmustur. Nimuneler bir
mikroenjektoérle jelin kuyularina tatbik edilgtir. Molekul agiliklarl bilinen standart
proteinlerde 10QuL tamponda ¢ozilerek numunelerle birlikte jele wikhitir. Tank
kapal kapatilarak elektroforez tankinin alt ve Ust kisanyeterince ylritme tamponu
konulmu ve elektrik bglantilan yapiimgtir. Daha sonra numuneler ayirma jelinin
hizasina kadar 120 voltta ydruttlgtiir. Ayirma jelinden sonra 200 voltta yagla 4-5
saat yurutmeye devam ediktir. YUrime glemi bittiginde akim kesilerek jel, camlar
arasindan dikkatlice cikarilgmive sabitleme c¢ozeltisinde hafif tempoda 45 dakika
calkalanmgtir. YUratme tamponu tekrar kullaniimak Utzere okabina konulmgtur.
Daha sonra, jel boyama c¢ozeltisine alipime iki saat tekrar calkalagjidaha sonra
boyama c¢oOzeltisinden alinarak protein bantlar @yigorulinceye kadar yikama
cOzeltisinde yikanmgtir. Belirli zaman periyotlarinda @stiriimek suretiyle jelin zemin
rengi acilip, protein bantlar belirgiglaceye kadar bu ¢ozelti icinde calkalagtmi
Yikama c¢oOzeltisi aktif karbondan gecirilerek tekr&ullaniimstir. Jel, yikama

cOzeltisinden cikarildiktan sonra fgtafl cekilmitir (Tasgin 2004).

3.3.8. Lipid peroksidasyon aktivitesinin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu i¢in 0.5 g yaprak alinarak b %5 lik TCA icinde homojenize
edildikten sonra elde edilen homojenat 10.00@'de 15 dakika santrifiij edilrgiir.

Tlpln sidpernatant kismindan 4 mL alinarak tzerimd 260.5 lik TBA ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Reaksiyon kasimi kaynar suda 30 dakika inkibe edgmie reaksiyon

tiplerin buz banyosuna alinmasiyla durduruitau Ornekler tekrar 10000 g'de 10
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dakika santriftij edilngtir. Sipernatant kismi alinarak absorbansi 532 amkdinmuy
ve daha sonra 600 nm deki non-spesifik absorbsiygn absorbans deri

belirlenmitir.

Lipid peroksidasyonun hesaplanmasi icin; 532 nndlgélen absorbans gerinden 600
nm’de belirlenen degeri ¢ikarilms ve 1 ml ¢6zeltideki MDA (nmol/ml): [(A532-
A600)/155000] X 1B formiliiyle hesaplanmgtir. Sonuclar MDA (nmol/gram doku)

seklinde verilmitir (Ananievaet al.2002).

3.3.9. Hidrojen peroksit (H,O) miktarinin belirlenmesi

Hidrojen peroksit (HO,) miktarinin belirlenmesi icin; 0.5 gram arpa yapralinarak
10 mL s@uk aseton i¢cinde homojenize edildikten sonra homadjel0.000 xg'de 10
dakika santrifllj edilmitir. Daha sonra elde edilen sipernatantin 1.5 mlL’$b mL %
5’lik Ti(SOy)2 (titanyum disulfat) ve 0.3 mL %19’luk NJOH (amonyum hidroksit) ile
karistirilmistir. Cokelek olgtuktan sonra kagim 10.000 xg'de 10 dakika daha santrifi
edilmistir. TUpUn supernatant kismi uzajtlaldiktan sonra elde edilen pelet 3 mL 2
M'lIk H,SO, (sulfurik asit) icinde c¢ozulmilve 415 nm’de absorbansi 6lculerek
kaydedilmitir. Bu ortalama absorbans geleri, daha 6nceden hazirlagnstandart
grafik yardimiyla nanogram cinsinden,® miktarina dongtaralmistir. Sonuglar g
yaprak baina digen HO, miktari (ngram /g yaprak) olarak sunulgtwr.

H,O, miktarini belirlemede kullanilan ), standarti icin, %35’lik HO, ¢ozeltisinden
hazirlanan 3mM’lik stok ¢ozeltiden epphendorf tiiple sirasiyla; 3.6, 7.2, 10.8, 14.4,
18, 21.6, 25.2, 28.8, 32.4 ve 36 nanogram olge&kde konulmygtur. Tipln hacmi
aseton ile 1.5 mL'ye tamamlargrwe her tipe 0.15 mL %5’lik Ti(Sg ve 0.3mL
%19’luk NH,OH ilave edilmgtir. Cokelek olgtuktan sonra kagim 10.000 xg'de 5
dakika daha santrifiij edilgtir. TUpUn slpernatant kismi uzaiialldiktan sonra elde
edilen pelet 3 mL 2 M'lik HSO, icinde ¢ozulmg ve kivet spektrofotometreye

yerlestirildikten sonra 415 nm’de absorbans koére skaokunmuytur. Absorbans
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degerlerine kagilik gelen nanogram #D, deserleri kullanarak standart grafik elde
edilmistir.

0,18 -

0,144

0,108 1

0,072

Absorbans (415 nm

0,036 1

O ) ) ) ) ) ) ) ) ) 1
0 3,6 72 10,8 144 18 216 252 288 324 36

Hidrojen peroksit (H ,0,) miktari (n gram)

Sekil 3. 2. Hidrojen peroksit (HO,) miktarini belirlemede kullanilan standart grafik.

3.4.istatistik Analiz

Tez icerisinde sunulan sonuclar, her bir uygulamaii@ 6rnek (3 paralel) ve her bir
ornekten 3 tekerrlr yapildiktan sonra elde ediletiegerin ortalamasidir. Sonuclarin
karsilastirilmasi, SPSS 15.0 paket programi kullanilarak yénli varyans analizi
(ANOVA) ile yapilmis ve istatistik anlamlar, 0.05 hata seviyesinde Bumia Coklu
Karsilastirma Testi kullanilarak belirlenstir.
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4. BULGULAR

Calismamamizda ekim gunune gore bitki yapraklarina h @, 0.01, 0.1, 0.5 ve 1
mM SA uygulanmy ve bitkiler kesim gunlerinden (10., 17., 24., v&) 3 gun 6nce
soguga (4/7 °C) transfer edilnglerdir. Bitki yapraklarindan oncelonma hasari
deneyleri yapilmgtir. Bu deneyden elde edilen sonuglar, SA konsaptnaarindan 0.1
ve 1 mM uygulamalarin donma hasarinisitiinede daha etkili oldiwnu ortaya
koymuwtur. Bu ylzden donma hasarisiddaki dger deneylerde (buz nikleasyon
aktivitesi, apoplastik ve simplastik antioksidarziem aktiviteleri, lipid peroksidasyonu,
H,0, miktari ve apoplastik proteinlerin SDS elektrofajeéSA’nin bu iki (0.1 ve 1 mM
) konsantrasyonunun kullanilmasi tercih edshmi Bu bolimde, cafilan iki arpa
(Hordeum vulgarg varyetesine ait sonuclar dncegapa dayanikli (Tokak) ve sonra

hassas (Akhisar) varyetede sunujtou.

Bulgular, cizelgelerde ayrintili olarak verilgni ayrica cizelgelerden daha farkli
yaklasimlarin ve dgerlendirmelerin yapilabilmesi icirgekillerle de sunulmgtur.
Sonuglar dgerlendirilirken, ilk olarak kontrol (20/18C) grubu ile sguk uygulamasi
(4/7 °C) kasilastinimis ve sonra sguk sartlardan 6nce uygulanan SA’nin etkileri

Uzerinde durulmgtur.
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4. 1. % Donma Hasari Sonuglari

4.1. 1. Sguga dayanikh arpa varyetesi Tokak’'tan elde edilen souclar

Sasuga dayanikll arpa varyetesi Tokak'tan elde ed#ermdonma hasari degerlerinde,
SA uygulamalarinin  donma hasarini azaltma ve deuiktde etkili oldgu
belirlenmgtir (Cizelge 4.1-4.4 veSekil 4.1-4.4). Sonuglarin ayrintilarisagida
sunulmytur. 10 gunluk bitki yapraklarindan elde edilen sonucglara bakiftia; 0.01
ve 0.1 mM SA, donma hasarini azakme donma noktasini geciktirgierdir (Cizelge
4.1 veSekil 4.1). Orngin, 0, 0.01, 0.5 ve 1 mM SA uygulargryapraklarda -9 °C‘de
hasar %50’nin tzerine ¢ikarken, 0.1 mM SA’'da is2 2C’'de bu dgere ulgiimistir.
Ayrica, hasar -11°C’de SA’siz yapraklarda %85 olurken, 0.01 ve 0.1 n®M ile
sirasiyla %50 ve %210 olgu goérdlmektedir (Cizelge 4.1)17. gunluk bitki
yapraklarinda, 0.1 mM SA’nin donma hasarini agalttt donma noktasini geciktigili
belirlenmitir. Diger SA uygulamalari ise hasarli azaltmadaaha olamamglardir
(Cizelge 4.2 vesekil 4.2). Orngin, hasar -9C’de SA’siz yapraklarda %95 olurken, 0.1
ve 0.5 mM SA ile %50 oldiu gorulmektedir24. giindekesilen yapraklarda da 0.5 ve
1 mM SA donma hasarini azaitive donma noktasini geciktigitespit edilmstir
(Cizelge 4.3 vesekil 4.3). Orngin, hasar -8C’de SA’siz yapraklarda %85 olurken, 0.5
mM SA ile %10 ve 1 mM SA ile %60 olgu gorilmektedir31 gunlikken kesilen
yapraklarda SA uygulamalarinin donma hasari Uzerioldmlu etkisi gorilmengiir
(Cizelge 4.4 veSekil 4.4). Sonucg olarak, arpaningsga dayanikli Tokak gadinde
disik SA konsantrasyonlarin kisa sdreli (10. ve 17.n)give yuksek SA
konsantrasyonlarin uzun sireli (24. gin) donmarhasazalttgl ve donma noktasini
geciktirerek koruma <$adigi belirlenmitir. Buradan elde edilen sonucglara gore,
sonraki cakmalarimizda SA konsantrasyonlari olarak 0.1 ve 1 mBA

konsantrasyonlarinin kullaniimasi uygun gorigtiti
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Cizelge 4.1.20/18°C‘de buyutilen arpgHordeum vulgare cv. Tokak) fidelerine 7.
gun salisilik asit (SA) uygulanmive kesimden 3 gln 6nce&ga (7/4°C) transfer
edildikten sonrd 0. giindekesilen yapraklardaki % donma hasarietéeri.

iyon iletkenligi (uS/cm) %Donma Hasarl
Sicaklik|l 0o [ 001 [ 01 | o5 00 | 001 | o1 ] os
CO {mMm [ mm | mm | mm 1SmAM mM [ mM | mMm | mM 1SmAM
sa | sa | sa | sa sA | sa | sa | sa

1 28 20 44 36 21 10 7 16 13 8
2 29 20 34 30 22 11 7 13 11 8
3 30 23 31 30 18 11 9 12 11 7
-4 31 28 31 28 21 12 10 12 10 8
5 25 30 31 34 25 9 11 12 13 9
6 26 28 42 29 26 10 10 16 11 10
7 28 24 44 39 22 10 9 16 15 8
-8 27 27 38 38 63 10 10 14 14 23
-9 132 | 153 34 | 145| 128] 49 57 13 54 44
10 || 217 | 156 39 | 210 220 81 58 15 78 8
11 || 233 | 129 27 | 224| 238] 87 48 10 84 8
12 || 233 | 160 | 138| 230| 240 87 60 51 84 of)
13 || 245 | 275 | 240| 245| 230 o1 103 a( o1 8
14 | 258 | 300 | 230| 260| 235 96 112 86 of 8
15 | 235 | 290 | 275| 265| 240 88 104 10B 99 9
16 || 268 | 295 | 250| 265| 250| 104 @ 110 93 99 9

% Donma Hasari

O T 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 4.1. Arpa (Tokak) yapraklardakiO. glineait % donma hasari gerleri
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Cizelge 4.2.20/18°C‘de buyutilen arpgHordeum vulgare cv. Tokak) fidelerine 7.
gun salisilik asit (SA) uygulanmive kesimden 3 gln 6nce&ga (7/4°C) transfer
edildikten sonrd 7. giindekesilen yapraklardaki % donma hasarietéeri.

fyon iletkenligi (uS/cm %Donma Hasari
Sicaklik |4 001 | 01 0.5 0.0 001 | 01 0.5
°C) mM mM mM mM lSnjAM mM mM mM mM lngM
SA SA SA SA SA SA SA SA
-1 30 39 30 31 42 9 12 9 10 13
-2 29 39 25 36 36 9 12 8 11 11
-3 26 46 24 44 38 8 14 8 14 12
-4 27 46 25 53 48 8 14 8 17 15
-5 35 31 22 50 28 11 10 7 16 9
-6 32 36 27 40 33 10 11 8 13 10
-7 34 39 38 41 120 11 12 12 13 39
-8 31 167 132 39 238 10 52 41 14 74
-9 297 313 150 160 370 93 98 41 5( 1
-10 317 273 279 220 378 99 85 81 64 liIE
-11 320 330 280 270 330 10d 103 84 84 143
-12 320 330 273 270 370 104 103 84 84 116
-13 285 330 305 260 365 89 103 95 81 114
-14 295 320 235 310 350 92 100 73 97 109
-15 310 320 270 263 290 97 100 84 82 9
-16 310 320 310 340 340 97 100 974 106 106
120
110
100
90
@ 80
I 70 -
g 60
8 50
S 40
30
20
10 #

0 T 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 4.2. Arpa (Tokak) yapraklardaki7. glineait % donma hasari gerleri
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Cizelge 4.3.20/18°C‘de buyutilen arpgHordeum vulgare cv. Tokak) fidelerine 7.
gun salisilik asit (SA) uygulanmive kesimden 3 gln 6nce&ga (7/4°C) transfer
edildikten sonr&4. giindekesilen yapraklardaki % donma hasargelteri.

S ekl Iyon iletkenligi (uS/cm %Donma Hasarl
ICakill
S I IR R R PP O R R e
SA SA SA SA SA SA SA SA
-1 28 25 32 24 32 8 7 9 7 9
-2 30 28 27 22 36 8 8 8 6 10
-3 30 27 25 27 41 8 8 7 8 12
-4 37 27 24 23 31 10 8 7 6 9
-5 25 27 30 32 30 7 8 8 9 8
-6 27 27 34 26 22 8 8 10 7 6
-7 40 23 91 26 24 11 6 26 7 7
-8 310 300 278 26 217 87 85 78 7 6]
-9 330 380 320 343 260 93 107 9( 97 7
-10 355 385 308 332 363 10d 109 8% 94 102
-11 323 348 320 380 342 91 98 9( 1017 9
-12 343 370 345 378 363 97 104 971 107 102
-13 315 370 335 405 350 89 104 94 1114 e]0)
-14 325 370 310 340 350 92 104 81 94 9
-15 335 390 330 330 350 94 110 93 9 9
-16 300 400 320 350 380 85 113 9( 99 1qQ7

120

100 ~

80

60

% Donma Hasa

40 A

20~

O 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 4.3. Arpa (Tokak) yapraklardak4. gineait % donma hasari gerleri
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Cizelge 4.4.20/18°C‘de buyutilen arpgHordeum vulgare cv. Tokak) fidelerine 7.
gun salisilik asit (SA) uygulanmive kesimden 3 gln 6nce&ga (7/4°C) transfer
edildikten sonra&81. giindekesilen yapraklardaki % donma hasarietéeri.

S ekl Iyon iletkenligi (uS/cm %Donma Hasarl

ICakill

S I IR IR R PP O R I e e

SA SA SA SA SA SA SA SA

-1 31 46 37 29 36 7 11 9 7 9
-2 28 38 23 19 26 7 9 5 5 6
-3 21 55 24 23 28 5 13 6 5 7
-4 24 40 26 20 30 6 10 6 5 7
-5 35 38 22 21 22 8 9 5 5 5
-6 32 36 21 25 23 8 9 5 6 5
-7 32 133 79 21 29 8 32 19 5 7
-8 158 112 263 196 161 38 27 63 47 3
-9 177 413 358 245 410 42 99 86 54 9
-10 418 453 420 450 495 10d 108§ 10Pp 148 118
-11 410 425 425 460 483 98 102 10p 1110 115
-12 388 445 380 460 497 93 106 9] 119
-13 355 430 415 370 455 85 103 99 8 1
-14 395 450 415 420 505 94 108 99 1 121
-15 350 470 420 475 505 84 112 10D 114 141
-16 410 440 400 380 500 98 105 94 1

130
120 | —O0— 0.0 mM

110 0.01 mM

—a— 0.1 mM
100 | —s— 0.5 mMm

0 | —x—1mm

% Donma Hasa

O T T T H 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 4.4. Arpa (Tokak) yapraklardald1. glineait % donma hasari gerleri
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4.1. 2. Sguga hassas arpa varyetesi Akhisar’dan elde edilen soglar

Sasuga hassas arpa varyetesi Akhisar'dan elde edileagtanCizelge 4.5-4.8 vgekil
4.5-4.8'te sunulmgiur. 10 gunlik bitki yapraklarindan elde edilen sonuclara
bakildginda, 1 mM SA donma hasarini azakme 0.1 mM SA ise donma noktasini
geciktirmistir (Sekil 4.5). Orngin; SA’siz yapraklarda -11 °C‘de hasar %100’Un iier
ctkarken, 0.1 mM SA’da ise ayni sicaklikta hasa¥ti4 oldgu gorulmektedir. Ayrica
1 mM SA'da -16°C de bile hasar kontroldekinden dahaiddolmuwtur (Cizelge 4.5).
17. gundekesilen yapraklarindan elde edilen sonuclara goreé,ve 1 mM SA’nin
donma hasarini azalitive donma noktasini geciktiglibelirlenmgtir (Cizelge 4.6 ve
Sekil 4.6). Orngin, Cizelge 4.6'da da gorulgan gibi, hasar -9°C’de SA'siz
yapraklarda %50'nin Uzerinde olurken, 0. 1 ve 0.M n®A'da ise %7 oldgu
gorilmektedir. Bunun yaninda -11 ile -1% arasinda ortalama hasar gederi,
kontrolde %93 olurken, 0. 1 ve 1 mM SA uygulamalda %80 civarinda kalgtir. 24.
gundekesilen yapraklarda da 0.01, 0.1 ve 1 mM SA dohasarini azalti ve donma
noktasini geciktirdii tespit edilmitir (Cizelge 4.7veSekil 4.7). Orngin; Cizelge 4.7’e
bakildginda, hasar -8C’de SA’siz yapraklarda %65 olurken, 0.01, 0.1 vaNl SA da
ise %6 civarinda oldiu gorilmektedir31 ginlikken kesilen yapraklarda ise 1 mM
SA donma hasarini azaltarak olumlu etkiladigi gorilmektedir (Cizelge 4.8 vgekil
4.8). Bunun yaninda -11 ile -1% arasinda ortalama hasargederi, kontrolde %96

olurken, 1 mM SA uygulamalarinda %85 civarinda kgim

Sonug olarak, arpanin @ga hassas Akhisar gdinde digik SA konsantrasyonlarin

10, 17 ve 24. giunlerde korumagkaken 1 mM SA’nin ise tim gunlerde donma
hasarini azaltmada en etkili konsantrasyon @idue SA uygulandiktan sonra 21.
glnden 24. giine kadargga maruz kalan bitkilerde (toplam 31 gin) hala etkdugu

da bulunmsgtur. Bu yuzden, bundan sonraki galalarimizda donma hasarinda etkili
olan SA konsantrasyonlari (0.1 ve 1 mM) ile g&histir.
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Cizelge 4.5.20/18°C ‘de buyutilen arpéHordeum vulgare cv. Akhisar)fidelerine 7.
gun salisilik asit (SA) uygulanmive kesimden 3 gln 6nce&ga (7/4°C) transfer
edildikten sonrd 0. giindekesilen yapraklardan elde edilen % donma has&artizi.

