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Dansman: Prof. Dr. Okkg ATICI

Bu argtirmada, dgik sicaklga hassas olan misirin yapraklarinda donma hasam, b
nikleasyon aktivitesi, hidrojen peroksit,(B}) ile stiperoksit () miktari, lipid peroksidasyon
seviyesi, apoplastik ve hlcresel antioksidan ereziml (katalaz, peroksidaz ve siperoksid
dismutaz) aktivitesi, nitrat rediktaz (NR) enzimtiakesi, icsel nitrik oksit (NO) miktari,
absisik asit (ABA) hormonu seviyesi ile apoplasté hiicresel protein profilleri Uizerine glik
sicaklik ve NO’'nun etkileri agariimistir. EKim glintine gére bitki yapraklarina 10. gi@, @.1,

1 ve 100 uM sodyum nitro prussid (SNP) (bir NO esi) konsantrasyonlari puskirtilerek
uygulanmg ve bitkiler kesim ginlerinden (14, 21 ve 28) 2 giirte dguk sicaklga (10/7 °C)
transfer edilmilerdir. Misir yapraklarinda donma hasarisiaki sicaklik ile tim ginlerde
artmstir. Bununla birlikte, diik sicaklga maruz birakilan yapraklarda SNP uygulamalari
genellikle donma hasarini dirmistir. Donma hasarinin azaltiimasinda en etkili SNP
konsantrasyonunun 100 uM ofgdubulunmytur. Distk sicaklik uygulamasi tim ginlerde buz
nikleasyon aktivitesini diirtirken SNP uygulamalari ise aktiviteyi geneldéiranistir. DUsUk
sicaklik HO, ile O,” miktarini, lipid peroksidasyon seviyesini apoplaste hucresel
antioksidan enzimlerin aktivitelerini, NR enzimtiaitesini, icsel NO ve ABA miktarini tim
glunlerde kontrol bitkilerine oranla genelde artgtni 0.1 M’ Ik SNP uygulamasi 8, ile G,”
miktarlarini ve lipid peroksidasyon seviyesinisdtmistlr. Ayrica, antioksidan enzimler igin
maximum aktivitelerde ayni SNP konsantrasyonundail@iCstir. Benzersekilde, uygulama
zamanina kg olarak, 1 ve 100 pM SNP konsantrasyonlari daefggn HO, ile O,”
miktarlarini  ve lipid peroksidasyon seviyesini sttmistir. Ayni  zamanda, bu
konsantrasyonlar antioksidan enzimlerin  aktiviteler de artirmgtir. SNP’nin ¢
konsantrasyonu da (0.1, 1 and 100 uM) NR enzitivitdsini, igsel NO ve ABA miktarinda
tim gunler de genel de azalmalara neden giimuApolastik ve hicresel proteinlerin analizi
SDS-PAGE metodu kullanilarak gerceitlglmistir. Hem 14 hem de 28 gunluk bitkilerin
apoplastik proteinleri SDS-PAGE de yeni bantlarstitdusu belirlenmitir. Benzersekilde,
tim gunler de bitkilerin hiicresel proteinleri SDAGE de hem yeni bandlar ghurmus hem
de mevcut bandlari daha belirgin yagtmi

2011, 146 sayfa

Anahtar Kelimeler: Dustk Sicaklik, Nitrik Oksit, Apoplast, Nitrat RediktaABA, SDS-
PAGE
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THE EFFECTS of NITRIC OXIDE on LOW TEMPERATURE SESS TOLERANCE in
MAIZE (Zea mayk
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In this study, effects of low temperature and aitikide on the freezing injury, ice nucleation
activity, activities of apoplastic and cellular mxidant enzymes (catalase, peroxidase and
superoxide dismutase), hydrogene peroxidgOfHand superoxide anion §Q contents, lipid
peroxidation level, nitrate reductase (NR) enzynotivity, endogenous nitric oxide (NO)
amount, abscisic acid (ABA) level, apoplastic aedlular proteins profiles on the leaves of
maize Zea maypwhich are sensitive to low temperature stresewevestigated. According to
planting day, sodium nitroprusidde (SNP) (a don@)Noncentrations of 0.0, 0.1, 1 and 100
1M were applied by spraying on the plant leavek8tday and plants were transferred into the
low temperature (10/7 °C) before 2 days of harmgstiay (14, 21 and #8days ). Only low
temperature application increased freezing injurythe leaves of maize at all the days.
Conversely, SNP application generally decreaseskiing injury in the leaves exposed to low
temperature. The most effective SNP concentratiotiecreasing of freezing injury was found
to be 100 uM. All the concentrations of SNP gergliacreased ice nucleation activity, while
low temperature application decreased ice nucleaictivity at all the days. 40, and Q°
contents, lipid peroxidation level, apoplastic aedlular antioxidant enzymes activities, NR
activity, endogenous NO amount and ABA level gelheiacreased at all the days in the leaves
exposed to low temperature compared to the contBN¥ application of 0.1 uM before low
temperature decreased,® and Q° contents and lipid peroxidation level. Besidess th
maximum activity for antioxidant enzymes were asshyt the same SNP concentration.
Similarly, depending on application time, SNP carications of 1 and 100 uM generally
decreased ¥D, and Q° contents and lipid peroxidation level. At the satmae, these
concentrations also increased the activities dbaittant enzymes. Three concentrations (0.1, 1
and 100 uM) of SNP generally gave rise to decregs®dR activity, endogenous NO amount
and ABA level at all the days. Analysis of apofitasnd cellular proteins were performed
using SDS-PAGE method. It was observed that apolpstteins of both 14 and 28-days leaves
formed new bands at SDS-PAGE. Similarly, cellulantpins of at all the days leaves both
formed new bands and make available bands moreeimt SDS-PAGE.

2011, 146 pages
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1. GIRIS

Dunyada toplam nufus sayisi 1900’10 yillarda 1,9yari iken gunumuzde bu rakam 6,9
milyara ulamistir (Wikipedia 2011). Nufus sayisi bu hizla araagbz dnine alinirsa 2050
yilina kadar 9 milyar gsaca tahmin edilmektedir (Mahajan and Tuteja 2005).CFA
(Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Organizasyonu)'nun veriher gore yeryuzindeki
islenebilir toplam tarimsal arazi alanlarinin azalmasnufus artu ile birlikte, kisi bagina
disen klenebilir arazi alani da gittikce azalmaktadir. Bala birlikte FAO'nun 2009 yili
istatistik verilerine gore ulkemiz topraklarinin %3'si tarimsal amacgh olarak
kullanilmaktadir. Ancak diinyada olglu gibi, tUlkemizde deslenebilir tarim alanlarinin
cesitli stres faktorlerinin etkisiyle kullanilamaz duna gelmesi ve nufus agiti simdilik
herhangi bir kithk tehlikesi olmasa da, uzun dodemrisk faktéri olarak
degerlendiriimektedir (Jonest al. 1989; Brayet al.2000; D@ru 2006; Mutlu 2009).

Dogadaki canlilarin énemli bir bolumunt gturan bitkiler, canli ygaminin devamlif
acisindan ekosistemin temel elemanlarindan birldem d@al hem de tarimsal kallar
altinda, bitkiler siklikla cevresel streslere maka#irlar. Dinya genelinde bitkisel Gretimde
urin kaybinin bgica nedeni abiyotik streslerdir ve 6nemli tarimsalinlerin ortalama
uretimini yaklgik %50 azaltarak tarim endustrisinin gel@oetehdit etmektedir (Bragt
al. 2000; Mahajan and Tuteja 2005).

Stres genellikle bitkinin yayabilirlik, verimlilik, biytime (biyolojik kutle bikimi) ya da
primer 6zimlemeslemlerine (CQ ve mineral alinimi) dayanilarak 6l¢ctilmektedir and
Zeiger 2006). Bitkiler tzerinde stresin derecetgrni sinirlar icerisinde dalim gosterir
ve sifir stresten, ihmli vaiddetli strese kadar cok gigken dereceleri bulunur. Stresin
derecesi bitki tiriine gore de gilgebilmektedir. Yani bir bitki triinde yiksek dereeed
strese sebep olan bir faktorgedr bitki tiriinde ihmli veya sifir strese sebepbdia Strese

dayaniklilik, bitkinin biylime ve geine donemine gore de geebilir. Bazi durumlarda



bir bitkinin butiint veya bir kismi strese kiadirencli olabilirken, déer bazi kisimlari ise
strese daha duyarl olabilmektedir (Hale and Or&9&7; Salisbury and Ross 1992; Taiz
and Zeiger 2006). Birgcok bitki, stresin dlduriicinalyan dozlarina maruz kaldiktan sonra
strese daha dayanikl olabilir. Bu olay kuvvetlenthardening) veya aklimasyon (uyum
veya algim) safhasi olarak adlandirilir. g&r bir yaklgimla aklimasyon yeni bir ¢cevreye
maruz kalan bitkideki kalitsal olmayangigklikler olarak tarif edilir (Kocacakkan 2004).
Stresle alakali @er bir kavram adaptasyondur. Bu ise pek c¢ok nesylubca secilim
sonucu kazanilan, genetiksel olarak belirlenditencin diizeyini belirtir (Taiz and Zeiger,
2006). Strese dayanikiin belli bal iki tipinden birisi sakinma ¢eri de toleranstir.
Sakinma, @i cevrede stres ajturabilecek keullar olmasina r@men, bitki hiicrelerini stres
altina sokmayan bir i¢ ortam @anmasidir. Stres kavrami strese tolerans ile d#englan

ili skilidir. Stres toleransi bitkinin uygunsuz ortamslkblari ile bga ¢cikma potansiyelidir.
Stres toleransi daha fazla tercih edilmekle bilikiteratiirde bu terimin yerine siklikla
strese direng terimi de kullanilmaktadir (Jones dmoes 1989; Mahajan and Tuteja 2005;
Kocacgalskan 2008).

Dunya uzerindeki kullanilabilir alanlar stres fakk&dine gore siniflandiriiginda, dgal bir
stres faktort olan kuraklik stresi %26, bunu %20iineral stresi ve %15 ile @k ve don
stresi takip etmektedir. Bunlaringchda kalan dier tim stresler %29’luk bir pay alirken,
yalnizca %10’luk bir alan herhangi bir cevreselestfaktbérine maruz kalmamaktadir
(Blum 1986; Giler 2008).

Dusuk sicaklik, bitkilerin yerytuzindeki dahmini, gelsimini ve verimini etkileyen en
onemli cevresel faktorlerden biridir (Pearce 19%ndaet al. 2003; Turan 2007; Maestrini
et al. 2009). Steponkus (1992), ekonomik 6neme sahipldmitldUsiik sicaklik zararindan
korumak icin dinya genelinde yillik olarak yayla 100 milyon dolar harcanmasina
ragmen, yillik ekonomik kaybinda 10 - 100 milyon dokmasinda oldgunu belirtmitir.
Dusuk sicaklik bitkilerde cimlenme, biyime ve gele, reprodiktif organlar ve hasat

sonrasi depolama suresi de dahil olmak lzere biofmk tGzerinde etkili olan ¢evresel bir



faktordir (Lyons 1973; Wang 1990). Opire diinyanin ortalama sicagindaki 1 °C’lik
disUs celtik dretiminde %40 oraninda azalmaya nedemilotektedir. Yine narenciye
agaclarinda, bazi sebzelerde ve tahil bitkilerind€’8k bir dona dayaniklilik sglanabilse,
yeryuziu ekim alanlarinin getemesiyle birlikte bunlarin toplam veriminde bitiaolacasi
aciktir ( Hale and Orcutt 1992).

Bitkilerin dusUk sicaklga toleranslari farkhdir. Tropik bolge bitkileri dma sicakiinda
yasayamazken, bazi cok vyillik bitkiler ise -30C gibi sicakhlarda dahi
yasayabilmektedirler. (Thomashow 1999). Genel olar#kilbr soguk stresine kar 3 farkh

grupta toplanabilir.

1. Duslk sicaklga duyarli olanlar: 12C sicakliklarin altinda zarar gorirler.
2. Duslk sicaklga dayanikli fakat donma sicakliklarina duyarli tdan

3. Donma sicakliklarina kardayanikli olanlar (Pearce 1999).

Tropikal ve subtropikal kokenli birgok bitki tarii23C'nin altindaki sicakliklarda zarar
goren, dgik sicaklik ve donmaya duyarh bitkilerdir. Ancalkazb iliman bdlge bitkileri
distk sicakliklara ve bunu izleyen donma sicaklikiartaleransh bitkilerdir (Sutka and
Galiba 2003). Bu grupta bulunan bitkilerin donmEketansini kazanabilmeleri icin belli bir
sure dguk fakat sifirn tzerindeki sicakliklara maruz kalari gerekir. Bu evre “swk
aklimasyonu” veya “sguga uyum” olarak bilinir (Lewitt 1980). Smga uyum olayi dgal
kosullarda sonbahar aylarinda sicakliklarin azalmadgllar. Laboratuvar kgullarinda ise
bitkilerin 2-6°C sicakliklara belirli bir stre marubirakilmasiyla hizlandirilabilir.
Maksimum donma toleransinin gianmasi igin gereken goga uyum suresinin, bitki
tirine gore birkag gun veya birka¢c hafta @duwe boylece bitkilerin -10 ile -60°C
arasindaki sicakliklara tolerans kazanabilecekleni surilmitir (Gilmour et al. 1988;
Webbet al. 1994). Nitekim sguga uyum sglamams cavdar Secale cerealé.) bitkisi -
5°C’'de olurken, sguga uyum sglandiktan sonra -30°C’de bile cargihi



koruyabilmektedir. Bu durumda herhangi bir bitkirdistik sicaklga verdgi metabolik
cevaplar dgerlendirilirken, bu bitkinin d§iik sicaklga tolerans bakimindan hangi gruba
girdigi de g0z oOnunde bulundurulmahdir. Bdylece fizyiojve biyokimyasal
reaksiyonlarda meydana gelenggemlerin hangilerinin dgik sicaklga duyarliliktan
kaynaklandgl hangilerinin s@uga uyum sirasinda go0zlenen ve donma toleransinin
kazanilmasinda rol oynayan faktorler giduda anlailabilir (Dogru 2006). Sguga uyum,
bitki metabolizmasinda birgok morfolojik, fizyol&jive biyokimyasal d&simin meydana
geldigi oldukca karmek bir olaydir. Bu dgisimler arasinda buyumenin durmasi,
dokulardaki su miktarinin azalmasi, rozetsalmu, absisik asit (ABA) miktarinin gegcici
olarak artmasi, membran lipid kompozisyonunusgigeesi, serbest prolin, ¢cdzunebilir
karbohidratlar ile antifriz proteinler gibi osmotiétkinlige sahip molekullerin birikimi,
antioksidan enzimlerin aktiviteleri ile antioksidamolekillerin miktarinin yaninda birgok
genin ifadesinin artmasi sayilabilir. Sayilan buapaetrelerin bitkisel dokulardaki miktar
ve aktivitelerindeki dgisimlere goére, bir bitkinin dg§ilk sicaklga duyarli mi yoksa
toleransli mi oldgu, toleransh ise smga uyumun sglanmasi i¢in hangi metabolik
desisimlerin olusmasi gerekgii konusunda fikir elde edilebilmektedir (Nishigaal. 1996;
Taoet al. 1998; Thomashow999; Jandat al. 2003; Mahajan and Tuteja 2005).

Cevre sicakfiinin suyun donma noktasina yakin veya altingtigfi durumlarda birgok
bitkide Gsume veya donma hasari ortaya ¢ikar. Bu hasariyaogeks derecesi sgugun
siddetine, bitkinin s@ukta kalma suresine, &okta kaldgl olgunluk safhasina, bitki
yapisindaki ¢Ozulebilir seker ile prolin icegine, bitki binyesindeki buylimeyi
dizenleyicilerin dengesine (Wang 1990) ve son rgd&i bulgulara gore antifriz
Ozelligindeki apoplastik (ekstraseltlar) polipeptitlerintezleyebilme yeteneklerine gore
degsisebilmektedir (Hale and Orcutt 1987; Urrigaal. 1992; Griffithet al. 1992; Horet al.
1995; Atici and Nalbanghu 2003; Tagin 2004). Son yillarda yapilan gahalarda, spuga
toleransl bitkilerde bulunan antifriz proteinlennbitkilerin apoplastik bolgelerinde suyun

donma noktasini gurerek ve olgan buzun morfolojisini déstirerek canlinin sguga kasi



toleransli olmasini ggadig bulunmytur (Griffith et al1992; 1997; Yu and Griffith 2001;
Atici and Nalbantglu 1999a,b; 2003; T&in et al. 2006).

Donma, hiicresel organizmalar icin oldiriicti bir etke Ozellikle intraselilar bolgenin
dehidrasyonu ve buz kristallerinin neden @duiziksel zarar, donma hasari ve 6lime
sebep olabilmektedir (Lewitt 1980; Hale and Orctifi97). Bitkiler, donmaya kar
direncleri ve donma sicakliklari agisindan birlden farkhdirlar. Donma toleransi
(yapraklarda gozlenen dahasdlh donma hasari ve yapraklarin apoplastik protgimdeki
daha yiksek buz nikleasyon aktiviteleri), ekstidael buz olgumuna dayanma ve
intraseltlar buz okumunu 6nleme kapasitesine ghdir. Donmaya toleransli bitkiler,
ekstraseltlar buz ojumunun bgladigl sicakliklardan daha dik sicakliklarda hasar
gosterirler (Antikainen 1996). Bitkiler hicreyi konak icin oldurtca intraselilar ve
interseltlar buz okumuna kag1 bircok bilesik Uretirler. Bu ylizden 6zellikle kik bitkiler,
apoplastik boélgelerindgeker, aminoasit ve antifriz proteinleri de icerentifaiz bilesikleri
biriktirirler (Griffith et al. 1997; Atici and Nalbangtu 1999 a, b; Ewartt al. 1999).

Apoplast, hiicre duvari ile protoplazma arasindékjé olarak tanimlanir. Apoplast sadece
hicrenin fiziksel yapisinin dengelenmesindgildayni zamanda plazma membrani ile
hicreler arasi hava fdaklari arasinda bir sivi alani glurur Sekil 1.1). Apoplastik
bolgedeki akici bilgenler hiicre gegiemesi, farklilamasi, onarimi ve patojen saldirilarina
cevapta onemli bir rol oynayarak plazmalemmaniydeeyi ile hiicre duvari arasindaki
olaylarin koordinasyonunu garlar (Vanackeet al 1998a). Apoplast, galne, beslenme,
sinyal iletimi ve savunma gibi pek ¢ok olayin meydayeldgi dinamik bir bolgedir. Bizim
vicudumuzdaki i¢csel cevrenin ¢ok dnemli fonksiyoma kasilik, apoplastin dinamik
fonksiyonu da bitki hayatinin devaminda pek geiden 6nce gereklidir (Kirat al. 2000;
Mutlu 2005; Tagin et al 2006).



Apoplastin birgok 6nemli fonksiyonlari icerisingenlar sayilabilir (Atici and Nalbangtu
2003):

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

2. 0zon, s@uk ve sulfur dioksit gibi zararli cevresel faktGdere patojen saldirilarina kar
hiicre i¢inin (simplast) korunmasi.

3. Sadece su gibi iyi tsnan molekullerin dgl, ayni zamanda inorganik ve organik
bilesiklerin tasinmasinin dizenlenmesi.

4.1yon dengesi, pH ve su icgimi ayarlayarak icsel homeostasisin diizenlenmesi.

Son yillarda, 6zellikle stres altindaki bitkilerapoplastik bélgelerinde bulunan Gilder
Uzerine ygun argtirmalar yapilmy ve bitkinin cevresel streslere cevabinda ve resl
tolerans kazanmasinda bu bélgenin 6nemine dikkaingigtir (Michael et al. 1993; Duran-
Carril and Bujan 1998; Atici and Nalbapho 1999 a, b; 2003; Wangt al. 2004). Birgok
calismada ise antioksidan enzimlerin bitki hiicrelerinpoplast (ekstraselular) bélgesinde
de lokalize oldgu ve cevresel streslere cevapta dnemli rollerinitutbdusu belirtilmistir.

Bu enzimatik antioksidan sistem (katalaz, peroksidstiperoksid dismutaz), hiicresel
hasarlarin ilk bgladigi apoplastik bélgede reaktif oksijen tirlerinintemli bir sekilde
zararsiz bir hale dostiirtilmesini gerceklgirirler (Lin and Kao 2001; Hernandezt al
2000; Minibaeva and Gordon 2003; Muédtial. 2009).

Dusuk sicakliklarda sguga toleransli bircok canli, dokularda buz @imuna rgmen uzun
bir stre canh kalabilir (Burke etl. 1976). Onceleri smga toleransli boyle canli
dokulardaki buz olgumunun kendilinden meydana gelgli ve daha sonra sicagin
disUstine bgli olarak canlinin dier dokularina yayilgs kabul edilmekteydi (Burket al.
1976). Ancak sguga toleransli bocekler, eklem bacaklilar, baliklaer bitkilerde yapilan
calismalar boyle canlilarda ektraselular buz salmunun 6zel bazi proteinler tarafindan
kontrol edilerek donma hasarinin tolere edildijosterilimitir (Storey and Storey 1988;
Dumanet al. 1991, Griffithet al. 1992; Tagin 2004). Son yillarda yapilan gahalarda,



bitki antifriz proteinlerinin (AFP) bitkilerin apdpastik bolgelerinde bulungiw ve donma
noktasini dgurerek bitkinin sguga toleransli olmasini geadiklari belirlenmgtir (Ewart et
al. 1999; Atici and Nalbangtu 2003; Tggin 2004).

Bitkiler, donma sicakfiina maruz kaldiklarinda neler olabilgggn bilinmesi icin suyun
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile donma olayinigice bilinmesi gerekmektedir. Sifir
°C'deki saf su icerisinde, katidan siviya veya sawmidkatiya bir faz gegi olur. Btln

cOzeltilerde donma olayl Bamadan 6nce bir stuper @ona olayl gorulir. Bu olay,
cOzeltinin saf suya gore daha ge¢ donmasiglasaCozeltilerde oldgu gibi hicrelerde
farkli sicakliklarda donma ve erime gosterirler. nD@, siper Sfuma gosteren bir
cozeltide bgladiktan sonra c¢o6zeltinin tamami donuncaya kadaameeder (Hale and
Orcutt 1987; Atici and Nalbang 2003; Tagin 2004).