Iyon fletkenligi (uS/cm) %Donma Hasarl
Slg%k)“k 0.0mM | 0.01mM | 0.1 mM|05mM |1 mM 0.0 mM|0.01mM|0.1mM|0.5mM m}w
SA SA SA SA | sA | sA SA SA sA | Sa

-1 33 26 30 29 25 9 7 9 8 7
-2 23 28 30 35 25 7 8 9 10 7
-3 28 31 34 33 21 8 9 10 9 6
-4 30 26 32 30 36 9 7 9 9 1q
-5 24 35 32 50 35 7 10 9 14 10
-6 28 30 34 52 21 8 9 10 15 6
-7 27 35 32 39 35 8 10 9 11 10
-8 35 31 33 39 32 10 9 9 11 9
-9 31 32 29 51 35 9 9 8 15 1(
-10 25 325 37 43 320 7 93 11 12 eI
-11 350 400 48 405 307 100 114 14 116 &8
-12 300 440 350 393 297 86 126 100 112 5
-13 350 410 350 402 275 100 117 100 115 9
-14 325 410 330 385 28( 93 117 94 110 0
-15 340 375 330 400 310 97 107 94 114 9
-16 335 380 315 410 31( 96 109 90 117 9

140

120

100

80

60

% Donma Hasari

40 ~

20

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

Sicaklik EC)

Sekil 4.5. Arpa (Akhisar) yapraklardakiO. gtineait % donma hasari gerleri
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Cizelge 4.6.20/18°C ‘de buyitulen arp@Hordeum vulgare cv. Akhisar) fidelerine 7.
gun salisilik asit (SA) uygulanmive kesimden 3 gln 6nce&ga (7/4°C) transfer
edildikten sonrd.7. giindekesilen yapraklardan elde edilen % donma has&artii.

Iyon iletkenligi (uS/cm %Donma Hasari
Sicaklik
N I e
SA SA SA | sA SA SA SA

-1 21 28 30 26 32 4 5 6 5 6
-2 30 25 32 30 26 6 5 6 6 5
-3 40 29 30 35 31 8 6 6 7 6
-4 26 25 39 32 42 5 5 8 6 8
-5 33 23 43 36 40 6 5 8 7 8
-6 30 25 35 37 42 6 5 7 7 8
-7 31 25 45 39 45 6 5 9 8 9
-8 28 25 42 35 60 5 5 8 7 12
-9 333 310 36 40 195 65 61 7 8 3
-10 430 430 378 470 425 84 84 74 92

-11 480 540 458 480 427 94 106 9 94

-12 473 480 410 497 447 93 94 8( 91

-13 510 470 455 515 44(Q 100 92 89 101 6
-14 455 460 425 530 420 89 90 83 104

-15 475 480 430 510 420 93 94 84 100

-16 460 510 430 535 470 90 100 84 105 2

120
—o0—0.0mM
——0.01 mM
1001 —a— 0.2 mm
—=—05mM
80 { —=—1mM

60

% Donma Hasa

40

20

O V _ “ 7 \ j j.l 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 4.6. Arpa (Akhisar) yapraklardaldi7. guineait % donma hasari gerleri
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Cizelge 4.7.20/18°C ‘de buyitulen arp@Hordeum vulgare cv. Akhisar) fidelerine 7.
gun salisilik asit (SA) uygulanmive kesimden 3 gln 6nce&ga (7/4°C) transfer
edildikten sonr&4. giindekesilen yapraklardan elde edilen % donma has&artizi.

Iyon iletkenligi (uS/cm %Donma Hasari
Sicaklik
00 | 001 | 01 0.5 0.0 0.1 0.5
(°C) mM mM mM mM lsmAM mM O.OSIAmM mM mM lSmAM
SA SA SA SA SA SA SA
-1 26 28 38 33 30 4 5 6 6 5
-2 27 32 29 33 35 5 5 5 6 6
-3 7 31 25 37 34 1 5 4 6 6
-4 25 30 32 35 34 4 5 5 6 6
-5 21 29 32 35 33 4 5 5 6 6
-6 33 26 28 29 31 6 4 5 5 5
-7 31 27 35 114 29 5 5 6 19 5
-8 25 30 35 515 32 4 5 6 87 5
-9 385 33 36 585 30 65 6 6 99 5
-10 538 463 495 573 420 91 78 84 91 7n
-11 532 543 550 595 533 90 92 93 1011 90
-12 537 565 520 600 523 91 96 89 10p 89
-13 535 560 585 610 560 91 95 99 108 95
-14 505 575 595 570 555 86 97 100 14 94
-15 550 530 575 575 555 93 90 97 9] qu
-16 590 515 615 650 580 100 87 104 110 48
120
100 A
3 80
o
T
©
E 60 -
c
o
)
S 401
20 A
0 l 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 4.7. Arpa (Akhisar) yapraklardald4. giineait % donma hasari gerleri
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Cizelge 4.8.20/18°C ‘de buyitulen arp@Hordeum vulgare cv. Akhisar) fidelerine 7.
gun salisilik asit (SA) uygulanmive kesimden 3 gln 6nce&ga (7/4°C) transfer
edildikten sonra81. giindekesilen yapraklardan elde edilen % donma has&artizi.

Iyon iletkenligi (uS/cm %Donma Hasarl
Sicaklik |75 o 001 | 01 0.5 0.0 001 | 01 0.5
(°C) mM mM mM mM 1sn'l\M mM mM mM mM 1sn'l\M
SA SA SA SA SA SA SA SA
-1 31 34 26 29 30 5 5 4 5 5
-2 24 66 30 54 27 4 10 5 8 4
-3 28 45 37 55 49 4 7 6 9 8
-4 30 43 38 61 52 5 7 6 10 8
-5 33 29 38 44 39 5 5 6 7 6
-6 36 42 46 43 37 6 7 7 7 6
-7 34 41 48 48 32 5 6 7 7 5
-8 30 377 52 53 230 5 59 8 8 36
-9 31 570 557 293 326 5 89 87 44 5
-10 440 625 585 627 568 69 98 91 9 8
-11 560 628 633 690 540 87 98 99 1 8
-12 628 595 645 645 580 98 93 10L 101
-13 630 580 685 680 525 98 90 10y 106
-14 605 595 650 680 540 94 93 10L 106
-15 635 625 630 700 535 99 98 99 1 8
-16 640 630 635 690 570 104 98 99 108

120
—0—0.0mM
——0.01 mM
100 —a—0.1 mM
—&—0.5mM
80 || =¢—1mM

60

% Donma Hasa

40

20

-1 2 3 4 5 6 -7 8 9 -10 -11 -12 -13 -14 -15 -16
Sicaklik f’C)

Sekil 4.8. Arpa (Akhisar) yapraklardaldl. guineait % donma hasari gerleri
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4.2. Buz Nukleasyon Aktivitesi Sonugclari

4.2.1. Sguga dayanikl arpa varyetesi Tokak'tan elde edilen sauclar

Sasuga dayanikli arpa varyetesi Tokak’tan elde ediggroplastik proteinlerin buz
nikleasyon aktivitesi(donma noktasinin geciktiriimesi) sonuclar Cizefge veSekil
4.9-4.12 'de sunulmytur. Aktivite, 10, 17, 24 ve 31. gunlerdegsix ve s@uk+SA
uygulamalarindan ©6nemli derecede etkilegtimi 10 gunlik bitki yapraklarinda
saguk+SA (0.1 ve 1 mM), swukla kiyaslandiinda, aktivitede 6énemli (P<0.05) bir
artisa sebep olmyur, yani donma noktasi 6nemli derecede geciktigiim Buz
nikleasyon aktivitesindekartis, 0.1 mM SA‘da s@uga gore, %20’'leri bulmgtur.
Ancak, 17 gunluk bitki yapraklarinda SA’lar aktivitede 6nemli birrtga sebep
olmamstir (P>0.05).24 gunlik bitki yapraklarinda sgukla kiyaslandiinda, sguk+SA
aktivitede 6nemli bir arga sebep olmyiur. Artis 0.1 mM SA'da s@uga gore %13
olmustur. 31 gunlik bitki yapraklarinda aktivite agi 0.1 mM SA‘da sguga gére %21
olmustur. Bu sonuglardan 0.1 ve 1 mM SA uygulamalarelidde 10, 24 ve 31 gunluk
bitkilerde, buz nukleasyon aktivitesini artignwve 0.1 mM SA'nin 1 mM’dan daha etkili
oldugu belirlenmgtir. SA'nin donma zararinda koruyucu roliiniin 31 glkadar devam
ettigi gorulmistir. Bunlara ilave olarak, tek taa s@uk uygulamasi, kontrol
bitkilerine gore 10 ve 17 gunlik bitkilerde buz feasyon aktivitesini artngtir
(P<0.05).

Cizelge 4.9.10, 17, 24 ve 31 gunluk arg@okak cesidi) yapraklarindan elde edilen
buz nukleasyon aktivitesi(°C) deserlerinin ortalamasi. Bir sttun icindeki ayni haril
bulunduran gruplar arasindaki farklar 6nemsizd¥(Q®5).

Uygulama / éﬁiilrgri 10. giin 17. giin 24. giin 31. giin
Kontrol -7¢C -7.3b -6.4b -7.1b
Sasuk 8.8 82a 6.3b 6.5¢C

Sasuk + 0.1 mM SA -10.5a -84 a -7.1a -7.9 a

Saguk + 1 mM SA 9b 85a 6.7 ab 7.4 ab
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Sekil 4.9. 10 gunluk arpaHordeum vulgarecv. Tokak) yapraklarindan elde edilen
apoplastik proteinlerin buz nikleasyon aktivitesietleri
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Buz Nikleasyon Aktivitesi (OC)

SA Konsantrasyonu

Sekil 4.10. 17 gunluk arpaHordeum vulgarecv. Tokak) yapraklarindan elde edilen
apoplastik proteinlerin buz nikleasyon aktivitesiefleri.
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Buz Nukleasyon Aktivitesi £C)

0.0 mM 0.1 mM

SA Konsantrasyonu

Sekil 4.11. 24 gunlik arpaHordeum vulgarecv. Tokak) yapraklarindan elde edilen
apoplastik proteinlerin buz nikleasyon aktivitegietleri

Buz Nikleasyon Aktivitesi (9 ()]

0.0 mM 0.1 mM 1mM

SA Konsantrasyonu

Sekil 4.12. 31 gunluk arpaHordeum vulgarecv. Tokak) yapraklarindan elde edilen
apoplastik proteinlerin buz nikleasyon aktivitesietleri
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4.2.2. S§uga hassas arpa varyetesi Akhisar'dan elde edilen soglar

Sasuga hassas arpa varyetesi Akhisar'dan elde edileoplastik proteinlerin buz
nikleasyon aktivite sonuclari Cizelge 4.10 vgekil 4.13-Sekil 4.16 'da sunulmgiur.
Aktivite, 6zellikle 10 gunlik bitki yapraklarinda sguk ve sguk+SA uygulamalarindan
onemli derecede etkilensgtir. 10 gunlik bitki yapraklarinda gak+1 mM SA, sg@ukla
kiyaslandginda, aktivitede onemli bir aga sebep olmygiur (P<0.05). Arly, sguga
gore, 0.1 mM SA‘da %7 (P>0.05) olurken, 1 mM SAiga %26 olmstur (P<0.05). 17,
24 ve 31 gunlk bitki yapraklarinda sauk+SA uygulamalari, swukla kiyaslandiinda,
aktivitede 6nemli derecede (P>0.05) bir@tsebep olmargtir. Bu sonucglardan 1 mM
SA uygulamasi, 6zellikle 10 gunlik bitkilerde, bniékleasyon aktivitesini artirmada
etkili olmustur. Buna ilave olarak, tek b@a s@uk uygulamasi, kontrol bitkilerine

gore, 10, 17 ve 24 gunluk bitkilerde buz niikleasgktivitesini artmgtir (P<0.05).

Cizelge 4.1010, 17, 24 ve 31 gunluk argakhisar cesidi) yapraklarindan elde edilen
buz nuikleasyon aktivitesi(°C) deserlerinin ortalamasi. Bir sttun icindeki ayni haril
bulunduran gruplar arasindaki farklar 6nemsizdw(Q(B5).

Uygulama [/ Kesim , y . .
Ginleri 10. gun 17. gun 24. gun 31. gun
Kontrol -7¢C -7.5Db -6 b -85a
Sasuk -7.5 bc -85a -7a -8.5a
Sasuk + 0.1 mM SA -8b -7.5b -75a -7b
Sasuk + 1 mM SA -95a -8 ab -7a -7b
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Sekil 4.13. 10 gunluk arpaHordeum vulgarecv. Akhisar) yapraklarindan elde edilen
apoplastik proteinlerin buz nikleasyon aktivitesietleri.

Buz nikleasyon aktivitesiO(C)

0.0mM 0.1mM 1mM
SA konsantrasyonu

Sekil 4.14. 17 gunluk arpaHordeum vulgarecv. Akhisar) yapraklarindan elde edilen
apoplastik proteinlerin buz nikleasyon aktivitesietleri.
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Buz nilkleasyon aktivitesi {C)

0.0mM 0.1 mM 1mM
SA konsantrasyonu

Sekil 4.15. 24 gunlik arpaHordeum vulgarecv. Akhisar) yapraklarindan elde
edilen apoplastik proteinlerin buz nikleasyon atdsi deserleri.

Buz niikleasyon aktivitesi {C)

0.0 mM 0.1 mM 1mM
SA konsantrasyonu

Sekil 4.16. 31 gunluk arpaHordeum vulgarecv. Akhisar) yapraklarindan elde
edilen apoplastik proteinlerin buz nikleasyon atdsi deserleri.
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4.3. Apoplastik Enzim Aktivitesi Sonugclari

4.3.1.Sgguga dayanikli arpa varyetesi Tokak'tan elde edilen sauclar

4.3.1.a. Katalaz aktivitesi sonuclari

Apoplastik katalaz (CAT) aktivitesi, 10, 17, 24 ve 31. gunlerdegsk ve s@guk+SA
uygulamalarindan 6nemli derecede etkilegtmi(Cizelge 4.11 veSekil 4.17). 10
gunlik bitki yapraklarinda tek lana s@uk uygulamasi CAT aktivitesinde, kontrole
gore, dnemli derecede (P<0.05)e sebep olmyiur (Cizelge 4. 11). Orrign, kontrol
sartlarindaki bitkilere gore ok (7/4°C), CAT aktivitesini %56 dgiirmistur. 0.1 ve 1
mM SA uygulamalari da, gokla kasllastirildiginda, CAT aktivitesinin sirasiyla %17
ve %12 oranlarinda dgihesine sebep olmngtur (P<0.05). Ancak,17 gunluk bitki
yapraklarinda, tek Bana s@uk uygulamasi CAT aktivitesini artirirken, @&k+SA
muameleleri CAT aktivitesini, $mga gore, 6nemli derecede sgiimistir (P<0.05).
Sasuk uygulamasinda aktivite agty kontrole gore, %208 olngtur. Fakat 0.1 ve 1 mM
SA’lar CAT aktivitesini, sguga gore, sirasiyla %71 ve %28 oranindgnaiésine neden
olmuslardir (P<0.05).24 gunltuk bitki yapraklarinda sguk, kontrole gore, CAT
aktivitesini %25 oraninda artirgtir. 0.1 mM SA, aktiviteyi spuga gore, %73
artirrken, 1 mM SA ise aktivite Gzerine 6nemli eisede (P>0.05) bir etkiye sebep
olmamstir. 31 gunlik bitki yapraklarinda sguk uygulamasi, kontrole gére, CAT
aktivitesini artirmgtir. Bu artglar kontrol ile kiyaslanginda tek bgina sguk ile %68
olmustur. Tek baina sguk uygulamasina goére, 0.1 mM SA ile aktivitede %t&ninda
bir arts olurken, ilgin¢ birsekilde 1 mM SA’da aktivite %35 gibi buyldk bir oraand
dismUstur (P<0.05). Bunlara ilave olarak, gallan tim gtnlere topluca bakifgnda tek
basina sguk uygulamasi 17, 24 ve 31. gunlerde CAT aktivitesrtirmstir. 0.1 mM
SA 24 ve 31. gunluklerde aktiviteyi artign0 ve 17. gunlerde giirmikttr. 1 mM SA
arpada (Tokak) <mkla birlikte genelde artan CAT aktivitesinin, gk
konsantrasyondaki (0.1 mM) SA ile 24. gunden sataaarttgini ve bu etkinin uzun
sure devam eftini gostermektedir.
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Cizelge 4.11.10, 17, 24 ve 31 gunluk arp@éHordeum wulgare cv. Tokak)

yapraklarindan elde edileapoplastik katalaz (CAT) aktivitesi deerleri (EU/g

yaprak). Bir sudtun icindeki ayni harfleri bulundaragruplar arasindaki farklar
onemsizdir (P>0.05).

Uygulama /Glfrﬁjrrln 10.gin | 17.gin | 24.gin| 31 gin
Kontrol 0.33 a 0.12c 0.12c 0.19c
Saguk 0.18b 0.37 a 0.15b 0.32Db
Saguk + 0.1 mM SA 0.15c 0.11c 0.26 a 0.38a
Sasuk + 1 mM SA 0.16 c 0.27b 0.15b 0.21c
0.5 O Kontrol B Sozuk kontrol

B Sosuk + 0.1 SA ESosuk + 1 SA

CAT Aktivitesi (EU/ g yaprak)

Sekil 4.17.10, 17, 24 ve 31 gunluk argelordeum vulgare cv. Tokak) yapraklarindan
elde edilerapoplastik katalaz (CAT) aktivitesi dgerleri (EU/g yaprak).
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4.3.1.b. Peroksidaz aktivitesi sonuglari

Apoplastik peroksidaz (POD) aktivitesi de 10, 17, 24 ve 31. gunlerdesdo ve
sguk+SA uygulamalarindan énemli derecede etkiletimi(Cizelge 4.12 veSekil
4.18). 10 gunluk bitki yapraklarinda tek kana s@uk uygulamasi kontrol bitkilerine
gore POD aktivitesini %76 gibi buyilk bir orandarantstir (P<0.05). Ancak, 0.1 ve 1
mM SA uygulamalari aktiviteyi sirasiyla %10 ve % &@ninda (P<0.01) durmdistdr.
17 giunlik bitki yapraklarinda, tek Bama s@uk, kontrole gore, aktiviteyi %25
artirmstir. Diger taraftan, 0.1 ve 1 mM SA uygulamalari da akéyitonemli 6lctide
artirms ve bu arglar sirasiyla %10 ve %18 olrgtur. 24 gunluk bitki yapraklarinda tek
basina sguk uygulamasi kontrol bitkilerine gére POD aktigit@ %133 gibi blyuk bir
oranda artirngtir (P<0.05). Ancak, 0.1 ve 1 mM SA uygulamalartiateyi sirasiyla
%19 ve %37 oraninda (P<0.05)sdémistir. 31 gunlik bitki yapraklarinda da tek
basina s@uk uygulamasi kontrol bitkilerine gore POD aktigite %37 oranda
artirmstir (P<0.05). Ancak, burada da 0.1 ve 1 mM SA ugqudlari aktiviteyi sirasiyla
%20 ve %9 oraninda (P<0.05)sdémUstdr.

Bunlara ilave olarak, c¢allan tim glnlere topluca bakifgnda tek bgina s@uk
uygulamasi 10, 17, 24 ve 31. gunlerde POD aktiwvitestirmistir. Aktivite 0.1 ve 1
mM SA uygulamalarinda 10, 24 ve 31. gunlerdendii, 17. giinde ise bir astigoze
carpmaktadir. Bu sonuclar,@@a dayanikli arpada gokla birlikte genelde artan POD

aktivitesinin SA ile dgurildigi ve bu etkinin uzun stire devam gtti gostermektedir.
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Cizelge 4.12.10, 17, 24 ve 31 gunluk arp@Hordeum wulgare cv. Tokak)
yapraklarindan elde edilen apoplaspkroksidaz (POD) aktivitesi degerleri (EU/g
yaprak). Bir sudtun icindeki ayni harfleri bulundaragruplar arasindaki farklar
onemsizdir (P>0.05).

Uygulama /Glfrﬁz'rrln 10. giin 17.gin |  24.gin 31. giin
Kontrol 657 ¢ 3446 d 2674 d 2516 d
Saguk 1158 a 4332 c 6249 a 3460 a
Sqguk + 0.1 mM SA | 1043 b 4804 b 5062 b 2802 ¢
Saguk + 1 mM SA 586 d 5133 a 3989 ¢ 3174 b

7500- O Kontrol B Sazuk kontrol
B Sosuk + 0.1 SA B Souk +1 SA
=
©
Q.
S, 50004
(@)
)
S
A7)
e
=
< 2500
)
O
a
o_m

31.Gln

10.Gln 17.Gin 24.GuUn

Sekil 4.18.10, 17, 24 ve 31 gunlik argdordeum vulgare cv. Tokak) yapraklarindan
elde edilerapoplastik peroksidaz (POD)aktivitesi dgerleri (EU/g yaprak).
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4.3.1.c. Superoksit dismutaz aktivitesi sonuclari

Apoplastiksuperoksit dismutaz(SOD) aktivitesi de, 10, 17, 24 ve 31. gunlerdgudo
ve s@uk+SA uygulamalarindan elde edilen sonuglar Cizelge3 veSekil 4.19'da
sunulmytur. Tek baina s@uk uygulamasi, 10 ginlik bitki yapraklarinda kontrole
gore SOD aktivitesini %32 oraninda sdimistir (Cizelge 4.13). Siukla
kiyaslandginda, 0.1 ve 1 mM SA aktiviteyi sirasiyla %12 ve #6praninda
disirmiglerdir (P<0.05).17 gunlik bitki yapraklarinda tek Baa sg@ukla SOD
aktivitesi digerken, sguk+SA uygulamalarinda ise 6nemli derecede (P<Ca@®)stir.
Ornezin, kontrole gore sgukta %16’k bir diglls olmustur. Saukla kiyaslandiinda,
0.1 ve 1 mM SA aktiviteyi sirasiyla %155 ve %12@&ronda artirngtir. 24 gunlik
bitki yapraklarinda aktivitede gakla birlikte artg belirlems, ancak 0.1 ve 1 mM SA
uygulamalari sguga gore aktiviteyi dglirmiglerdir. Bu durum ayrintili incelenginde
kontrole gére sgukta %36’lik bir arty seklinde olmytur. Sgukla kiyaslandiinda 0.1
ve 1 mM SA, aktivitede sirasiyla %48 ve %27’lik biisUse neden olmglardir
(P<0.01).31 gunluk bitki yapraklarinda tek lana s@ukla SOD aktivitesi dgerken,
soguk+SA uygulamalarinda ise 6nemli derecede (P<OadBhstir. Ornesin, kontrole
gore s@ukta %70’lik bir digus olmustur. Sgukla kiyaslandiinda, 0.1 ve 1 mM SA
aktiviteyi sirasiyla %74 ve %174 oraninda artgtmi

Diger taraftan tek bana s@uk uygulamasi kontrol ile katastinldiginda, sguk
uygulanan bitki yapraklarinda SOD aktivitesi 10, ¥& 31 gunlerde dinUstdr.
Sasuk+SA’lar sguk ile kagilastirildiginda, 0.1 mM ve 1 mM SA aktiviteyi 10 ve 24
gunlerde digirmis ancak 17 ve 31 gunluk bitkilerde artigtm. Bu sonug, sguga
dayanikli arpada (Tokak) gokla birlikte genelde dign SOD aktivitesinin uygulanan
SA ile bazi gunlerde artirilsa da geneldgtdildig ve bu etkinin uzun sure devam

ettigini gostermektedir.
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Cizelge 4.13.10, 17, 24 ve 31 gunluk arp@Hordeum wulgare cv. Tokak)
yapraklarindan elde edilen apoplastikperoksid dismutaz (SOD)aktivitesi degerleri
(EU/g yaprak). Bir sutun icindeki ayni harfleri baduran gruplar arasindaki farklar
onemsizdir (P>0.05).

Uygulama / Kesim . , . .
Ginleri 10. gun 17. gun 24. gln 31. gln
Kontrol 0.116 a 0.070 c 0.46 b 0.458 a
Saguk 0.080 b 0.059d 0.63 a 0.141d
Sosuk + 0.1 mM SA 0.070 c 0.151 a 0.33c 0.246 c
Sagguk + 1 mM SA 0.021d 0.130 b 0.46 b 0.387 b
0,87 -
O Kontrol B Sasuk kontrol

B Sosuk + 0.1 SA BESoguk + 1 SA

SOD Aktivitesi (EU/ g yaprak)

10.Gln 17.Gin

Sekil 4.19.10, 17, 24 ve 31 gunlik argElordeum vulgare cv. Tokak) yapraklarindan
elde edilerapoplastik stiperoksid dismutaz (SOD)ktivitesi dgerleri (EU/g yaprak).
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4.3.2. Sguga hassas arpa varyetesi Akhisar’dan elde edilen soglar

4.3.2.a. Katalaz aktivitesi sonuclari

Apoplastik katalaz (CAT) aktivitesi, 10, 17, 24 ve 31. gunlerdegsk ve s@uk+SA
uygulamalarindan énemli derecede etkilegimi(Cizelge 4.14 veSekil 4.20). Cizelge
4.14’e dikkat edilirsel0 gunluk bitki yapraklarinda squk, CAT aktivitesinde kontrole
gore %27 gibi dnemli bir dilise sebep olmygiur (P<0.05). Sgukla kiyaslandiinda, 0.1
mM SA aktiviteyi %10 artirirken 1 mM SA ise %9 orada digurmistir (P<0.05).17
gunlik bitki yapraklari inceleng@inde s@uk CAT aktivitesinde kontrole gbére 6nemli
derecede bir aga sebep olmyur. Bu arts kontrole gbre sgukta %104 olmstur.
Sasukla kasilastirildiginda, 0.1 mM SA aktiviteyi %14 artirirken, 1 mM Sge %40
oraninda bir dgiise sebep olmyiur (P<0.05)24 gunluk bitki yapraklarinda sguk CAT
aktivitesinde kontrole gére 6nemli derecedgigé sebep olmyur. Bu digis kontrole
gore s@ukta %30 olmsgtur. S@ukla kiyaslandiinda, 0.1 mM SA aktiviteyi %32
artirrken, 1 mM SA ise 6nemli derecede (P>0.0%) dikiye sebep olmantir. 31
gunlik bitki yapraklarinda da gok CAT aktivitesini dgurmistir. Kendi iginde
degerlendirildiginde kontrole goére Swkta %42’lik bir digis olmuwstur. Sgukla
kiyaslandginda, 0.1mM SA aktivitede %78’lik bir agtsglarken, 1 mM SA ise dnemli
derecede (P>0.05) bir etkiye neden olmgmi

Ayrica, 10, 24 ve 31. gunlerde tek sbe s@uk uygulamasi CAT aktivitesini
disUrdrken, 0.1 mM SA uygulamalari artignir. 1 mM SA ise genelde aktivite
Uzerinde istatistiki 6neme sahip gilgkliklere sebep olmamgtir (P>0.05). Bu sonug,
soguga hassas arpada (Akhisargskla birlikte genelde dign CAT aktivitesinin dgiik

konsantrasyonda (0.1 mM) uygulanan SA ile artiidiapini ve bu etkinin uzun stre

devam etgiini gostermektedir.
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Cizelge 4.14.10, 17, 24 ve 31 ginlikarpa (Hordeum wulgare cv. Akhisar)
yapraklarindan elde edilen apopladtétalaz (CAT) aktivitesi dgerleri (EU/g yaprak).
Bir sutun icindeki ayni harfleri bulunduran gruplarasindaki farklar énemsizdir
(P>0.05).

Uygulama /Gﬁfﬂse'w 10.gin | 17.gin | 24.gin | 31 gin

Kontrol 1.71a 1.42d 205a 2.62 a

Saguk 1.25c 291b 1.42b 154b

Sasuk + 0.1 mM SA 1.37b 3.31la 1.88a 2.74 a

Saguk + 1 mM SA 1.14d 1.77c 1.37b 154b
49 O Kontrol @ Sosuk kontrol

B Sosuk + 0.1 SA ESosuk + 1 SA

CAT Aktivitesi (EU/ g yaprak)
N

24.GUn

Sekil 4.20. 10, 17, 24 ve 31 gunlukarpa (Hordeum wulgare cv. Akhisar)
yapraklarindan elde edileapoplastik katalaz (CAT) aktivitesi deerleri (EU/g
yaprak).
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4.3.2.b. Peroksidaz aktivitesi sonuglari

Apoplastik peroksidaz (POD) aktivitesi de, 10, 17, 24 ve 31. gunlerdesdo ve
soguk+SA uygulamalarindan 6nemli derecede etkilgtimi(Cizelge 4.15 veSekil
4.21). Cizelge 4.15’e dikkat edilirsel0 gunlik bitki yapraklarinda sguk POD
aktivitesinde kontrole gore o6nemli derecedesigé sebep olmyur. Bu durum
incelendginde, kontrole gore gwkta %95'lik bir digls goze carpmaktadir. okla
kiyaslandginda, 0.1 ve 1 mM SA aktivitede sirasiyla %490 v20%dlik (P<0.05) bir
artisa sebep olmyiur. 17 gtnluk bitki yapraklarinda ssuk POD aktivitesinde kontrole
gore 6nemli derecede bir geisebep olmyiur. Bu arty kontrole gore sgukta %116
olmustur. Sgukla kasilastinldiginda, 0.1 ve 1 mM SA uygulamalarinin her ikisi de
soguga gore aktiviteyi dnemli derecede artigtardir (P<0.05). Aktivite arglari 0.1 ve
1 mM SA’larda sirasiyla, %26 ve %105 olgtwr. 24 ginluk bitki yapraklarinda sguk
POD aktivitesinde kontrole gore onemli derecedesarsebep olnyiur. Bu artsg
kontrole gore sgukta %17 olmstur. Sgukla kiyaslandiinda, 0.1 mM SA aktiviteyi
%22 azaltirken, 1 mM SA ise %5’lik 6nemli sayila&uwék (P<0.05) bir aga sebep
olmustur. 31 gunluk bitki yapraklarinda da 10 gunlikteki gibi,gadk POD aktivitesini
diUsUrdrken, s@uk+SA’lar, s@uk uygulamalarina gore, ad sebep olmyiur. 31
gunlik kendi icinde deerlendirildiginde, kontrole gore $wkta %30’luk bir digus
olmustur. S@ukla kasllastirildiginda, 0.1 mM SA aktivitede %27’lik bir agtsgslarken
1 mM SA’de ise bu a1 %11 de olmstur.

Ayrica, 10 ve 31 ginlerde gakla POD aktivitesinde gus, 17 ve 24 gunluk bitkilerde
ise aksine bir agigortilmektedir. Sgukla kiyaslandiinda ise genel itibariyle 0.1 ve 1
mM SA uygulamalari aktiviteyi 6nemli derecede agtmi Bu sonug, sguga hassas
arpada (Akhisar) gmkla birlikte genelde dign POD aktivitesinin  her iki
konsantrasyonda da uygulanan SA ile yuksefiildive bu etkinin uzun sire devam

ettigini gostermektedir.
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Cizelge 4.15. 10, 17, 24 ve 31 gunliuk arpgHordeum wulgare cv. Akhisar)
yapraklarindan elde edilen apoplaspkroksidaz (POD) aktivitesi degerleri (EU/g
yaprak). Bir sdtun icindeki ayni harfleri bulundaragruplar arasindaki farklar
onemsizdir (P>0.05).

Uygulama / Kesim . N . .
Giinleri 10. gun 17. gun 24. gun 31. gln
Kontrol 3689 a 514 d 7293 b 4890 a
Saguk 200d 1115c 8580 a 3432 d
Sasuk + 0.1 mM SA 1186 b 1415b 6721 c 4375 b
Sasuk + 1 mM SA 614 c 2288 a 9009 a 3803 ¢
10006 O KOI‘]'[I’O| = So%uk kontrol
B Sosuk + 0.1 SA B Sosuk + 1 SA
_. 80004
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Sekil 4.21. 10, 17, 24 ve 31 gunluk arpéHordeum wulgare cv. Akhisar)
yapraklarindan elde edileapoplastik peroksidaz (POD) aktivitesi degerleri (EU/g
yaprak).
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4.3.2.c. Superoksit dismutaz aktivitesi sonuclari

Apoplastiksuperoksit dismutaz(SOD) aktivitesi de, 10, 17, 24 ve 31. gunlerdgudo
ve s@uk+SA uygulamalarindan dnemli derecede etkilatim{Cizelge 4.16 veSekil
4.22).10 gunluk bitki yapraklarinda sguk SOD aktivitesinde kontrole goére énemli
derecede diiise sebep olmyiur. Bu dils incelendginde, kontrole gore gwmkta
disUstin %56 oldgu gorilmektedir. Sgukla kiyaslandiinda, 0.1 mM SA aktivitede
%3’luk 6bnemsenmeyecek (P>0.05) bir gatneden olurken, 1 mM SA ise %38'lik
(P<0.01) bir déiuse sebep olmyiur. 17 gunlik bitki yapraklari incelenginde s@uk
uygulamasiyla SOD aktivitesinde kontrole gore Onetelrecede (P<0.05) bir gii
olmustur. Kontrole gore sguktaki bu digis %15 oraninda olmgur. Sgukla
kargilastirildiginda 0.1 ve 1 mM SA uygulamalari aktiviteyi sirdsiy%92 ve %104
oranlarinda artirmgtir. 24 gunlik bitki yapraklarinda sguk, SOD aktivitesini %20
oraninda dgirmdsttr (P<0.05). Dier taraftan sguk uygulamasina goére, 0.1 mM SA
SOD aktivitesinde 6nemli derecede ai%066) s@larken, 1 mM SA’'da ise bir dis
(%17) gorulmektedir31 gunluk bitki yapraklarinda da fok uygulamasiyla SOD
aktivitesinde kontrole gére 6nemli derecede (P<PSdisis olmustur. Kontrole gére
soguktaki bu digus %50 oraninda olmgur. Ancak, sgukla kasilastirildiginda 0.1 ve 1
mM SA uygulamalari aktiviteyi sirasiyla %40 ve %@anlarinda artirngtir.

Bunun yanindaSekil 4.21’a dikkat edilirse, 10 ile 24 gunluk gexler kendi arasinda 17
ile 31 gunlik degerler de kendi arasinda bir paralellik gostermekte@ozuk
uygulamasi kontrole gbére SOD aktivitesini 10, 174 ®e 31 gunlik bitkilerde
disurmisttr. Sguk+SA’lar sguk ile kasllastirildiginda, 0.1 mM SA aktiviteyi butin
gunlerde artirirken, 1 mM SA 10 ve 24 gunliklerdgldmis ve 17 ve 31 gunluk
bitkilerde ise artirmgtir. Bu sonug, sguga hassas arpada (Akhisar)gakla birlikte
onemli oranlarda dign SOD aktivitesinin uygulanan SA ile yuUkseltfidii ve bu
etkinin 0.1 mM SA’da bariz olarak gortlmekte ofgunu ve uzun sire de devam gtti

gOstermektedir.
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Cizelge 4.16.10, 17, 24 ve 31 gunluk arp@Hordeum wulgare cv. Akhisar)
yapraklarindan elde edilen apoplastikperoksid dismutaz (SOD)aktivitesi deerleri
(EU/g yaprak). Bir sutun icindeki ayni harfleri baduran gruplar arasindaki farklar
onemsizdir (P>0.05).

Uygulama / Kesim

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

Kontrol 0.306 a 0.301 b 0.810 b 0.690 a

Sagguk 0.167 b 0.259 ¢ 0.650 c 0.351c

Sgguk + 0.1 mM SA 0.173 b 0.498 a 1.080 a 0.493 b

Sogguk + 1 mM SA 0.104 c 0.530 a 0.540d 0.474 b

1,21 O Kontrol B Sosuk kontrol
B Sosuk + 0.1 SA B Sosuk + 1 SA
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10.Gun 17.Gln 24.GUn

Sekil 4.22. 10, 17, 24 ve 31 gunluk arp@Hordeum wulgare cv. Akhisar)
yapraklarindan elde edileapoplastik stiperoksid dismutaz (SOD)aktivitesi deerleri
(EU/g yaprak).
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4.4. Simplastik Enzim Aktivitesi Sonuglari

4.4.1.Scguga dayanikl arpa varyetesi Tokak'tan elde edilen sauclar

4.4.1.a. Katalaz aktivitesi sonuclari

Simplastikkatalaz (CAT) aktivitesi, 10, 17, 24 ve 31. gunlerdeggk ve s@uk+SA
uygulamalarindan 6nemli derecede etkilegtimi(Cizelge 4.17 veSekil 4.23). 10
gunlik bitki yapraklarinda sguk CAT aktivitesinde kontrole gére 6énemli derecede
artisa sebep olmyiur. Bu arty sagsuk uygulamasiyla %30 oraninda olgtwr. Sgukla
karsilastirildiginda ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamasi da sirasiylav3052’ lik bir
artisa sebep olmyiur (P<0.05).17 gunlik bitki yapraklarl incelenginde s@uk
uygulamasi CAT aktivitesinde kontrole gore dnenglietede bir aga sebep olmyiur.

Bu arts kontrole gore %13 olmytur. Sgukla kagilastirildiginda ise 0.1 ve 1 mM SA
uygulamasi CAT aktivitesini sirasiyla %17 ve %5nonaa artirmgtir (P<0.05).24
gunlik bitki yapraklarinda sguk uygulamasi CAT aktivitesinde kontrole gére 6rieml
bir artsa sebep olmyur. Bu arty soguk uygulamasiyla %44 olmgtur. S@ukla
kiyaslandginda ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamalarida CAT aktsiitele sirasiyla %46
ve %7’lik bir artsa sebep olmyur (P<0.05)31 gunliuk bitki yapraklarinda sguk CAT
aktivitesini digurmistir. S@uk uygulamasi kontrole gore % 8’lik bir dije sebep
olmustur. S@ukla kiyaslandiinda ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamasiyla CAT
aktivitesinde sirasiyla %34 ve %25’lik bir gdiy olmustur (P<0.05).

Bunlara ilave olarak, tim gunlere topluca balgidda 10, 17 ve 24. glunlerdegsiila
CAT aktivitesinde ary olmustur (Cizelge 4.17). Squkla kiyaslandiinda ise 0.1 mM
ve 1 mM SA’'da 10, 17 ve 24. gunlerde aktivite sania sebep olurken 31. gunlUklerde
aktivite digmuUstir. Bu sonug, stuga dayanikh bu arpada (Tokak) gsdkla birlikte
genelde artan CAT aktivitesinin 0.1 ve 1 mM SA uggoasiyla da arggni ve bu

etkinin uzun sire devam diitni gostermektedir.
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Cizelge 4.17.10, 17, 24 ve 31 gunlik arpgHordeum wvulgare cv. Tokak)
yapraklarindan elde edilesimplastik katalaz (CAT) aktivitesi deerleri (EU/g
yaprak. Bir sutun icindeki ayni harfleri bulunduragruplar arasindaki farklar

onemsizdir (P>0.05).

Uygulama / Kesim . . . .
Giinleri 10. gun 17. gun 24. gun 31. gln
Kontrol 780 900 540 780
Sasuk 1020 1020 780 720
Sasuk + 0.1 mM SA 1080 1200 1140 480
Sasuk + 1 mM SA 1560 1080 840 540
1800- O Kontrol B Sosuk kontrol
B Sosuk + 0.1 SA EISosuk + 1 SA
15004
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17.Gin 24.GuUn

Sekil 4.23.10, 17, 24 ve 31 gunluk argelordeum vulgare cv. Tokak) yapraklarindan
elde edilersimplastik katalaz (CAT) aktivitesi dgerleri (EU/g yaprak).
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4.4.1.b. Peroksidaz aktivitesi sonuclari

Simplastik peroksidaz (POD) aktivitesi de, 10, 17, 24 ve 31. ginlerdesdo ve
soguk+SA uygulamalarindan énemli derecede etkiletimi(Cizelge 4.18 veSekil
4.24).10 gunluk bitki yapraklarinda kontrole gore tekdo@a s@uk uygulamasi POD
aktivitesini digurmistir. Ornein, kontrole gére sguk uygulamasiyla %83'lik bir
disUs meydana gelmgtir. Sasukla kiyaslandiinda ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamasi
POD aktivitesinde sirasiyla %204 ve %512’lik cokeoii derecede aga sebep
olmustur (P<0.05).17 gunluk bitki yapraklari incelenginde, sguk uygulamasi POD
aktivitesini kontrole gére diirmistir. Orngin kontrole goére sguk uygulamasi
aktiviteyi %33 dgurmistir. Sgukla kiyaslandiinda ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamasi
aktiviteyi sirasiyla %74 ve %51 oraninda artgtni (P<0.05). 24 gunlik bitki
yapraklarinda sguk uygulamasi POD aktivitesini kontrole géresdiimistir. Bu digUs
soguk uygulamasiyla %15 olmngtur. Sg@ukla kiyaslandiinda ise 0.1 ve, 1 mM SA
uygulamasli aktivitede sirasiyla %11 ve %58'lik Ohiebir artisa sebep olmyiur
(P<0.05).31 gunluk bitki yapraklarinda da 10, 17 ve 24 gunliklerdeki goguk POD
aktivitesini sguk uygulamasi djilrmistir. Yapraklara sguk uygulamasi kontrole gére
%25’lik bir disise neden olmgtur. S@ukla kiyaslandiinda ise 0.1 ve 1 mM SA
uygulamasi da aktivitede sirasiyla %85 ve %15'lkdiisise sebep olmyiur.