Saf suda veya bir ¢ozelti icerisinde donma olayg hikleatorleri (buz kristalini verecek
cekirdek) tarafindan suratlestek edilerek balatilir. Genellikle saf suda buz nikleasyonu 0
°C ile -5°C arasinda meydana gelir. Cozeltiler gibi bitki diakinin donma noktasi da bu
sicaklik aralgindan daha diiktir. Bitki doku ve hicre sivilarindaki donma resdt
bitkiden bitkiye, dokudan dokuya ve hatta hiicretiéoreye dgisebilmektedir. Orngin
hiicre icerisindeki sivilar (intraselular sivi), hélerarasi bguklardaki sivilar (interselular
sivi) ve hiicre dindaki (ekstraselular sivi) sivilardan dahguwmo olduklarindan dolayi
osmotik potansiyelleri daha yiiksektir. Bu nederilerk icerisinin donma noktasi hicreidi
sivilarina gore daha gliiktlr (Hale and Orcutt 1987; Salisbury and Ross2)1.99

Eger cevre sicakhh suyun donma noktasinin altina sdise, bitkinin apoplastik
bolgelerindeki (ekstraselular) ¢ozeltilepira diizeyde sgumaya balar. intraselular sivilar
ile ekstraselular sivilar goudan temas etmeginden, hicre iginden hicrestha dgru bir
buhar basinci gradienti meydana gelir. Apoplastilgédeki ¢ozeltiler hiicre icine gore

seyreltik oldgundan, buz nukletorleri bu alanda buz kristallerioslusumunu ¢ok daha



erken balatirlar. Hiicre icindeki buz obumu, su potansiyelinin gik tutulmasiyla bir stire
Onlenebilir. Protoplazmanin dehidrasyon miktaricreticerisindeki osmotik potansiyelin
disUsuine bgli olarak artar. Bu esnada hucre igerisindeki siicré dgina (apoplastik

bolgeye) pompalanir.

Apoplastik bdlge

Simplastik bolge

Sekil 1.1. Dusuk sicaklga maruz kalmy bir yaprakta simplastik bélgedeki suyun apoplastik
bdlgelere gonderilmesi ile apoplastik bolgede bugwomu (Tggin 2004).

Sonucgta hicre icerisindeki donma, bir dereceye rkaiddenms olur. Nitekim hicre
icerisinde ¢ok az da olsa bir donmanin olmasi 6lkaginilmaz kilar. Bu nedenle donma,
fizyolojik olarak apoplastik bdlgeye itilmiolunur. Ancak ¢gu bitkiler apoplastik bdlgede
meydana gelen donmanin glurdusu hasari her zaman tolere edemezler. Clnku apibplast
bolge donduktan sonra bile buz kristalleri, hiicepey ve zarlarinda dogiimi olmayan
hasara yol acabilir (Hale and Orcut 1987; Griffghal. 1992; Salisbury and Ross 1992;

Tasgin 2004).



Sasuk stresini de igine alan gevresel stresler hutmesioks dengesini bozarak oksidatif
zarara ve reaktif oksijen tdrlerinin (ROT) fazla ktairda Uretilmesine neden olurlar
(Bolwell et al. 2002; Mittleret al. 2002; Asada 2006). Oksidatif stres suresince, ROT’
bitki hicresinin mitokondri, kloroplast, peroksizowe nukleus gibi farkli kisimlarinda
meydana gelerek hiicrede zarar ve hatta 6liume Igtkem olabilirler. Dier taraftan,
ROT’lar hicre igerisinde redoks sinyali ve antialesi savunma mekanizmasini harekete
gecirmede o6nemli rol oynarlar (Siddiqet al. 2010). ROT’lar bir veya daha fazla
eslesmems elektrona sahip, kisa émurli, kararsiz, molekditli& disik ve cok reaktif
molekuller olarak tanimlanabilir. Blea molekullerle kolayca elektron gtverisine girerek
onlarin yapisini bozan bu molekillere ‘Serbest Ratiir, Oksidan Molekiller ya da

Reaktif Oksijen Turleri’ adi da verilir. Reaktif sienler iki gruba ayrilirlar;

Radikaller: Tek elektron eksikleri nedeniyle k@ molekdller ile kolayca elektron g
verisine giren oksidanlardir. Orgim; superoksit radikali, hidroksil radikali (Neitt al.
2002a).

Nonradikaller: Elektron eksikleri olmagh halde bgka molekdillerle radikallerden daha
zaylif sekilde birlesebilen oksidanlardir. Orgén; hidrojen peroksit (Neilet al. 2002a).

Singlet Oksijen 10.): Oksijenin yiiksek eneriili formudur. Singlet oksijeeslesmis iki
elektron ayni orbitalde veya farkli orbitallerde gpinler halinde bulunduklarinda etur.
Eslesmemg elektronu bulunmagdi i¢in radikal 6zellgi yoktur, ancak oksidan Ozedli
oldukga yuksektir (Desikaat al. 2005). Singlet oksijen ¢ok g#i yollarla kimyasal veya
fotokimyasal olarak Uretilebilir. Bitkilerde singdleksijenin uretildgi en iyi bilinen yol
fotokimyasal olup, fazla miktardssik enerjisi absorblayan klorofilden oksijene enerji
aktariimasiyla ilgilidir. Yani asil kayrga fotosentez reaksiyonlarinda elektron transport
sistemindeki klorofil pigmentleridir (Foyeat al. 1997; Guler 2008). Singlet oksijengdr

molekiillerle etkilgtiginde ya icerdii enerjiyi transfer eder, ya da kovalent tepkimeler
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girer. Ozellikle karbon-karbon cift gkari singlet oksijenin tepkimeye gigdibaglardir. 'O,
bircok organik molekille reaksiyona gigthden yuksek oranda yikicidir ve canli
organizmada hasara neden olagliba oksijen turlerinden biridir. (Cadenas 1989;rius
2003). Doymany yag asitleri ile de dgrudan tepkimeye girerek peroksit radikalini
olusturur ve hidroksil radikali ‘OH) kadar etkin birsekilde lipid peroksidasyonunu
baslatabilir. Hiicre zarlarinin glikolipid, fosfolipidsterol ve gliserid yapisindaki doymami
yag asitleriyle reaksiyona girerek peroksitler, aldkhnj hidroksi y& asitleri ve pentan gibi
cesitli lipid peroksidasyon urlnlerini olururlar (Gechevet al. 2002; Minibaeva and
Gordon 2003; Mutlu 2005, 2009; Erdal 2010).

Siperoksit anyonu (£): Molekiler oksijen (@) bir elektron alarak kararsiz bir yapi olan
superoksit (@) anyonuna dondinektedir. Stiperoksit anyonu enzimatik ya da enzkmat
olmayan reaksiyonlarla meydana gelebilir. Bu radiddukca reaktiftir ve lipidlerin yani
sira dger biyokimyasal bilgenlerin oksidasyonuna da sebep olur. Bu radikald |
peroksidasyon, membran hasari, hiicresel toksisif@NA'daki tek zincir kiriklarina sebep
oldugu belirtilmistir (Fridovich 1995: Desikaet al. 2005; Asada 2006). Superoksit radikali
hidrojen peroksitle reaksiyona girerek ¢ok dahaitobir molekul olan hidroksil radikalini
Uretebilir. Haber-Weiss reaksiyonu olarak bilinen beaksiyon demir ve bakir gibi
metallerin katalizérlglinde oldukga hizli gercekie. Stiperoksit radikali, yiksek katalitik
etkiye sahip superoksit dismutaz (SOD) enziminikisgtle dismutasyona girerek
konsantrasyonu azaltilir (Elnster 1982; Halliwed8%; Halliwell and Gutteridge 1999).
Ayrica superoksit anyonu nitrik oksit ile reaksigogirerek daha az zararli bir reaktif olan
peroksinitriti olgturur (Delledoneet al. 2001; Desikaret al.2005).

Superoksit grubuna gore daha az etkili olan hidrggeroksit (HO,), oksijenin enzimatik
olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da sigiaitlerin enzimatik veya enzimatik
olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucu salu Superoksitin  olgtugu yerlerde
(peroksizomlar, elektron gama zinciri, plazma membrani, ekstraseltlar mariksemli
miktarda HO,'de dretilir (Slesaket al. 2007). Yapisinda paydmams elektron
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icermedginden radikal Ozellik tamaz. HO,'nin oksitleyici bir tur olarak bilinmesinin
nedeni demir ve bakir gibi metal iyonlarinin vamda hidroksil radikalinin dncult olarak
davranmasidir. D, Ozellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan deite tepkimeye
girerek yuksek oksidasyon duzeyindeki reaktif defonmlarini olgturur. Bu formdaki
demir cok gugli oksitleyici 6zelliklere sahip olulpiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu
gibi radikal tepkimeleri bdatabilir. Oksitleyici 6zellgi nedeniyle biyolojik sistemlerde
olusan HO,'nin ortamdan uzakktirilmasi gerekir (Auset al. 1985; Sigel and Sigel 1999;
Halliwell 2006). Bu gorevi katalaz ve peroksidabigintioksidan enzimler 0 ve Q gibi
drtnlere dongturerek yerine getirir. Oksidatif streslere tolesasgglamada bitkilerin bu
enzimlerin hicresel seviyelerini dizenlenmesi ot@ukbnemlidir (Gechewt al. 2002;
Minibaeva and Gordon 2003a).

Hidroksil radikali (OH): Oksijen radikalleri icerisinde en aktif ve d¢aksik olanidir.
(Elstner 1982; Baskin and Salem 1997; Sigel an@lSi§99; Kehrer 2000). Uretilgii her
yerde bircok molekul ile reaksiyon verir. Hidroksddikali, iyonlatirici radyasyonun (x-
Isinlari) etkisiyle su molekullerinin homolitik kimasi sonucunda aitugu gibi hidrojen
peroksit molekilinin metaller ile reaksiyonu somgaau eksik indirgenmesi ile de
olusabilir (Stahl and Sies 2002). Biyolojik sistemletamidgl en reaktif tir olaniOH, su
dahil rastladii her molekille tepkimeye girebilir. Butin bu tepidler ‘OH'In
paylaiimams elektron iceren diorbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklania{ivell
1984). Hidroksil radikalinin sebep olgu en 6nemli hasar, lipid peroksidasyonu olarak
bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudi®H'in balica hedefi yg asitleri olup zar
lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozar gegirgenlgini artirip hiicre olimine
sebep olabilir (Girotti 1985; Nishiyane al 1998).

Reaktif oksijen turleri (ROT) lipid, protein, karblrat ve nikleik asitler gibi hicrelerin
temel bilaenleri Uzerinde etkili olurlar. Ozellikle cift Barin bulundgu doymamy yag
asitlerini iceren lipidler, ROT’lar ile kolayca resiyona girmektedirler (Blokhinat al.
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2003; Halliwell 2006; Mittler 2006). Membran yapse fonksiyonu tzerinde ROT'larin

etkilerinin en ¢ok ardirilanlarindan birisi lipid peroksidasyonudur (Blonaet al.2003).

KLOROPLAST

MITOKONDRI

Molekiller zarar
(lipidler, proteinler,
nikleik asitler ve
pﬁu}mﬁr

Sekil 1.2. Reaktif oksijen turlerinin Uretim yerleri ve biypik sonuglari (Ahmacet al.
2008).
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Lipid peroksidasyonu (LPO) doymagryag asitlerinin oksidatif yikimidir. Membranlardaki
kolesterol ve ya asitlerinin doymansi baslari, serbest radikallerle kolayca reaksiyon
vererek peroksidasyon udrdnlerini giururlar. Coklu doymangi (poliansattre) ya
asitlerinin oksidatif yikimi, lipit peroksidasyoralarak bilinir ve oldukca zararlidir. Ctnku
kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyoseklinde ilerler. LPO ile olgan membran
hasari geri donjiimsitzdir (Heath and Packer 1968; Girotti 198&kus 1995; Halliwell
and Gutteridge 1999 Biyolojik sistemlerde LPO’'yu bdatan serbest radikallerin,
stperoksit anyonu ile 6zellikle hidroksil radikaldugu kabul edilmektedir. Serbest radikal
etkisi ile yg asidi zincirinden hidrojen atomunun uzakfeasi, bu yg asidinin radikal
Ozelligi kazanmasina neden olmaktadir. Molekil ici konjuggilen bglarinin farkl
pozisyonlara gelmesi ile dmiklige usrayabilen kararsiz lipid radikalinin molekuiler
oksijenle tepkimesi sonucu lipid peroksit radiketeydana gelir (Spiteller 2001; Kuru
2007). Olgan lipid radikali dayaniksiz bir bietir. Lipidhidroperoksitlerinin yikimi ile
olusan ve biyolojik olarak reaktif olan aldehitler yadne diizeyinde metabolize edilirler ya
da balangictaki etki alanlarindan diffize olup hiicrediger bélimlerine hasar yayarlar.
Uc veya daha fazla cift Baiceren yg asitlerinin peroksidasyonunda, malondialdehid
(MDA) meydana gelir (Heath and Packer 1968; Gird®85;Y1lmaz and Ozan 2003; lgt
al. 2006). MDA y& asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatifibgtikatora dgildir
fakat lipid peroksidasyonunun derecesi ile iyi Hiorelasyon gdsterir. Bu sebeple
organizmada okan LPO duzeyini dlgmek icin MDA seviyelerinin o6lcamsiklikla
kullanilan bir yontemdir. MDA, tiobarbitirik asitlei pembe renkli bir kompleks
olusturmakta ve olgan bu c¢ozeltinin absorbans gdelerinden LPO'nun derecesi

saptanmaktadir.

Bitki hicreleri ROT miktarini kontrol etmek ve dr&osullarinda hticreleri artan ROT
etkisinden korumak icin ROT'u temizleyen bazi eneimihtiva ederler. Antioksidan
enzimler olarak adlandirilan bu enzimler reaktigiggn tirlerini kademeli bigekilde daha
az toksik olan bilgklere pargalayarak temizlerler. Bu enzimlerinslozalari stperoksid
dismutaz, katalaz ve peroksidazdir (Halliwell 20B6madet al. 2008).
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Sekil 1.3. Bitki hticrelerinde antioksidan savunma sistem(i@&echewet al. 2006; Eryllmaz,
2007).

Superoksid dimutaz (SOD) (E.C.1.15.1.1) enzimi,es@ksid radikalinin (@), hidrojen
peroksit (HO;) ve molekiler oksijene dogiiminu katalizleyen metal iceren bir enzimdir
(Sairam and Srivastava 2000; Eyédo et al. 2003; Minibaeva and Gordon 2003).

O +2H — > HO,+ O

SOD’un biri sitoplazmada, geri mitokondride olmak uzere iki izoenzimi vardir.
Okaryotlardaki mitokondriyal SOD, karakteristik Kfnmuhtevasi ve amino asit dizili
bakimindan bircok bakterininkine benzer. Bunaslkdr sitoplazmadaki ise, tamamen farkl
yaplya sahiptir ve Cd ile Zn'? iyonu ihtiva eder. SOD, siiperoksidin parcalanmasin
sglayarak metallerin katalizlegi Haber-Weiss reaksiyonuyla hidroksil radikali ghm
riskini azaltir. ROT’'a kayi antioksidan savunma sisteminin ilk hatti olanbéiin aerobik
organizmalarda ve aktif§enis oksijen Ureten butin hicre alt yapilarinda bulutan

enzimin aktivitesinin ¢gtli streslere cevap olarak agtive bu arglarin strese kar
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direncgle bglantili oldusu belirlenmgtir (Bowler et al1991; Van Campet al. 1994; Foyer
et al. 1995; Apel and Hirt 2004).

Katalaz (CAT) (E.C.1.11.1.6); yiksek konsantrasyid H,O,nin 2 elektronunu
kullanarak su ve oksijene indirgenmesini kataligleydemir porfirin iceren tetramerik ve
yuksek molekdl girligina sahip bir enzimdir (McClung 1997; Chaudiere Badari 1999).
Ayni zamanda CAT, diilk H,O, konsantrasyonlarinda alkoller, askorbat ve fenetean
indirgenmg substratlari kullanarak peroksidatif aktivite ggiebilir (Chaudiere and Ferrari
1999). CAT'In gorev ald@) reaksiyonlar gagidaki gibidir.

2 HO;

v

2H,0 + O, (Katalitik Aktivite)

v

ROOH + AH 28+ ROH + A (Peroksidatif Aktivite)

En yuksek hizla reaksiyon veren enzimlerden biri@ir molekil katalaz, bir saniyede
milyonlarca hidrojen peroksit molekilint su ve gkse dongturur (Dhindsaet al. 1981;
Scandalios 1994; Willekenset al 1997). CAT'In bitki dokusunda 4@, nin
uzaklgtiriimasinda 6nemli rol oynagh belirtilmistir (Patykowski and Urbanek 2003).
Solunum zincirinde, oksijenin eksik indirgenmesindeluisan HO,yi O,ye indirger
(Chaudiere and Ferrari, 1999). CATIn temel fonksiy, molekiler @ mevcudiyetinde
metabolizmanin bazi kademelerinde sentezlenerkalaktirakterli HO, nin ve ROOH gibi
bir peroksitin radikalkini gidererek 6zellikle membranlarda gibilecek geri dongiimsiz
hasarlari engellemektedir. Zira,®h, singlet oksijen’0,) ve hidroksil radikallerinin (OK
potansiyel kaynadir (Scandalios 1993; Chaudiere and Ferrari 19GAT kararh bir
enzim dgildir. YUksek sik yogunlugu ve strese maruz kalan bitki hiicrelerindesafu
H.O.'nin yiksek konsantrasyonlariyla inhibe edileb{8trebet al 1993). HO,'ye olan
zayif afinitesi ve sadece peroksizomlarda bulunm@ek az miktarda mitokondri
matriksinde bulunurlar) CAT’In etkirini azaltmaktadir (Asada 1992; Scandalios 1993).
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Peroksidaz (POD) (E.C.1.11.1.7)>®} Vi kullanarak fenoller ve hidrokinonlar gibi ¢ok
sayida aromatik bikenlerin dehidrojenasyonunu katalizleyen (Bergmeyet Grabl 1983)
ve HEM prostetik grubuna sahip bir proteindir (Banci 199Kim et al. 2000).
Peroksidazlarin pek cok fizyolojik olaylaskisi oldusu ve metabolizmada aktif bir rol
oynadpl belirlenmitir (Bunkelmann and Trelease 1996; Laloeteal. 1997; Erdeiet al.
2002; Durmy 2003). Stres altindaki bitkilerde peroksidaz akeisinin arttg1 bilinmektedir
(Asada 1992). POD, elvesiz cevresel faktorler altinda Uretilen zararl s
radikallerinin seviyesini dizenler ve bitki hicrasi en énemli koruyucu enzimlerinden
birisidir (Bakardjieva and Christov 1996; Dehenhal 2002). Molekul girhklari 35-100
kDa arasinda ggsmektedir. POD’lar hidrojen vericisi olarak birgcokganik ve inorganik

substrati (AH) kullanarak HO,'yi temizlerler. Asagidaki reaksiyonu katalizlerler.

AH, +H,O, ——» A+2H,0

Sonug olarak peroksidazlar hidrojen peroksidi kain@ltinda tutarak hicre duvarinin
yapisina katilmasini gkarlar. Mekanizmalari heniliz tam olarak aydinlatéamg olmasina
ragmen, caitli stres faktorlerinden yiiksek seviyede etkilerff@D aktivitesi, bu enzimin
stres enzimi olarak anilmasina sebep alomu(Whettenet al. 1998; Amayaet al 1999;
Routet al. 2000; Jaleedt al. 2008).

Bitkilerin abiyotik strese yanitinda en 6nemli diteyici absisik asit (ABA)'tir (Davies
1995). ABA bitki buytime ve gealmesinin diizenlenmesinde rol alan bir hormondur I[Nei
and Burnet 1999). ABA, 15 karbonlu zayif bir asium ilk olarak 1960’larin bgnda
blylimenin baskilayicisi olarak belirlestim. Pamuk bitkisinin dokilen meyvesinde ve
Isik periyodu ile uyku haline gelmesi i¢in uyarifrfiravun inciri (*sycamore) gacinin
yapraklarinda gosteriltir (Rock 2000; Finkelsteiet al 2002). Bitki biyime ve embriyo
olgunlggmasi, tohum uyku hali, ¢cimlenme, hicre blyumesugzama gibi gefimi icine
alan ve kuraklik, tuzluluk, $oik, patojen saldirisi ve ultraviyolginlarina kagi cevresel
streslere yanitta dizenleyici olglu gosterilmgtir (Brocard-Giffordet al. 2003; Brocarcet
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al. 2004). Yillarca biuyumenin baskilayicisi olarakinoiesine rgmen ABA'nin, geng
dokularda da yiiksek miktarlarda bulugdwbelirlenmg ve ABA sentezi yapamayan mutant
bitkilerde terleme ve turgor yeteneklerinin kayhgld gosterilmgtir. Disaridan ABA
uygulamasi ile normal hicre ggini ve buylimesi sdanarak mutantlardaki bu durum
ortadan kaldinlmgtir.( (Finkelsteinet al. 2002;Keskin 2006).

ABA,; kuraklik, disuik sicaklik, yiuksek sicaklik ve tuzluluk gibi abijostreste yer alir ve
bu stressartlarina bitkilerin yanitinin diizenlenmesinde Ohédyr rol oynar. ABA; O~ ve
H.O, gibi ROT’larin artmasina neden olur (Jiang andrigha004). Ayrica ABA enzimatik
ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistenkaipasitesini artirir ve antioksidan
genlerin ifadesini uyarir (Zhang and Jiang 2002ZjkiRr cevresel strese maruz kaidi
zaman stomalarin kapanmasina ve stresle ilgilokigenin ifadesinin uyariimasina neden
olur (Thompsoret al. 2000). Son yillarda, antioksidan savunmanin tiyasinda ABA'nIn
roli oldusuna iliskin calsmalar yapilmgtir (Jiang and Zhang 2003; Keland Unyayar
2004). Bitkilerin metabolizmalarinin dizenlenmesinirellikle hiicrenin hayatta kalmasi
ve metabolik durguniun oldyu durumlarda ABA'in etkisi olmaktadir (Glzel 2006).

Kuraklik, tuz ve sguk stresi, ABA'nin biyosentezinin artmasina ve lmine yol agmakta
ve biriken ABA, stresin etkisiyle yikima gtatilmaktadir (Ingram and Bartel 1996;
Koornneefet al 1998; Cutler and Krochko 1999; Liotenbesg al. 1999; Rock 2000;
Tayloret al. 2000).

ABA, C40 oncul beta karotenden sentezlenir. Kukaldgzuk ve tuz gibi ¢cevresel streslerle
biyosentezin artmasi sonucunda ABA birikimi geregkl Stres kgulu altinda
bulunmayan bitki hiicrelerinde ABA ¢ok dik oranlarda bulunur (Keskin 2006).
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Dusik miktardaki ABA, normal bitki blyltmesi icin getakr. ABA ydninden mutant
bitkilerde dsaridan verilen ABA ile buyimenin yabani tip diuzeyigelebildgi gozlenmitir
(Finkelsteinet al.2002).

Canlilar, toprak ve atmosferde inorganik formdaubah temel ve iz elementlerini gida
kaynag olarak kullanirlar. Bu gida kaynaklarindan birisie azottur. Cgu bitki
blyuyebilmek icin azotu topraktan nitrat ve amonyiammunda alirlar (Solomonsaet al.
1990). Bitkiye alinan nitrat iyonlarinin bitkide amyuma indirgenmesi gerekir. Cunku
azotun organik maddelerin yapisina katiimasininu yalmonyumdan gecer. Nitrat
indirgenmesindesigdren anahtar enzim nitgindeki nitrat rediktaz (NR) molekadli filavin
adenin dinukleotid (FAD), Sitokrom (sit.) ve moldéx iceren prostetik gruplara sahiptir
(Pattanayak and Chatterjee 1999; Lea et al. 2®Iac saatlik yarilanma suresine sahip
olan enzim (Marschner 1995), yuksek bitkilerin gismasinda lokalize olngtur ve
elektron verici olarak ya nikotin adenin dindklebt{(NADH) veya nikotin adenin
dinukleotid fosfat [NAD(P)H]'a ihtiya¢c goOsterir (Waes 1986; Solomonson and Barber
1990; Marschner 1995; Campbell 1999).