Bununla birlikte tum gunlere bakilirsa 10, 17, 2431. gunlerde $wk uygulamasiyla
POD aktivitesinde énemli bir gis gortlmektedir. Sgukla kiyaslandiinda ise 0.1 mM
SA ve 1 mM SA uygulamalarinda 10, 17, 24 ve 3l.gile onemli derecede bir grti
goze carpmaktadir (Cizelge 4.18). Bu sonuguga dayanikl arpada (Tokak) @dkla
birlikte disen POD aktivitesinin her iki konsantrasyonda daulgigan SA ile artirild

ve bu etkinin uzun sire devam gitti gostermektedir.

Cizelge 4.18. 10, 17, 24 ve 31 gunluk arp@Hordeum wulgare cv. Tokak)
yapraklarindan elde edilesimplastik peroksidaz (POD) aktivitesi deerleri (EU/g



yaprak). Bir sdtun icindeki ayni harfleri bulundaragruplar arasindaki farklar

onemsizdir (P>0.05).
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800005

60000;

400001

20000;

POD Aktivitesi (EU/ g yaprak)

Sekil 4.24.10, 17, 24 ve 31 gunluk argblordeum vulgare cv. Tokak) yapraklarindan

B Sasuk + 0.1 SA

B Sosuk + 1 SA

Uygulama / gﬁf‘igi 10.gin | 17.gin | 24.gin | 31 gin

Kontrol 36000 56000 59200 28800

Saiuk 6400 37600 50400 21600

Sasuk +0.1 mM SA | 30400 65600 56000 40000

Saiuk + 1mMM SA | 42400 56800 80000 18400
O Kontrol B Sasuk kontrol

elde edilersimplastik peroksidaz (POD)aktivitesi dgerleri (EU/g yaprak).
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4.4.1.c. Superoksit dismutaz aktivitesi sonuclari

Simplastikstiperoksit dismutaz(SOD) aktivitesi de, 10, 17, 24 ve 31. gunlerdgido
ve s@uk+SA uygulamalarindan énemli derecede etkilatim{Cizelge 4.19 veSekil
4.25).10 gunluk bitki yapraklarinda sguk uygulamasi SOD aktivitesinde kontrole gére
onemli derecede duse sebep olmyur. Ornesin, kontrole goére tek ana s@uk
uygulamasi %46’lik bir djilse neden olmgtur. Sgukla kiyaslandiinda ise 0.1 ve 1
mM SA uygulamasi SOD aktivitesinde sirasiyla %11%28’lik dnemli derecede bir
artisa sebep olmyur (P<0.05).17 gunltk bitki yapraklarinda squk uygulamasiyla
SOD aktivitesi kontrole gére 6nemli derecedamiktiir. Ornegin, kontrol bitkilerine
gore s@guk uygulamasiyla %49’luk bir gis olmuwstur. S@ukla kiyaslandiinda ise 0.1
mM SA uygulamasi aktiviteyi %143 artirirken, 1 mMA'8a ise herhangi etki
gorulmemgtir (P>0.05). 24 gunluk bitki yapraklarinda sguk uygulamasi SOD
aktivitesinde dilise sebep olmyur.Ornesin kontrole gore sgukla %15'lik bir dius
olmustur. Sgukla kiyaslandiinda 0.1 ve 1 mM SA uygulamasi da aktivitede gytas
%45 ve %57’lik 6nemli bir diiise sebep olmyur (P<0.05).31 gunlik bitki
yapraklarinda tek Bama s@uk uygulamasi SOD aktivitesinde giige sebep olmyiur.
Sasuk  uygulamasiyla kontrole gore bu sdgi %50 olmytur. Sgukla
karsilastirildiginda ise 0.1 mM SA uygulamasi aktivitede %74’'lUk dnits sgslarken 1
mM SA’da ise her hangi etki gérilmegtir (P>0.05).

Buna ilave olarak sk uygulamasi kontrol ile katastirildiginda, SOD aktivitesini 10,
17, 24 ve 31 gunluk bitkilerin hepsinde sdimistir. S@uk+SA’lar sguk ile
kargilastirildiginda, 0.1 mM aktiviteyi tim gunlerde artirirken, MnSA aktiviteyi 10
gunltklerde bir miktar artirng) 24 gunluklerde diirmis ve 17 ve 31 gunlik bitkilerde
her hangi bir etkiye sebep olmatm. Bu sonug, stuga dayanikli bu arpada &akla
birlikte genelde dien SOD aktivitesinin uygulanan gik konsantrasyonlarda (0.1
mM) SA ile artirlldgini ve bu etkinin uzun sire devam gtii gostermektedir (Cizelge
4.19).
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Cizelge 4.19.10, 17, 24 ve 31 gunluk arp@Hordeum wulgare cv. Tokak)
yapraklarindan elde edilesimplastik stperoksid dismutaz (SOD)aktivitesi deerleri
(EU/g yaprak). Bir sutun icindeki ayni harfleri baduran gruplar arasindaki farklar
onemsizdir (P>0.05).

Uygulama / Kesim . . . N
Ginleri 10. gun 17. gun 24. gun 31. gun
Kontrol 200 208 167 205
Saguk 108 108 142 104
Sasuk + 0.1 mM SA 120 263 207 217
Sgguk + 1 mM SA 139 112 62 106
O Kontrol B Sasuk kontrol
280, B Sosuk + 0.1 SA EIScsuk + 1 SA
240+
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17.Gun 24.Gun 31.Gun

Sekil 4.25.10, 17, 24 ve 31 gunluk argid ordeum vulgare cv. Tokak) yapraklarindan
elde edilersimplastik stperoksid dismutaz (SODpktivitesi dgerleri (EU/g yaprak).
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4.4.2. S§uga hassas arpa varyetesi Akhisar'dan elde edilen soglar

4.4.2.a. Katalaz aktivitesi sonuclari

Simplastikkatalaz (CAT) aktivitesi, 10, 17, 24 ve 31. gunlerdegsk ve s@uk+SA
uygulamalarindan 6nemli derecede etkilegtimi(Cizelge 4.20 veSekil 4.26). 10
gunluk bitki yapraklarinda sguk uygulamasi CAT aktivitesinde kontrole gére orieml
derecede aga sebep olmyur. Orngin, tek baina sguk uygulamasiyla aktivitede
kontrole gore %69’luk agigozlenmgtir. Sogukla kiyaslandiinda ise 0.1 ve 1 mM SA
uygulamasi aktiviteyi sirasiyla %23 ve %22 oraniddgirmistir (P<0.05)17 gunluk
bitki yapraklarinda sguk uygulamasi CAT aktivitesinde kontrole gore sartsebep
olmustur. Ornegin, sazuk uygulamasiyla kontrole gore %50’lik arolmustur. Sgukla
karsilastirildiginda ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamasi ise aktivitedassyla %14 ve
%40’k bir disls salamistir. 24 gunlik bitki yapraklarinda sguk uygulamasi CAT
aktivitesinde kontrole gére dnemli derecedesarsebep olmyiur. Tek baina sguk
uygulamasi kontrole gore %18lik a@ neden olmgiur (P<0.05). Sgukla
kiyaslandginda ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamalari aktivitederbhelerecede bir etkiye
sebep olmamgtir (P>0.05).31 gunluk bitki yapraklarinda sguk uygulamasi CAT
aktivitesini artirmgtir. Ornesin, tek baina s@uk uygulamasi kontrole gore aktiviteyi
%8 artirmgtir (P<0.05). Spukla kiyaslandiinda ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamasi
aktiviteyi sirasiyla %8 ve %20 gliirmustdr.

Ayrica 10, 17, 24 ve 31. gunlerdegsé uygulamasi CAT aktivitesinde audi sebep
olurken s@ukla kiyaslandiinda ise 0.1 mM ve 1 mM SA uygulamalarinda aktokte
disUs seklinde bir paralellik gb6ze carpmaktadir. Tum gidée 0.1 mM SA
uygulamasinin guga gore 6nemli bir aktivite gusiine sebep oldiu da dikkat
cekmektedir. Bu sonug, gaga hassas arpada (Akhisargskla birlikte genelde artan
CAT aktivitesinin uygulanan SA ile durtldigt ve bu etkinin uzun stre devam gtti
gostermektedir (Cizelge 4.20).
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Cizelge 4.20.10, 17, 24 ve 31 gunluk arp@iordeum wvulgare cv. Akhisar)
yapraklarindan elde edilesimplastik katalaz (CAT) aktivitesi deerleri (EU/g
yaprak. Bir sutun icindeki ayni harfleri bulunduragruplar arasindaki farklar

onemsizdir (P>0.05).

Uygulama / Kesim . N . .
Ginleri 10. gun 17. gun 24. gln 31. gln
Kontrol 960 c 800 c 560 b 640 b
Sagguk 1626 a 1200 a 666 a 693 a
Sasuk + 0.1 mM SA 1253 b 1040 b 640 a 640 b
Sasuk + 1 mM SA 1280 b 1058 b 666 a 560 c
18004 O Kontrol B Soguk kontrol
B Sosuk + 0.1 SA B Sosuk + 1 SA
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Sekil 4.26. 10, 17, 24 ve 31 gunluk arpéHordeum wulgare cv. Akhisar)
yapraklarindan elde edilesimplastik katalaz (CAT) aktivitesi deerleri (EU/g

yaprak).
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4.4.2.b. Peroksidaz aktivitesi sonuglari

Simplastik peroksidaz (POD) aktivitesi de, 10, 17, 24 ve 31. gilnlerdesdo ve
soguk+SA uygulamalarindan 6nemli derecede etkilgtimi(Cizelge 4.21 veSekil
4.27).10 gunluk bitki yapraklarinda sguk uygulamasi POD aktivitesinde kontrole gére
onemli derecede duse sebep olmyur. Ornesin, kontrole gore seuk uygulamasiyla
%21'lik bir distus kaydedilmgtir. Sogukla kiyaslandiinda ise 0.1 ve 1 mM SA
uygulamasi da aktivitede sirasiyla %47 ve %26’lerdli derecede bir aga sebep
olmustur (P<0.05).17 gunluk bitki yapraklari incelenginde s@uk uygulamasi POD
aktivitesinde kontrole gore 6nemli derecede binsarsebep olmyiur. Bu artg tek
basina s@uk uygulamasiyla kontrole gore %19 olstur. Sgukla kasilastirildiginda
ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamasi da POD aktivitesimsyla %38 ve %50 oraninda
artirmstir (P<0.05). 24 gunlik yapraklarda sguk uygulamasi POD aktivitesinde
kontrole artga sebep olmyur. Ornein, kontrole gére bu agisasuk muamelesiyle
%21 olmytur. Sgukla kiyaslandiinda 0.1 ve 1 mM SA uygulamasi aktiviteyi sirasiyla
%20 ve %19 artirngtir. 31 gunluk bitki yapraklarinda da 10 ginlukteki gibi g
uygulamasi POD aktivitesini giirmistir. S@uk uygulamasiyla kontrole gére %15’lik
bir disUs olmustur. Sgukla kaslilastirildiginda ise 0.1 mM SA uygulamasi aktivitede
%35’lik bir artis sgslarken 1 mM SA’de ise %12’lik bir diiiis olmustur.

Bunlara ilaveten, 10 ve 31 ginlerdezsk uygulamasiyla POD aktivitesinde sai 17
ve 24 gunluklerde ise agtgorilmektedirSogukla kiyaslandiinda ise tim gunlerde 0.1
mM ve 1 mM SA uygulamalarinda 6nemli derecede luivae artisi seklinde bir
paralellik goze carpmaktadir. Tum gunlere bakilila zamanla POD aktivitesinde de
onemli bir arty da dikkat cekmektedir. Bu sonug gs@a hassas arpada (Akhisarjsh
uygulamasiyla birlikte genelde artan POD aktivitesiher iki konsantrasyonda da
uygulanan SA ile yukseltildini ve bu etkinin uzun sire devam giti gostermektedir
(Cizelge 4.21).
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Cizelge 4.21. 10, 17, 24 ve 31 gunliuk arpgHordeum wulgare cv. Akhisar)
yapraklarindan elde edilen simplastieroksidaz (POD) aktivitesi dgerleri (EU/g
yaprak). Bir sudtun icindeki ayni harfleri bulundaragruplar arasindaki farklar
onemsizdir (P>0.05).

Uygulama / Kesim

Ginleri 10. gin 17. gun 24. gln 31. gln

Kontrol 23200 b 41600d 44000 c 62400 b

Soguk 18400 c 49600 c 53600 b 53600 ¢

Sgguk + 0.1 mM SA 27200 a 68800 b 64800 a 72800 a

Sogguk + 1 mM SA 23200 b 74400 a 64000 a 47200 ¢

O Kontrol B Sosuk kontrol

80000 B Sosuk + 0.1 SA ESosuk + 1 SA

600004

400004

200004

POD Aktivitesi (EU/ g yaprak)

10.Gun 17.Gun 24.Gln 31.Gln

Sekil 4.27. 10, 17, 24 ve 31 gunluk arp@Hordeum wulgare cv. Akhisar)
yapraklarindan elde edilen simplastieroksidaz (POD) aktivitesi dgerleri (EU/g
yaprak).

4.4.2.c. Superoksit dismutaz aktivitesi sonuclari
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Simplastikstperoksit dismutaz(SOD) aktivitesi de, 10, 17, 24 ve 31. gunlerdgido
ve s@uk+SA uygulamalarindan dnemli derecede etkilatim{Cizelge 4.22 veSekil
4.28).10 gunluk bitki yapraklarinda sguk uygulamasi SOD aktivitesinde kontrole gére
onemli derecede agh sebep olmyiur. Bu arts tek bagina s@uk uygulamasiyla
kontrole gore %58 olmtur. S@ukla kiyaslandiinda ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamasi
SOD aktivitesinde sirasiyla %9 ve %11'lik 6nemireede (P<0.05) bir aga sebep
olmustur. 17 gunlik bitki yapraklari incelenginde sg@ukla uygulamasiyla SOD
aktivitesinde kontrole aga sebep olmyur. Ornesin, kontrole goére sguk
uygulamasiyla %5’lik bir argiolmustur (P<0.05). Sgukla kasllastirildiginda ise 0.1 ve
1 mM SA uygulamasi aktiviteyi sirasiyla %42 ve %a®irmstir. 24 gunlik
yapraklarda sguk uygulamasi SOD aktivitesinde 6nemli derecedes as#ladigl
gorilmektedir. Orngin sasuk uygulamasi kontrole gore aktiviteyi %30 artighmi
Sasukla kiyaslandiinda ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamalari aktiviteyasiyla %19 ve
%53 oraninda artirgiir (P<0.05).31 gunluk yapraklarda da 17 gunltkteki gibi @k
uygulamasi SOD aktivitesinde aeisebep olmyiur. Tek baina sguk uygulamasi
kontrole goére aktiviteyi %25 oraninda artighm. Sgukla kasilastirildiginda ise 0.1
mM SA uygulamasi aktivitede %23’lik bir artsaglarken, 1 mM SA’da ise %34’luk
bir disus gerceklgmistir.

Bunun yaninda, 10 17, 24 ve 31 gunler arasinddgiidcayorilmektedir. TUm glnlerde
kontrol ile kasllastirildiginda, sguk uygulamasi SOD aktivitesini artirghr. 10, 17, 24
ve 31 gunluk bitkilerde smk ile kasllastirildiginda sguk+SA uygulamalari her iki
konsantrasyonda da (0.1 ve 1 mM SA) aktiviteyirarigtir. Bu sonug, sguga hassas
arpada (Akhisar) gmk uygulamasiyla birlikte genelde artan SOD aktisimin
uygulanan SA ile daha da yukseltgaii ve bu etkinin uzun sire devam giti

gostermektedir (Cizelge 4.22).

Cizelge 4.22.10, 17, 24 ve 31 gunluk arp@Hordeum wulgare cv. Akhisar)
yapraklarindan elde edilesimplastik stperoksid dismutaz (SOD)aktivitesi deerleri
(EU/g yaprak). Bir sutun icindeki ayni harfleri baduran gruplar arasindaki farklar
onemsizdir (P>0.05).
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Uygulama /gl.fnslié?i 10.giin | 17.gin | 24.gun | 31.gin
Kontrol 68 c 80 b 80 d 96 c
Saguk 108 b 84 b 104 c 120 b
Saguk + 0.1 mM SA 118 a 120 a 124 b 148 a
Sasuk + 1 mM SA 120 a 114 a 160 a 80d
180- O Kontrol B Sasuk kontrol

B Sosuk + 0.1 SA EIScsuk + 1 SA

150+

1204

60+

SOD Aktivitesi (EU/ g yaprak)
O
CP

30

10.GUn

Sekil 4.28. 10, 17, 24 ve 31 gunluk arp@Hordeum wulgare cv. Akhisar)
yapraklarindan elde edilesimplastik stiperoksid dismutaz (SOD)aktivitesi deerleri
(EU/g yaprak).
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4.5. Lipid Peroksidasyon Aktivitesi Sonugclari

4.5.1.Sgguga dayanikl arpa varyetesi Tokak'tan elde edilen sauclar

Yapraklarddipid peroksidasyon (LPO) aktivitesi, 10, 17, 24 ve 31. gunlerdezak ve
sguk+SA uygulamalarindan énemli derecede etkiletimi(Cizelge 4.23 veSekil
4.29).10 gunluk bitki yapraklarinda sguk uygulamaslipid peroksidasyoraktivitesini
kontrole gore 6nemli derecede artigtm Bu arts tek bgina s@guk uygulamasiyla
kontrole gore %51 olmgur. Sgukla kiyaslandiinda ise 0.1 ve 1 mM SA
uygulamalarinda ise LPO sirasiyla %22 ve %18 odenoigmistir. 17 gunlik bitki
yapraklarinda sguk uygulamasi LPO aktivitesinde kontrole gore onebit artisa
sebep olmgtur (P<0.05). Orngin, saguk uygulamasiyla kontrole gore %7 arti
olmustur. S@ukla kasilastiriidiginda ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamalarinda ise LPO’da
onemli derecede etki gozlenemetini (P>0.05).24 gunluk bitki yapraklarinda LPO
aktivitesinde kontrole gére 8ok uygulamasiyla bir miktar agtiolmuwstur. Sgukla
kiyaslandginda ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamalari ise aktiviteleasiyla %16 ve
%17’lik bir disise sebep olmyur. 31 glnluk bitki yapraklarinda sguk uygulamasi
aktiviteyi artirmstir.  Kendi icinde dgerlendirildiginde kontrole goére gmkta
uygulamasi aktiviteyi %4 artirgtir. Sq@ukla kiyaslandiinda ise 0.1 ve 1 mM SA
uygulamalann LPO aktivasyonunda sirasiyla %10 ve7 %ataninda dgilrmistir
(P<0.05).

Bunlara ilaveten, 10, 17, 24 ve 31 ginlerde kdntridkilerinde zamanla lipid
peroksidasyon aktivitesinde fark edilir bir arola dikkat cekmektedir. Ayrica tim
gunlerde spuk uygulamasiyla birlikte LPO aktivitesinde grtsggukla kiyaslandiinda
ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamalarinda ise 6nemli dedecbir digis fark edilmektedir.
Bu sonug, sguga dayanikh arpada (Tokak) @dkla birlikte genelde artan lipid
peroksidasyon aktivitesinin her iki konsantrasyodda(0.1 mM ve 1 mM) uygulanan

SA ile azaltildgl ve bu etkinin uzun stire devam gitti gostermektedir (Cizelge 4.23).
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Cizelge 4.23.10, 17, 24 ve 31 gunluk arp@éHordeum wulgare cv. Tokak)
yapraklarinda belirlenehpid peroksidasyon aktivitesi dgerleri (hmol/g yaprak). Bir
sutun icindeki ayni harfleri bulunduran gruplarsaralaki farklar 6nemsizdir (P>0.05).

Uygulama / Kesim

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

Kontrol 8.76 c 12.12 b 14.39 a 15.01 4

Saguk 13.23 a 13.08 a 14.86 4 15.72 a

Sgguk + 0.1 mM SA | 10.44b 12.84 a 1261 Db 14.28 b

Saguk + 1 mM SA 1091 Db 13.32 a 12.48 b 13.68 ¢

=
P

O Kontrol @ Sosuk kontrol
B Scosuk + 0.1 SA B Soguk + 1 SA

Lipid peroksidasyon aktivitesi(nmol/g yaprak)

10.Gun 17.Gun 24.Gun 31.Gun

Sekil 4.29.10, 17, 24 ve 31 gunlik argeordeum vulgare cv. Tokak) yapraklarinda
belirlenenlipid peroksidasyon aktivitesi dgerleri (hmol/g yaprak)
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4.5.2. S§uga hassas arpa varyetesi Akhisar'dan elde edilen soglar

Yapraklarda belirlenenlipid peroksidasyon (LPO) aktivitesi, 10, 17, 24 ve 31.
gunlerde spuk ve s@uk+SA uygulamalarindan énemli derecede etkilgtim{Cizelge
4.24 veSekil 4.30).10 gunluk bitki yapraklarinda kontrole gore @k uygulamasiyla
lipid peroksidasyonaktivitesinde arta sebep olmgiur. Ornein, tek baina sguk
uygulamasi kontrole gore LPO’yu %15 oraninda anginm Sgsukla kiyaslandiinda
ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamasi ise sirasiyla %12618 digurmistur (P<0.05).17
gunlik bitki yapraklari incelenginde s@uk uygulamasi LPO aktivitesinde kontrole
gore arty saglamistir. Kontrole gore bu agti sgsuk uygulamasiyla %11 olngtur.
Sasukla kasgilastirildiginda ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamalari LPO’yu sirks22 ve
%213oraninda diiirmistur (P<0.05).24 gunluk bitki yapraklarinda tek Bana sguk
uygulamasi kontrole goére lipid peroksidasyon akésini etkilememgtir (P>0.05).
Sasukla kiyaslandiinda 0.1 ve 1 mM SA uygulamalari ise LPO aktivibgsisirasiyla
%14 ve %20 oraninda gliresine sebep olmgtur. 31 gunluk bitki yapraklarinda sguk
uygulamasi LPO aktivitesini artirgtir. Bu arty tek bgina soguk uygulamasiyla
kontrole gore %11 olmyur. S@ukla kagilastirildiginda ise 0.1 mM SA uygulamasi
aktivitede %10’luk dgiise neden olurken (P<0.05), 1 mM SA ise 6nemli detedar
etkiye sebep olmantir (P>0.05).

Bunlara ilave olarak 10, 17, 24 ve 31. gunlerdentfalerde gunden gune lipid
peroksidasyon aktivitesinde fark edilir bir artla géze carpmaktadir. Bununla birlikte
tum gunlerde sguk uygulamasiyla birlikte LPO aktivitesinde arti sggukla
kiyaslandginda ise 0.1 mM ve 1 mM SA uygulamalarinda dneraliedede bir dils
olmustur. Bu sonug, sguga hassas bu arpasgdinde (Akhisar) sguk uygulamasiyla
birlikte artan lipid peroksidasyon aktivitesininrhi&i konsantrasyonda da (0.1 ve 1
mM) uygulanan SA ile azaltllgh ve bu etkinin de uzun slre devam gt

gostermektedir (Cizelge 4.24).
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Cizelge 4.24.10, 17, 24 ve 31 gunluk arp@Hordeum wulgare cv. Akhisar)
yapraklarinda belirlenehpid peroksidasyon aktivitesi dgerleri (hmol/g yaprak). Bir
sutun icindeki ayni harfleri bulunduran gruplarsaralaki farklar 6nemsizdir (P>0.05).

Uygulama / Kesim

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

Kontrol 12.07 b 11.84 Db 14.70 a 14.78 b

Soguk 13.93 a 13.23 a 14.86 a 16.48 g

Sqgguk + 0.1 mM SA | 12.38Db 10.37 c 1292 b 15.01b

Sogguk + 1 mM SA 12.14 b 11.61Db 1191c 16.64 &

18 O Kontrol B Saguk kontrol
B Sosuk + 0.1 SA HESosuk + 1 SA

Lipid peroksidasyon aktivitesi(nmol/g yaprak)

10.Gun 17.Gin 24.GuUn

Sekil 4.30. 10, 17, 24 ve 31 gunluk arpéHordeum wulgare cv. Akhisar)
yapraklarinda belirlenelipid peroksidasyon aktivitesi dgerleri (hmol/g yaprak)
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4.6. Hidrojen Peroksit Miktari Sonuclar

4.6.1.Sgguga dayanikli arpa varyetesi Tokak'tan elde edilen sauclar

Yapraklardahidrojen peroksit miktari 10, 17, 24 ve 31. gunlerde@ik ve sguk+SA
uygulamalarindan 6nemli derecede etkilegtimi(Cizelge 4.25 veSekil 4.31). 10
gunlik bitki yapraklarinda sguk uygulamasi hidrojen peroksit miktarinéantrole
gore oOnemli derecede gije sebep olmgur. Bu diUs kontrole gore sguk
uygulamasiyla %20 olmstur. S@ukla kiyaslandiinda da 0.1 ve 1 mM SA uygulamasi
H.O, miktarini sirasiyla %20 ve %7 oranindasidtinisttir (P<0.05).17 gunluk bitki
yapraklari incelenginde s@uk uygulamasi kD, miktarini etkilememitir (P>0.05).
Sasukla kasilastirildiginda 0.1 ve 1 mM SA uygulamasi ise@4 miktarinda %55’lik
onemli derecede agh sebep olmyur (P<0.05).24 gunlik bitki yapraklarinda sguk
uygulamasi KO, miktarini kontrole gore diirmistur. Ornegin, tek bagina sguk
uygulamasi kontrole gore miktari %26 oranindatdnistiir. Sgukla kiyaslandiinda
ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamasi,® miktarinda sirasiyla %79 ve %60’lik dnemli
derecede) bir aga sebep olmyiur (P<0.05).31 gunlik bitki yapraklarinda da ok
uygulamasi KO, miktarini digurmdstir. Bu digls kontrole gore sguk uygulamasiyla
%46 olmuytur. Sgukla kiyaslandiinda ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamasi miktarda
sirasiyla %10 ve %19’luk 6nemli derecede birsartebep olmytur (P<0.01).

Bunlara ilaveten 10, 17, 24 ve 31 gunlerde koetgiire sguk uygulamasiyla hidrojen
peroksit miktarindafark edilir bir digus dikkat cekmektedir. Bunun yaninda 17, 24, 31
gunlerde sgukla kiyaslandiinda ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamalarinda 6nemli
derecede bir agimeydana gelmgtir. Bu sonug, sguga dayanikli arpada (Tokak)
sogukla birlikte genelde dien hidrojen peroksit miktarindger iki konsantrasyonda da
(0.1 ve 1 mM) uygulanan SA ile artinfdive bu etkinin uzun sitre devam gitti

gostermektedir (Cizelge 4.25).
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Cizelge 4.25.10, 17, 24 ve 31 gunlik arpgHordeum wvulgare cv. Tokak)
yapraklarinda belirlenehidrojen peroksit miktari degerleri (ng/g yaprak). Bir sttun
icindeki ayni harfleri bulunduran gruplar arasindakklar 6nemsizdir (P>0.05).

Uygulama / s l'frﬁZ'rrln 10.gtn | 17.gin | 24.gin|  31.gin
Kontrol 257 a 182 Db 246 c 343 a
Saguk 206 b 181 b 184 d 187 ¢
Saguk + 0.1 mM SA 165 c 281 a 330 a 206 bc
Saguk + 1 mM SA 193 b 281 a 295 Db 222 Db
350+ O Kontrol H Sasuk kontrol

BSosuk + 0.1 SA B Scuk + 1 SA

300+

250H

200+

1504

[EEN
o
(P

ul
?

Hidrojen peroksit miktari ng/ g yaprak)

17.Gun 24.Gun 31.Gun

Sekil 4.31. 10, 17, 24 ve 31 gunluk arp@Hordeum wvulgare cv. Tokak)
yapraklarinda belirlenenidrojen peroksit miktari degerleri (hg HO, /g yaprak)
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4.6.2.S5qguga hassas arpa varyetesi Akhisar'dan elde edilen soglar

Yapraklardahidrojen peroksit miktari 10, 17, 24 ve 31. gunlerde@tk ve sguk+SA
uygulamalarindan 6nemli derecede etkilegtimi(Cizelge 4.26 veSekil 4.32). 10
gunlik bitki yapraklarinda sauk uygulamasi iléH,0, miktarinda kontrole gére dnemli
derecede diils olmustur. Ornesin, tek baina sguk uygulamasi kontrole gére miktari
%11 oraninda diirmistir. Sgukla kiyaslandiinda da 0.1 ve 1 mM SA uygulamasi
H.O, miktarinda sirasiyla %30 ve %23’lukgiige sebep olmyur (P<0.05)17 gunluk
bitki yapraklari incelenginde s@uk uygulamasi kD, miktarini 6nemli oranda
etkilememgtir (P>0.05). Sgukla kasllastirildiginda 0.1 ve 1 mM SA uygulamasiyla
H,O, miktarini sirasiyla %8 ve %30 oraninda s@indstir. 24 gunluk bitki
yapraklarinda kontrole gok uygulamasi kD, miktarinin digmesine neden olngtur.
Bu disUs sasuk uygulamasiyla kontrole gére %11 oraninda ghlomu Sg@ukla
kiyaslandginda ise 0.1 mM SA uygulamasp® miktarinda %6’lik dgise, 1 mM SA
ise %7’lik bir artsa sebep olmyiur (P<0.05).31 gunlik bitki yapraklarinda da gok
uygulamasi KO, miktarini digiurmistur. Ornggin kontrole gore sgukla birlikte
%10’luk bir disUs olmustur. Sgukla kiyaslandiinda ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamasi
miktarda sirasiyla %15 ve %9 olarak belirlegtimi

Ayrica 10, 17, 24 ve 31 gunlerde kontrole gorgukouygulamasi kD, miktarinda
onemli sayilabilecek bir diis dikkat cekmektedir. Buna ilaveten 10, 17, 24 ve 31
gunlerde sgukla kiyaslandiinda ise 0.1 ve 1 mM SA uygulamalarinda 6nemli
derecede bir diiis fark edilmektedir. Bu sonug, gasa hassas arpada (Akhisargskla
birlikte disen hidrojen peroksit miktarher iki konsantrasyonda (0.1 ve 1 mM)

uygulanan SA’nin da diirdigu ve bu etkinin uzun siire devam @tii gostermektedir.

Cizelge 4.26.10, 17, 24 ve 31 gunluk arpgdordeum wvulgare cv. Akhisar)

yapraklarinda belirlenehidrojen peroksit miktari deserleri (ng HO,/g yaprak). Bir
sutun icindeki ayni harfleri bulunduran gruplar sana@aki farklar 6Gnemsizdir
(P>0.05).
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Uygulama / Kesim

Giinleri 10. gin 17. gun 24. gun 31. gln
Kontrol 289 a 181 a 200 a 176 a
Saguk 259 b 179 a 178 b 160 b
Saguk + 0.1 mM SA 182 d 165 b 168 c 136 ¢
Saguk + 1 mM SA 200 c 127 c 192 ab 147 bc
3504 O Kontrol W Souk kontrol
B Sosuk + 0.1 SA B Sosuk + 1 SA
300+
=
o
Q.
S 2504
(@]
2
= 200+
g8
X
S
= 150+
2
o
8
= 1007
2
o
!
T 501
0

24.GUn

S

ekil 4.32.10, 17, 24 ve 31 gunlik arglordeum vulgare cv. Akhisar) yapraklarinda

belirlenenhidrojen peroksit miktari degerleri (ng HO- /g yaprak)
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4.7. Apoplastik Proteinlerin SDS-Poliakrilamid JelElektroforezi Sonuglari

4.7.1.Sqguga dayanikl arpa varyetesi Tokak'tan elde edilen souglar
kDa
66

45

36
29
24

20

14

Sekil 4.33. 10 gunlukarpa(Hordeum vulgare cv. Tokak) yapraklarindan elde edilen
apoplastik proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel Eleorezifotografi (kDa: Kilodalton,
M: Standart proteinlerK: Kontrol, SK: Sasuk Kontrol, SAL Sgsuk + 0.1 mM SA,
SA2 Sgzuk + 1 mM SA).

Sekil 4.33'de Tokak cgdinde 10 gunluk yapraklarinin apoplastlarindane eédtlilen
proteinlerin  SDS-PAGE sonuglarinda standart prégeim  kiyaslandiinda,
polipeptidlerin buyikliklerinin yakkak 14 ile 66 kDa arasinda olgu gorilmektedir.
Ayrica 14-20 kDa arsindaki polipeptidlerde onendrklar goze carpmaktadir. Bu
bandin sguk uygulamasiylgiddetinin arttg, SA uygulamalarinda isgddetinde hafif
bir azalma dikkat ¢cekmektedir. Benzer durum 24-Palaralgindaki iki bantta da
gorulmektedir.
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kDa
66

45
36
29
24
20

14

Sekil 4.34. 17 glunlukarpa(Hordeum vulgare cv. Tokak) yapraklarindan elde edilen
apoplastik proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel Ekeforezifotografi (kDa: Kilodalton,
M: Standart proteinlerK: Kontrol, SK: Sgsuk Kontrol, SAL Sgzuk + 0.1 mM SA,
SA2 Sagiuk + 1 mM SA).

Sekil 4.34'de Tokak cgdinde 17 gunluk yapraklarin apoplastlarindan eétlen
proteinlerin  SDS-PAGE sonuclarinda standart prégdm kiyaslandiinda,
polipeptidlerin buyukliklerinin yakkak 14 ile 66 kDa arasinda olgu gorulmektedir.
Ayrica 14 ile 24 kDa arasindaki polipeptidlerde miefarklar gorilmektedir. Bu
araliktaki iki bandin sguk uygulamasiylgiddetinin hafif azaldii, SA uygulamalarinda
ise 0.1 mM’dasiddetin bir miktar artg, 1 mM’'da ise dnemli miktarda azalma dikkat
¢cekmektedir. Benzer durum 24-29 kDa amaldaki bir bantta da gorilmektedir.
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kDa
66

45

36

29

24

20

14

Sekil 4.35. 24 gunluk arpa(Hordeum wulgare cv. Tokak) yapraklarindan elde edilen
apoplastik proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel Eleforezifotografi (kDa: Kilodalton,
M: Standart proteinlerK: Kontrol, SK: Sasuk Kontrol, SAL Sgsuk + 0.1 mM SA,
SA2 Sgzuk + 1 mM SA).

Sekil 4.35'de Tokak cgdinde 24 gunlik yapraklarin apoplastlarindan eédklen
proteinlerin SDS-PAGE sonuglarinda standart prégdm kiyaslandiinda,
polipeptidlerin buyikliklerinin yakkak 14 ile 66 kDa arasinda olgu goriulmektedir.
Ayrica 14 ile 24 kDa arasindaki polipeptidlerde wiiefarklar gorilmektedir. Bu
araliktaki iki bandin sguk uygulamasiylgiddetinin arttgli, SA uygulamalarinda ise 0.1
mM’da siddetin bir miktar daha arfit 1 mM’da ise 6nemli miktarda azalma dikkat

cekmektedir. Benzer durum yakila 24 kDa civarindaki bir bantta da gortulmektedir.
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kDa
66

45

36

29

24

20

14

Sekil 4.36.31 gunlik arpa(Hordeum vulgare cv. Tokak) yapraklarindan elde edilen
apoplastik proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel Eleorezifotografi (kDa: Kilodalton,
M: Standart proteinlerK: Kontrol, SK: Sasuk Kontrol, SAL Sgsuk + 0.1 mM SA,
SA2 Sgzuk + 1 mM SA).

Sekil 4.36’da Tokak cgdinde 31 gunlik yapraklarin apoplastlarindan eédklen
proteinlerin  SDS-PAGE sonuglarinda standart prégdm kiyaslandiinda
polipeptidlerin buyikliklerinin yakkak 14 ile 66 kDa arasinda olgu gorilmektedir.
Ayrica 14 ile 20 kDa arasindaki polipeptidlerde wiiefarklar gorilmektedir. Bu
araliktaki iki bandin sguk uygulamasiylgiddetinin arttgli, SA uygulamalarinda ise 0.1
mM’da siddette bir miktar azalma, 1 mM’da ise 6nemli mikla azalma dikkat
cekmektedir. Benzer durum yakila 24 kDa civarindaki bir bantta da goérilmektedir.
Dayanikh arpadan elde edilen sonuglara toplucaldhgknda; kontrole gore $oik
uygulamasi 0Ozellikle 14-24 kDa arasindaki polipgptniktarini artirirken SA
uygulamasi ise azaltgtir.
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4.7.1.Scguga hassas arpa varyetesi Akhisar’dan elde edilen soglar

kDa M K SK SA1l

66

45
36

29

24

20

Sekil 4.37. 10 gunlukarpa(Hordeum vulgare cv. Akhisar) yapraklarindan elde edilen
apoplastik proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel Elkeforezifotografi (kDa: Kilodalton,
M: Standart proteinlerK: Kontrol, SK: Sgzuk Kontrol, SAL: Sgzuk + 0.1 mM SA,
SA2 Sgzuk + 1 mM SA).

Sekil 4.37'de Akhisar ¢cgdinde 10 gunlik yapraklarin apoplastlarindan eddiden
proteinlerin  SDS-PAGE sonuclarinda standart préédm kiyaslandiinda,
polipeptidlerin buyukliklerinin yakkak 6 ile 66 kDa arasinda olgu gortulmektedir.
Ayrica 14-20 kDa arsindaki polipeptidlerde onenaliktar géze carpmaktadir. Bu iki
bandin sguk uygulamasiylasiddetinin arttgi, SA uygulamalarinda ise, 0.1 mM’da
siddetin korundgu 1mM’'da ise azalgh gorilmektedir. Benzer durum 24 ve 66 kDa
civarindaki iki bantta da gorulmektedir. Ayrica 1IMnSA uygulamasiyla yakisk 6 ile

20 kDa civarlarinda iki bandin aftugu da goze carpmaktadir.
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kDa
66

45

36

29

24

20

14

Sekil 4.38.17 gunluk arpa(Hordeum vulgare cv. Akhisar) yapraklarindan elde edilen
apoplastik proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel Ekeforezifotografi (kDa: Kilodalton,
M: Standart proteinlerK: Kontrol, SK: Sgsuk Kontrol, SAL Sgsuk + 0.1 mM SA,
SA2 Sagsuk + 1 mM SA).

Sekil 4.38'de Akhisar ¢gdinde 17 gunlik yapraklarin apoplastlarindan etdiden
proteinlerin  SDS-PAGE sonuclarinda standart prégdm kiyaslandiinda,
polipeptidlerin buyukltklerinin yakkak 6 ile 66 kDa arasinda olgu gortlmektedir.
Ayrica 14 ile 20 kDa civarindaki polipeptidlerdeeinli farklar géze carpmaktadir. Bu
iki bandin s@uk uygulamasiylsiddetinin azaldii SA uygulamalarinda ise 0Ozellikle
1lmM’da bantsiddetinin arttgr gortlmektedir.. Ayrica 1 m M SA uygulamasiyla
yaklsgik 4, 6, 18, 24 ile 28 kDa civarlarindasdendin olgtugu da gorulmektedir.
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kDa M K SK SAl
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Sekil 4.39. 24 gunlukarpa(Hordeum vulgare cv. Akhisar) yapraklarindan elde edilen
apoplastik proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel Elkeforezifotografi (kDa: Kilodalton,
M: Standart proteinlerK: Kontrol, SK: Sgzuk Kontrol, SAL Sgsuk + 0.1 mM SA,
SA2 Sgzuk + 1 mM SA).

Sekil 4.39'da Akhisar cgdinde 24 gunlik yapraklarin apoplastlarindan eddiden
proteinlerin  SDS-PAGE sonuclarinda standart prégdm kiyaslandiinda,
polipeptidlerin bayukluklerinin yakkak 6 ile 66 kDa arasinda olgu gortulmektedir.
Ayrica 14 ile 20 kDa civarindaki polipeptidlerdeeinli farklar géze carpmaktadir. Bu
iki bandin s@uk uygulamasiylgiddetinin arttgi SA uygulamalarindan 0.1 mM’da bant
siddeti korunurken 1 mM’da ise azay gorilmektedir. Bunun yaninda 66 kDa
civarindaki bir bantta ise gokla artansiddetin SA uygulamalarinda da devam gtti
dikkat cekmektedir. Ayrica 0.1 mM SA uygulamasiylaklasik 14, 24 ile 29 kDa

civarlarinda t¢ bandin gjtugu da gérilmektedir.
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Sekil 4.40. 31 gunlukarpa(Hordeum vulgare cv. Akhisar) yapralélarmdan elde edilen
apoplastik proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel Eleforezifotografi (kDa: Kilodalton,
M: Standart proteinlerK: Kontrol, SK: Sgzuk Kontrol, SAL Sagsuk + 0.1 mM SA,
SA2 Sgauk + 1 mM SA).