Absorblanan nitrat (N®), nitrat rediktaz (NR) ve nitrit rediktaz (NiR}eilamonyuma
indirgenir (Solomonsoret al. 1990). NR (E.C. 1.6.6.1). NADH'dan 2 elektronurala
nitrati nitrite (NQ’) ve NADH'I da NAD"ya donistiriir. Bu reaksiyonsagida gosterildii
gibidir (Lea et al. 2004).

N@ + NADH + H' NR N@+ NAD" + H,O
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Bu reaksiyon sitosolde meydana gelmektedir. Dahaasaitrit sitozolden, yapraklarda
kloroplastlara ve koklerde proplastidlere gonderiBurada da nitrit, NiR ile amonyuma
indirgenir (Solomonsoet al 1990; Oral 2003).

NR ayni zamanda bitkilerde i¢sel olarak Uretilénsmyal molekil olan nitrik oksitin de
enzimatik bir kayngn olarak gérev yapmaktadir (Yamasaki and Sakiha@@®2Rockelet

al. 2002; Zhaoet al. 2009). NR eksikfii olan mutant soya fasulyesi yapraklarinda NO
Uretiminin olmadgl ancak mutant olmayanlarda ise NO uretimi icinraaaenzim olarak
NR’nin induklendgi belirtiimistir. Ayni calsmada NR aktivtesinin izolasyonu ve
karakterizasyonu yapilmive bu aktivitenin pH 6.75 de NAD(P)H @ganli ve siyanire
duyarli oldgu belirtilmistir (Dean and Harper 1986).

Uzun yillardan beri canlilarda vatiibilinen nitrik oksit (NO: azot monoksit), son alda
hem memelilerde hem de bitkilerde anahtar haberagiekill olarak dikkatleri Gzerine
cekmitir (Lamattinaet al. 2003; Wendehennet al. 2004; Unsal and Arisan 2009). 1992
yilinda Amerikan Bilim Geliimi Kurulusu tarafindan ABD’de yilin molekult secilgtir
(Neill et al. 2003). 1998 yilinda ise Robert F. Furchgott, Laliidgnarro, Ferid Murad
isimli arsstirmacilarin “kardiyovaskuler sistemde bir sinyablekul olarak nitrik oksit”
konulu aratirmalarn ile fizyoloji ve tip alaninda nobel 6dilii kazanmlardir
(Nobelprize.org 2011). Ayni yil, NOnun bitki savma sinyali olarak da
tanimlanmasindan sonra, NO ve bitki biyolojisiilgli calismalarda kayda der bir artg
olmustur (Durner and Klerssig 1999; Beligni and Lamatt2001; Wendehenret al. 2001;
Neill et al.2002b, 2003).

NO, normal kgullarda bitki hticrelerinde az miktarda sentezlesghnmaktadir (Wildet
al. 1997). NO sentezi bitki turtiine, dokusuna, icinddubdusu yetsme kaullarina bl
olarak dgismektedir (Barroset al 1999; Pedroset al 2000a). Bitkilerde NO enzimatik

ve enzimatik olmayan iki farkli metabolik yol ilestezlenmektedir. Bitki hiicrelerinde NO
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uretim yeri sitozol, nukleus, peroksizom matrik® kloroplastlardir (Aytamka 2005).
Enzimatik yollardan biri olan ve memelilerdeki rktroksit sentaz enzimine (NOS)
benzeyen ancak hentiz tam olarak tanimlangdm enzim ile bitki hicrelerinde L-
argininin katalizlenmesi sonucu NO glugu kabul edilmektedir (Ninneman and Maier
1996; Neill et al. 2003; Zhaoet al. 2009; Unsal and Arisan 2009). Bitkilerde NOS’un
kloroplast ve peroksizomlarda buluriguda rapor edilnstir (Barrosoet al 1999; Pedroso
et al 2000b). Kuoet al. (1995) fare NOS antikorlarini kullanarak golay tohumlarinda
NOS varlgini gostermglerdir. Ayrica bu yontem kullanilarak bezelye,gblay ve misir
bitkilerinde de NOS var ile ilgili calismalar yapilmgtir (Sen and Cheema 1995; Riberio
et al. 1999). Ninneman and Maier (1996) tarafindan yuksdklerde saretlenmg sitrullin
olusumunun gosterilmesinin yani sira, L-NNA (NG-nitreakjinin) ve L-NAME (NW-
nitro-L-arjinin metil ester) gibi inhibitorler kudinilarak NOS aktivitesi kanitlangtir.
Bitdn bu verilere rgmen, bazi bitkilerin yaprak ekstratlarinda ve dakorams dokularda
NOS inhibitdrlerinin, NO sentezi Uzerine higbir istkolmadgini savunan aséiricilar da
bulunmaktadir (Clarkeet al. 2000; Rockelet al 2002). Dger bir enzimatik yolda ise
yuksek bitkilerde nitrat asimilasyonu igin analgazim olan ve nitratin nitrite dogiimana
katalizleyen nitrat rediktaz (NR), nitritten NO'wlusturmaktadir. NR’nin siyanire duyarli
oldugu, optimum pH 6,75 de nitritten NAD(P)H’1 kullan&ran vitro ve in vivo kosullarda
NO’yu Uurettigi kanitlanmgtir (Harper 1981; Dean and Harper 1986; Yamasakl an
Sakihama 2000). NO’nun fgea bir enzimatik tretim yolu ise ksantin oksiredik{XOR)
enzimi aracikglyla uretilmesidir (Harrison 2002). XOR bir kat#itreaksiyon olgturarak
serbest radikal Uretir. Molekuler oksijen ve NO time 6zelligi sayesinde XOR, bitki
hiicrelerinde sinyal molekdllerinin kayfiaolarak dnemli bir rol oynar (Corpa&s al. 2004;
Unsal and Arisan 2009). Enzimatik olmayan yoldai&gpH'da askorbat, dehidroaskorbik
asit ve NO’yu sentezlemek Uzere nitros asitle ngaks girer (Weitzberg and Lundberg
1998). Apoplastik alanlarda ve kloroplastlarda nenal geldii bilinen NO’nun varlgi,
enzimatik olmayan yol ile Ngnin askorbik asitle (pH: 3-6) kimyasal olarak ingiénmesi

sonucu arpa alevron hcrelerinde gostegifim{Henry et al. 1997; Horemanst al. 2000;
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Stohr and Ullrich 2002). Ayrica NO, karotenoidlarafindan N@ in i1siga ba&imli yolla
indirgenmesi ile de olabilir (Cooneyet al. 1994).
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Sekil 1.4.NO’nun biyosentez yollari (Nineman and Muyer 1996sal and Arisan 2009)..

NO, disuk molekul &irhkl, lipofilik 6zellikte oldugundan dolay! hiicre membranlarindan
kolayca diflizyona grayabilen, renksiz ve gaz yapisinda bir molekildizmattinaet al.
2003; Shiet al 2007) Ayrica ciftlenmengi elektron taimasi nedeniyle serbest radikal
olarak kabul edilen NO, bka molekillerle kuvvetli reaksiyonlara girebilentkdac saniye

yari dmru olan “fizyolojik haberci molekil” olakatanimlanmaktadir (Durner and Klessig
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1999; Neillet al. 2002a). NO, tek Bana ytksek konsantrasyonlarda dahi hicrelere zarar
vermez ancak hicrelerde kontrolstiz Uretim ile artd@, sUperoksit anyonlar ile
reaksiyona girerek peroksinitriti meydana getirmssnucunda toksik etki gostermektedir
(Pryor and Squadrito 1995; Yamasaki et al. 1998hiSand Ullrich 2002; Kerkutlgu
2007). NO’'nun reseptdr moleklleri aktive etm@dbunun yerine birka¢ farkli mekanizma
yolu ile hedef molekillere kovalent olarakgtenmak suretiyle hiicrelerin y@masi igin
temel biyokimyasal sureclerden biri olan mitokofetdeki solunumu baskilagly demir
sulfir iceren enzimlerle gkiye girerek bunlarin etkingini engelledgi ve DNA’ da
yikimlara yol actgl da bilinmektedir (Van der Viedt al. 1996; Stohr and Ullrich 2002).

Bircok biyolojik sirecte gorev alan NO hem bitkivaama mekanizmasinda bir sinyal
molekul olarak hem de biyume ve gelede hormonal 6zelliklere sahip bir Bile olarak
rol oynamaktadir (Leshem and Haramaty 1996; Bekgni Lamattina 1997; Delledoneée
al. 1998; Beligni and Lamattina 1999a). Bitki bluyUumégerine NO’nun etkilerinde
konsantrasyonun son derece dnemli glduurgulanmgtir (Anderson and Mansfield 1979;
Leshem et al. 1997; Pedrossaet al. 2000b; Zottini et al. 2002). NO’nun ylksek
konsantrasyonlarinin (40-80 pphm) domates, marddezelye bitkisinde buytumeyi inhibe
ettigi, disUk konsantrasyonlarinin (0-20 pphm) ise blylumeyyiikeettigi ileri straImugtir
(Hufton et al. 1996; Leshem and Haramaty 1996). Eksojen olaragkilayan NO veya NO
donorlarinin, patojen (Durneat al. 1998; Delledonne 2005)s1k (Beligni and Lamattina
2001), yercekimi (Pedrosa and Durzan 2000) ve akisidtrese (Beligni and Lamattina
1999hb, 2001; Huangt al.2002; Xinget al.2004; Zhacet al 2004; Shiet al. 2007; Zhacet
al. 2009) kag1 bitki cevaplarini etkilemektedir. Stresgkdlari altinda sinyal iletim yolunda
gorev alan NO reaktif oksijen turleri ile kdrkh etkilesim halindedir. NO tarafindan lipid
peroksidasyonunun inhibisyonu, NO’nun potansiydiaksidan rolini garet etmektedir
(Beligni and Lamattina 1999a; Boveret al. 2000; Vranoveet al. 2002; Siddiquiet al.
2010). Eksojen olarak uygulanan NO, antioksidanirelezin aktivitelerine etki ederek

superoksit anyonunu elimine eder ve bitkiyi oksidedrardan korur (Shet al. 2007).
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Son yillarda bitkilerde vagh saptanan 6nemli bir haberci molekil olan NO, ek
fizyolojik ve biyokimyasal olayda rol oynag bilinmesine rgmen, etki mekanizmasi
heniiz tam olarak aydinlatilamagm ve bu konuda doyurucu bir acgiklama yapilanumi
Yapilan literatir incelemelerinde biyotik ve abiostres faktorleri ve NO arasinda da bir
iliskinin oldugu bilinmekle birlikte, sguk stresi ve NO etkikemi ile ilgili calismalar

hakkinda oldukc¢a sinirli sayida kaynak mevcuttur.

Insanglunun kiiltire aldii en eski tarla bitkilerinden biri olan misiZga maysL.),
dinyada yaygin olarak ystirilen Poaceae (Gramineae) familyasindan onemilitdinil
bitkisidir (Kaya 2008). Monokotillerden, bir yilljkdayanikli tahil ve kultir bitkisi olan
misirin radikuladan geken ana kék ve ¢ok sayidaki yan koklerdensatuiyi gelgmis,
kalin ve bol sacakli, @i yapida bir kok sistemi vardir. Tahil bitkilegerisinde bgday ve
arpadan sonra en gerekim alani ve Uretime sahip olan misir 585 birekin alani, 2.5
milyon ton Uretim ve 425 kg/da tane verimi ile Tignek tariminda dnemli bir yere sahiptir
ve Ozellikle Marmara ve Karadeniz Bdlgelerinde gay olarak yetitirilmektedir (Stzer
2004). Gunumuzde cok sayida kullanim alani olardivemi giderek artan misir, yiksek
verim alinabilen bir tarla bitkisi olarak gérlerinden farklilik gostermektedir. Misir sahip
oldugu zengin besin maddeleri nedeniyle hem insan, hemhdyvan beslenmesi
bakimindan c¢ok deerli ve kullanim ¢eitlili gi olan bir Grindur. Gerek diinyada ve gerekse
Turkiye'de bitkisel kokenli proteinlerin yeterli vekonomik Uretimi igcin blyuk 6nem
tasiyan misirin tanesinden elde edilersasta, glukoz ve misirozi gada ekonomide
hammadde olarak kullaniimaktadir (Stizer 2004). Ma1mi icin en uygun toprak tipi; su
tutma ve besin maddesi depolama kapasitesi iyi, &dalay islenir, iyi drenaj ve havalanma
Ozelligi dolayisiyla milli-killi  topraklardir (Stizer 2004) Misir, fenolik asitler,

fitodstrojenler ve flavonoidler acisindan da zergmbitkidir (Eryilmaz 2007).

Bu calsma planlanirken, bitkilerde gok stresi cevabinda meydana gelen metabolik
degisikliklerde haberci molekul olan NO’nun rollerini giamak ve literatlr icin yeni ve

tamamlayici bilgiler elde etmek amaclagtmi
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Yukaridaki literatur bilgisi sigi altinda NO’nun, sguga hassas bitkilerin gok stresi
cevabinda koruyucu bir rolinin olabilgcénipotezi ileri surtlmétir. Bu hipotezi test
etmek icin digik sicaklga hassas misir bitkisin @ak stresine maruz kalkginda, apoplastik
ve hicresel bolgelerinde ghn cevap ve bu cevabin glumunda nitrik oksitin etkileri
calsiimistir. Calsmanin amacina wabilmesi icin dgaridan sodyum nitro prussid (SNP)
(NO dondru) uygulanmngive uygulanmangive daha sonra gaga maruz birakilngi misir
bitkilerinde %donma hasari, apoplastik proteinldruz nukleasyon aktiviteleri, apoplastik
ve hucresel antioksidan enzim aktiviteleri;Q4 ve O~ miktarlari, lipid peroksidasyon
seviyesi, NR aktivitesi, icsel NO ve ABA miktarlale apoplastik ve hicresel proteinlerin
SDS-PAGE elektroforez yontemiyle profillerini bédime deneyleri yapilrgiir. Calsmada
ayrica bitkilerin sguk hasarindan korunmasinda, NO’nun en etkili gldkonsantrasyonu
ve etki suresi belirlenmgiir. Bu ¢calsmada, NO’nun apoplastik ve hicresel bolge tzerindek
etkisinin  belirlenmesi, gga hassas bitkilerin goga cevap mekanizmasinin
anlgllmasina yardimci olacaktir. Ayrica, NO’nunga& zararindan korumada etkili olglu
konsantrasyonu ve etki suresinin belirlenmesi, N@'rtarlasartlarinda uygulanabilirgi

Uzerine katki slayacaktir.
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2. KAYNAK OZETLER 1

Literatur de dguk sicaklgin bitkiler tzerindeki olumsuz etkilerini gostergrek cok
calisma mevcuttur. Ancak NO’nun diik sicaklga tolerans sdamadaki etkisi ile ilgili gok
sinirl sayida ¢caima bulunmaktadir. Camamizin bu agidan literatirdeki énemli bir

boslugu dolduracgini distiniiyoruz.

Gunumuze kadar yapilan birgcok gatada, sguga dayanikh bitkilerin sguk stresine kar
tolerans sglamak icin 6zel mekanizmalar gglrdikleri cok sayida agtirmaci tarafindan
ileri surdlmgtar (Griffith 1997; Hoshino 1999; Ewart 1999; Yudariffith 2001; Atici
and Nalbantglu 2003; Tagin et al. 2006; Mutlu 2009). kdik bitkilerde s@uk
toleransinin artmasi, gliik sicaklga belirgin bir uyum (aklimasyon) periyodundan sonra
gelisir. Bu peryod, bir¢cok farkli mekanizmanin yanindhisiik sicaklikta sentezi artan
proteinlerin birikimini de sglar. Bu proteinlerin bazilari, donmadan koruyucu
kriyoproteinler, kinaz regulatorleri, dehidrin igaier ve intraseltlar olanlardir (Jarillo
1994, Close 1997; Wisniewski 1999; Mutlu 2009). kg, s@uga kagl dayaniklilgin
kazanilmasinda artan antioksidan savunma sistenmiede bu mekanizma icerisinde
Oonemli role sahip oldiu bircok aratirmaci tarafindan belirtilngtir (Yang et al 2001;
Posmyket al 2005; Tagin et al. 2006; Morsyet al 2007). S@uga tolerans mekanizmalari
olarak dgerlendirilen butin bu cevap mekanizmalari, bitkleers@guk stresi esnasinda,
donma hasarini azaltmaya, bitki apoplastinda domm&antrol altina alinmasini (buz
nikleasyon aktivitesi) ve dik sicaklik esnasinda bozulan antioksidan sistemin
dizenlenmesiyle bitkinin $ak zararindan kurtulmasini amaglamaktadir. Yukasedalan
sqguga cevap mekanizmalari ile ilgili daha 6nce yapulahsmalar ve bu ¢agmalardan

elde edilen belirgin sonuclasagida sunulmstur.

Sala (1998), diilkk sicaklgin depolanny 4 c¢ait mandalina turinde donma hasarinin

tolerant tirlere nazaran duyarh turlerde dahaafadbiygunu belirlemgtir. Changet al
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(2001) Mung beanbitkisinin sg@uk sartlarda (4°C) bekletiimesi halinde, bekleme siresi
uzadikca donma hasarinin atn gozlemlemgtir. Kislik cavdar, karalahana ve skk
bugday ile yapilan c¢ajmalarda, bitkiler bir aklimasyon periyodu boyuncaisiik
sicakliklarda yettiriimis ve diuk sicakliklara aklime olan bitkilerde, aklimasyon
yapilmayan kontrol bitkilerine gére, donma hasariezaldgl tespit edilmgtir (Marentezet

al. 1993; Atici and Nalbangtu 1999a; Tggin et al. 2003).

Literaturde NO’nun bu anlamda uygulamalari ile lilgbazi calgmalar bulmak da
miamkindir. Sguga dayanikli yabani harda(Chorispora bungeana sispansiyon
kdltaranin 25, 4 ve 0 °C sicakliklara maruz bidikian sonra ortama ilave edilen
NO’nun, s@uk ile artan iyon gecirgerginin azaldgl belirtilmistir (Liu et al. 2010).
NO’nun bitkilerde donma hasar Uzerinde etkisinlirieyen herhangi bir cajma mevcut
degildir. Ancak bazi cabmalarda NO'nun stregartlari altinda, membranlarda elektrolit
sizintisini azaltgna dair veriler bulunmaktadir (Beligni and Lamadti1999a; Laspinat
al. 2005; Zhacet al. 2007; Zhanget al.2009; Wanget al. 2011).

Apoplastik bélgede buz nikleasyon aktivitesi Uzeraizik sicaklgin etkisi ile ilgili
literatiirde pek cok agarma mevcuttur. Buz nukleasyon aktivitesi su igingbzinebilen
apoplastik proteinlerin suyun donma noktasinisidine ve buz olgumunu kontrol
edebilme olarak bilinir (Atici and Nalbarg@la 1999a). Kslik ve yazlik cavdar ile biday,
kishk arpa, karalahana ve bezelye yapraklarinin asoigl boélgelerinde (ekstraselular
bdlge) sguk uyumu sonrasinda bazi 6zel proteinlerin semezieoldugu tespit edilmgtir
(Griffith et al 1992; Marenteet al 1993; Honet al 1994; Antikainen and Griffith 1997;
Tasgin et al 2003). Bu bitkilerden, klik cavdar, kglik bugday ve karalahana gibi asa
toleransh olduklari bilinen bitki yapraklarindarksérakte edilen apoplastik sividaki
proteinlerin buz nikleasyon aktivitesini artirdkadiger bir deyimle donma noktasini
geciktirdikleri belirlenmgtir (Marentezet al. 1993; Atici and Nalbangtu 1999a,b; Tggin
et al. 2003). Ozellikle klik bugdayda aktivitenin 6nemli derecede artigiditespit
edilmistir (Atici and Nalbantglu 1999a,b). Yap#imiz literatir cakmalarina gore,
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NO’nun bitkilerde apoplastik proteinlerin buz ni&dyon aktivitesi Uzerinde etkisini
argtiran herhangi bir ¢alma mevcut dgldir. Boyle bir ¢alsma, ilk kez bu tezde
arggtinimigtir. Literatirde ayrica NO’nun bitkilerin apoplastlgelerinde uretildiini
belirten calgmalar da mevcuttur. ArpadaH¢rdeum vulgarg alevron tabakasinin
apoplastlarinda enzimatik olmayan yolla Nd&n NO uretildii rapor edilmgtir (Bethkeet
al. 2004). Bu durum NO’nun apoplastik bolgedeki pnolei (izerine etkisi olabilegain

bir gostergesi olabilir.

Bitkilerde hem apoplastik hem de hiicresel progginl profillerinin belirlenmesi tzerine
calismalar mevcuttur. Kiik ve yazlk cavdar, klik ve yazlik bgday, kslik ve yazlik
kanola, arpa, bezelye, lahana, misir, ispanak,chdavamopiptanthus mongolicuSplanum
dulcamara, Lolium perennge tutin gibi bitkilerin sguga direncli olanlarinda antifriz
Ozelliginde bircok polipeptidin varg gosterilmistir (Griffithet al. 1992, 1997; Marentegzt
al. 1993; Honet al. 1994; Antikainen and Griffith 1997; Atici and Nailtteglu 1999a,b;
Mayeret al. 1999; Fletcheet al. 1999; Huang and Duman 2002; Pudegl. 2003; Aticl
and Nalbantglu 2003; Tagin et al. 2006). Sg@uga aklime edilmy kishk cavdar
yapraklarindan elde edilen apoplastik ekstrakl&DS-PAGE’si sonunda 7 tane farkl
molekul a&irhgina sahip polipeptid gozlengtir. Bunlar 16-37 kDa arasinda ggen ve
antifriz aktivite gosteren apoplastik polipeptidler (Hon et al. 1994). Kslik cavdar ile
ilgili baska bir calsmada da, apoplastik AFP’leri karakterize edfinve bunlar dgal
elektroforezle 9 banda ayrilgtr. (Yu and Griffith 2001). Kghk bugday yaprgina ait
apoplastik proteinler SDS-PAGE’de yurutugdinde, sg@uk sartlarinda polipeptidlerin
band siddetinin arttg1 gozlenmgtir (Atici and Nalbantglu 1999b; Tagin et al. 2006).
Arpanin diguk sicaklga hassas ve dayanikli iki turinin apoplast bolgesinprotein
profillerinin disiik sicaklik etkisiyle bazi bandlargnddetinin arttgi belirlenmitir (Mutlu
20009).

NO'nun hem apoplastik hem de hicresel kismindatldisicaklik altinda protein

profillerinin nasil dgistigi ile ilgili literatirde herhangi bir ¢alma bulunmamaktadir.
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Ancak tuz stresi altinda gdal olarak uygulanan NO’nun arpanin hiicresel pmotei

profillerinde bazi 6nemli dgsiklikler yaptigl belirlenmitir (Li et al 2008).