Sekil 4.40'da Akhisar ¢gdinde 31 gunlik yapraklarin apoplastlarindan etdiden
proteinlerin  SDS-PAGE sonuclarinda standart préédm kiyaslandiinda,
polipeptidlerin biyukluklerinin yakkak 6 ile 66 kDa arasinda olgu gortulmektedir.
Ayrica 6, 14 ile 20 kDa civarindaki polipeptidlerfelirgin bantlar goze ¢arpmaktadir.
14 kDa civarindaki bandin §ok uygulamasiyla siddetinin  arttgl, SA
uygulamalarindan da 6zellikle 1 mM’da bamddetlerinin korundgu gorulmektedir.
Benzer durum 66 kDa civarindaki bir bantta da dikiekmektedir. Sguga hassas bu
arpa c¢eidinde tim gunlere topluca bakignda, sgukla 14 ile 20 kDa civarindaki
polipeptidlerin bantsiddetinin arttgi bununla birlikte SA uygulamalarinda da ekstra
bazi bantlarin oktugu gérilmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Arastirmamizda bitki materyali olarak bolgemizde tarigapilan ve sguga kilik
bugday kadar dayanikli olmayan arpblofdeum vulgare)bitkisi tercih edilmgtir.
Cunkd bu bitkinin yoremizde ik ekimi ya yapillamamakta veya pek tercih
edilmemektedir. Yazlik ekiminde ise skk ekimine gdre buyuk oranda bir verim
disUst yaganmaktadir. Kglik ekim yapilamamasinin birka¢ sebebi vardir. Buotdn en
onemlisi, arpanin klik ekildigi EKim-Kasim aylarinda veya fidelerin gglgi Mayis-
Haziran aylarinda beklenmedik ani sicakliksidderi sonucunda buydk bir Grin
kaybinin yganmasidir. Bu problem cergevesinde,stnmamizda bir hedef olarak
soguga hassas bitkilere gokla kagilasmadan Once yapilacak uygulamalarin, bitkiyi
soguk zararindan kurtarabilme veya en az zararlaadtilae amaci gudulngtiir. Diger
taraftan yapilacak uygulama ile alakall olarak igranlamda bgka bir problemle de
kargilasmaktayiz. Bu da bitkiye verilecek bir maddenin, kmrumada ne kadar sire
etkili olacgzidir. Cunkl iklimsel dengesizliklerin ne zaman gdiesecesi kesin
degildir. Bitkiye uygulanan ve onu $oktan koruyabilen bir maddenin etki slresi,
birka¢ gun gibi kisa ise bunun pratikte pek biraaml olmayacaktir. Bu nedenle bitkiye
verilecek maddenin etki siresinin de belirlenmesiegmektedir. Literatirde salisilik
asit (SA) ile ilgili bu anlamda herhangi bir gaha bulunmamaktadir. Bircok cginada
disaridan SA uygulamasinin bitkiyi bircok cevreselesten koruyabilgi ile ilgili
bilgiye rastlaniimaktadir. Bunlar kaynak 6zetleenayrintili olarak verilmstir. Ancak
bu bilgiler yetersiz ve kisitlidir. Bu yuzden gatiamizin sonugclari literattrdeki bilimsel
bir boslugu doldurmakla kalmargy ayni zamanda SA’nin pratikte kullanilabilme

potansiyelini de targmaya acnutir.

Stres altindaki bitkilerde reaktif oksijen turlann(ROT) hizh bir artyi meydana gelir
ve bu reaktif bilgikler, biyolojik membranlar, nikleik asitler, pratéeri, lipidler ve
diger bircok makro ve mikro biyomolekulleri etkiley&redogal metabolik dizenin
bozulmasina sebep olurlar. Metabolizmada meydanangbu slevsel bozukluk

sonucunda hucre ve dokularda bozulma ve hasanmloihayetinde hasarin derecesine
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gore hicrelerde 6lum de gozlenebilir. Bu yluzdemrstr birlikte ROT seviyesindeki
hizli arts, antioksidan enzimler (katalaz, peroksidaz ve siksed dismutaz gibi) ve
enzimatik olmayan antioksidanlarca (glutatyon, CEv@itamini gibi) uzaklstiriimasi
veya dengelenmesi gerekir. Salisilik asit de gemekmal kagullarda gerekse stres
altindaki bitkilerde, antioksidan sistemi ve butesisle ilgili enzimleri etkileyen dnemli
hicresel sinyal molekillerden biridir (Sakhabutdaet al. 2004; Hayat and Ahmad
2007). Cakmamizda salisilik asidin arpa fidelerini gdtan koruyabilme potansiyeli
arastinlirken, koruma derecesi ve kriteri olarak lagirde en c¢ok kullanilan
parametreler secilgtir. Bunlardan toleransin derecesini gosterenlaradd, kontrol ve
SA uygulamali bitkiler arasinda, yapraklarindaknoh@ hasari, apoplastik proteinlerin
buz nikleasyon aktivitesi, lipid peroksidasyon (MDderecesi ve dokularda hidrojen
peroksit (bir reaktif oksijen turd) birikiminin 6éligmesi tercih edilngtir. Ayrica
hiicrelerde antioksidan kapasitening@damini takip etmek icin de apoplastik ve
simplastik antioksidan enzim (katalaz, peroksidazsuperoksit dismutaz) aktiviteleri
ve apoplastik polipeptidlerin elektroforezi (SDS-GB) yapilmgtir. Diger taraftan,
calismamizda salisilik asidin ayni bitki tiriintn farkbsitlerinde etkisini gézlemlemek
icin arpanin sguga toleranslari farkli iki ggdi kullaniimistir. Bunlardan Tokak ¢edi
nispeten Akhisar ga&line gore daha dayanikh bir ggir. Akhisar, daha ¢ok Orta
Anadolu’da ekimi yapilan bir gé¢ olmasina ramen, Tokak Dgu Anadolu’da yaygin
ekimi yapilan ve tercih edilen bir gdir. Asagida aratirmamizdan elde edilen
sonuglarin  yorumlanmasi ve gdér aratiricilarin  sonugclari ile kadastirmali

degerlendirmeleri yapilngtir.
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5.1. Donma Hasari (DH) Uzerine Diiik Sicaklik ve Salisilik Asidin Etkileri

10, 17, 24 ve 31 gunluk kontrol, dik sicaklik, SA’h ve SA’sizbitki yapraklari igin
elde edilen maksimum DH gerleri %100 kabul edilerek, SA, glik sicaklik ve d§iik
sicaklik+SA degerleri icin %DH’lari hesaplanmgtir. Bunlardan yararlanilarak her bir
durum igin —10 ile —20°C’ler arasindaki %DH’lari dgerlerinin ortalamalari da
hesaplanmgtir. Calsmamizda, arpanin goga dayanikliTokak cesidinde digik SA
(0.1 mM) konsantrasyonlarin kisa sureli (10. ve 1gun) ve vyiksek SA
konsantrasyonlarin (1 mM) uzun sureli (24. gin) rdanhasarini azalgm ve donma
noktasini geciktirerek koruma@adigl belirlenmitir. Arpanin sguga hassag\khisar
¢cesidinde de diik SA konsantrasyonlart 10, 17 ve 24. gunlerde karisglarken, 1
mM SA’'nin ise tim gunlerde donma hasarini azaltmedatkili konsantrasyon olgu
ve SA uygulandiktan sonra 21. giinden 24. gine ksgaa maruz kalan bitkilerde
(toplam 31 guin) hala etkili olgw da bulunmgtur.

Daha 6nce klik cavdar, kglik bugday ve karalahana yapraklarindaki DH Gzeringi#
sicaklgin etkileri ile ilgili yapilan cakmalarda, diiik sicaklgin DH’nda bir azalmaya
neden oldgu gosterilmgtir (Marentezet al. 1993, Atici and Nalbangu 1999a). Piring
fidelerinde SA’'nin hiicre membranlarindaki elektrodizintisini dnleyerek donma
toleransini  sg@adigr  bulunmytur (Kang and Saltveit 2002) Kishk bugday
yapraklarindaki donma hasari tGizerine hemglidisicaklik hem de SA muamelelerinin
etkilerinin aratiriidigl bir calsmada dgiuk sicakliklar (15/10, 10/5 ve 5Q)
yapraklardaki DH'niI azaltmieksojen SA muamelesi, hem kontrol (15 ve 30 ginlik
hem de diiik sicaklik (15/18C) sartlarinda yapraklardaki DH'nda azalmaya neden
olmustur (Tagin et al. 2003). Misir, domates, muz, salatalik, fasulyepu@nc ile
yapilan cakmalarda da benzer durum gozlegtmi(Jandaet al. 1999; Senaratna 2000;
Ding et al. 2002; Bishop 2002; Kangt al. 2002; 2003). Tohumlarina SA emdirilgni
hibrit misirla Zea may}p yapilan bir cahmada, SA'nin membran gslgrini azaltarak
donma hasarini engellgdibulunmutur (Farooget al 2008). Bu cabma kiginda,
disUk sicaklikta sentezlenebilen endojen SA’nin yalaraleki DH seviyesinde etkili
olabilecgi dusunulmektedir.
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5.2. Buz Niikleasyon Aktivitesi Uzerine Diiik Sicaklik ve Salisilik Asidin Etkileri

10, 17, 24 ve 31 gunluk kontrol, gik sicaklik, SA’l ve SA’sizitki yapraklari igin
elde edilen apoplastik proteinlerin buz nukleasyaktivite deerlerinden normal
sicaklikta SA uygulanmambitkiden elde edilen ger kontrol kabul edilerek, gokta,

0.1 ve 1 mM SA’daki dgsim belirlenmitir (Cizelge 4.9 ve 4.10).

Calismamizdaki sonuglardan; arpaninggga dayanikliTokak ¢esidinde kontrol ile
karsilastirildiginda sguk 10 ve 17 gunlik bitkilerde buz nikleasyon akdsini
artmstir. Sguk ile sguk+SA kaglilastirildiginda, 10, 17, 24 ve 31 gunluk bitkilerde
her iki SA konsantrasyonu da buz nikleasyon akisuti artirmg ve 0.1 mM SA'nin 1
mM’dan daha etkili oldgu belirlenmgtir. Arpanin sguga hassa#khisar ¢esidinde de
kontrol ile kagilastirildiginda, s@uk 10, 17, 24 ve 31 gunluk bitkilerde buz nikleasyo
aktivitesini artmgtir. Sguk ile s@uk+SA kasllastirildiginda, 10 ve 24 gunluk
bitkilerde SA uygulamalari buz nikleasyon aktiviibesrtirmi ve 10 gunlikte 1 mM
SA’nin 24 gunlukte ise 0.1 mM’nin daha etkili oflubelirlenmitir.

Daha onceki camalarda, kilik cavdar, kglik bugday ve kara lahana yapraklarindan
elde edilen apoplastik proteinlerin buz nikleasgktivitesine etkileri incelenrgiir. Bu
bitkiler distuk sicakliksartlarinda yetitirildiklerinde, buz nikleasyon aktivitesinde bir
artis oldugu gosterilmgtir (Hon et al. 1994, Atici and Nalbangu 1999a,b). Kyglik
bugday yapraklarindaki apoplastik proteinlerin buz leéakyonu tzerine hem gik
sicaklik hem de SA muamelelerinin etkileri @nalmis ve diuk sicaklgin etkileri
artirdgl gorulmtir. Bu calgmada ayrica eksojen SA muamelesinin hem normal hem
de diik sicaklik (15/10 ve 10/5°C) sartlarindaki apoplastik proteinlerin buz
nikleasyon aktivitesinde dnemli bir gaetitneden oldgu gosterilmgtir (Tasgin et al.
2003). Bu calkmalari bizim ¢cakmamizin sonuclariyla birlikte @erlendirdgimizde,
eksojen SA uygulamasinin vesdilt sicaklikta sentezlenebilen i¢gsel SA'nin apojdtast
proteinleri etkileyebildii dustnilmektedir.
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5.3. Antioksidan Enzim Aktiviteleri Uzerine Disik Sicaklik ve Salisilik Asidin
Etkileri

Calsmamizda antioksidan enzimlerin sadece total sesfiyed bakmanin 6tesinde,
bunlarin apoplastik ve simplastik bolgelerdeki geigri incelenmytir. Clinki son
yillarda, stres altindaki bitkilerde apoplastik &l cok cakilmis ve bu bdlgenin
streslere cevapta c¢ok buydk bir rolinin @adubirgok aratirici tarafindan rapor
edilmistir (Vanackeret al. 1998a,b; Minibaevat al. 2001; Hernandeet al. 2001; Aticl
and Nalbantglu 2003; Tagin et al. 2006; Mutluet al 2009).Calismalarimizda elde
edilen apoplastik antioksidan enzim miktarlariatot yaklgik %0.1 ile %2’si arasinda
olmustur. Bu sonu¢ hga argtiricilarin buldgu deserlerle uyum igerisindedir
(Vanackeret al. 1998a,b; Hernandeat al. 2001).Literattr verilerinde, sguk sartlarda,
salisilik asit uygulamasi sonucu apoplastik ve $asiik antioksidan enzimlerle ilgili
calismalar yetersiz ya da sinirlh olgundan, elde e@iimiz bulgular, genelde bu
konudaki total hiicresel enzim miktarlariyla yapgmalsmalarla kiyaslanngtir.

5.3.1. Apoplastik katalaz aktivitesine digik sicaklik ve salisilik asidin etkileri

Calismamizda, arpanin g§oga dayanikliTokak cesidinde 10 gunlik yapraklarda &ak
uygulamasiyla dien CAT aktivitesinde 17, 24 ve 31. gunlerdesantmustur (Cizelge
4.11). Buna kaun, arpanin sguga hassasAkhisar c¢esidinde sadece 17 gunluk
yapraklarda artan CAT aktivitesinde 10, 24, 31 gioe ise dgils goralmistar (Cizelge
4.14). S@uk sartlarda buyutulen bitkilerde apoplastik CAT aktgiyle ilgili literattr
bilgisi yetersizdir. K¢lik bugdayla yapilan bir cagmada dguk sicaklik apoplastik CAT
aktivitesini diguirmustur (Tasgin et al. 2006). Bu calma bizim cakmamizdaki hassas
¢esit olan Akhisar'in sonuclariyla paralellik gosterkbedir. Ancak, CAT'In dier
streslerde nasil @estigi ile ilgili birkac¢ ¢alisma mevcuttur. Bu ¢almalardan birinde iki
domates ¢gdi, patojenlerle muamele ediginde, apoplastik CAT aktivitesinin
yikseldgi tespit edilmitir (Vanacheret al. 1998; Patykowskit al 2003).1ki cesit
bugdayla yapilan bir bga calgmada da tuz uygulamalari ile CAT aktivitesi axtimi
(Mutlu et al. 2009). Bu caimalarin sonuglari ise bizim ¢ginamizdaki dayanikli gé
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Tokak'tan elde edilen sonuglarla paralellik gostektedir. Sonucta CAT'In, streslerin
tipine ve derecesine gore bir daveasergiledgi gorilmektedir. Bizim sonuglarimizda
soguk uygulamasi ile apoplastik CAT'In giemesinin nedeni, bu bélgede® treten

mekanizmalarin ¢aimasina dayandirilabilir.

Calsmamizda sguk+SA uygulamasi gwkla kiyaslandiinda, arpanin gmga
dayanikli Tokak cesidinde 0.1 mM SA'da 24 ve 31. gunluklerde ari0 ve 17.
gunlerde CAT aktivitesi dimUstir. 1 mM SA uygulamasinin ise tim gunlerde
aktiviteyi dislrdigl goze carpmaktadir (Cizelge 4.11). Bunasikgrarpanin sguga
hassasAkhisar cesidinde sasukla kiyaslandiinda ise 0.1 mM SA uygulamalarinda
CAT aktivitesinde ary, 1 mM SA uygulamalarinda ise ya az miktardgidiveya
etkilemedgi gorilmektedir (Cizelge 4.14Bu sonug, sguga hassas arpada gsikla
birlikte genelde dgen CAT aktivitesinin dgiik konsantrasyonda (0.1 mM) uygulanan
SA ile yukseltildgini ve bu etkinin uzun sure devam giti gostermektedir. Smkla
birlikte SA uygulamasinin CAT aktivitesine etkiylilgili literatirde cok fazla
calismaya rastlaniimargtir. Kislik bugdayla yapilan bir cajmada, s@uk+SA
uygulamasinin apoplastik CAT’I inhibe gftii belirtmistir. Arpanin sguga dayanikli
Tokak caeidindeki sonucumuz bu cama ile uyum icerisindedirDayanikli arpa ile
hassas arpa varyetesini bu acgidarsikatirdigimizda, s@uk sartlarda SA'nin CAT
Uzerine inhibisyon etkisi, dayanikli varyetede dgtiksek olmygtur. Hassas varyetede
ise diguk SA uygulamasinin CAT aktivitesini artigdigorilmektedir. Bunun sebebi
dayanikli ceitte sguk sartlarda uretilen i¢csel SA'nin yeterli olmasi, ejeso SA
uygulamasinin ise yuksek doz etkisi gostererekvigdyii disiirmesi olabilir. Benzer bir
durum tuza dayaniklgh farkh iki bugday varyetesiyle yapilan bir cg@inada da SA

uygulamasinin tuza hassasitte daha etkili oldgu bulunmgtur (Mutlu et al. 2009).
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5.3.2. Apoplastik peroksidaz aktivitesine dgik sicaklik ve salisilik asidin etkileri

Calismamizda, arpanin goga dayanikliTokak ¢esidinin yapraklarda 10, 17, 24 ve 31
gunlerde spuk uygulamasiyla kontrole gore POD aktivitesindsaimustur (Cizelge
4.12). Buna kaun, arpanin sguga hassag\khisar ¢esidinde ise sguk uygulamasiyla
10 ve 31 gunluk yapraklarda giin POD aktivitesinde 17 ve 24 glunlerde isesarti
gorulmistar (Cizelge 4.15). Birgok ¢almada da stres altindaki bitkilerde apoplastik
POD’'un genelde ar@ina dair bilgiler bulunmakla birlikte, sinirli  sahaki
argtirmalarda ditigi de rapor edilngtir. Ornesin, ozon stresi apoplastik POD’u
tesvik etmistir (Ranieri et al 1996). Yulaf bitkisi, fungal bir patojen ile ekte
oldugunda apoplastik POD aktivitesinin diig (Vanackeret al. 1998), buna karik
bugday ve arpa patojen ile enfekte ediidde apoplastik POD aktivitesinin agit
gozlenmgtir (Bishop 2002). Bgka bir calsmada, domates bitkileri patojenle muamele
edildiginde, apoplastik POD aktivitesinin yiukseddbelirlenmitir (Patykowskiet al.
2003).Sasuk sartlarda buydtilen bitkilerde apoplastik POD akésiyle ilgili literatir
bilgisi yetersizdir.Ladin gzaci yapraklarinda aylara gore apoplastik POD aklismine
bakilms ve havalarin studugu Kasim ayinda apoplastta aktivitenin ytksgldi
gozlenmgtir (Polle et al. 1994). Kglik bugdayla yapilan bir ¢ajmada sguk
uygulamasi apoplastik POD aktivitesini genelde riamgtir (Taggin et al. 2006).
Yukaridaki calgmalara ait bulgular bizim sonuclarimizi destekletedk. Bizim
calismamizdaki dayanikli arpa gdi olan Tokak’tan elde eftimiz sonuclar tamamen
bu calgmalarla uyum igindeyken, dayaniksizsiteolan Akhisardan elde efiimiz
sonuclardan 10 ve 31. gunler hari¢ bugpaalarla paralellik arz etmektedir. Ayrica tuz
stresine toleranslari farkl iki gi¢ dut ve b@gday ceidinde tuz stresi muamelesiyle
yapilan cakmalarda ise apoplastik POD aktivitesinin tuza dalarvaryetede daha
yuksek oldgu belirlenmgtir (Sudhakaret al. 2001; Mutluet al. 2009). Burada, $mk
stresi altinda, bu strese dayanikli arpada apapl&DD aktivitesinin artfi, ancak,
dayaniksiz bgday varyetelerinde ise kararli bir durum sergileredsonucuna
variimistir. Bu durumda ¢cajmamiz, sguk stresine toleransta apoplastik POD’un bir
rol Ustlendgini ve stres esnasinda apoplastik POD’'u aktive ietelbitkinin s@uga
dayanma kapasitesinin agtni gostermektedir.
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Sasuk sartlarda buydtilen bitkilerde apoplastik POD akési Uzerine SA'nin etkisi ile
ilgili kisith literattr bilgisi mevcuttur. Yaralanis bugday fidelerine SA uygulamasiyla
apoplastik POD aktivitesi artgtir (Minibaevaet al. 2003). Kslik bugdayla yapilan bir
calismada s@uk stresi+SA uygulamasinin apoplastik POD’u argirdoelirlenmitir
(Tasgin et al. 2006).1ki ¢esit bugdayla yapilan bir caimada tuza dayanikli gigte, tuzla
birlikte SA uygulamasi, apoplastik POD aktivitesamtirirken tuza hassas guayda ise
Tuz+SA uygulamalarinda, POD aktivitesi kontrolleringére ©6nemli derecede
desismemstir (Mutlu et al. 2009). Cakmamizda, arpanin goga dayanikliTokak
¢esidinin yapraklarinda 10, 17, 24 ve 31 gunlerdgusokontrole gére SA uygulamasi
POD aktivitesini dgurtrken, (Cizelge 4.12) arpaningsga hassa#\khisar ¢esidinde
ise SA uygulamasi POD aktivitesini artigtm (Cizelge 4.15). Yani SA uygulamasi
hassas varyetede POD aktivitesini artirirken dayanaryetede de ise darmistir.
Bunun sebebi dayanikli gde s@uk sartlarda Uretilen igsel SA'nin yeterli olmasi,
eksojen SA uygulamasinin ise yiksek doz etkisi eyéstk aktiviteyi dglirmesi

olabilir.

5.3.3. Apoplastik stperoksit dismutaz aktivitesinallisik sicaklik ve salisilik asidin

etkileri

Calsmamizda, arpanin §oga dayanikliTokak ¢esidinin yapraklarinda 10, 17, ve 31.
gunlerde spguk uygulamasi SOD aktivitesini kontrole goresiliirken 24. giinde ise
artirmstir (Cizelge 4.13). ). Benzegekilde, arpanin smuga hassag\khisar c¢esidinde
de s@uk uygulamasiyla tim ginlerde SOD aktivitesindgugigorulmistir (Cizelge
4.21). Deneysel camalar, apoplastik bdlgede yeyile SOD’un, oksidatif olaylar
esnasinda, hicresdylizeyi ve apoplastik bolgedeki,(stperoksid) ve bO,'nin temel
sebebi spukla beraber metabolizmanin yalamasi olabilir. Sguk uygulamasiyla
apoplastik SOD aktivitesinin nasil gigtigi ile ilgili litaretlr bilgisi yetersizdir. Tuz
stresine toleranslari farkl iki gié bezelye (Hernandeet al. 2001) ve iki ¢git dutta
(Sudhakaret al. 2001) apoplastik SOD aktivitesinin, tuza dayanudryetelerde daha

cok arttpr belirlenmitir. Tuza toleranslan farkli iki biday varyetesinde de sadece tuz
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muameleli bitki yapraklarindaki apoplastik SOD skésinde, kontrollerine goére
onemli derecede yuksek olglu belirlenmgtir (Mutlu et al. 2009). Sonugta SOD’un,

streslerin tipine ve derecesine goére bir dawraargiledgi gorilmektedir.

Calsmamizda, arpanin goga dayanikl Tokak c¢esidinin yapraklarindaki SOD
aktivitesinde spguk kontrole gore SA uygulamasiyla 10 ve 24. gurdedtUs, 17 ve 31.
gunlerde ise agiolmustur (Cizelge 4.13). Arpanin goga hassaskhisar ¢esidinde ise
soguk kontrole gore SA uygulamasi (6zellikle de 0,1 n®) SOD aktivitesini tim
gunlerde artirngtir (Cizelge 4.21). Ssuk ve SA’nin apoplastik SOD Uzerine etkisiyle
ilgili her hangi bir cagmaya rastlanmarmtir. Fakat tuzlu kgullarda buydtulen tuza
dayaniklilgr farkli iki bugdaydan dayanikli olaninda sadece tuz uygulgnmi
bugdayda SOD aktivitesi belirgin bir dizen sergilemgmi(Mutlu et al. 2009). Bu
calismayl da gbz o6nunde bulundurursak, SA her ne kagarstresine maruz kalan
bitkilerde antioksidan kapasitenin artmasina ka#glamazsa da bizim ¢amamizda
gOsterdgimiz gibi sazuk sartlara maruz kalan bitkilerde bunugkamistir. Ozellikle de

hassas arpa gdinde SA’nin belirgin etkisi litaretir acisindagimlidir.

5.3.4. Simplastik katalaz aktivitesine dgtk sicaklik ve salisilik asidin etkileri

Calsmamizda, arpanin goga dayanikliTokak c¢esidinin yapraklarinda 10, 17 ve 24.
gunlerde spuk uygulamasi CAT aktivitesini kontrole gore artigme bu etki 31. gline
kadar devam etmir (Cizelge 4.17). Benzegekilde, arpanin smuga hassag\khisar
¢esidinin yapraklarinda da CAT aktivitesinde 10, 14 2e 31. gunlerde ise ayti
gorulmistar (Cizelge 4.20). Bugiine kadar simplastik CATiatdsi ile ilgili hicbir
calsmaya rastlanmargtir. Daha ©Once yapilan cginalar toplam CAT aktivitesine
dayandirilmgtir. Calsmamizla paralel sonuclari olan gatalar mevcuttur. Orrign
bugdayla yapilan bir gier calsmada sguk muamelesiyle CAT aktivitesinde dnemli bir
artis tespit edilmgtir (Keles et al 2002). S@uk sartlarda yetitirilen salatalik ve piring
filizlerinde CAT aktivitesindeki argin donma toleransi ile gkili olabilecesi
gosterilmitir (Saruyamaet al. 1995; Kanget al. 2001, 2002). CAT aktivitesindeki
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degisimler alp ciminde aylik olarak takip edilgive havalarin sgudusu sonbahar
mevsiminde aktivitenin argil tespit edilmgtir (Zhou and Zhao 2004). Tropikal bir bitki
olan soya fasulyesi Qlycine maXx kademeli olarak djilk sicakliklara maruz
birakildginda bitkinin kok ve govdesinde CAT aktivitesininttesl belirlenmitir
(Yadeghariet al. 2008). Bu ¢cakmalarin sonugclarinin aksine CAT aktivitesiningsk
uygulamasiyla dgitiguina tespit eden agtaricilarda mevcuttur. Biday, arpa, ¢cavdar ve
yulaf bitkileri sgzuk sartlarda blyutuldglinde ise CAT aktivitesinin 6nemli derecede
distigl belirlenmitir (Jandaet al. 2002, 2003). Squga dayanikli ve hassas dért farkl
mandalina kudltirt  sgukta depolanm; bu mandalinalarin  kabuklarinda ve
meyvelerinde CAT aktivitesine bakilgnve hassas tirlerde depolama suresince CAT
aktivitesi digerken toleransli turlerde aktivitenin yukseidbelirlenmistir (Sala 1998;
Sala et al. 2000). Ayrica sguk stresi bircok bitkide, 6zellikle goga duyarli
genotiplerde, CAT aktivitesinde belirgin bir dige neden olmaktadir (Lukatkin, 2002).
Kishk bugdayla yapilan bir ¢ajmada, sguk simplastik CAT aktivitesini 15/10 ve
5/3C’lerinde azaltirken 10f&’inde artirmgtir. Goruldigl gibi s@uk toplam CAT

aktivitesini hem azaltabilmekte hem de artirabiltedk.

Calsmamizda sguk+SA uygulamasi gwkla kiyaslandiinda, arpanin smga
dayanikliTokak ¢esidinde 0.1 mM ve 1 mM SA’da 10, 17 ve 24. gunleadeivite
artisina sebep olurken 31. gunluklerde aktiviterdistir (Cizelge 4.17). Buna kan,
arpanin spuga hassa®\khisar c¢esidinde sggukla kiyaslandiinda, tum gtnlerde 0.1
mM SA uygulamasinin goiga gore onemli bir aktivite diisine sebep oldiu da
dikkat cekmektedir (Cizelge 4.20). SA'nin simpl&sCAT aktivitesi Uzerine hem
artirici hem de azaltici yonde sonuclari bulundrsmalar mevcutturSA uygulanmy
bezelye, titin ve mantarda SA'nin CAT aktivitesimhibe ettgi belirlenmitir (Aebi
1974; Willekenset al 1997; Martimaet al. 1995; Srivastavat al. 2001). Yine, misir
fidelerine 1 mM SA uygulang@inda, yapraklarda CAT aktivitesinin inhibe edgdi
belirlenmitir (Padu 1999; Horvattet al. 2002). Sadece SA’nin gié ayni zamanda
onun turevi olan asetil-SA’nin da misir bitkisin@AT aktivitesinde diilse neden
oldugu gozlenmgtir (Westhuizenet al 1998). Muz bitkisinde 0.5 mM ve 1 mM SA
uygulamasi, CAT aktivitesinin ilk gunlerde gigiine, ilerleyen gunlerde tekrar
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yukselmesine neden oltur (Srivastaveet al 2000). Arpa ile yapilan ¢camada ise
SA’nin CAT aktivitesini normale gore yuksefiti gorilmistir (Souzaet al 2001).
SA’nin birkag bitki tiriinde CAT aktivitesinin temelr bolgesini bloklamak suretiyle
H.O>'nun birikimine neden oldgu ve bu nedenle enzimi inhibe @iti kabul
edilmektedir (Raskin, 1992a,b). ik sartlarda (2.5 °C) SA uygulangsalatalik ve
misir bitkisinde yaprak, kok ve kotiledonlarda CAKtivitesinin kontrol dgerleri ile
ayni old@gu bulunmgtur (Kang et al 2002). Muz bitkisi sgukta yetgtirilip SA
uygulandginda, sguk ve SA kontrole gore CAT aktivitesini glirtirken, SA sgukta
CAT aktivitesini artirmgtir (Kanget al. 2003). Kglik bugday yapraklarina eksojen SA
uygulamasi CAT aktivitesinde hem kontrol hem deudtusicakliksartlarinda dgise
sebep olmgtur (Tasgin et al. 2006).

Ayrica her iki varyete de (6zelliklede Akhisardzgamanla CAT aktivitesinin azalmasi
da bitkinin gunden gune streslere farkli bir mekara ile tepki verebilgiini
gosterebilir.

5.3.5. Simplastik peroksidaz aktivitesine dgiik sicaklik ve salisilik asidin etkileri

Calismamizda, arpanin goga dayanikliTokak c¢esidinin yapraklarinda 10, 17, 24 ve
31. gunlerde sguk uygulamasi kontrole gore simplastik POD aktsiité distrmstir
(Cizelge 4.18). Benzegekilde, arpanin guga hassaé\khisar c¢esidinin yapraklarinda
da POD aktivitesinde 10 ve 31. gunlerdesi@iu 17 ve 24. glnlerde ise arti
gorulmektedir (Cizelge 4.21). Dayanikli ile hassesit kiyaslandginda POD
aktivitesindeki dgus dayanikh c¢eitte daha duzenlidirBugiine kadar simplastik POD
aktivitesi ile ilgili literattr bilgisi kisithidir(Tasgin et al. 2006; Mutluet al. 2009). Daha
once yapilan caijmalar daha cok toplam POD aktivitesine dayandistimi Sgsuk
stresinin etkileriyle ilgili caymalara bakfiimizda POD aktivitesinin hem agtihem de
distigl calsmalar mevcuttur. Norveg ladirgaci -10 °C’de 45 giin maruz bakgdda
POD aktivitesinde de donemli derecede bigi@ugozlenmgtir (Kaminska-Rozek and
Pukacki 2005). Saukta ve kontrolsartlarda depolanan elmalarda depolama sonunda

POD aktivitesinin ditigl belirlenmgtir (Leja et al. 2003). Bu iki ¢cakma bizim
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calisma sonuclarimizla paralellik gostermektedir. Birggikes faktoriinde olgu gibi
soguk stresinde de POD aktivitesinin genelde artmasetzimin stres enzimi olarak
anilmasina yol acrtir. Sguk sartlarda yapilan bir ¢aimayla POD’un serbest
radikalleri tutma Ozelfiine sahip oldgu ortaya konmgtur (Burris 1960). Ladin
agacinda aylara gore POD aktivitesi takip edy#ime sicaklgin distigl Kasim ayinda
simplastta aktivitenin yukselgii tespit edilmgtir (Polle et al. 1994). Bgday, arpa,
cavdar ve vyulaf bitkileri sgukta buayutildiklerinde POD aktivitesinin - agiti
bulunmytur (Jandaet al. 2003). Sguga dayanikli ve hassas dort farkli mandalina
kaltart sgukta depolanmgy bu mandalinalarin kabuklarinda ve meyvelerindeDPO
aktivitesine bakilny ve hassas tlrlerde depolama suresince POD aktivdigerken
toleransli tirlerde aktivitenin yiksefdibelirlenmitir (Sala 1998,). Papatya bitkisiyle
yapilan bir caymada 15 °C’de depolanan bitkilerde POD aktiviteégiiétken, 5 °C’'de
aktivitenin arttgl tespit edilmgtir (Sethaet al. 2000). S@uk sartlarda yetjtirilen
salatalik ve piring filizlerinde POD aktivitesinde&irtisin donma toleransi ile gkili
olabilecggi gosterilmitir (Saruyamaet al 1995; Kanget al. 2001; 2002). Soya fasulyesi
(Glycine maX ile yapilan bir caimada kademeli olarak giiik sicakliklara maruz
birakildginda bitkinin kok ve govdesinde POD aktivitesininttigl belirlenmitir
(Yadeghari et al. 2008). Mercimek bitkisine $ok stresi uygulanginda kok
dokusunda POD aktivitesinde onemli bir @rkaydedilmitir (Oktem et al 2008).
Calstigimiz her iki c¢gitte de aktivitenin dg§mesi genele uymagh icin literatr icgin
farkli bir bilgidir. Ayrica her iki varyete kendicinde dgerlendirildiginde s@uga
dayanikli ¢gitte hassasa gore daha diizgin aktivite azalmasatigekmektedir.

Calismamizda sguk+SA uygulamasi smkla kiyaslandiinda, arpanin hem goga
dayanikli Tokak c¢esidinde hem de hassaskhisar ‘da 0.1 mM SA ve 1 mM SA
uygulamalarinda 10, 17, 24 ve 31. gunlerde 6neerkeckde bir agigbze carpmaktadir
(Cizelge 4.18 ve 4.21). SA uygulamasinin her ikiegede POD aktivitesinin artirmasi
literatir acisindan 6nemlidir. Misir ve havyar l@itkde yapilan cajmalarda, SA
uygulamasi POD’un aktivitesini artirgtir (Dat et al. 1998; Padu 1999; Horvatt al
2002; Yeeet al 2002).Ancak, Cuscuta reflexare bezelye bitkisinde ise SA’nin POD
aktivitesini inhibe etfii gbzlenmitir (Aebi 1974; Srivastavat al. 2001). Muz meyvesi
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olgunlgma siresince SA uygulangnue POD aktivitesi ilk giinlerde dinesine rgmen
ilerleyen gunlerde tekrar yikselmeyeslaaigi gozlenmgtir (Srivastavaet al 2000).
Sasuk sartlarda SA'nin POD aktivitesi Uzerine etkileriyiggilide birka¢ calsma
mevcuttur. Sguk sartlarda (2.5 °C) SA uygulangnsalatalik ve misir bitkisinde yaprak,
kok ve kotiledonlarda POD aktivitesinin kontrolggeleri ile ayni oldgu bulunmgtur
(Kang et al 2002). Muz bitkisi sgukta yetstirilip SA uygulandginda, sguk ve SA
kontrole gore POD aktivitesini artirgtir (Kang et al 2003). Bu ¢cadma sonuclari
bizim calsmamizin sonuclarini destekler niteliktedir.g8k stresinin bitkilerde kD,
miktarini artirdgl belirlenmitir (Saruyama and Tanida 1995, Oktexh al. 2008).
Bilindigi gibi hiucrelerde HO, artisi ¢cok fazla hasarlara neden olacak bir molekdldur.
Bu molekul, POD’larin dgal bir substrati olup hizlica zararsgtlalir. Gortld(gu gibi
cesitli stresler esnasinda yuksek bir POD igeristresten korunma icin temel bir
mekanizmadir. Bitkiler arasinda @k stresine toleransli olan gerde POD
aktivitesinin yuksek oldgunu ve s@uk stresine toleransta POD’un aktivitesini artiran

SA’nin 6nemli bir koruyucu rolindn olgu goérulmektedir.

Ayrica her iki varyete de (6zelliklede Akhisar'degmanla POD aktivitesinin artmasi da
bitkinin ginden gune streslere farkli bir mekanigtaatepki vebilmektedir fikrini

uyandirmaktadir. Cinki POD aktivitesi artarken Civitesi azalmaktadir.

5.3.6. Simplastik Stperoksit Dismutaz AktivitesineDusuk Sicaklik ve Salisilik
Asidin Etkileri

Calsmamizda, arpanin goga dayanikliTokak c¢esidinin yapraklarinda 10, 17, 24 ve
31. gunlerde stuk uygulamasi kontrole gére simplastik SOD aktsiité distUrmusttr

(Cizelge 4.19). Buna kan, arpanin sguga hassa#khisar ¢esidinin yapraklarinda ise
SOD aktivitesinde 10 17, 24 ve 31. gunlerde ise gydrilmektedir (Cizelge 4.22).
Sasuk etkisiyle SOD enziminin aktivitesi Uzerine yapi calsmalar da mevcuttur.
Kishk cavdarla yapilan bir c¢aimada 5 haftallk smga uyum siresi sonunda
yapraklardaki SOD aktivitesinin kontrollere gore @84oraninda argi bulunmutur

(Strebet al 1999). Mutant pamuk bitkisiyle yapilan bir gatiada SOD aktivitesinin,
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disUk sicaklik uygulamasi sonucu kontrole gore yakl& kat arttgini belirlenmgtir
(Kornyeyevet al. 2001). Kslik bugday yapraklarinda 4 haftalik @ga uyum boyunca
MnSOD genlerinin ifadesinin agtigdsterdgi belirlenmitir (Beak and Skinner 2003).
Alp ciminde aylik olarak SOD aktivitesindeki glgimler takip edilm§ ve havalarin
sozudugu sonbahar mevsiminde aktivitenin aitttespit edilmgtir (Zhou and Zhao
2004). Norveg ladingaci -10 © C gibi ¢ok diilk sicakliklara 45 gin gibi uzunca bir
sure maruz bakil@inda ROT miktarindaki aga paralel olarak SOD aktivitesinde de
onemli derecede bir agtigorulmitir (Kaminska-Rozek and Pukacki 200505uga
duyarli old@gu bilinen salatalik ve piring bitkilerinde de uygaobn d§uk sicaklgin
yapraklardaki toplam SOD aktivitesini arttigdbildirilmistir (Lee and Lee 2000; Guo
et al, 2006). Cakmamizdaki hassas gtalan Akhisar’dan elde effimiz sonuclar bu
calisma sonuclarlyla paralellik arz etmektedir. g8k sartlarda SOD aktivitesinin
azaldgi ile ilgili calismalar kisithdir. Bunlardan birinde Sibirya'da g ortaminda
takip edilen camlardaP{nus sylvestrisrizosfer sicakfiinin dismesine paralel olarak
diger antioksidan enzimlerle birlikte SOD enzim kapesinin digtigl ve buna mukabil
dokuda oksitatif stres belirtileri gortlmeye steamstir (Milyutina et al 2008). Bu
calismanin sonuclari da dayaniklisgimiz olan Tokak'tan elde efiimiz sonuclarla
ortigsmektedir. Sguga dayanikli bitkilerde SOD aktivitesinin geneldeselken hassas

bitkilerde ise artmasi literatlr agisindan ilgimckalgidir.

Calismamizda sguk+SA uygulamasi smkla kiyaslandiinda, arpanin hem goga
dayanikli Tokak cesidinde diguk konsantrasyondaki SA (0.1 mM) aktiviteyi tim
gunlerde artirirken, yuksek konsantrasyon SA (1 jnibé aktiviteyi 10 gunluklerde bir
miktar artirmg, 24 ginltklerde diiirmis ve 17 ve 31 gunluk bitkilerde her hangi bir
etkiye sebep olmatir (Cizelge 4.19). Benzer durum arpanin henguga hassas
Akhisar‘da da gorulmgtar. Her iki konsantrasyon SA (0.1 mM ve 1 mM)
uygulamalarinda da 10, 17, 24 ve 31. ginlerde Onelmtecede bir agti goze
carpmaktadir (Cizelge 4.22).