Nitrik oksitin (NO) stressartlarinda bitki htcrelerinde i¢sel olarak amtia dair bazi
calismalar mevcuttur. Tuzluluk stresinde i¢csel olarakb&topsis Arabidopsis thaliana
peroksizomlarinda (Corpa al. 2009) ve UV-B stresi altindarabidopsiste (Meckerness
et al 2001; Wanget al. 2006) NO miktarinin argg belirlenmitir Buna paralel olarak,
arabidopsiste sguk uyumu suiresince NR’ye pianli NO Uretiminin arttg belirlenmitir
(Zhao et al. 2009). Dger bazi bitkilerle yapilan ¢amalarda da orrign, kurakhk stresi
altindaki bezelye, hiday ve tuttinde icsel NO Uretiminin agttrapor edilmgtir (Leshem
and Haramaty 1996; Goukt al. 2003; Kolbertet al. 2005). Yiksek sicaklik stresinde de
bakla bitkisinde i¢csel olarak NO miktarinin dnemiirecede argl belirlenmitir (Leshem
et al 2000). Dger taraftan, NO’nun stregartlarinda bitki hormonlarindan absisik asit
(ABA) ile iyi bir kolerasyon sgladigina dair bazi ¢cajmalar bulunmaktadir. Kuraklik stresi
altindaki bgdayda NO tarafindan uyarilan ABA Uretiminin, stokagpanmasini $tayarak
kurakliga kagl tolerans sglamada etkili olabildii ileri strtlmistar (Zhaoet al. 2001).
Ayni sekilde bezelye, domates varabidopsiste ABA tevikli stoma kapanmasinda
NO’nun sinyal molekul gérevini gorgiine dair calhmalar da mevcuttur (Desikaat al
2002; Neillet al 2002a).

Literaturde, gerek gmk stresinin gerekse NO’nun bitkilerdeki antioksidaistemdeki
temel enzimleri etkiledikleri ile ilgili bircok calma belirlenmgtir. Kislik ¢cavdarla yapilan
bir calsmada 5 haftalik smga uyum siresi sonunda yapraklardaki SOD aktivitesin
kontrollere gore %408.4 oraninda amtbulunmytur (Strebet al 1999). Mutant pamuk
bitkisiyle yapilan bir ¢cabmada SOD aktivitesinin, duk sicaklik uygulamasi sonucu
kontrole gore yakkak 3 kat arttgini belirlenmitir (Kornyeyevet al. 2001). Kglik bugday
yapraklarinda 4 haftallk goga uyum boyunca MnSOD genlerinin ifadesinin srti
gosterdgi belirlenmitir (Beak and Skinner 2003). Alp ¢imi bitkilerin@glik olarak SOD

aktivitesindeki dgisimler takip edilmg ve havalarin sgudusu sonbahar mevsiminde
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aktivitenin arttgl tespit edilmgtir (Zhou and Zhao 2004Ricea abies10° C gibi ¢cok d§iik
sicakliklara 45 gun gibi uzunca bir sire maruz lolaknda, ROT miktarindaki aga
paralel olarak, SOD aktivitesinde dnemli derecedealiis gorulmitir (Kaminska-Rozek
and Pukacki 2005). §oga duyarl oldgu bilinen salatalik ve celtik bitkilerinde de
uygulanan dgiik sicaklgin yapraklardaki toplam SOD aktivitesini arttgdbildirilmistir
(Lee and Lee 2000; Guet al 2006). Sibirya da dml ortaminda takip edilen camlarda
(Pinus sylvestris rizosfer sicakiiinin dmesine paralel olarak gBr antioksidan
enzimlerle birlikte SOD enzim kapasitesininstligli ve buna mukabil dokularda oksitatif
stres belirtileri gorilmeye bEandgl belirlenmgtir (Milyutina et al 2008). Dguk
sicaklgin hassas ve dayanikli iki arpasicknde SOD aktivitesini kontrole gére arttigdi
belirlenmitir (Mutlu 2009). Kavak gaclarinda yapilan bir camada d&ik sicaklgin SOD
aktivitesini artirdgl belirlenmitir (Zhang et al. 2007). Literatirde diik sicaklgin
apoplastik SOD aktivitesi Uzerine etkisi ile ilggalsma yok denecek kadar azdir. Mutlu
(2009), yaptg calsmada dguk sicaklgin arpanin hassas ve dayanikh iksidende de
apoplastik SOD aktivitesini gurdigi sonucuna ufanistir. Tuz stresine toleranslari farkli
iki ¢esit bezelye (Hernandezt al 2001) ve iki ¢cgit dutta (Sudhakaet al 2001) apoplastik
SOD aktivitesinin, tuza dayanikli varyetelerde dafiksek oldgu belirlenmitir. Son
olarak, tuz toleranslar farkli iki kday varyetesiyle yapilan bir c¢ginada da tuz
konsantrasyonlarinin artmasiyla apoplastik SODvagsinin arttgl belirtiimistir (Mutlu et
al. 2009).

Diger taraftan, Liuet al. (2010), yabani hardal stispansiyon kultiriinde hefnhem de O
°C dizuk sicakliklarin SOD aktivitesini artigly bununla beraber kiltir ortamina ilave
edilen NO'nun aktiviteyi daha da artigaini belirlemsglerdir. Uchidaet al. (2002) tuzluluk
ve IsI stresi altindaki celtik ve Séi al. (2007) tuzluluk stresi altindaki salatalik ta NOm
SOD aktivitesini artirdiini belirtmglerdir. Ancak Liuet al. (2007) tarafindan yapilan bir
calsmada da barbunya bitkisine sslal olarak uygulanan NO’nun tek dmaa SOD
aktivitesini artirirken, tuz stresine maruz biraks barbunya da ise, aktiviteyi glirdigiini
belirtmislerdir. Yaptgimiz literatir caymalarina gére, NO'nun gak stresine maruz
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kalmis bitkilerde apoplastik SOD aktivitesi tzerindekikisini agiklayan herhangi bir

calisma belirlenemengtir.

Literatirde bu anlamda cok galan antioksidan enzimlerden birisi de peroksidazdi
(POD). Ladin gaci yapraklarinin apoplastinda POD aktivitesinirksgk oldgu tespit
edilmistir (Otter et al. 1997), ancak kuraklik stresi ve ozon muamelesiulaygiginda,
hiicresel ve apoplastik POD aktivitesininstligi belirlenmgtir (Kronfuss et al 1996).
Kislhk arpa yapraklarinda ise apoplastik POD aktiviteshiicresel aktiviteye gore oraninin
%394 gibi yuksek bir dgerde oldgu ileri strtlmitir (Baetet al 2000). Buna mukabil,
yuksek ve dgik nitrat uygulamalarinda, genc¢ ve olgungthay bitkilerinin hiicresel ve
apoplastik POD aktivitesi katastirildiginda, her iki durumda da, hicresel POD
aktivitesinin apoplastik POD aktivitesinden yikseldugu bulunmuytur (Padu 1999).
Yapilan bir cagmayla s@uk sartlarda POD’un serbest radikalleri tutma 6zg@hle sahip
oldugu ortaya konmgtur (Burris 1960). Papatya bitkisiyle yapilan baligmada 15°C’de
depolanan bitkilerde POD aktivitesi gikken, 5°C’de aktivitenin arfii tespit edilmgtir
(Sethaet al 2000).Picea ladieshitkilerinde aylara gére POD aktivitesi takip enli$ ve
sicaklgin distigl kasim ayinda hem apoplastta hem de simplasthatekin yukseldgi
tespit edilmgtir (Polle et al. 1994). Sgukta ve kontrolsartlarda depolanan elmalarda
depolama sonunda POD aktivitesininstdigi belirlenmgtir (Leja et al. 2003). Bgday,
arpa, cavdar ve yulaf bitkileri gokta buyutuldiklerinde POD aktivitesinin  agtti
bulunmuytur (Jandaet al. 2003). Sguga dayanikli ve hassas dort farkll mandalina kulttrt
sasukta depolanmgi bu mandalinalarin kabuklarinda ve meyvelerindeDP&ktivitesine
bakilmg ve hassas turlerde depolama siresince POD aktiditigerken, toleransli tirlerde
aktivitenin yukseldii belirlenmitir (Sala 1998). Sguk sartlarda yettirilen salatalik ve
piring filizlerinde POD aktivitesindeki agin donma toleransi ile gkili olabilecezi ileri
surdlmigtir (Saruyamat al 1995; Kanget al 2002).Picea ladies-10 °C’ye 45 giin maruz
bakildginda POD aktivitesinde de 6nemli derecede biglgligozlenmgtir (Kaminska-
Rozek and Pukacki 2005). #ik bugdayla yapilan bir ¢caimada s@uk uygulamasi
apoplastik POD aktivitesini artirgtir (Tasgin et al. 2006). Soya fasulyesG{ycine max
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ile yapilan bir camada kademeli olarak gliik sicakliklara maruz birakiiginda bitkinin
kok ve govdesinde POD aktivitesinin agttibelirlenmitir (Yadeghari et al. 2008).
Mercimek bitkisine spuk stresi uygulanginda kok dokusunda POD aktivitesinde 6nemli
bir arts kaydedilmitir (Oktemet al. 2008). Diiik sicaklga direncleri farkli olan iki ggt
arpa da dgilk sicaklik muamelesiyle her iki gge de POD aktivitesinin bitkinin yaa
gore artg veya dgus oldugu belirlenmitir (Mutlu 2009). Yabani hardal slspansiyon
kaltirinun dguk sicaklga maruz birakilmasiyla POD aktivitesinin attbelirlenmitir
(Liu et al.2010).

NO’nun tuzluluk (Shiet al. 2007), &ir metal ve 1sI stresinde (Uchi@a al. 2002; Kopyra
and Gwozdzy 2003; Yt al 2005; Wanget al. 2010), ve UV-B (Zhanget al. 2009)
streslerine maruz birakilgbitkilerde POD aktivitesini arttirgi belirlenmitir. Liu et al.
(2007) tarafindan yapilan bir cahada da barbunya bitkisinessal olarak uygulanan
NO’nun tek baina POD aktivitesini artirirken, tuz stresine maouakilmg barbunyada ise
aktiviteyi distrdigini belirtmsgtir. DusUk sicaklga maruz birakilngi yabani hardal
stspansiyon kiltaranin POD aktivitesi NO’nun etjisidaha da ar@ belirlenmitir (Liu
et al. 2010). Yaptgimiz literatir cakmalarina gore, NO'nun gok stresine maruz kalgi
bitkilerde apoplastik POD aktivitesi tzerindeki istki aciklayan herhangi bir cama

belirlenememitir.

Bitkilerde antioksidan enzim sisteminin dnemligeli bir elamani olan katalaz (CAT)
enziminin aktivitesine etki eden faktorler (tuz,tgan, s@uk, sicaklik, kuraklik ve su

stresi) ile ilgili birgok cama bulunmaktadir.

Bugday, arpa, cavdar ve yulaf bitkileri @k sartlarda blayutuldgiinde CAT aktivitesinin
Onemli derecede dtiigli belirlenmgtir (Jandaet al. 2002, 2003). Bgdayla yapilan bir
diger calgmada sguk muamelesiyle CAT aktivitesinde dnemli bir gartespit edilmgtir

(Keles and Oncel 2002). $oga dayanikli ve hassas dort farkli mandalina kilsagukta
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depolanmy, bu mandalinalarin kabuklarinda ve meyvelerindd @Gktivitesine bakilny ve
hassas turlerde depolama stresince CAT aktivit@sirklen, toleranslh tirlerde aktivitenin
yukseldgi belirlenmitir (Sala 1998; Salat al. 2000). Sguk sartlarda yettirilen salatalik
ve celtik filizlerinde CAT aktivitesindeki agin donma toleransi ile gkili olabilecesi ileri
surulmigtir (Saruyameet al. 1995; Kanget al. 2002). Ayrica spuk stresi bircok bitkide,
Ozellikle sguga duyarl genotiplerde, CAT aktivitesinde belirdim dislise neden oldgu
belirlenmitir (Lukatkin 2002). CAT aktivitesindeki ggimler alp ¢iminde aylik olarak
takip edilmg ve havalarin sgudusu sonbahar mevsiminde aktivitenin agttitespit
edilmistir (Zhou and Zhao 2004). Tropikal bir bitki olamya fasulyesi Glycine max
kademeli olarak (aklimasyon yapilarak)stk sicakliklara maruz birakiiginda bitkinin
kok ve govdesinde CAT aktivitesinin agtibelirlenmitir (Yadeghariet al. 2008). Dguk
sicaklga toleranslar farkli olan iki arpa gdinde hem hassas hem de dayanikhittge
CAT aktivitesinin arttg belirlenmgtir  (Mutlu 2009). Yabani hardal sispansiyon
kaltirinin  diguk sicaklga maruz birakilmasi sonucu CAT aktivitesinin -~ grtti
belirlenmitir (Liu et al. 2010).

Bitkilere disaridan uygulanan NO’nun tuzluluk (S#ti al. 2007; Liet al. 2008), &ir metal-
Ist (Uchidaet al. 2002; Koypra and Gwozdzy 2003; ¥ai al 2005; Wanget al. 2010),
kuraklik (Zhaoet al. 2008) ve sguk streslerine (Liuet al. 2010) maruz birakilngi
bitkilerde CAT aktivitesini arttirdy belirlenmitir. Liu et al. (2007) tarafindan yapilan bir
calismada barbunya bitkisinegdal olarak uygulanan NO’nun tekdoaa CAT aktivitesini
artirirken tuz stresine maruz birakifmbarbunya da ise aktiviteyi etkilemgdi
belirtiimistir. Yaptigimiz literatir cakmalarina gore, NO’nun gak stresine maruz kalgi
bitkilerde apoplastik CAT aktivitesi Uzerindeki eiki aciklayan herhangi bir caina

belirlenememitir.

Uzun yillardan beri insan vicudunda biyokimyasakderin belirlenmesinde hidrojen
peroksitin (HO,) bir sinyal molekdl olarak kullaniimasi (Halliwedt al. 2000) ve oksidatif

stresler sirasinda miktarinin artmasi, bitkileldgdenen bilim insanlari igin bitkilerde de bu
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molekulin stresin birsareti oldgu fikrini uyandirmsgtir (Cheeseman 2006). Mevcut
bilgiler, bitkilerdeki 6nemli sinyal dizinlerinde 4@,'nin var oldusunu gostermektedir. Bu
olaylara patojen saldirisini (Wojtaszek 1997; Ooe€a rdena®t al. 2001; Kachrocet al.
2003), stoma hareketleri (Chen and Gallie 20043akdms sistemik direnci (Cheet al.
1993) ve programlanmihticre olimlerini (Levineet al 1994) 6rnek verebiliriz. Bununla
birlikte H,O.'nin hicrelerde hizli bigekilde metabolize edilmesi ve dokulardaki gercek
seviyesinin ne oldgu ile ilgili belirsizlikler, strese verilen cevapakanizmalarini anlamayi

zorlastirmaktadir.

Diger taraftan, bezelyelerle yapilan bir galada dyaridan 6—8 mM kD, uygulandginda,
bitkide doku hasarlarina ve hiicre dlimlerine sefddpgu gibi SOD (Bhattacharyat al.
2004) ile rubisco’nun (Badgest al. 1980; Levineet al. 1994) inhibisyonunu da neden
oldugu gorulmigtir. Diger taraftan canlilarin go gibi bitkilerde de HO.'yi carpici
seviyede metabolize eden mekanizmalar mevcuttunegdr 10 mM HO, ile muamele
edilen hucre bu miktari 10 dakikadan kisa suredeinodize edebilmektedir (Levinet al
1994).

Yaprak dokusundaki i¢cselJJ@,'nin ¢evresel streslere cevapta etkili gidule ilgili birgok
calisma da rapor edilmgiir. Ornesin seftali meyve dokusunda KCN ile CAT enzimi inhibe
edildiginde, HO, seviyesinin 0.35'den 0.8 pmol'a cigti kaydedilmgtir (Brennan and
Frenkel 1977). Serada mangroB. ( parviflora) bitkisine hidroponik ortamda tuz
verildiginde, HO, seviyesinin gram dokuda 0.067 den 0.089 umol'agibelirlenmitir
(Parida and Das 2005). Seyartlarinda ozon stresiyle muamele edilen bir bekidO,
seviyesinin gram dokuda 0,03 pmol'dan 0.06 pmalkaig ve 6zellikle de kloroplastlarda
birikiminin oldugu tespit edilmgtir (Chen and Gallie 2004)Solanum lycopersicurrie
yapilan bir cagmada normagartlarda yapraklarinin gram dokusunda 0.15 pmai 6l#D,
seviyesi Botrytis cinerea patojeni ile muamele edilmesiyle 0.2 pmola yUksg#l
gosterilmitir (Patykowski and Urbanek 2003Rhragmites australisbitkisi kisa sureli
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yuksek sicaklik (38 °C) stresine maruz biralgidda HO, miktarinda 6nemli bir arg

belirlenmitir (Velikova and Loreto 2005).

Dusuk sicakliklarda hucre ici #, miktarinin nasil etkilendi ile ilgili calismalar da
mevcuttur. Norveg ladingaci -10 © C gibi ¢ok diiik sicakliklara 45 gin gibi uzunca bir
sure maruz birakilginda ROT uretimindeki aga birlikte H,O, miktarinda da 6nemli
derecede bir agtigoralmitir (Kaminska-Rozek and Pukacki 2005). Mercimekibit
soguk stresine maruz birakiginda, gévde dokusunday®; igeriginin dnemli bir sekilde
arttizl gozlenmgtir (Oktem et al. 2008). Dgiik sicaklga toleranslar farkli olan iki arpa
¢esidiyle yapilan cakmada da dgilk sicaklik muamelesinin hem dayanikli hem de lsassa
cesitte H,O, miktarini digurdigt belirlenmgtir (Mutlu 2009). Bu durumun sebebini tim
metabolizmanin yagtamasi olabilec&ni savunan bazi agaricilar mevcuttur (Saruyama
and Tanida 1995). Yabani hardal sispansiyon kiitdeidiguk sicaklgin H,O, miktarini
artirdgl belirlenmitir (Liu et al. 2010).

Hem normakartlarda hem de abiyotik streartlarindaki bitkilerde gsal olarak uygulanan
NO’nun HO, miktarini azatigina dair pek ¢ok ¢aima mevcuttur. Tuzluluk (Huaifat al.
2007; Liet al. 2008), diguk sicaklik (Liuet al 2010), &ir metal (Hsu and Kao 2004; Cui
et al 2010) gibi abiyotik streslerde artan,® miktarinin uygulanan NO tarafindan
azaltildgl belirtiimistir. Buna kasgilik, kavak kalluslariyla yapilan bir ¢catnada ise besi
ortaminda buyutulen kalluslarda tuz stregDrimiktarinda arty sgglamisken besi ortamina

uygulanan NO'nun kD, miktarini daha da artirgh belirlenmitir (Zhanget al. 2007).

Stressartlarinda i¢sel seviyesi artan ve hicrelerde 6nbadarlara neden olangdir bir
ROT superoksit (Q7) radikalidir. Bu molekil, oldukca reaktif oluppldlerin yani sira
diger biyokimyasal bilgenlerin de oksidasyonuna sebep olur. Tuzluluk ista¢sndaki
pamuk kalluslarinda (Bellairet al. 2000; Vitalet al 2008) ve barbunya bitkisinde (Lat

al. 2007) tuz konsantrasyonlarina ghaolarak Q" miktarinin art belirlenmitir.
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Salatalik (Jinget al. 2009) ve yabani hardal stispansiyon kultiranin étial. 2010) digak
sicaklga maruz kalmasiyla © miktarinin artg rapor edilmgtir. Arpanin Cd toksitesine
maruz kalmasiyla @ miktarinin arttg rapor edilmjtir (Chen et al. 2010). Kany
bitkisinin de kuraklik stresi altinda,© miktarini arttirdgl rapor edilmjtir (Zhao et al.
2008). Yapilan bu caimalar abiyotik stressartlarinda @ miktarinin  arttgini
gostermektedir. Bu molekilin artionemli hiicre hasarlarina neden olmaktadir (Asada
2006).

Stres altinda ki bitkilere uygulanan NO’nun; tuakistresi altindaki pamuk kalluslarinda
(vital et al 2008), kurakhk stresindeki kagnibitkisinde (Zhaoet al. 2008), Cd
toksitesindeki arpada (Cheat al. 2010), dguk sicaklik stresindeki yabani hardal
stspansiyon kiltarinde (Liat al. 2010), amonyum toksitesindeKydrilla verticillata
bitkisinde (Wangget al. 2011) artan i¢sel £ miktarini azalttg rapor edilmstir. Bu bilgiler,
NO'nun stres altindaki bitkilerde O miktarini azaltarak stres zararindan korunmaya

onemli bir katki yap@ini géstermektedir.

Lipid peroksidasyon (LPORiticre zar lipidlerinin serbest radikallerle (sigesid anyonu,
singlet oksijen, hidrojen peroksit ve hidroksil ieadi) etkilesmesi sonucu ortaya c¢ikar ve
sonucta hicresel zarlarin bozulmasina yol acarp&wksidasyonun derecesi, hicresel
dizeyde stresin sebep ofu hasarin hem O&l¢iti hem de yansimasi @ldkabul
edilmektedir (de Azevedo Netet al. 2006). Stresartlarinda, doymamiyag asitlerinin
peroksidasyon urlinu olarak ortaya ¢ikan malondttdé@ViDA) miktarindaki arty, hiicre
zarlarinin yapisal butingliniin bozuldgunu gosteren iyi bir indikatordir (Posmygk al.
2005). Yuksek sicakta maruz birakilngiarpa yapraklarinin membran LPO diizeyinds arti
belirlenmitir (Kappen 1981). Bazi ga metallerin toksik dozlarinin bitkilerde lipid
peroksidasyonunu uyafggitespit edilmgtir (De Voset al. 1989, 1991; Cakmadt al. 1991;
Cinar 2005). Tuzlulga dayaniklilg farkli iki fasulye c¢eidiyle yapilan bir camada, tuz
uygulamasiyla hassas varyetede daha fazla olmale iiiziecesitte de MDA seviyesinin

arttigi belirlenmitir (Yasar et al. 2008). Bazi asmaV(tis viniferg c¢ssitlerine uygulanan
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kuraklik stresinin lipid peroksidasyonda 6nemli etevde arga sebep olmyur (Yagmur
2008).

Dustk sicaklik stresinden kaynaklanan oksidatif strediaticre zarlarinda lipid
peroksidasyonuna neden ofduile ilgili bircok ¢calsma mevcuttur. Sguk stresine maruz
birakiims kislik cavdar Gecale cerea)etitiin (Nicotiana tabacurp Arabidopsis thaliana,
ve patatesteSolanum tuberosunipid peroksidasyon urini olan MDA icgmin arttig
belirlenmitir (Lynch and Steponkus 1987; Moehal. 1995; Uemurat al. 1995; Linet al.
2006). Nohutla yapilan bir camada da sguga maruz kalan fidelerde MDA miktarinin
buna bgl olarak da lipid peroksidasyon aktivitesinin gitttespit edilmgtir (Turan 2007).
Mercimek bitkisi sguk stresine maruz birakifginda, kok ve govde dokusunda MDA
iceriginde kayda dger bir arty kaydedilmitir (Oktem et al. 2008). Arpa ile yapilan
calsmada hem hassas hem de dayanikl arpada MDA rmkiaarttgl rapor edilmgtir
(Mutlu 2009). Yabani hardal stspansiyon kultirturdigik sicaklga maruz birakilmasi

sonucu MDA miktarinin arts rapor edilmgtir (Liu et al. 2010).

Stres durumlarinda artan MDA miktarinin dolayisijilgid peroksidasyon seviyesinin
uygulanan NO uygulamasi ile aza&oha dair literatirde bazi ¢gnalar mevcuttur. Sguk
stresi (Liuet al. 2010), tuz stresi (Shet al. 2007; Liet al. 2008), su stresi (Zhaet al
2008; Arasimowicz-Jelonekt al. 2009), nikel fazlafii (Kazemiet al2010), Cd fazlafi
(Singhet al. 2008), arsenik fazlah (Singhet al. 2009), yuksek sicaklik stresi (Soagal
2006) gibi streslerde artan MDA miktarininsshl uygulanan NO tarafindan azaltgidi

belirtilmistir.

Nitrat rediktaz (NR), nitrat indirgenmesindegdren anahtar bir enzimdir (Shaner and
Boyer 1976). NR ayrica NADPH’ a penh bir yolla nitrit (NG,)’ den NO uretimine de
aracilik eder (Dean and Harper 1986; Yamastlil 1999; Rockeékt al. 2002; Zhacet al.

2009). Fasulye vyapraklarinda yapilan bir gahda tuz ve azot gubresinin artan
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konsantrasyonu ile NR aktivitesinin de attgosterilmgtir (Yousefet al. 1999). NaCl'nin
pamuk ve fasulye yapraklarinda NR aktivitesini #galbelirlenmitir (Gouiaet al. 1994).
Misir bitkisi ile yapilan bir ¢amada su stresinin NR aktivitesini @iidist tespit
edilmistir (Foyeret al. 1998). NR aktivitesisiga baimli olarak genelde karanlikta inhibe
oldugu, isikta ise aktivitesinin arts1 belirlenmitir ( Denget al. 1990; Ogawaet al. 2000).
Kishk bugday bitkisiyle yapilan bir caimada s@uk stresinin NR aktivitesinin ginesine
neden oldgu belirtilmistir (Yanevaet al. 1996). Di@uk sicaklgin 1spanak bitkisinde NR
aktivitesinin hem karanlikta hem dgkta azalttgi belirlenmitir (Oral 2003). Domates
bitkisinde diguk sicaklik NR aktivitesini artirgi belirtiimistir (Tucker and Ort 2002).
Arabidopsisin Arabidopsis thalianpasagzuk uyumu siresince NR aktivitesinin ggttrapor
edilmistir ve NR etkisiyle 0retilen NO’nun arabidopsist®ggga uyum ve donma

toleransinda 6nemli bir role sahip ofgubelirlenmitir (Zhaoet al 2009).

Bitkilerde NO’un hormonlarin biyolojik etkilerineracilik ettgi bilinmektedir (Neill et al.
2002a). Sitokininin farkli bitkilerde NO sentezieyvik ettigi gosterilmitir ve muhtemelen
NO sitokinin ile tgvik edilmis programlanmy hiicre olumi (PHO; Programmed Cell
Death= PCD) olayinda rol oynamaktadir (NetllaL 2003). Oksin salatalik kdklerinde NO
sentezini tgvik etmektedir. SNP ve SNAP gibi NO vericilerinirotksantrasyona ia
olarak salatalik eksplantlarinda adventif kok gelini tesvik ettigi, hatta IAA (Indol-3-
Asetik Asit) ile birlikte uygulandiinda cevapta bir aga neden oldgu Pagnussagt al.
(2002, 2003) tarafindan gosterikmi. Bitki dokularinin olgunlgma ve senesens surecinde
NO ve etilen arasinda antagonistik bigklide oldgu belirtilmistir (Leshemet al. 1998;
Lamattinaet al. 2003).

ABA'nin soguk stresi etkisiyle pek c¢ok bitkisel dokuda amti belirten cakmalar
mevcuttur (Daie and Campbell 1981; Chenal. 1983; Vernieriet al. 1991). Sguk
stresiyle artan ABA miktarinin stres zararini iyilene ile ilgili olabilecesi
disindlmektedir (Wilkinson and Davies 2002). Kuraklgtresine cevapta stoma

kapanmasinda bekgi hiucrelerin ABA sinyal yoluna N@i aracilik etfii belirlenmistir.
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ABA tesvikli stoma kapanmasi igiArabidopsis Vicia fabagibi bitkilerde NO sentezlenir
ve bu sentezlenen NO’nun kagman da NR oldgu belirtiimistir (Neill et al. 2002,
Desikanet al. 2002; Garcia-Mata and Lamattina 2001). Ancakkbabir calgmada da
arabidopsis suspansiyon kulturinde ABA'nin NO sente&erinde etkisinin olmagini
belirtilmistir (Tunet al 2001).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Yararlanilan alet ve cihazlar

iklim dolab : Sanyo, Japonya ve Jeno Tech, Kore
Masa santrifiiju : Hettich EBA 21

Sosutmall santrifd] : Hettich Micro 22 R
Spektrofotometre : Shimadzu UVmini-1240
HPLC : Agillent Tecnologies

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 Eppendorf
Manyetik kargtirici : Chiltern HS31

Sosuk su banyosu : Huber Polystat CC1
Homojenizator : Wiggen Hauser D- 500
Calkalayici : Gallenkamp

Vakum pompasi : Edwardisgitere

Elektroforez : Owl Separation Systems P10DS
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3.2. Kullanilan ¢dzeltiler ve hazirlanmalari

Calsmada kullanilan c¢ozeltilerin  kullaniligh yerler ve hazirlagi sekilleri asagida
belirtiimigstir. Calismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma ve Fiikeetlerinden temin

edilmistir.

1. Arnon ve Hogland besi c¢ozeltisi: 1.02 g K§00.492 g Ca(Ng)..4H,O, 0.23 ¢
NH4H.PO,, 0.49 g MgSQ7H,O, 2.86 g HBO; 1.81 g MnCl4H,O, 0.08 mg
CuSQ.5H,0, 0.22 mg ZnSQ7H,0O, 0.6 mg FeSg) 0.6 mg tartarik asit saf su icerisinde
cozilerek hacmi 1 litreye tamamlarytm.

2. 100 uM Sodyum nitroprusid(SNP) ¢ozeltisi: 0.0293NP 900 mL saf suda ¢ozilgmid

N NaOH ile pH: 7.5’e kadar titre edilgwe son hacim saf su ile 1 L'ye tamamlagini Bu
cozelti SNP nin dier konsantrasyonlari icin stok ¢ozelti olarak tdddulmistir.

3. 1 uM SNP cozeltisi: stok ¢ozeltiden 10 mL aligrieerine 990 mL saf su eklenerek
hazirlanmgtir.

4. 0.1 uM SNP cozeltisi: stok ¢Ozeltiden 1 mL aligriizerine 999 mL saf su eklenerek
hazirlanmgtir.

5. %5 lik TCA(trikloroasetik asit) (Lipid peroksidasyoaktivitesi homojenat ¢ozeltisi) :
100 mL saf su icerisine 5 g TCA ilave edilir. TC&n olarak ¢dzinene kadar kanlirak
hazirlanir.

6. %0.5 lik TBA (tiobarbutirik asit) (Lipid peroksidgsn aktivitesi reaksiyon ¢ozeltisi):
100 mL saf su igine 20 gram TCA ¢ozulur ve iceesih5 g TBA ilave edilir ve iyice
karistirllarak hazirlanir.

7. %5'lik Ti(SOy4), (titanyum distlfat c¢ozeltisi) (D, miktarinin belirlenmesinde
kullanihir): 1 gram Ti(SQ). 20 mL saf suda ¢ozulerek hazirlatm

8. %19’luk NH,OH (H,O, miktarinin belirlenmesinde kullanilir): 4.16 mL NBO mL saf

suda ¢ozulmesiyle hazirlangtir.
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9. 2 M’lik H,SO, (H20, miktarinin belirlenmesinde kullanihr): 40 mL %88’ H,SO,
alinms 160 mL saf su icerisine ilave edildikten sonra 206fL'ye tamamlanarak
hazirlanmgtir.

10. 65 mM K;HPQy, pH: 7.8 (Stperoksit anyonu miktarinin belirlesinee kullanilan
tampon): 1,132 g $HPO, 70 mL saf su da ¢6zilmgipH: 7.8’e ayarlandiktan sonra saf su
ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlangtni.

11. 10 mM Hydroxilamine (Superoksit anyonu miktarinigidmesinde kullantlir): 0,0069
g Hydroxilamine alinng 10 ml saf suda ¢ozdurilerek hazirlagtmni

12. 17 mM amonyum benzono silfonik asit (ABSA) (Supsibkanyonu miktarinin
Olcllmesinde kullanilir): 0,1472 g alingnue 50 ml saf suda ¢ozundurilerek hazirlgstimi
13. 17 mM 1-Naftilamine (Superoksit anyonu miktarinigidmesinde kullanilir): 0,243 g
1- Naftilamine alinmy 10 ml asetonda ¢oOzilmive son hacmi saf su ile 100 ml ye
tamamlanarak hazirlangtir.

14. 20 mM Askorbik asit + 20 mM Caglgozeltisi (Total apoplastik proteinlerin
ekstraksiyonu icin kullanilan ¢ozelti): 7,4 g adk@rasit ve 5,28 g Caglbir miktar saf
suda ¢ozulmgive hacim saf su ile 2 L'ye tamamlanarak hazirlgtmi

15. 0.1 M KH,POs (pH: 7.0), %1 PVP, 1ImM EDTA (Hucresel antioksidamzimlerin
homojenizasyon tamponu): 2.72 g D, 180 mL saf suda ¢ozulmil N NaOH ile Ph:
7.0’ye kadar titre edildikten sonra saf su ile 200'ye tamamlanny ve 0.5 g PVP ve 0.04
g EDTA ilave edilerek hazirlangtir.

16. 103.5 mM KHPQO,, pH: 7.5 (Katalaz aktivitesi dlciminde kullaniteampon): 1.4 g
KH,PQ,, 80 mL saf suda ¢ozulmiil N NaOH ile pH: 7.5'e kadar titre edilgnve son
hacim saf su ile 100 mL'ye tamamlagtimt

17. 40 mM HO; ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi dlcimiinde kullanilsmbstrat ¢ozeltisi): 408
uL % 30’luk H,O, hacmi saf su ile 100 mL'ye tamamlanarak hazirlahmi

18. 5 mM H,O, ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi dlcimiinde standarfige hazirlamak icin

kullanilan): 41uL %30’luk H,O, hacmi saf su ile 100mL'ye tamamlanarak hazirlghmi
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19. 0.1 M NaHPO4, pH: 5.5 (Peroksidazin aktivitesi dlgumunddlakulan tampon
cozeltisi): 3.55 g NaHPO, alinarak 200 mL saf suda ¢ozulgnie pH: 5.5'e ayarlandiktan
sonra toplam hacim 250 mL'ye tamamlagtmu

20. Peroksidaz aktivitesi dlgimunde kullanilan sultstéeeltisi: 54uL quaikol ve 15ul
H,O, dan (d=1.13 g/mol) 5 mM olacajekilde 100 mL 0.1 M fosfat tamponu (pH: 5.5)
icinde ¢ozilerek hazirlangtir.

21. 50 mM KH,POy (pH: 7.8) (SOD icin tampon ¢ozelti): 1.7 g KO, 200 mL saf suda
¢cozllmi, pH: 7.8’e ayarlandiktan sonra ve hacim saf s@%@ mL’ye tamamlanngtir.

22. 13 mM metionin ¢ozeltisi (SOD reaksiyon kami icin): 0.586 g metionin alinir, 27.
maddede hazirlansmiolan 250 mL 50mM KHPO, tamponu icerisine ilave edilerek
¢cozaldr.

23. 63 pM NBT-Nitroblue Tetrazolium Klorlir (SOD reakeiy karsimi icin): 0.0128 g
NBT alinir, 27. maddede hazirlannulan 250 mL 50mM KKHPO, tamponu icerisine ilave
edilerek ¢ozular.

24. 0.1 mM EDTA-Etilen Diamin Tetra Asetik asit (SODakesiyon kagimi igin): 0.073 g
EDTA alinir, 27. maddede hazirlannolan 250mL 50mM KHPO, tamponu icerisine ilave
edilerek ¢ozular.

25. 13 pM riboflavin (SOD aktivitesi icin 2. ¢Ozelti.019 g riboflavin, 500 mL saf suda
¢co6zllmig, 3 mL’lik reaksiyon kagiminin 13 uM riboflavin icermesi icin 390 uL ribaftin
alinmstir.

26. 0.1 M Tris-HCI pH: 7.5, 5 uM FAD, 1 mM sistein, IMNEDTA (NR aktivitesi icin
homojenat tamponu): 0.605 g Tris, 2 pg FAD, 9 mstes, 0.015 g EDTA 40 mL saf su
icinde ¢6zulmig 1 N HCl ile pH: 7.5’e kadar titre edildikten sortgplam hacim 50 mL'ye
tamamlanarak hazirlangtir.

27. 100 mM KHPQ, pH: 7.8, 1 mM EDTA, 10 mM KN@ 0.3 mM NADH (NR
aktivitesi icin kullanilan aktivite tamponu): 0.22KH,PQO,, 56 mg EDTA, 0.02 g KN

4 mg NADH 10 ml saf suda ¢6zildiu. 1 N NaOH ile ptB’e kadar titre edildikten sonra

toplam hacim saf su ile 20 mL’ye tamamlanarak gkimliarak hazirlanngtir.
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28. 1 M Baryum asetat (NR aktivitesinde kullanilan ¢txe2.56 g baryum asetat’in 10
mL saf suda ¢bziinmesiyle hazirlagnm

29. %1’lik Sulfanilamid (NR aktivitesinde kullanilan gélti): 0.5 g sulfanilamid’in 50 mL
2 N HCl iginde ¢ozliinmesiyle hazirlandi.

30. %0.02'lik N-1-Naftiletilendiamnidihidroklortir (NED)(NR aktivitesinde kullanilan
cozelti): 0.02 g N-1-Naftiletilendiamnidihidrokloriain 100 mL saf suda c¢ozilmesiyle
hazirlandi.

31. 50 uM’lik NaNG, coOzeltisi (Stperoksit anyonu, NR aktivitesi veeic$NO igin;
standart grafik hazirlamak icin kullanilan ¢6zel®)35 mg NaN@in 100 mL saf suda
¢cozilmesiyle hazirlandi.

32. 50 Mm asetik asit (%4 Zinc diasetat iceren) pH:, 3(&sel NO miktarinin
Olclilmesinde kullanilan tampon ¢o6zelti): 0,298 ndeték asit ve 4 g Zinc diasetat aligmi
80 mL saf suda pH: 3.6 ayarlandiktan sonra sonnmhatd0 mL ye tamamlanarak
hazirlanmgtir.

33. Griess reaktifinin hazirlanmasi (%0,1’lik NED ve ik Sdlfanilamid) (icsel NO
miktarinda kullanilan reaktif ¢ozelti): %5’lik orfmsforik asitten 13.5 mL alinmiizerine
1 g Sulfanilamid eklenerek hacmi 100 mL'ye saflsutamamlanmive en son 0.1 g NED
eklenerek olarak hazirlangtr.

34. 1 M Tris-HCI (pH:6.8) (Elektroforezde jel hazirlakgin kullanilan tampon)i2.1 g
Tris bir miktar saf suda ¢ozuldikten sonra pH'&'&.ayarlanmy ve toplam hacim saf su
ile 100 mL'ye tamamlanngtir.

35. 1 M Tris-HCI (pH: 8.8) (Elektroforezde jel hazmiak icin kullanilan tampon): 12.1 g
Tris bir miktar saf suda ¢ozuldikten sonra pH'&'&.ayarlanmy ve toplam hacim saf su
ile 100 mL'ye tamamlanngtir.

36. %10’luk SDS (Elektroforezde jel hazirlamak icin lamilan ¢ozelti): 1 g SDS (izerine 9
mL saf su ilave edilerek ¢cok hafif isitmak suretjgeffaflasincaya kadar kagtiriimistir.

37. %30’luk akrilamid- 9%0.8'lik bis-akrilamid ¢oOzeltis{Elektroforez ayirma ve §ma
jellerinin hazirlanmasinda kullanilan): 30 g akmid ve 0.8 g bis-akrilamid saf su ile iyice
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¢ozuldikten toplam hacim 100 mL'ye tamamlagrkullanim dginda renklisisede 4°C’de
saklanmgtir.

38. SDS-PAGE’de kullanilan yuritme tamponu: 1.5 g Ties7.2 g glisin yaklgtk 50 mL
saf suda iyice ¢ozulmive tzerine 5 mL %10’luk SDS ilave edilerek hacudi su ile 500
ml'ye tamamlanmtir.

39. %0.1’lik brom timol mavisi: 0.1 g indikatér boyd,6 ml 0.1 N NaOH icerisinde
¢cozuldukten sonra su ile hacmi 100 ml'ye tamamlatimi

40. SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu: 0.65 mL ITNs-HCI pH: 6.8, 3 mL
%10’luk SDS, 1 mL %2100'luk gliserin ve 1 mL %0.Xlibrom timol mavisinden
karstirllarak toplam hacimleri 10 mL'ye tamamlanarakzinnmg ve bu tampona
kullanmadan hemen 6nce pD B-merkaptoetanol ilave edilgtir.

41. Fixing ¢ozeltisi (Jeldeki proteinleri, boyama 6siceabitlgtirmek icin kullanilan): 40
mL saf su lUizerine 10 g TCA ilave edilerek iyice @adzikten sonra, 50 ml izopropil alkoliin
yavg yava ilavesiyle 100 mL’ye tamamlangtir.

42. Boyama c¢ozeltisi (Elektroforez sonrasi jeldeki pmolerin boyanmasinda kullanilan):
10 g TCA 58 mL saf suda iyice ¢cozuldikten sonrarineel5 g amonyum silfat ilave
edilerek bununda ¢6zinmesgkmms ve daha sonra bu kemin tzerine 15 mL izopropil
alkol konulduktan sonrseffaflasincaya kadar magnetik kstiricida kargtiriimistir. Daha
sonra ayri bir beherde 6 mL fosforik asit Gzeriné @ Coomassie G-250 azar azar
eklenerek iyice ¢cOzulnglilizerine daha once hazirlanan ¢ozelti yayeva ilave edilerek
karistirlimis ve toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlagimi

43. Yikama c¢oOzeltisi (Boyama sonrasi jeldeki fazla boyaaklagtirmak icin kullanilan):
100 mL asetik asit Gizerine 500 mL metanol 400 safave edilerek toplam hacim 1 L'ye

tamamlanmytir.
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3.3. YOntemler

3.3.1. Bitkilerin blyuttlmesi

Arastirmamizda bolgemizde de ekimi yapilargaga hassas bir bitki olan misizéa mays
L. cv. Arifiye—2) kullaniimstir. Tohumlar Sakarya Tarimsal Atama Enstitisinden
temin edilmgtir. Misir bitkisine ait tohumlar, ekimden dnce reth (%96) ile kisa sureli
hizlica yikandi ve %5’lik sodyum hipoklorit icemsle 5 dk. ylzey sterilizasyonuna tabi
tutuldu. Daha sonra 5 kez saf su ile yikanarak, gtarinda saf su icerisinde 6 saat
sismeye birakildi. Her saksiya saf su glgirilmis tohumlar git miktarda ekildi. Bitkiler
iklim dolabinda kontrol sartlarinda (25/22°C) sicaklik ve 16/8 saatsik-karanlik
periyodunda (20.000 1Uk%70 nem) 28 giin sureyle buyutuldld. Her saksi, &egil gliine
kadar, gunluk gt miktarda sulandi. 10. gun bitkilerin bir kismifeakli (0.0, 0.1, 1 ve 100
MM)  Sodium nitroprossid (SNP), (NO vericisi), komsasyonlari uygulandi. Bu
uygulamadan sonra, kontroldeki SNP’li ve SNP’sitkiker kesim tarihlerinden 2 giin 6nce
saauk sartlara (10/7°C) transfer edildi. Kontrol, @ik sicaklik ve dgiik sicaklik + SNP’li
bitki yapraklari 14, 21 ve 28 gunlik olduklarinda kesildpoplastik ekstraksiyon ve
donma hasari deneyleri icin taze kesglrypapraklar hemen kullanildi. Per deneyler icin
ise geriye kalan yapraklar sivi azotta donduruldoktsonra -20 ve -80°C derin
donduruculara birakildi.

3.3.2. Donma hasarinin (%) belirlenmesi

Kontrol, s@guk ve SNP muameleli bitki yapraklarinda %donma haslgtilerek, NO’nun
yapraklarda donma hasarini engellemedeki roll leetii. Bu deney gagidaki sekilde
yapilir. 20 deney tUpunin her birine 0,1 g tazergla@rnei konuldu. Tupler —20C’ye

kadar ayarlanabilen bir su banyosuna (donmay ¢eleitin, su ile kagik alkol igerir)
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topluca yerlgtirildi. Bittn tlpler, -1 den -18C’ye kadar her bir derecede 10 dk. tutuldu ve
her bir dereceden sonra banyosundan 4 tlp aliagydglan alinan her bir tiptn icine 4 ml
saf su konulup ve bu tipler°€’'de 24 saat bekletildi. Daha sonra tiplerin igadski
dondurulmy yapra&in c¢ozilmesiyle saf suya gecen iyon miktari, birekeik
konduktivimetresi ile olguldi. Ogerler % donma hasarina cevrildi (Griffigt al. 1992;
Tasgin et al. 2003).

3.3.3. Buz Nukleasyon Aktivitesinin Belirlenmesi

Kontrol, s@guk ve SNP muameleli bitki yapraklarindan elde eddgoplastik proteinlerin
buz nikleasyon aktivitesine etkisi Olcllerek, apspk proteinlerin ve NO’nun donma
toleransindaki roll belirlenir. Bu denegagidaki sekilde yapildi Apoplastik proteinler
eppendroff tiplerde 1 ml saf su icinde ¢ozuldl. ®abnra, bu tlpler topluca sicgkli-20
°C’ye kadar ayarlanabilen bir su banyosuna (donndajemek icin, su ile kagik alkol
icerir) konuldu. Sicaklik —1°C’'den balayarak 10 dakika araliklarla Os2r derece
dUsUruldd. Her bir tipn igcindeki protein ¢Ozeltisinonma noktasi belirlendi. Saf suyun
donma derecesi kontrol olarak kabul edildi. Saf ussuydonma noktasi ile protein
¢ozeltisinin donma noktalari arasindaki fark, biikleasyon aktivitesi olarak kabul edildi
(Griffith et al. 1992; Tagin et al. 2003).