SA’nin desisik stres tiplerinde SOD Uzerine etkisini inceleyealismalarda, SOD
aktivitesinin  SA uygulamasindan 6nemli Olclide ethdigini ortaya koymutur.
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Ornesin, tuz stresi altindaki kdaylarda hiicresel SOD aktivitesinin eksogen
(disaridan) SA uygulamasi ile agtibelirlenmitir (Sakhabutdinovat al. 2004). Buna
karsilik, su stresi altindaki gdaylarda SOD aktivitesi yikselirken, SA uygulamigesi
distigl belirlenmgtir (Singh and Usha 2003). Tuz stresi altindaki dteslerde, tuzlu
kosullar i¢csel (endogen) SA miktarini artighr. Ancak, belirli bir stire tuza aklime
edilmis domateslerde i¢csel SA miktari dahasiaki bulunmgtur. Ayni bitkilerde, hem
tuz hem SA uygulamasi, SOD aktivitesini artgnfakat yine tuza adapte edilni
bitkilerde SOD aktivitesi daha giik bulunmytur (Molina et al 2002).SA’nin sg@uk
stresi altindaki bitkilerde SOD Uzerine etkisincéteyen cabmalardan birinde muz
fideleriyle yapilan capmada SOD aktivitesi diik sicaklik ve SA uygulamasiyla
artmstir (Kang et al. 2003). Cakmamiz sonuclari da bu cghayla 6rtigmektedir.
Ayrica dayanikl ve hassass@e SA uygulamasiyla SOD aktivitesindeki gdgm
incelendginde; hassas gite hem dguk hem de yiksek SA konsantrasyonu SOD
aktivitesini artirirken dayanikli g#te sadece diilk konsantrasyon SA SOD'u
artirmstir. Yuksek konsantrasyon SA'nin SOD aktivitesinurasuz etkilemesi icsel
uretilen SA'nin  yeterli olmasiyla aciklanabilir. 840 bir hormon oldgu
distinuldiginde hormonlarin da yuksek dozda alinimi ters etknektedir tezini
dogrular niteliktedir.

5.4. Lipid Peroksidasyon Aktivitesine Diguk Sicaklik ve Salisilik Asidin Etkileri

Hucre zan lipidlerinin serbest radikallerle indékén peroksidasyonu olarak bilinen
lipid peroksidasyon aktivitesi, hicresel dizeydeessh sebep oldiu hasarin hem
derecesi hem de yansimasi @duilinmektedir (de Azevedo Nett al. 2006). Bitkiler
strese maruz kaldiklarinda, doymanyag asitlerinin bozulmasiyla son driin olarak
olusan malondialdehit (MDA) miktarindaki agti hicrelerde zarlarin yapisal
batinligunun bozuldgunu goésteren iyi bir indikatordir (Posmgk al. 2005). Dgisik
stres faktorlerinin LPO Uzerine etkisiyle ilgili kosayida argirma bulunmaktadir.
Yuksek sicakfia maruz birakilngi arpa yapraklarinin membran lipid peroksidasyonu
aktivitesinde arty belirlenmitir (Kappen, 1981). Bazigar metallerin toksik dozlarinin

bitkilerde lipid peroksidasyonu uyagglitespit edilmgtir (De Vos et al. 1989; 1991;
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Cakmaket al. 1991; Cinar 2005). Tuzluga dayanikhig! farkli iki fasulye ceidiyle
yapilan bir cajmada, tuz uygulamasiyla hassas varyetede dahadbmbk Uzere iki
cesitte de MDA seviyesinin ars belirlenmitir (Yasaret al. 2008). Bazi asmav(tis
vinifera) cesitlerine uygulanan kuraklik stresinin lipid perottasyonda 6nemli derecede
artisa sebep olmyur (Yagmur 2008). Kuraklik stresiyle ilgili ger bir calsmada; iki
kahve turi Coffea arabicave C. liberica) kurakliga maruz birakilgginda, orta
derecedeki kurakliksiddetinde lipid peroksidasyonu goérilmezkesddetli kuraklik
stresinde, 0zellikle kuralda daha duyarli ola. arabicatirtinde, MDA birikiminin
daha fazla oldgu gozlenmgtir (Cai et al. 2005). Su stresi altinda buyutilengtday
fidelerinde lipid peroksidasyonunda buyuk bir @rtioldusu kaydedilmgtir (Tatar and
Gevrek 2008).

Calismamizda sguga dayaniklig farkli iki arpa c¢eidinde de (dayanikliTokak ve
hassas;Akhisar) 10, 17, 24 ve 31. gunlerde kontrollerle kiyastatizda sguk
uygulamasiyla MDA seviyesinde veya lipid peroksidas (LPO) aktivitesinde fark
edilir bir arts da dikkat cekmektedir (Cizelge 4.23 ve 4.24)g80stresine maruz kalan
bitkilerde de LPO aktivitesinin belirlengli calismalarda azda olsa mevcuttur. {Dk
sicaklik stresinden kaynaklanan oksidatif stresinicré zarlarinda lipid
peroksidasyonuna neden ogduile ilgili bircok calsma mevcuttur. Sguk stresine
maruz birakilmy kishk cavdar, tatln, Arabidopsis thaliana ve patateste lipid
peroksidasyon Urind olan MDA icgmin arttigl belirlenmitir (Lynch and Steponkus
1987 Moon et al. 1995; Uemuraet al. 1995; Lin et al. 2006). Nohutla yapilan bir
calismada da sguga maruz kalan fidelerde MDA miktarinin bungsbalarak da lipid
peroksidasyon aktivitesinin aggti tespit edilmgtir (Turan 2007). Mercimek bitkisine
soguk stresi uygulanginda, kdk ve govde dokusunda MDA iganide kayda dger bir
artis kaydedilmitir (Oktemet al. 2008). Calkma sonuclarimiz bu ¢aina sonuclariyla
Ortigsmektedir.

Ayrica calsmamizda kullangamiz iki arpa ¢gidinde de 10, 17, 24 ve 31. gunlerde
soguk kontrollerle kiyaslaggmizda SA uygulamasiyla, (hem 0,1 mM hem de 1 mM
SA) MDA seviyesinde b#i olarak da lipid peroksidasyon (LPO) aktivitesenéark
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edilir bir disis gbze carpmaktadir (Cizelge 4.23 ve 4.24). SA'wguk sartlarda LPO
Uzerine yapilmy calsmalar kisithdir. Dgerlendirmeyi daha c¢ok ger streslerdeki
sonuclarla bglantili olarak yapagaz. Taxus chinensisitkisi patojenle muamele
edilmis ve MDA seviyesinin art§ belirlenmg, patojenle birlikte SA uygulanginda
ise MDA seviyesinin dgtigi tespit edilmgtir (Yu et al. 2001). Bir yilhk Gzim
fideleriyle yapilan bir cajmada yapraklara puskirtilen SA'nin MDA seviyesini
disUrdigt belirlenmitir (Wang et al. 2003). Su stresi altindaki iki Bday ceidiyle
yapilan bir cakmada yapraklara puskirtilen SA'nin LPO aktivitesdiksurdigu
bulunmutur (Agarwalet al. 2005). Fasulye ile yapilan ¢gghada tek bgna verilen SA
lipid peroksidasyonunu etkilemezken, tuz veriimisiyartan LPO miktarinin SA
uygulamasiyla o6nemli derecede sdidigii bulunmytur (Palma et al. 2009).
Calsmamizdan elde e#fimiz bulgular literatirle uyum icindedir. SA’nin P
aktivitesini digurmesi LPO’ya sebep olan serbest radikallerin SA\’ruyardgi
antioksidan enzim sistemi tarafindan bertaraf edivtabilecei ihtimalidir.

Bunun yaninda kontrokartlarinda zamanla LPO aktivitesinin artmasi dakalik
cekmektedir. Her ne kadar kontk@rtlarinda her hangi bir stres faktéri olmasa d@® LP
aktivitesinin olabilecgini gosterir. Bu durum stregartlarinin LPO Uzerine etkisinin
yoktan var etmegeklinde dgil miktarini artirmaseklinde oldgunu gosterir.

5.5. Hidrojen Peroksit (H,O,) Miktarina DU siik Sicaklik ve Salisilik Asidin Etkileri

Streslerin belirlenmesinde bir biyolojilsaret olarak kullanilir hale gelehidrojen
peroksitin (H,O,) miktarina bircok stresartinda bakilmgtir (Cheeseman 2006).
Serada mangrov bitkisine hidroponik ortamda tuzldiginde, HO, seviyesinin gram
dokuda 0.067 den 0.089 umol'a cgktibelirlenmitir (Parida and Das 2005). Sera
sartlarinda ozon stresiyle muamele edilen bir bi#kldO, seviyesinin gram dokuda
0,03 pmol'dan 0.06 pmol'a cilg ve 6zellikle de kloroplastlarda birikiminin olgu
tespit edilmgtir (Chen and Gallie, 2004; 2005). Tutunle yapiancalsmada normal
sartlarda yapraklarinin gram dokusunda 0.15 pumat 6120, seviyesiBotrytis cinerea

patojeni ile muamele edilmesiyle 0.2 umol'a yukgalgosterilmitir (Patykowski and
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Urbanek 2003)Kadife cicesi (Calendula officinalis) tuz stresine (100 mM) maruz
birakildginda HO, seviyesinin normale gore %26 agttgosterilmgtir (Chaparzadelet
al. 2004).Phragmites australibitkisi kisa sureli yiksek sicaklik (38 °C) stresimaruz
birakildginda HO, miktarinda énemli bir agibelirlenmitir (Velikova and Loreto
2005). Su stresine maruz birakilan bezelye bitkisinde aldprda doku hasariyla
birlikte H,O, miktarinda da buyuk bir agtrapor edilmgtir (Kocsyet al. 2005).

Calismamizda sguga dayanikligl farkli iki arpa ceidinde de (dayanikliTokak ve
hassas;Akhisar) 10, 17, 24 ve 31. gunlerde kontrollerle kiyasiatizda sguk
uygulamasi KO, miktarinda 6nemli bir miktarda dis gorulmitir (Cizelge 4.25 ve
4.26). Sguk uygulamasiyla BD, miktarindaki dgisimlerin argtirildigi birgok
aragtirma mevcuttur. Arpayla yapilan bir gahada ise sguk stresi etkisi ile KO,
dretiminin  6nemli miktarda azalgh goralm@tir. Bu durumun sebebini tim
metabolizmanin yagéamasi olabileggni savunan bazi agaricilar mevcuttur
(Saruyama and Tanida 1995). Bu gmlanin sonugclari bizim ¢amamizla paralellik
gostermektedir. Stk stresine maruz birakilgmbaska bitkilerle yapilan cajmalarda
H.O, miktarinda artmanin olgw da rapor edilmgtir. Norvec ladin gaci -10 °© C gibi
cok dGsuk sicakliklara 45 gun gibi uzunca bir sire marwakildiginda ROT
dretimindeki argla birlikte H,O, miktarinda da énemli derecede bir sugbralmistar

(Kaminska-Rozek and _Pukacki 2005). Mercimek bitkisine ise §ok stresi

uygulandginda, govde dokusunda ,8&; iceriginin 6nemli bir sekilde arttgl
gozlenmigtir (Oktemet al. 2008).

Calsmamizda sguk+SA uygulamasi gwkla kiyaslandiinda, arpanin smga
dayanikli Tokak ceidinde SA HO, miktarini artirirmgtir (Cizelge 4.25). Buna
karsilik, arpanin spuga hassasAkhisar c¢eidinde ise SA uygulamasiyla .8,
miktarinda azalma gorulmgtiir (Cizelge 4.26). SA'nin bitkilerdeki huicresel,®%
miktari Gzerine yapilmicalsmalarla ilgili kisitli literatir mevcuttur. Tutinkapilan bir
calismada, SA uygulamasindan 24 saat sonra i¢g@} hiktari gram dokuda 0.15'den
0.25 umol‘a yukselgi tespit edilmgtir (Patykowski and Urbanek 2003). Bu galanin
sonuglari dayanikli g¢& olan Tokak'tan elde eg@timiz sonuglari desteklemektedir.
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Diger bir calgmada ise su stresi altindaki iki gulay ¢aidinde yapraklara puskurtilen
SA’nin H,O, miktarini kontrol bitkisine goére gurdigt bulunmytur (Agarwalet al.
2005). Bu cakmanin sonuglari ise hassasiganiz olan Akhisardan elde e#iimiz
sonugclarl desteklemektedir. SA’nin 6zellikle hasgagtte H,O, miktarini diglirmesi
SA'nin bu serbest radikali ortadan kaldiran mekianatari aktive etmesiyle ilgili

olabilir.

5.6. SDS-PAGE Elektroforezi Uzerine Diiik Sicaklik ve Salisilik Asidin Etkileri

Bir bitkinin sasuga aklimasyonu sirasinda Uretebgidantifriz proteinlerle (AFP) bir
bakima onun smuga dayaniklilginin bir gostergesidir. Son yillardaskk ve yazlik
cavdar, kghk ve yazlik bgday, kslik ve yazlik kanola, arpa, bezelye, lahana, misir,
Ispanak, havugAmmopiptanthus mongolicus, Solanum dulcamara, bolerenneve
tutin gibi bitkilerin s@uga direncli olanlarinda antifriz 6zeiinde bircok polipeptidin
varhgl gosterilmgtir (Griffith et al. 1992, 1997; Marentegt al. 1993; Honet al. 1994;
Antikainen and Griffith 1997; Atici and Nalbagto 1999a,b; Mayeret al. 1999;
Fletcheret al. 1999; Huang-Duman 2002; Pudnelyal. 2003; Atici and Nalbangtu
2003; Tagin et al. 2006).

Antifriz aktivitesi kanitlanan bitki proteinleriS. dulcamara67 kDa (Dumanet al.
1994), kslik cavdar 11-37 kDa (Horet al1994,1995), cicek 66 kDa (Huang and
Duman 1995)seftali 60 kDa (Wisniewesket al. 1999), havug¢ 36 kDa (Worradit al.
1998, Smallwoockt al. 1999), kslik bugday 12-39 kDa (Chuet al. 1998; Atici and
Nalbantglu 1999b),Arachis hypogae&3 kDa (Dave and Mitra 1998 Ricea abies’O
kDa (Sabalaet al. 1996), Rhodiola algida29-85 kDa (Luet al. 1998; 2000) ve..
perenne29 kDa (Pudneyet al 2000) gibi bitkilerden izole edilmive karakterize
edilmistir. Kislik cavdardaki AFP’ler Griffith ve arkadkri tarafindan ayrintili bir
sekilde aratinimistir (Griffith et al. 1992, 1997; Griffith and Mcintyre 1993; Hex al.
1994, 1995; Antikainen 1996; Griffith and Antikaméd996; Antikainen and Griffith
1997; Yu and Griffith 1999, 2001). Sasa aklime edilmy kislik cavdar yapraklarindan
elde edilen apoplastik ekstraklarin SDS-PAGE'si swla 7 tane farkli molekil



124

agirhgina sahip polipeptid gozlensgtir. Bunlar 16-37 kDa arasinda @gen ve antifriz
aktivite gosteren apoplastik polipeptidlerdir (Henal. 1994). Kslik cavdar ile ilgili
baska bir calgmada da apoplastik AFP’leri karakterize edgtini (Yu and Griffith
1999). Bunlar dpal elektroforezle 9 banda ayrilgtir. AFP komplekslerinin tek bir
polipeptitten daha etkili bigekilde buz btyimesini inhibe ettikleri gbzlerytm (Yu and
Griffith 1999). Kglik bugday yapr@ina ait apoplastik proteinler SDS-PAGE’de
yuratuldginde, sg@uk sartlarinda polipeptidlerin bangiddetinin arttgl gdzlenmstir
(Atict and Nalbantglu 1999b; Tagin et al. 2006). Cakmamiz sirasinda arpanin
soguga dayanikh (Tokak) ggdinden elde etiimiz apoplast polipeptidlerin elektroforez
bantlarina bakgimizda, 6zellikle molekil @rligi 14-24 kDa arasinda olan bantlarin
siddetinde belirgin dgismeler gézlenmiir. Arpanin hassas (Akhisar ) gginde ise 14
kDa civarinda bir bantta @smeler gorilmektedir. Sk uygulamalarinda bu bantlarin
siddetinde meydana gelend@gmler, bu bantlarin antifriz proteinlere ait oladuksini
gostermgtir. Tokak’ta sguk uygulamasiyla 10, 24 ve 31. gun bitkilerden etdiden
elektroforez bantlarindsiddetin arttg1 da gortlmitir. Diger calsmalarda da dfilk
molekdl airlikli polipeptidler antifriz protein olarak taniamnmsg oldugsundan bu

bantlarin AFP’lere ait oldtunu sdyleyebiliriz.

Son yillarda khk cavdar yapraklarinda antifriz aktivitenin diummesi yapraklarin
etilen, SA, ABA ve kurakfia maruz birakilmasiyla incelergtii (Yu and Griffith 2001,
Yu et al. 2001). SA ve ABA ile muamele edifiinde cavdar yapraklarinda antfriz
aktivite gostermeyen apoplastik proteinler biriktimi(Yu and Griffith 2001, Yuet al.
2001). Kglik bugdayda yapilan bir ¢gimada yapraklarin apoplastik bolgelerindgiddi
sicaklikta SA muamelesinin mevcut protein miktarida ve bant sayisinda aaineden
oldugu ve ekstra polipeptitlerin o§masini sgladig gosterilmgtir (Tasgin et al 2006).
Calismamizda SA uygulamasinin Tokak'ta herhangi bir lsayisi vesiddetine katkisi
gorulmezken Akhisar'da ise 10, 17 ve 24. gunleradekill girligi 24 kDa civarinda
olan bir bandin olgtugu goérdlmitir. Bu bandin SA uygulamasiyla sentezivile

edilen bir antifriz proteine ait olmasi muhtemeldir
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Bu arastirmadan elde edilen 6nemli sonuclar ve 6neriler:

SA uygulamasi her iki bitkide 6zellikle de hassasitte (Akhisar) donma hasarini
dusUrerek bitkinin s@uga uyumunu artirngtir.

Sasuk uygulamasiyla artan buz nikleasyon aktivitesi8f uygulamasiyla daha da
artmasi, SA'nin buz olwmunu geciktirici mekanizmalarn aktive etmesiylailil
olabilir.

Dayanikl ceitte sg@uk uygulamasiyla apoplastik CAT ve POD aktivitesiagken
hassas g#te dismuistir. SA uygulamasi ise dayaniklisgee CAT, POD ve SOD
aktivitesini digtrirken hassas gite artirmstir. Bu sonuc¢ sguk sartlarda dayanikl
¢esidin antioksidan enzimlerini kendi icsel SA’s1 Méikseltebildgini hassas gadin ise
bunu ancak @sal SA uygulamasiyla barabildigini gostermesi bakimindan énemlidir.
SA bu acidan dayanikh gée yiuksek doz etkisi yapmolabilir.

Tum streslerde miktari artan ve stresin bir Olgutlarak kullanilan lipid
peroksidasyonun (LPO) gok uygulamasiyla artmasi ve SA uygulamalarinda ise
miktarinin dgmesi SA’nin s@uk stresinin yikici etkisini diiirerek bitkinin s@uk
sartlara uyumunda etkili oldiw tezini desteklemektedir.

Zararll bir serbest radikal olan ve genelde sfagarinda miktari artan #,’nin soguk
etkisiyle her iki ceitte de miktarinin dgimesi literatir acisindan ilging bir bilgi
olacaktir. SA uygulamasiyla dayanikhsitee miktarinin artmasi hassassitie ise
miktarinin dgmeye devam etmesi ‘icsel SA’nin byie rolt var midir?’ sorusunu akla
getirmektedir.

Sasuk etkisiyle SDS-PAGE’de 06zellikle dayanikh sgge (Tokak) bantsiddetinin
artmasi bu bitkinin sguk sartlarda apoplastik bolgede bazi proteinlerin nriktia
artirabildigini gosterir. SA’nin ise 0Ozellikle hassassiti® bazi bantlarinsiddetinin
artmasini ve bazi yeni bantlarin ghasini sglamasi bitkinin sguga uyumunda etkili
oldugunun bir dger gostergesidir.

SA’nin tim parametrelerdeki etkisinin 31. gin kdievam ettii gorilmektedir. Bu da
soguk sartlara kagt SA'nin koruyucu etkisinin uzun bir siire devamgii gostermesi
bakimindan énemlidir. Bu sonu¢ da pratik anlamdan8Akullanilabilecgi gorisini

desteklemekte ve tarkartlarinin argtirilmasinin gerekliigini gostermektedir .

SA’nin arpanin sguga dayanikliklari farkli bu iki gedinde meydana getirg
fizyolojik tepkilerin daha iyi anlglabilmesi icin igcsel SA’'nin da bu sirecte nasil
degistiginin belirlenmesi gerekmektedir.

Bu iki arpanin sguga direnclerinin neden farkli olgunun ve SA muamelesine neden
farkl fizyolojik tepkiler olwturduklarinin ortaya konmasinda her ne kadar i§géhin
belirlenmesinin gereklifii kadar, sguk sartlarda ve SA uygulamasiyla sergiledikleri
fizyolojik davranglarin yorumlanabilmesine ve bu ilzerinde kafa yoran bilim
insanlarinin gayretlerine pladir.
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