3.3.4. Apoplastik proteinlerin ekstraksiyonu ve izéasyonu

Apoplastik proteinlerin ekstraksiyonu igin, bitkagraklari bir bisturiyle yakkak 1 cm
uzunlukta dikkatlice kesilerek djturulan yaprak kesitleri (7 g), en az 6 kez bollsuyice
yikandi. Bu glemle yapraklarin kesilen bdolgelerinden gelebileckelicresel protein
kontaminasyonu dnlengbldu (Honet al. 1994; Atici ve Nalbafgu 1999a,b). Hazirlanan
7 g yaprak kesiti, icerisinde 20 mM askorbik as# 20 mM CaCl ¢ozeltisi bulunan
vakumlanabilir bir desikattre yeslilir ve desikator bir vakum pompasi ile 30 dakik
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vakumlanir. Vakumlanan yapraklar 20 mL‘lik enjeké&ie dikkatlice yerlgtirildikten
sonra, enjektorler birer santriftij tipine konuler 2000x gde 15 dakika sanriftij edilir.
Sanrifijlemenin bitiminde, tuplerin dip kismindariken apoplastik ekstrakt, apoplastik
proteinlerin elde edilmesi igin kullanilir (Aticne Nalbat@lu 1999a,b; Tggin et al. 2003).

Apoplastik proteinlerin izolasyonu icin, apoplaséikstraktlara hacimlerinin 1,5 kati@k
(-20°C) aseton ilave edilir ve karm -20°C’de 1 gece bekletilifikinci giin, 6rnekler 3500
x gde 20 dakika santriftijlenmive stpernatant uzaktarilildiktan sonra apoplastik protein
peleti elde edilir. Pelet, 6nce %96'lik sonra %ik0’ketanol ile birer kez dikkatlice
yikanarak oda sicainda kurumaya birakilir. Asetonu uzagtlalmis pelet apoplastik
enzim ve buz nikleasyon aaktivitelerinin belirlegiitczamana kadar -20C’de saklanir
(Griffith et al. 1992; Horet al. 1994; Atici and Nalbantoglu 1999a,b;sge et al. 2003).

Enzim aktivitesi 6lcimi yapilagazaman, apoplastik protein peletleri, 1 mL 0,2 pH{
7.5) sodyum fosfat tamponu icinde iyice ¢ozUymie apoplastik antioksidan enzim
aktiviteleri dlcimd igin hazir hale getirilgtir.

3.3.5. Hicresel proteinlerin ekstraksiyonu

Hucresel proteinlerin ekstraksiyonu igin, yaprattear 0.5 g alinip gk bir havan igine
konulmu; ve Uzerine sivi azot ilave edilerek toz halineirgelye kadar gutulur. Sonra
tzerine 5 mL sguk homojenat tamponu (%1 PVP ve 1 mM EDTA ihtiverd.1 M
KH,PO, pH: 7.0) ilave edilir ve kagim bir santrif(j tipune aktarilarak 150@0g’ de ve
+4°C'de 15 dakika santrifiij edilir. Santrifiglémi sonucunda elde edilen stpernatant
hiicresel antioksidan enzimlerin aktivite dlcimlgin kullanilir (Angelini and Federico
1989; Angeliniet al 1990) .
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3.3.6. Hidrojen peroksit (H,O,) miktarinin belirlenmesi

Hidrojen peroksit (HOz) miktarinin belirlenmesi icin; 0.5 gram yapraknaliak 10 mL
sogzuk aseton icinde homojenize edildikten sonra hometdjel0.000x gde 10 dakika
santriftj edilir. Daha sonra elde edilen supern@atah.5 mL’si, sirasiyla 0.15 mL %5’lik
Ti(SOy), (titanyum disulfat) ve 0.3 mL %19luk NH (amonyum hidroksit) ile
karistirihr. Cokelek olgtuktan sonra kagim 10.000x gde 10 dakika daha santriftij edilir.
Tapun sidpernatant kismi uzaglaldiktan sonra elde edilen pelet 3 mL 2 M’lik$0O,
(sulfarik asit) icinde ¢ozulir ve 415 nm’de absarbiadlcilerek kaydedilir. Bu ortalama
absorbans derleri, daha 6nceden hazirlagmstandart grafik yardimiyla nanogram
cinsinden HO, miktarina dongtarulir. Sonuclar g yaprak fiaa digen HO, miktari

(ngram /g yaprak) olarak sunulur (ideal 2005).

H,O, miktarini belirlemede kullanilan #, standardi icin, %35’lik KD, ¢Ozeltisinden
hazirlanan 3 mM’lik stok ¢dzeltiden epphendorffléime sirasiyla; 3.6, 7.2, 10.8, 14.4, 18,
21.6, 25.2, 28.8, 32.4 ve 36 nanogram olaeddlde konulur. Tipin hacmi aseton ile 1.5
mL'ye tamamlanir ve her tipe 0.15 mL %5’lik Ti(§Ove 0.3mL %19’luk NHOH ilave
edilir. Cokelek olgtuktan sonra kagtim 10.000x gde 5 dakika daha santriftij edilir. TUpuln
supernatant kismi uzaktaildiktan sonra elde edilen pelet 3 mL 2 M’lik$0, icinde
¢cOzulur ve kuvet spektrofotometreye ystildidikten sonra 415 nm’de absorbans koreskar
okunur. Absorbans gerlerine kagilik gelen nanogram D, deserleri kullanarak standart

grafik elde edilir.
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Sekil 3.1. Hidrojen peroksit (HO,) miktarini belirlemede kullanilan standart grafik.

3.3.7. Superoksit anyon miktarinin belirlenmesi

0.5 g yaprak sivi azot ile toz haline getirildik®onra tzerine 2 mL 65 mM (pH: 7.8) fosfat
tamponu ile homojenize edilir. Homojenat 500§’ de 10 dk. ve + 4 °C de santrifiij edilir.
Supernatantan 1 mL, 10 mM hydroxilamin’den 0.1 neLayni fosfat tamponundan 0.9 mL
alinir karstirilhir ve 25°C’ de 20 dk. inkiibe edilimkiibasyona birakilan kammin 1 mL'si
alinir tzerine 1 mL 17 mM aminobenzene sulfonik asi 1 mL 17 mM 1-naftilamin
eklenir ve tekrardan 25°C de 20 dk. inkiibe edihksonra spektrofotometre de 530 nm’de
Olculur. Sonuclar NaN@standart grafiine bakilarak dgerlendirilir (Elstner and Heupel
1976).
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Sekil 3.2 O, NR ve i¢csel NO miktarlarini belirlemede kullamlstandart grafik.

3.3.8. Lipid peroksidasyon aktivitesinin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu icin 0.5 g yaprak alinarak & P45 lik TCA icinde homojenize
edildikten sonra elde edilen homojenat 10.00¢de 15 dakika santriftj edilir. Ttptn
stpernatant kismindan 4 mL alinarak Uzerine 1 mL5%R TBA c¢ozeltisi ilave edilir.
Reaksiyon kagimi kaynar suda 30 dakika inkibe edilir ve reaksiytiplerin buz
banyosuna alinmasiyla durdurulur. Ornekler tek@00Dx ¢de 10 dakika santrifiij edilir.
Supernatant kismi alinarak absorbansi 532 nm deuokie daha sonra 600 nm deki non-

spesifik absorbsiyon icin absorbangele belirlenir.

Lipid peroksidasyonun hesaplanmasi i¢in; 532 nndfigilen absorbans gerinden 600
nm'de belirlenen degeri cikarlir ve 1 ml c¢ozeltideki MDA (nmol/g): [(B32-
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A600)/155000] x 1Bformililyle hesaplanir. Sonuglar MDA (nmol/gram dpkeklinde

verilir (Ananievaet al.2002).

3.3.9. Apoplastik ve hiicresel antioksidan enzim aktitelerinin belirlenmesi

Kontrol, sguk ve NO muameleli bitki yapraklarindan elde edikgpoplastik proteinler
icindeki antioksidan enzimlerin (superoksit disnat&atalaz ve peroksidaz) aktiviteleri
Olcllerek, apoplastik ve hiicresel antioksidan efezimve NO'nun reaktif oksijen turlerini
uzaklgtirmadaki rolt belirlenecektir. Ayrica yukarida ip@digi gibi elde edilen

apoplastik proteinler fosfat tamponunda (pH:6.53i¢érek spektrofotometrik yontemlerle
enzimlerin aktiviteleri belirlenecektir. Her bir @oksidan enzim i¢in kullanilan kimyasallar

ve yontemler farklidir.

3.3.9.a. Superoksid dismutaz aktivitesinin belirlemesi

Superoksid dismutaz (SOD) aktivitesi, nitro bluetraeoliumun (NBT) superoksit
radikalleri ile mavi renkli formazona fotokimyasahdirgenmesi reaksiyonunun SOD
enzimi tarafindan engellenmesinin spektrofotomewlirak belirleme esasina dayanir.
Reaksiyon kagimi (3 mL); 50 mM KHPO, (pH: 7.8), 13 mM metiyonin, 63 puM NBT, 13
UM riboflavin ve 0.1 mM EDTA icermektedir. Aktivitélcimu icin 3 mL spektrofotometre
kuvetine yukaridaki riboflavin icermeyen reaksiyiarisimdan 2,58 mL alinmgive tizerine
30 pL enzim ekstrakti pipetlengtir. Reaksiyon, tip Uzerine 13 uM’lik riboflavin
¢cOzeltisinden 390 pL pipetlenip kstirildiktan hemen sonra, beyaz hbirkikaynai onine
yerlestirmek suretiyle bgatiimistir. TUp, sik kayna&inin kagisinda 15 dk. tutulmuve
reaksiyon gik kayn&inin kapatiimasiyla durdurulmgtwr. 15 dk. icerisinde NBT'nin renk
acllma ygunlugu 560 nm’de kore kar okunmutur. Koér; ayni glemin enzimsiz

ornesinden olgmaktadir. SOD aktivitesinin 1 Unitesi, 560 nm’'de zighen NBT
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indirgenmesinin %50 inhibisyonuna neden olan enmiktari, 1 enzim Unitesi olarak kabul

edilmis ve degerler EU/g yaprak olarak sunulgtur (Agarwal and Pandey 2004).

3.3.9.b. Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz (POD) aktivite tayini, guaikol ve®$'nin substrat oldgu reaksiyonun trinu
olan renkli bilgigin meydana getirdi absorbans aginin 470 nm’'de izlenmesi esasina
dayanmaktadir. Aktivite dlcimi icin spektrofotongekiivetine; 100 mL 0.1 M, NaRO,
(pH: 5.5) ve 5 mM guaikol ve 5mM 4@, iceren substrat ¢ozeltisinden 3 mL konulduktan
sonra, Uzerine 1QiL enzim ekstrakti ilave edilrgir. 470 nm’de 5 dakika boyunca
absorbans aghh 1 dakika araliklarla kaydedilmive absorbansin g@ousal olarak artg
kisimdaki absorbans atil dakikaya oranlanmtir. 25°C’de 1 dakikada, absorbansi 0.01
abs artiran enzim miktari 1 enzim Unitesi olarakadilmi ve sonuclar g yaprak haa
disen enzim Unitesi (EU/g yaprak) olarak sunugtou (Yeeet al. 2002).

3.3.9.c. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalazin (CAT) aktivite tayini icin Gongt al. (2001) uyguladii metot kullanilir. Bu
metot, katalazin ortamdaki.B,'nin oksijen ve suya dogimunu sglarken meydana

gelen absorbans gigiminin 240 nm’de izlenmesi esasina dayanir.

Once reaksiyonda azalan® miktarini belirlemek icin standart grafik hazidarStandart
grafik hazirlamak icin, 5 mM D, c¢o6zeltisinden 3 mL'lik spektrofotometre tuplerine
sirasityla; 0.15, 0.3, 0.45, 0.6, 0.75, 0.9, 1.02, 1.35 ve 1.5 mL konulmu ttplerin
hacimleri saf su ile 1.5 mL'ye tamamlagme her tipe 1.47 mL 103.5 mM KPO, ve 30
uL su ilave edilmgtir. Spektrofotometrede 240 nm’de absorbans kémrgi kakunmy ve
absorbans derlerine kagilik gelen uM H,0, deserleri kullanarak standart grafik elde
edilmistir. Aktivite 6lcimu icin 3 mL'lik spektrofotometréiivetine, 103 mM KEPO
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tamponundan 1.475 mL ve 40 mM‘lik,8, substrat ¢dzeltisinden 1.5 mL konulduktan
sonra, 25uL enzim ekstrakti ilave edilrgtir. Spektrofotometrede 240 nm’de 3 dakika
boyunca 1 dakika araliklarla kdre keabsorbansi okunmwe absorbansin gousal olarak
azaldg! araliktan dakika Bana absorbans azalmasi hesaplatimBu ortalama absorbans
degerleri, standart grafik yardimiylamol cinsinden HO, miktarina dongtaralmusttr. 25
°C'de, 1 dakika icinde, absorbansiufnol azaltan enzim miktari 1 enzim Unitesi olarak
kabul edilmg ve sonuclar g yaprak haa digen enzim Unitesi (EU/g yaprak) olarak
sunulmutur.
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Sekil 3.3. Katalaz aktivitesi 6lgimtnde kullanilan standagetfi:

3.3.10. Nitrat reduktaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

NR aktivitesi tayini icin kullanilan bu yéntem, hem hemen bu enzimi inceleyen tim

argtirmacilar tarafindan kullanilir. NR aktivitesi tayyonteminin esasgodyledir; enzim
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susbtrati olan N@1 NOy‘e donitirir. Olsan NQ™ kimyasal reaktiflerle renkli bir
kompleks madde verir. Renkli maddenin spektrofotioikeolarak 540 nm’ de Olcllen
absorbansi NR aktivitesi olarak kabul edilir (1%i@ada 1pg N@'i olusturan enzim 1
enzim Unitesi) (Nakagawet d. 1984).

Tam bitki gruplarinin yapraklarindan aktivite homoati elde edilir. Homojenattaki NO
miktarini belirlemede faydalanilacak olan standgrafigi onceden hazirlanir. NR
akivitesini belirlemek igin reaksiyon ttptne 0.2 mamojenat ¢ozeltisi ve 0.8 mL aktivite
tamponu ilave edilir. Bu kagim 30 T’ deki su banyosunada 20 dakika inkibe edilir. 20
dakikanin sonunda reaksiyon tiputndeki §arin tzerine 0.1 mL baryum asetat ve 1.9 mL
%96’liIk etanol ilave edilip kagtinldiktan sonra reaksiyon kammi 4 C'de 5 dakika
bekletilir. 5 dakika sonunda 23060gde 5 dakika santrifijlenir. Santrifigleminden sonra
tipten slUpernatant alinir.  Sdpernatantin  Gzerine ML  %0,02'lik  N-1-
naftiletilendiamindihidroklorir ve %1’lik sulfanitaid c¢ozeltileri ilave edilip 15 dakika
bekletilir. 15 dakikanin sonunda gan pembe renkli ¢cozeltinin spektrofotometrik olarak

540 nm de absorbansi kére qaskunur.

Ayni zaman diliminde kesilen 6érneklerden her biandicer tekerrtr yapilarak absorbans
ortalamalari belirlendi. Bu ortalama absorbangederi kullanilarak standart grafik

yardimiyla g yaprak ana g cinsinden NaNOmiktarlari yani NR aktiviteleri hesaplanir.

3.3.11.i¢gsel NO miktarinin belirlenmesi

0.5 g yaprak sivi azotta toz haline getirilir veetime 3 mL 50 mM sguk asetik asit (pH:
3.6 ve %4 Zinc diacetate iceren) tamponu eklenbogkojenize edilir. Homojenat 10060
g de 10 dk ve +4°C de santrifij edilir. Stpernatdmtir ve geriye kalan pelet 1 mL ayni
tampon ile yikanir santrifiij edilip stpernatantinal ve 6nce alinan sipernatant ile

birlestirilir. Birle stirilen stpernatantin Gzerine 0.1 g aktif karborleek ve karstirilir.
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Karisim filtrelenir ve sizintiden 1 mL alinir GzerineniL Griess reaktifi eklenip oda
sicaklginda 30 dakika inkiibasyona birakilir. Kamin absorbans g@eri spektrofotometre
de 540 nm de belirlenirigsel NO miktari icin NaN@ standart grafiine bakilir ve

hesaplamasi yapilir (Het al. 2003).

3.3.12. ABA hormon analizi

Hormon analiz yonteminde yiksek performansh swomatografisi (HPLC) ydntemi
kullanildi. Ekstraksiyon ve saffarma slemleri Kuraishiet al. (1991) ile Battal and
Tileklioglu (2001) metotlarina gore yapildi. Derin dondugectalinmg olan taze bitki
materyallerinden 1 g alinarak, sivi azotta tozrgabetirildi ve %80’lik sguk metanolde
homojenize edilerek slizuldi. Once rotary evepodatonetanol uguruldu ve 4 ml KPRO,
(pH: 8) tamponuna alinan ekstrakt Polivinilpolipdon (PVPP)' den gegirildi. Ekstrakt
Whatman no:1 ile stuzilerek PVPP’ den ayrildi. Sézitisim sep-pak C18 kartijinden
gecirildi, sonra kartiij binyesinde kalan hormon Y#8@netanolle ¢ozilerek kiicik viallere

alindi ve HPLC analizleri i¢in kullanildi.

3.3.13. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi

Bu aragtirmada yapraklardan elde edilen apoplastik ve dselr proteinlerdeki dgsim,
Laemmli tarafindan anlatilgh sekilde elektroforezle kontrol edilir (Laemmli 1970)
Proteinler 100pL numune tamponu iginde c¢dzuldikten sonra elektezf® hazirlanir.

Elektroforez icin %3-12 kesikli sodyum dodesil sipoliakrilamid jeli hazirlanir.

Ayirma jelini hazirlamak igin, bir behere %30’lukkrdamid - %0.8’lik bis akrilamid
¢cOzeltisinden 4.4 mL alinir ve tzerine sirasiyld’lik Tris-HCI (pH:8.8)’'den 5 mL, %
10’luk SDS’den 0.2 mL, %1.5’lik amonyum perstlfatt 50 pL ve 3.13 mL saf su
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konularak kawtirilir. Bu karsimin tizerine en son 10 pL %5’lik TEMED eklenereklita

pipetlenir.

Yigma jelini hazirlamak icin, bir behere %30’luk akniid - %0,8’lik bis akrilamid
cozeltisinden 0.44 mL alinir ve Uzerine sirasiyM’lik Tris-HCI (pH:6.8)’'den 0.41 mL, %
10'luk SDS’'den 30 pL, %1.5’luk amonyum persilfatta0 pL ve 2.45 mL saf su
konularak kagtirilir. Bu kargimin tizerine JuL % 5’lik TEMED ilave edilir.

Elektroforez slemi agagidaki sekilde yapilir. Elektroforez cam tabakalari 6ncé save
sonra alkol ile yikanir. Plakalari bigigen aralik koruyucu mikalara, sizmayi dnlemekiici
vazelin sdrulip iki cam plaka arasina lastécitler konularak camlar birgérilir. Daha
sonra plastik elektroforez torbalarina konulan galakalar kiskaglar ile tutturularak jel
hazirlama cihazina monte edilir. Ayirma jeli haamdiktan hemen sonra ince bir pipet
yardimiyla pipetlenir. Bunun uzerine jelin Ustungiriizsiiz olmasi i¢in hemen izopropil
alkol den bir miktar dokular. Ayirma jeli katdencaya kadar yakisk iki saat beklenir.
Katilasma sonrasi jelin Uzerindeki izopropil dokilerek reek jelin Gzeri saf su ile
doldurulup, serin bir yerde 1 gece bekletilikinci giin ygma jeli hazirlanir ve ayirma
jelinin Gzerine dokulup tarak yeslrilir ve yaklasik 2-3 saat sonra tarak jelden dikkatli bir
sekilde cikarilir. Hazirlanan plakalarin kuyularicénsaf su ile sonra yuritme tamponu ile

yikanip, elektroforez tankina yegteilir (Tasgin 2004).

Protein numuneleri, toplam hacim BQ olacaksekilde ttplerde hazirlanip 3 dakika kaynar
suda inkibe edilir ve oda sicgkha kadar sgutulur. Numuneler bir mikroenjektdrle jelin
kuyularina tatbik edilir. Molekdl @liklar bilinen standart proteinlerde 54 tamponda
cozilerek numunelerle birlikte jele yuklenir. Tak&pasl kapatilarak elektroforez tankinin
alt ve Ut kismina yeterince yuritme tamponu konukielektrik bglantilar yapilir. Daha
sonra numuneler ayirma jelinin hizasina kadar 8@avgurutulir. Ayirma jelinden sonra
160 voltta yaklaik 2 saat yuritmeye devam edilir. Yurtingkemi bittiginde akim kesilerek

jel, camlar arasindan dikkatlice cikarilir ve siaite ¢cozeltisinde hafif tempoda 45 dakika
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calkalanir. Yurtutme tamponu tekrar kullanilmak ézérel kabina konulur. Daha sonra, jel
boyama c¢oOzeltisine alinir ve iki saat tekrar ¢alkal. Daha sonra boyama c¢o6zeltisinden
alinarak protein bantlari iyice goruliinceye kad#&agna ¢ozeltisinde yikanir. Belirli zaman
periyotlarinda dgstirilmek suretiyle jelin zemin rengi acilip, protei bantlar
belirginlesinceye kadar bu c¢ozelti icinde calkalanir. Yikamazajtisi aktif karbondan
gecirilerek tekrar kullanilir. Jel, yikama c¢o6zetiden cikarildiktan sonra fateafi cekilir
(Tasgin 2004).
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4. BULGULAR

Arastirmamizda sguga hassas bir bitki olan misir Zea maysL. cv. Arifiye-2)
kullaniimstir. Bitkiler iklim dolabinda kontrokartlarinda (25/22C) sicaklik ve 16/8 saat
Isik-karanlik periyodunda (20.000 |GK%70 nem) 28 giin sireyle blyutdlgtir. 10. gin
bitki yapraklarina 0.0, 0.1, 1 ve 100 uM SNP (NQ@iaisi) uygulanmgtir. Bu uygulamadan
sonra, kontroldeki SNP’li ve SNP’slatkiler kesim tarihlerinden (14, 21 ve 28. gunlér)
gun oOnce sguk sartlara 10/7°C (bu sicaklik 6n denemelerle belirlestir) transfer
edilmistir. Kontrol, disiik sicaklik ve dgiik sicaklik + SNP’libitki yapraklari 14, 21 ve 28
gunolduklarinda kesilerek, % donma hasari, apdglagtoteinlerin buz nikleasyon
aktiviteleri, apoplastik ve hiicresel antioksidazienaktivteleri, HO, ve G~ miktarlarini,
LPO seviyesini, NR enzim aktivitesi, icsel NO ve ABniktarini, apoplastik ve hiicresel
proteinlerin SDS-PAGE elektroforez yontemiyle phefini belirleme deneyleri

yapilmstir.

Bulgular cizelgelerde ayrintili olarak gosterigmie farkliliklarin daha iyi ankalabilmesi
icin grafiklerle de desteklengtir. Oncelikle dgiik sicaklgin kontrol grubuna goére daha
sonra ise SNP uygulamalarininsdld sicaklga gore yapg desisimler ayrintil olarak
kargilastiriimistir. Boylelikle hem dgik sicaklgin hem de dgilk sicaklik dncesi uygulanan
NO’nun strese kar rolinl agik bigekilde istatiksel olarak ortaya konulgtur.

4.1. % Donma hasari sonuclari

Tam gulnlerde bitki yapraklarindan elde edilen sdemac bakildginda; diguk sicaklik
uygulamasi kontrole gore donma hasarini arfiree donma daha erken derecelerde
baglamistir. DUstik sicaklik dncesi uygulanan SNP ise konsantrasyenstresin meydana

geldigi zamana bgl olarak % donma hasarini ve donma noktasiniestigtir.
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14 gunlik misir yapraklarin da; gdik sicaklga gore SNP'nin tim konsantrasyonlari hem
donma hasarini azaltsnhem de donma noktalarini geciktigherdir. Tek baina digik
sicaklik -9°C de donma hasari %85 iken ayni deee6el, 1, 100 uM SNP’ler de ise hasar
sirasiyla %28, %18 ve %9 olgtur (Cizelge 4.1 ve&ekil 4.1). Uygulanan SNP’ler sadece
donma hasarini ¢@ ayni zamanda donma noktalarini da gecikgtmi DUsUk sicaklik
uygulamasinda -9°C de hasar %50'nin tzerine cikadke, 1, 100 uM SNP’ler de ise - 10
°C de bu dgere ulgilmistir (Cizelge 4.1 vé&ekil 4.1.).

21 gunluk misir yapraklarin da; gik sicaklga gére SNP’nin tim konsantrasyonlari hem
donma hasarini azaltsnhem de donma noktalarini geciktigherdir. Tek baina digik
sicaklik -9°C de donma hasari %73 iken ayni deeefel, 1, 100 uM SNP’ler de ise hasar
siraslyla %20, %22 ve %15 olgtur (Cizelge 4.1.2. v8ekil 4.1.2.). Uygulanan SNP’ler
sadece donma hasarinigdeayni zamanda donma noktalarini da gecikgtmi DUsuk
sicaklik uygulamasinda -9°C de hasar %50’nin Ueegikarken 0.1, 1, 100 puM SNP’ler de
ise - 10°C de bu gere ulgiimistir (Cizelge 4.2 véekil 4.2).

28 gunluk misir yapraklarin da; gik sicaklga gére SNP’nin tim konsantrasyonlari hem
donma hasarini hem de donma noktalarini geciktirmeginde herhangi bir etki olmagtr.
Tek bagina d§uk sicaklik -8°C de donma hasari %53 iken ayrneckzte 0.1, 1, 100 uM
SNP’ler de ise hasar sirasiyla %93, %81 ve %78 glmyCizelge 4.1.3. v8ekil 4.1.3.)..
Dustk sicaklik uygulamasinda -8°C de hasar %50’nirritieecikarken 0.1, 1, 100 uM
SNP’ler de ise - 7°C de bugkre ulaiimistir (Cizelge 4.3 v&ekil 4.3).
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Cizelge 4.1.25/22°C ‘de buyutulen musir fidelerine 10. ginysod nitroprussid (SNP)
uygulanmg ve kesimden 2 gin 6ncegaa (10/7°C) transfer edildikten sontd. ginde
kesilen yapraklardan elde edilen % donma hasgertsi.

Iyon iletkenligi (nS/cm) %Donma Hasar!
Sicakhk 0.1 1 100 0.1 1 100
°C Kontrol | Soguk | uM UM MM | Kontrol | Soguk | uM uM uM
SNP | SNP | SNP SNP | SNP | SNP
-1 54 5C 52 54 41 11 11 11 11 9
-2 38 43 39 48 50 8 9 8 10 11
-3 42 58 39 50 38 9 12 8 11 8
-4 47 42 32,5 |45, |38 10 9 7 10 8
-5 38 53 33,5| 61,3] 35 9 11 7 13 7
-6 45 64 39,5| 41,5| 49 9 14 8 9 10
-7 45 46 38 49,5| 39 10 10 8 11 8
-8 37 22z 122 | 34, | 40 9 47 26 7 9
-9 7C 40C 13C | 83 415 |13 85 28 18 9
-10 181 33E 32C |35C |267;t |44 85 68 74 57
-11 34¢ 41C 29C |38C | 36C 74 87 62 81 77
-12 360 393 300 | 320| 360 77 87 64 78 77|
-13 28C 47C 31C | 39C | 30C 77 10C 66 83 77
-14 30C 38C 28C | 37C | 39C 74 10C 66 79 79
-15 340 390 350 | 400| 360 74 100 74 85 77
-16 30C 37C 36C |40C | 36C 74 10C 77 85 77
120 -
—8— KONTROL
100 - | —=—SOGUK
—&— SOGUK+ 0.1 pM SNP
S 80 4 | ™ SOGUK+ 1 uM SNP
% —%— SOGUK + 100 uM SNP
& 60 -
<
a
o\o 40 -
20
(6]
1 -2 3 4 5 6 -7 -8 -9 -10 -11 -12 -13 -14 -15 -16
Sicaklik (°C)

Sekil 4.1.14. gindekesilen yapraklardan elde edilen % donma hasgearti.
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Cizelge 4.2.25/22°C ‘de buyutulen musir fidelerine 10. ginysod nitroprussid (SNP)
uygulanmg ve kesimden 2 gin 6ncega@a (10/7°C) transfer edildikten sor24. ginde

kesilen yapraklardan elde edilen % donma hasgertsi.

iyon iletkenligi (nS/cm) %Donma Hasar!
Sicaklik 0.1 1 100 0.1 1 100
°C Kontrol | Soguk | uM UM MM | Kontrol | Soguk | puM UM uM
SNP | SNP | SNP SNP | SNP | SNP
-1 33 90 66 50 98 8 20 15 11 22
-2 23 85 52 79 58 5 19 12 18 13
-3 25 67 80 60 48 6 15 18 14 11
-4 25 70 7C 49 53 6 16 16 11 12
-5 35 100 58 69 67 8 23 13 16 15
-6 31 145 57 72 62 7 33 13 16 14
-7 32 120 71 62 51 7 33 16 14 11
-8 33 12t 76 61 68 8 33 17 14 15
-9 15€ 32C 88 96 68 35 73 20 22 15
-10 27C 36& 265 |35 [42C |61 83 60 81 80
-11 24t 43k 27C | 36C |33C |60 99 61 82 75
-12 290 395 270 420 365 63 95 61 95 83
-13 267 36C 327 |42C |36C |61 95 74 95 82
-14 28C 37C 31C | 42C | 37C |64 95 70 95 84
-15 300 370 300 420 390 68 95 68 95 89
-16 28C 44( 28C | 45C |42C |64 10C 68 95 95
120
—E— KONTROL
100 —=—S0OGUK
% —&— SOGUK+ 0.1 uM SNP
9 80 —®— SOGUK+ 1 pM SNP
T ——SOGUK+ 100 uM SNP
g 60
S
0O 40
=
20
0]

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

-16

Sekil 4.2.21. guindekesilen yapraklardan elde edilen % donma hasgartii.
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Cizelge 4.3.25/22°C ‘de buyutulen musir fidelerine 10. ginysod nitroprussid (SNP)
uygulanmg ve kesimden 2 gin 6ncega@a (10/7°C) transfer edildikten sor28. giinde

kesilen yapraklardan elde edilen % donma hasgertsi.

iyon iletkenligi (nS/cm) %Donma Hasar!
Sicakhk 0.1 1 100 0.1 1 100
°C Kontrol | Soguk | uM UM MM | Kontrol | Soguk | puM UM uM
SNP | SNP | SNP SNP | SNP | SNP

-1 63 82 52 55 54 20 26 17 17 17

-2 55 77 51 53 51 17 24 16 17 16

-3 42 73 75 52 55 13 23 24 17 17
-4 35 82 3C 52 66 11 26 10 17 21

-5 47 95 49 36 63 15 30 16 11 20
-6 47 108 44 50 70 15 34 14 16 22
-7 35 128 224 | 250 | 240 11 41 71 79 76
-8 42 167 298 |22t |18z |13 53 93 81 78

-9 62 24: 308 |31C 278 |20 77 97 o8 88

-10 24% 30C 32C | 327 |328 |77 95 10z | 104 | 104
-11 25¢ 28C 305 | 34C |32C |82 89 97 10€ | 10z
-12 285 287 320 | 325| 340/ 90 91 102 10 10
-13 30C 27C 312 | 312 |42C |95 86 99 99 11C
-14 26C 27C 32C | 39C |33 |83 86 10z | 10C | 10¢
-15 290 200 310 | 340| 300] 92 86 98 10 10
-16 27C 31¢ 29C [36C |34C |86 10C 92 114 | 10¢

120 ~

—=— KONTROL
100 - [—=—SOGUK

—&— SOGUK+ 0,1 UM SNP
80 7 | = SOGUK+ 1 uM SNP

—#%— SOGUK+ 100 uM SNF

60 A

%Donma Hasari

1 2 3 4 5 -6 -7 -8 -9 -10
Sicaklhk (°C)

-11 -12

-13

-14

-15

-16

Sekil 4.3.28. gund&kesilen yapraklardan elde edilen % donma hasgertii.
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4.2. Buz nuikleasyon aktivitesi sonuglari

Aktivite, 14, 21 ve 28. gunlerde gk ve sguk+SNPuygulamalarindan énemli derecede
etkilenmgtir. Uygulamanin yapilgn tim gunlerde ditk sicaklik apoplastik bdlgedeki
proteinlerin buz niUkleasyon aktivitelerini kontrajrubuna goére ©6nemli oranlarda
disUrmistar. 14, 21 ve 28 gunluk bitkilerde buz nukleasyaktivitesi kontrollerine
siraslyla %13, %15, %8 olarak azaltarak donma iekte da 1.1, 1.5 ve 0.6°C olarak
disurmistir (Cizelge 4.4., 4.5., 4%ekil 4.4., 4.5., 4.6).

14 ginlik misir yapraklarinda g¢ik sicaklga gore sguk+SNP uygulamalarinda
konsantrasyona kh olarak buz nikleasyon aktivitesinde @nmeydan gelnstir. 0.1 uM
SNP uygulamasi tek b@a diguk sicaklga gore aktiviteyi %10,8 oraninda artirarak donma
noktasini da 0.8°C geciktirgtir. 1 pM SNP uygulamasi tek ppaa digik sicaklga gére
aktiviteyi %12,16 oraninda artirarak donma noktadan0.9°C geciktirngtir. 100 uM SNP
uygulamasi ise tek baa diik sicaklga gore aktiviteyi %48,6 oraninda énemli (P<0.05)
derecede artirarak donma noktasini da 3.6°C geuiktir (Cizelge 4.4 veSekil 4.4).

21 gunluk misir yapraklarinda da st sicaklga gore sguk+SNP uygulamalarinda
konsantrasyona Ba olarak buz niikleasyon aktivitesinde 6nemli (R&). oranlarda agi
meydan gelnstir. 0.1 pM SNP uygulamasi tek goa disiik sicaklga gore aktiviteyi %5
oraninda artirarak donma noktasini da 0.4°C gewmiktir. 1 pM SNP uygulamasi tek
basina diguk sicaklga gore aktiviteyi %24 olarak 6nemli (P<0.05) biawoda artirarak
donma noktasini da 1.9°C geciktigti. 100 uM SNP uygulamasi ise tekshaa digik
sicaklga gore aktiviteyi %6 oraninda azaltarak donma rktada 0.5°C diirmustur
(Cizelge 4.5 veSekil 4.5).

28 gunluk misir yapraklarinda gik sicaklga gore sguk+SNP uygulamalarinda

konsantrasyona Bh olarak buz nikleasyon aktivitesindegdgklikler meydan gelmitir.
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0.1 ve 1 uM SNP uygulamalari teksbaa diik sicaklga gore aktivite ve donma noktasini
geciktirme tzerinde herhangi bir etki gosteremgendir. 100 pM SNP uygulamasi tek
basina diuk sicaklga gore aktiviteyi 6nemli (P<0.05) bir oranda %ZX3aronda artirarak
donma noktasini da 0.8°C geciktistimi (Cizelge 4.6 veSekil 4.6).

Cizelge 4.4.14 gunluk misiryapraklarindan elde edilen apoplastikiz nikleasyon
aktivitesi degerleri. Bir sutun icindeki ayni harfleri bulunduran grupkarasindaki farklar
onemsizdir(P>0.05).

14 gunluk (° C)
Kontrol -8,5
Sasuk 7.4
Saguk + 0,1 uM SNP -8%
Sosuk + 1 pM SNP -8%
Sasuk + 100 uM SNP -
Sasuk + Sosuk +

0.1 puM Sosuk+1 100puM
Kontrol  Sagsuk SNP pMSNP SNP

|

Sekil 4.4.14. gindeesilen yapraklardan elde edilen apoplastik budeagyon dgerleri.

Buz Nukleasyon Aktivitesi °C
bbb U&d & hodbo

o

e

= O
1

[N
N
L




65

Cizelge 4.5.21 gunluk misiryapraklarindan elde edilen apoplastikiz nikleasyon
aktivitesi degerleri. Bir sutun icindeki ayni harfleri bulunduran grupkarasindaki farklar
onemsizdir(P>0.05

21 gunluk (° C)
Kontrol 9,5
Sasuk -8°
Sasuk + 0,1 M SNP -8%
Sosuk + 1 uM SNP 9%
Sasuk + 100 uM SNP -75

Kontrol

Saqguk

Sosuk + 0.1
1M SNP

Buz Nukleasyon Aktivitesi °C
b & U & & A L N L oo

\ '

e

= O
1 L

'

=

N
L

Sosuk + 1 Sosuk + 100
UMSNP  uMSNP

L

Sekil 4.5.21. giindekesilen yapraklardan elde edilen apoplastik buzeagyon dgerleri.
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Cizelge 4.6.28 gunluk misiryapraklarindan elde edilen apoplastikiz nikleasyon
aktivitesi degerleri. Bir sutun icindeki ayni harfleri bulunduran grupkarasindaki farklar
onemsizdir(P>0.05).

28 gunluk (° C)
Kontrol -7
Sasuk -6,4
Sasuk + 0,1 pM SNP -6,6
Soguk + 1 M SNP 6%
Sasuk + 100 uM SNP 72

Sasuk + 0.1 Soguk + 1 Sagzuk + 100
Kontrol Sqguk MMSNP uMSNP pMSNP

Buz Nukleasyon Aktivitesi °C
N

Sekil 4.6.28. giuindékesilen yapraklardan elde edilen apoplastik budeagyon dgerleri.
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4.3. Hidrojen peroksit (H,0,) miktari sonuglari

Dusuk sicaklik uygulamasi tum gunlerde kontrollerir@@egmisir bitkisinin yapraklarinin
H,O, miktarlarinda 6nemli artlara neden oldu. 14, 21 ve 28 gunlik kontrol bakiide
H,O, miktarlari sirasiyla 46.4, 54.2 ve 41.6 nb.glarak olcilirken, bu gerler digiik
sicaklik uygulamalariyla sirasiyla 62.8, 101 ve448g.g"a kadar artti (Cizelge 4.7 ve
Sekil 4.7).

14 gunluk bitkilerde dgiik sicaklik 6ncesi uygulanan SNP konsantrasyoniarikli
oranlarda HO, miktarlarini etkilemgtir. 0.1 uM SNP tek bana digik sicakiga gore HO,
miktarint 6nemli (P<0.05) bir oranda %23 olaraksiddld. 1 ve 100 pM SNP
konsantrasyonlarn ise glik sicaklga goére HO, miktarlari (zerinde etkili (P>0.05)
olmamstir (Cizelge 4.7 v&ekil 4.7).

21 gunluk bitkilerde dgiik sicaklga gore SNP’nin tim konsantrasyonlanQd miktarini

onemli (P<0.05) oranlarda glirdid. 0.1 puM SNP diik sicaklga gore HO, miktarini

onemli oranda %65 olarak glirdii ve dgik sicaklikta 101 ngHa kadar artan bD

miktarini 34.8 ng.g'a kadar diiirdi. 1 pM SNP diilk sicaklga gore HO, miktarini

onemli (P<0.05) oranda %56 olarakstidii ve diiik sicaklikta 101 ng:fa kadar artan
H»0, miktarini 44.2 ng.da kadar diiirdii. 100 pM SNP ise diik sicaklga gore HO,

miktarini énemli (P<0.05) oranda %50 olaraksiatdii ve dgik sicaklikta 101 nglja

kadar artan kD, miktarini 50 ng.g’a kadar dgiirdii (Cizelge 4.7 v8ekil 4.7).

28 gunluk misir yapraklarinda dik sicakhk uygulamasi kontrol bitkilerine gore®3
miktarinda 6nemli bir d&siklik meydana gelmengtir (P>0.05). Aynisekilde 0.1 ve 1 pM
uygulamalarinda tek bma diguk sicaklga maruz kalan yapraklarin @, miktarlarinda
onemli bir degisiklik olmamistir. Ancak 100 pM SNP ise diik sicaklga gore 6nemli
(P<0.05) oranda %20 olarak® miktarini digirmistir (Cizelge 4.7 v&ekil 4.7)
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Cizelge 4.7.14, 21 ve 28 gunluk misiyapraklarindan elde edilehidrojen peroksit
(H,0,) miktari deserleri (ng.g' yaprak). Bir siitun icindeki ayni harfleri bulunduran
gruplar arasindaki farklar 6nemsiz{>0.05).

14.Gln 21.Gin 28. Gln
Kontrol 46.4 54.2 41.6
Sosuk 62.8 107 42.4
Sasuk + 0.1 uM SNP 48" 34.¢ 45.4
Sosuk + 1 M SNP 623 44.% 44.7
Sasuk + 100 pM SNP 60%2 501 34.7
= Kontrol
120 -
B Sosuk Kontrol

=

© 100 - OSaosuk+ 0.1 uM
3 SNP

> BSeuk + 1 pM
o> 801 SNP

o B Sosuk + 100 pM
= SNP

- 60 .

S

<

EN 40 A

Q

I 20 -

0 T //‘ 1
14. Giun 21. Gun 28. Gun

Sekil 4.7.14, 21 ve 28 gunluk misyapraklarindan elde edildridrojen peroksit (H20,)
miktar deserleri (ng.g" yaprak).
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4.4. Superoksit anyonu (@) miktari sonuglari

Dusuk sicaklik uygulamasi tum gunlerde kontrollerir@@egmisir bitkisinin yapraklarinin
O, miktarlarinda 6nemli aglara neden oldu. 14, 21 ve 28 gunlik kontrol bakiide Q°
miktarlari sirasiyla 5.71, 4.78 ve 5.01 pg/g oladégdlirken, bu dgerler diguk sicaklik
uygulamalariyla sirasiyla 6.63, 5.74 ve 6.2 jtadadar artti (Cizelge 4.8 \gekil 4.8).

14 gunluk bitkilerde dgilk sicaklik 6ncesi uygulanan SNP konsantrasyonfiarkli
oranlarda @ miktarlarini etkilemgtir. 0.1, 1 ve 100 uM SNP uygulamalar teksipa
disuk sicaklik uygulmasina gore,;O miktarini 6nemli (P<0.05) oranlarda sirasiyla %18,
%26 ve %31 olarak giirdii. Disiik sicaklik uygulamasiyla 6.63 pg.glarak belirlenen
O, miktart 0.1, 1 ve 100 uM SNP uygulamalari ile sylas5.4, 4.91 ve 4.54 pg'a
kadar azaldy belirlendi (Cizelge 4.8 v8ekil 4.8).

21 gunluk bitkilerde dgilk sicaklga gore SNP’nin tum konsantrasyonlar Omiktarini
onemli (P<0.05) oranlarda glirddi. 0.1, 1 ve 100 uM SNP uygulamalari tekita digik
sicaklik uygulmasina gore,O miktarini 6nemli (P<0.05) oranlarda sirasiyla %645 ve
%15 olarak diiirdi. Diiik sicaklik uygulamasiyla 5.74 pg.glarak belirlenen @
miktari 0.1, 1 ve 100 pM SNP uygulamalari ile sy&s5.02, 4.89 ve 4.86 pg'a kadar
azaldg belirlendi (Cizelge 4.8 v8ekil 4.8).

28 gunluk misir yapraklarinda da aysekilde SNP’nin tim konsantrasyonlari, O
miktarint 6nemli (P<0.05) oranlardagiidi. 0.1 ve 1 pM SNP uygulamalari teksiba

disuk sicaklik uygulmasina gore;Omiktarini 6nemli (P<0.05) oranlarda sirasiyla %0
%11 olarak diirdi. Disiik sicaklik uygulamasiyla 6.20 pgajarak belirlenen @ miktari

0.1 ve 1 pM SNP uygulamalari ile MDA miktar! sisdai5.54 ve 5.58 pgla kadar
azaldgl belirlendi. 100 pM SNP uygulamasi ise MDA uzeantherhangi bir etki
gostermemsitir (Cizelge 4.8 veSekil 4.8).
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Cizelge 4.8.14, 21 ve 28 gunlik misyapraklarindan elde edilesiiperoksit anyonu
miktari deerleri (ug.g* yaprak). Bir siitun icindeki ayni harfleri bulunduran gruplar
arasindaki farklar 6nemsizdip>0.05).

14.Gun 21.Giin 28. Giin
Kontrol 571 4.7¢8 5.0°
Saoguk 6.63 5.74 6.2G"
Saguk + 0.1 uM SNP 5.40° 5.02 5.54
Sasuk + 1 uM SNP 4.91 4.89 5.58
Sosuk + 100 pM SNP 4,54 4.8¢ 6.18"
BKontrol

B Soguk Kontrol

OSoguk + 0.1 uM
SNP

BSoguk + 1 M
SNP

BSoguk + 100 pM
SNP

oo S TR T 300 <o TR

14. Gin 21.GUln 28.Gln

Sekil 4.8.14, 21 ve 28 gunluk misyapraklarindan elde edilesiiperoksit anyonumiktari
deserleri (ug.g* yaprak).
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4.5. Lipid peroksidasyon seviyesi (MDA miktari) songlari

Dusuk sicaklik uygulamasi tum gunlerde kontrollerir@eegmisir bitkisinin yapraklarinin
MDA miktarlarinda dnemli ar§lara neden oldu. 14, 21 ve 28 gunluk kontrol békide
MDA miktarlari sirasiyla 1.14, 1.64 ve 2.53 nmdlgarak dlcilirken, bu gerler digiik
sicaklik uygulamalariyla sirasiyla 1.75, 2.02 vé&shmol.g"ye kadar artti (Cizelge 4.9 ve
Sekil 4.9).

14 gunluk bitkilerde dgiilk sicaklik 6ncesi uygulanan SNP konsantrasyoniarikli
oranlarda MDA miktarlarini etkilergtir. 0.1uM SNP uygulamasi tek gpaa digik sicaklik
uygulamasina gére MD#iktarini 6nemli (P<0.05) bir oranda %20 olarakigdi. Dk
sicaklik uygulamasiyla 1.74 nmofglarak belilenen MDA miktart 0.1 pM SNP
uygulamasi ile sirasiyla 1.4 nmolye kadar azalds belirlendi. 1 ve 100 pM SNP
uygulamalari ise diilk sicaklga gore yaprak MDA miktari Uzerinde etkili olmastm
(Cizelge 4.9 veSekil 4.9).

21 gunluk bitkilerde ditik sicaklik ©6ncesi uygulanan SNP konsantrasyorfianli
oranlarda MDA miktarlarini etkilergiir. 0.1 ve 1 uM SNP uygulamalari teksbaa digik
sicaklik uygulamasina gére MDA miktarini siras8g8.4 ve %7.9 olarak gurdl. Duk
sicaklik uygulamasiyla 2.02 nmofglarak belilenen MDAmiktari 0.1 ve 1 pM SNP
uygulamalari ile sirasiyla 1.85 ve 1.86 nmolyg kadar azaldy belirlendi (Cizelge 4.9 ve
Sekil 4.5). 100 uM SNP uygulamalari isestld sicaklga gore yaprak MDA miktari
tzerinde etkili olmanstir (Cizelge 4.9 vé&ekil 4.9)

28 gunluk misir yapraklarinda da awekilde SNP'nin 0.1 ve 1 pM konsantrasyonlari
MDA miktarini az da olsa gurmistir. 100 uM SNP uygulamasi ise teksioa digik
sicaklik uygulamasina gore MDAmiktarini oranda artirngtir. Disiik sicaklik
uygulamasiyla 4.39 nmoliglarak belilenen MDAmiktari 0.1, 1 ve 100 pM SNP
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uygulamalari ile sirasiyla 4.29, 4.17 ve 4.59 ngioblarak belirlendi (Cizelge 4.9 \gekil
4.9).

Cizelge 4.9.14, 21 ve 28 gunluk misyapraklarindan elde edilévalondialdetid (MDA)
miktari degerleri (nmol.g" yaprak).Bir siitun icindeki ayni harfleri bulunduran gruplar
arasindaki farklar 6nemsizdiP>0.05).

14.Giun 21.Gin 28. Giin
Kontrol 1.5 2.08 3.56
Soguk 2.55 2.83 4.39
Soguk + 0.1 uM SNP 1.79 2.53 4.29
Sosuk + 1 uM SNP 2.51 2.55 417
Sosuk + 100 pM SNP 2.51 2.79 4,59
BKontrol

BSoguk Kontrol

OSoguk+ 0.1 pM
SNP

BSoguk+ 1 uM
SNP

BSoguk + 100 uM
SNP

14. Gln 21. GlUn 28. GUn

Sekil 4.9. 14, 21 ve 28 gunluk misyapraklarindan elde edilddalondialdetid (MDA)
miktar deserleri (nmol.g" yaprak).
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4.6. Apoplastik antioksidant enzim aktiviteleri soruglari

4.6.1. Apoplastik SOD enzim aktivitesi

Apoplastik SOD aktivitesi 14, 21 ve 28 gunluk mibitkisi yapraklarinda hem gok
hemde sguk + SNP uygulamalarindan 6nemli derecede etkilgim(Cizelge 4.10 ve
Sekil 4.10).

14 gunluk bitki yapraklarinda dik sicaklik kontrole gore apoplastik SOD aktivitesa
onemli bir artga neden olmgtur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki apoplasti®#OD
aktivitesi 18.37 EU.giken, disiik sicaklik uygulamasiyla bu ger %76’lik bir artsla 22.8
EU.g" olarak belirlenmitir. 0.1 ve 1 pM SNP uygulamalari isestild sicaklik ile artan
apoplastik SOD aktivitesini daha da arttgdoelirlenmitir. Distk sicaklik ile apoplastik
SOD aktivitesi 22.8 EU:§iken bu dger 0.1 uM SNP icin %23'liik agia 28.07 EU.§, 1
UM SNP icin %6.7'lik arkla 24.33 EU.g olarak belirlenmitir. 100 pM SNP uygulamasi
ise diguk sicaklga gore aktivite tzerinde etkili olmaglibelirlenmitir (Cizelge 4.10 ve
Sekil 4.10).

21 gunluk bitki yapraklarinda diik sicaklik kontrole gore apoplastik SOD aktiviteta

Onemli bir artga neden olmgtur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki apoplasti®OD

aktivitesi 38 EU.g iken, disiik sicaklik uygulamasiyla bu gler %24'lik 6nemli (P<0.05)
bir artsla 66.86 EU.g olarak belirlenmitir. 0.1 uM SNP uygulamasi glik sicaklik ile
artan apoplastik SOD aktivitesini daha da artfirdvelirlenmgtir. Dustk sicaklik ile
apoplastik SOD aktivitesi 66.86 EU.iken bu dger 0.1 uM SNP icin %10’luk asla 73

EU.g* olarak belirlenmitir. 1 ve 100 uM SNP uygulamalari isestl sicaklga gore
aktivite tGizerinde etkili olamadiklari belirlengtir (Cizelge 4.10 veéekil 4.10).
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28 gunluk bitki yapraklarinda diik sicaklik kontrole gbre apoplastik SOD aktiviteks

Onemli bir dguse neden olmgtur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki apoplast8OD

aktivitesi 63.8 EU.giken, disiik sicaklik uygulamasiyla bu ger %16’lik 5nemli (P<0.05)
bir distsle 53.59 EU.g olarak belirlenmitir. 0.1, 1 ve 100 uM SNP uygulamalaristlk

sicaklik ile azalan apoplastik SOD aktivitesinitiagigl belirlenmitir. DusUk sicaklik ile

apoplastik SOD aktivitesi 53.59 EU'giken bu dger 0.1 uM SNP icin %12'lik aria

59.89 EU.¢}, 1 uM SNP icin % 11'lik argla 59.55 EU.g ve 100 pM SNP icinde %27'lik
bir artsla 68.4 EU.g olarak belirlenmitir (Cizelge 4.10 vé&ekil 4.10)

Cizelge 4.1014, 21 ve 28 gunluk misyapraklarindan elde edilen apoplastikperoksit
dismutaz (SOD) enzim aktivitesi dgerleri (EU.gY). Bir sutun icindeki ayni harfleri
bulunduran gruplar arasindaki farklar 6nemsiggi0.05).

14.Gun

21.Gin

28. Gun
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Sosuk + 1 pM SNP

24,37

6 gab

59,58
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Sekil 4.10. 25/22°C ‘de buyutilen misir fidelerine 10. gunysod nitroprussid (SNP)
uygulanmg ve kesimden 2 giin 6ncegaga (10/7°C) transfer edildikten soritd, 21 ve 28.
gunlerde kesilen yapraklardan elde edilepoplastik SODenzim aktivitesi dgerleri.



75

4.6.2. Apoplastik POD enzim aktivitesi

14 gunluk bitki yapraklarinda dik sicaklik kontrole gére apoplastik POD aktivitess
Onemli bir azaka neden olmgtur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki apoplastiROD
aktivitesi 6024 EU.g iken, disiik sicaklik uygulamasiyla bu ger %36’lik disiisle 3836
EU.g'olarak belirlenmitir. 0.1 ve 1 pM SNP uygulamalari isesdl sicaklik ile azalan
apoplastik POD aktivitesini arttirgh belirlenmitir. Distk sicaklik ile apoplastik POD
aktivitesi 3836 EU.giken bu dger 0.1 pM SNP icin %100'liik cok énemli bir ata 7818
EU.gY 1 uM SNP icin %48'lik arfla 5713 EU.g olarak belirlenmitir. 100 uM SNP
uygulamasi ise diik sicaklga gore aktivite Uzerinde etkili olmagibelirlenmitir (Cizelge
4.11 veSekil 4.11).

21 gunlik bitki yapraklarinda diik sicaklik kontrole gére apoplastik POD aktivites
onemli bir artga neden olmgtur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki apoplastiROD
aktivitesi 5826 EU.J iken, disik sicaklik uygulamasiyla bu gler %21'lik 6nemli
(P<0.05) bir artla 7050 EU.{ olarak belirlenmitir. 0.1 ve 1 uM SNP uygulamalari ise
dUsuk sicaklik ile artan apoplastik POD aktivitesiaiha da arttirgg belirlenmitir. Dlstk
sicaklik ile apoplastik POD aktivitesi 7050 EU.iken bu dger 0.1 pM SNP igin
%129'luk 6nemli bir argla 16183 EU.g, 1 pM SNP icin %27'lik arfla 8980 EU.g
olarak belirlenmgtir. 100 puM SNP uygulamalari ise @ik sicaklga gore %50’lik bir

28 gunluk bitki yapraklarinda diik sicaklik kontrole gére apoplastik POD aktivitels
Onemli bir diguse neden olmgtur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki apoplastiROD
aktivitesi 7620 EU.g iken, disik sicaklik uygulamasiyla bu gler %62'lik 6nemli
(P<0.05) bir diiiisle 2893 EU.{ olarak belirlenmitir. 0.1, 1 ve 100 pM SNP uygulamalari
distk sicaklhk ile azalan apoplastik POD aktivitesauittirdgl belirlenmitir. DUstk
sicaklik ile apoplastik POD aktivitesi 2893 EU.iken bu dger 0.1 pM SNP icin %
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700'lik artisla 23580 EU.g, 1 uM SNP icin %450'lik argla 15943 EU.g ve 100 pM SNP
icinde %174'lik bir artgla 7940 EU.d olarak belirlenmitir (Cizelge 4.11 vé&ekil 4.11).

Cizelge 4.1114, 21 ve 28 gunluk misyapraklarindan elde edilen apoplagtiéroksidaz
(POD) enzim aktivitesi deerleri (EU.g" yaprak). Bir situn icindeki ayni harfleri
bulunduran gruplar arasindaki farklar 6nemsiggi0.05).

14.Giin 21.Giin 28. Giin
Kontrol 6024 5826 7620
Soguk 3836 7050 2893
Soguk + 0.1 uM SNP 7818 16183 23586
Soguk + 1 pM SNP 5713 898¢ 15943
Soguk + 100 pM SNP 3836 3563 7940
@ Kontrol

25000 -
B Sosuk Kontro

20000 - OSosuk+ 0.1 pM
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Sekil 4.11. 25/22 °C ‘de buyutilen misir fidelerine 10. gurdygaon nitroprussid (SNP)
uygulanmg ve kesimden 2 giin 6ncegaga (10/7°C) transfer edildikten soritd, 21 ve 28.
gunlerde kesilen yapraklardan elde edilapoplastik POD enzimaktivitesi dgerleri.
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4.7. Hucresel antioksidan enzim sonuclari

4.7.1. Hucresel SOD enzim aktivitesi

Hucresel SOD aktivitesi 14, 21 ve 28 gunluk mistkisi yapraklarinda hem gok hem de
sasuk + SNP uygulamalarindan énemli (P<0.05) derealidenmitir (Cizelge 4.12 ve
Sekil 4.12).

14 gunluk bitki yapraklarinda diik sicaklik kontrole gore hiicresel SOD aktivitesind
artisa neden olmgtur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki hicresel BQaktivitesi 100
EU.g" iken, diiik sicaklik uygulamasiyla bu ger %12'lik bir artsla 112 EU.d olarak
belirlenmitir. 0.1 UM SNP uygulamasi glik sicaklik ile artan hiicresel SOD aktivitesini
daha da arttirgh belirlenmitir. DUstk sicaklik ile hiicresel SOD aktivitesi 112 EU/gnk
bu deer 0.1 pM SNP icin %10'luk agla 125 EU.g olarak belirlendi. 1 pM SNP diik
sicaklga gore hicresel SOD aktivitesi Uzerinde etkili aimngur. 100 pM SNP uygulamasi
ise diguk sicaklga gore aktivite Gzerinde %17’lik bir azalmaya nedé&fugu belirlenmgtir
(Cizelge 4.12 v&ekil 4.12).

21 gunluk bitki yapraklarinda dik sicaklik kontrole gére hicresel SOD aktivitesind
Onemli bir artga neden olmgtur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki hicresel BO
aktivitesi 268 EU.g iken, diiik sicaklik uygulamasiyla bu ger %44'lik énemli (P<0.05)
bir artsla 385 EU.4 olarak belirlenmitir. 0.1 ve 1 pM SNP uygulamasi gk sicaklik ile
artan hucresel SOD aktivitesini daha da artgirdelirlenmitir. DUstk sicaklik ile hiuicresel
SOD aktivitesi 385 EU:diken bu dger 0.1 pM SNP icin %12'lik artla 434 EU.¢}, 1 uM
SNP icin %10'luk artla 422 EU.g olarak belirlenmitir. 100 uM SNP uygulamasi ise
disUk sicaklga gore aktivite Uzerinde herhangi bir etkisi olngadielirlenmitir (Cizelge
4.12 veSekil 4.12).
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28 gunluk bitki yapraklarinda dik sicaklik kontrole gére hicresel SOD aktivitesind
Oonemli bir deisikli ge neden olmargtir. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki hicresel 5O
aktivitesi 122 EU.g iken, disiik sicaklik uygulamasiyla bu ger (P>0.05) 126 EUY
olarak belirlenmitir. 0.1 ve 100 pM SNP uygulamalarisdilt sicaklga gore hiicresel SOD
aktivitesi Uzerinde etkili olmadiklar belirlengtir. Ancak 1 pM SNP diuk sicaklga gore
%18'lik bir azalsla hiicresel SOD aktivitesi 103 EU.cplarak belirlenmitir (Cizelge 4.12
ve Sekil 4.12).

Cizelge 4.12.14, 21 ve 28 gunluk misyapraklarindan elde edileémicresel superoksit
dismutaz (SOD)enzimaktivitesi degerleri (EU.g" yaprak).Bir siitun icindeki ayni harfleri
bulunduran gruplar arasindaki farklar 6nemsiggi0.05).

14.Gin 21.Giln 28. Gln
Kontrol 100 268 127
Sosuk 112" 385" 126
Sosuk + 0.1 pM SNP 125 434 124
Sasuk + 1 pM SNP 116 427" 103
Sasuk + 100 uM SNP g2 374 127
BKontrol
450
BSoguk Kontrol
400
OSoguk + 0.1 pM
350 SNP
BASoguk+ 1 pM
300 SNP
BSoguk + 100 pM
250 SNP

200
150
100

50

14. Giln 21. Gin 28. Gln

Sekil 4.12. 25/22 °C ‘de buyutilen misir fidelerine 10. gurdygaon nitroprussid (SNP)
uygulanmg ve kesimden 2 giin 6ncegaga (10/7°C) transfer edildikten soritd, 21 ve 28.
gunlerde kesilen yapraklardan elde edilbiicresel SODenzim aktivitesi dgerleri.
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4.7.2. Hucresel POD enzim aktivitesi

14 gunluk bitki yapraklarinda diik sicaklik kontrole gore hiicresel POD aktivitegind
distuse neden olmgiur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki hiicresel PGaktivitesi 31200
EU/g iken, digiik sicaklik uygulamasiyla bu gler %25'lik bir azalgla 23450 EU.g olarak
belirlenmgtir. 0.1 ve 1 pM SNP uygulamalari gik sicaklik ile azalan hicresel POD
aktivitesini arttirdgl belirlenmitir. DUsUk sicaklik ile hiicresel POD aktivitesi 23450 EU.g
liken bu dger 0.1 pM SNP icin %23'lik asla 30550 EU.§, 1 uM SNP icin %62'lik
onemli (P<0.05) bir argla 38000 olarak belirlenrgtir. 100 uM SNP uygulamasi ise giik
sicaklga gore aktivite Uzerinde %50’lik bir azalmaya neddofiugu belirlenmitir (Cizelge
4.13 veSekil 4.13).

21 gunluk bitki yapraklarinda dik sicaklik kontrole gére hicresel POD aktivitesind
onemli bir artga neden olmgtur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki hicresel PO
aktivitesi 57650 EU.Q iken, disiik sicaklik uygulamasiyla bu ger %29'luk 6nemli
(P<0.05) bir arla 74800 EU.g olarak belirlenmitir. 0.1 ve 1 pM SNP uygulamasi ik
sicaklik ile artan hicresel POD aktivitesini dalaaadttirdgl belirlenmitir. DUstk sicaklik
ile hiicresel POD aktivitesi 74800 EU.iken bu dger 0.1 pM SNP icin %60’lik dnemli
(P<0.05) bir artla 119869 EU.J, 1 uM SNP icin %6.4'liik arfla 79600 EU.g olarak
belirlenmitir. 100 pM SNP uygulamasi isegiik sicaklga gore aktivite Uzerinde %40’lik
bir azalsla hiicresel POD aktivitesi 42600 EU.golarak belirlenmitir (Cizelge 4.13 ve
Sekil 4.13).

28 gunluk bitki yapraklarinda dik sicaklik kontrole gére hicresel POD aktivitesind
onemli bir artga neden olmgtur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki hicresel PO
aktivitesi 102050 EU.§ iken, diiuk sicaklik uygulamasiyla bu ger %21'lik 6nemli
(P<0.05) bir artla 123800 EU.g olarak belirlenmitir. 1 uM SNP diik sicaklga gore
%16’k bir artsla 144550 EU.G olarak belirlenmitir. Ancak 0.1 ve 100 pM SNP
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uygulamalari dgiik sicaklga gore hiucresel POD aktivitesi tUzerinde bir azabnmagden
olduklari belirlenmgtir. Dsiik sicaklik ile hiicresel POD aktivitesi 123800 Ebiken bu

deser 0.1 pM SNP icin %21'lik azalma ile 96900 EU,g.00 uM SNP icin %32’lik 6nemli
(P<0.05) bir azalmayla 83100 EU.glarak belirlenmitir (Cizelge 4.13 véSekil 4.13).

Cizelge 4.13.14, 21 ve 28 gunlik misyapraklarindan elde edilémicresel peroksidaz
(POD) enzim aktivitesi deerleri (EU.g" yaprak). Bir situn icindeki ayni harfleri
bulunduran gruplar arasindaki farklar 6nemsiggi0.05).

14.Gin 21.Gin 28. Giin
Kontrol 31200 57650 102056
Sasuk 23456 74800 123800
Sosuk + 0.1 uM SNP 30530 119860 96900
Sosuk + 1 uM SNP 38000 79600 144550
Sosuk + 100 pM SNP 11050 42600 83100
@ Kontrol
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Sekil 4.13.25/22 °C ‘de buyutilen misir fidelerine 10. gidyan nitroprussid (SNP)
uygulanmg ve kesimden 2 giin dnceggga (10/7°C) transfer edildikten sorid, 21 ve 28.
gunlerde kesilen yapraklardan elde edilbiicresel POD enzimaktivitesi dgerler.
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4.7.3. Hiucresel CAT enzim aktivitesi

Hucresel CAT aktivitesi 14, 21 ve 28 gunluk migtkisi yapraklarinda hem gok hem de
soguk + SNP uygulamalarindan 6nemli (P<0.05) derecgligenmitir (Cizelge 4.14 ve
Sekil 4.14).

14 gunluk bitki yapraklarinda diik sicaklik kontrole gore hicresel CAT aktivitesnd
artisa neden olmgtur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki hicresel CAaktivitesi 243
EU.g" iken, disiik sicaklik uygulamasiyla bu gy %35'lik bir azalgla 330 EU.g olarak
belirlenmitir. 0.1, 1 ve 100 uM SNP uygulamalaristk sicaklik ile artan hiicresel CAT
aktivitesini azalti belirlenmitir. Disiik sicaklik ile hiicresel CAT aktivitesi 330 EU.g
iken bu dger 0.1, 1 ve 100 uM SNP icin %35’lik 6nemli (P<0.05r azalgla sirasiyla
240, 247 ve 235 EUlglarak belirlenmitir (Cizelge 4.14 vé&ekil 4.14).

21 gunluk bitki yapraklarinda dilk sicaklik kontrole gore hucresel CAT aktivitesnd
onemli bir artga neden olmgtur. Kontrol bitkisinin yapraklarinda ki hicreselAT
aktivitesi 172 EU.g iken, disiik sicaklik uygulamasiyla bu gler %26’lik dnemli (P<0.05)
bir artsla 218 EU.J olarak belirlenmitir. 0.1, 1 ve 100 uM SNP uygulamalari st
sicaklik ile artan hicresel CAT aktivitesini azglittbelirlenmitir. Dusuk sicaklik ile
hiicresel CAT aktivitesi 218 EU'giken bu dger 0.1 uM SNP icin %60'lik énemli
(P<0.05) bir azajla 140 EU.g', 1 pM SNP icin %6.4'lik azala 110 EU.g" ve 100 pM
SNP uygulamasi ise % 13'liik bir azti 188 EU.d' olarak belirlenmitir (Cizelge 4.14 ve
Sekil 4.14).

28 gunluk bitki yapraklarinda diik sicaklik kontrole gore htcresel CAT aktivitesnd
onemli bir diguse neden olmgtur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki hiicresel TA
aktivitesi 129 EU.g iken, disiik sicaklik uygulamasiyla bu gler %18'lik dnemli (P<0.05)
bir disisle 109 EU.g olarak belirlenmitir. 0.1, 1 ve 100 pM SNP uygulamalaristik



82

sicaklik ile azalan hucresel CAT aktivitesini adtgl belirlenmitir. Dusuk sicaklik ile
hiicresel CAT aktivitesi 109 EU%iken bu dger 0.1 pM SNP icin %31'lik dnemli
(P<0.05) bir argla 142 EU.g, 1 pM SNP icin %44'lik 6nemli (P<0.05) bir ata 158
EU.g* ve 100 uM SNP uygulamasi isesdl sicaklga gére aktivite tizerinde %10’luk
artisla 120 EU.g olarak belirlenmitir (Cizelge 4.14 vé&ekil 4.14).

Cizelge 4.14.14, 21 ve 28 gunluk misiyapraklarindan elde edilehiicresel katalaz
(CAT) enzim aktivitesi deerleri (EU.g" yaprak). Bir situn icindeki ayni harfleri
bulunduran gruplar arasindaki farklar 6nemsiggi0.05).

14.Gun 21.Gin 28. Giin
Kontrol 243 172 129
Sazuk 330 218 109"
Sasuk + 0.1 M SNP 240 140" 142
Sasuk + 1 pM SNP 247 116 15¢
Sasuk + 100 pM SNP 235 188 120

m Kontrol

350 A
B Soguk Kontro

OSoguk+ 0.1 pM
SNP

BnSoguk+ 1 pM
SNP

B Soguk + 100 pM
SNP

CAT Aktivitesi (EU/g yaprak)

_

14. GUn 21. Gun 28. Gun

Sekil 4.14. 25/22 °C ‘de buyutulen misir fidelerine 10. gum\ysan nitroprussid (SNP)
uygulanmg ve kesimden 2 giin 6ncegaga (10/7°C) transfer edildikten soritd, 21 ve 28.
gunlerde kesilen yapraklardan elde edileiicresel CAT enzimaktivitesi dgerleri.
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4.8. Nitrat reduktaz (NR) enzim sonuclari

NR enzim aktivitesi 14, 21 ve 28 gunluk misir Btkyapraklarinda hem gok hem de
soguk + SNP uygulamalarindan 6nemli (P<0.05) derecglgenmitir (Cizelge 4.15 ve
Sekil 4.15).

14 gunluk bitki yapraklarinda diik sicaklik kontrole gére NR aktivitesinde Onemli
derecede bir aga neden olmgiur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki NR aktiviée 92.84
EU.g*" iken, disiik sicaklik uygulamasiyla bu gler %36'lik bir artgla 126.5 EU.g olarak
belirlenmitir. 0.1, 1 ve 100 uM SNP uygulamalarisdl sicaklik ile artan NR aktivitesini
azalttg belirlenmitir. Diisiik sicaklik ile NR aktivitesi 126.5 EUgiken bu dger 0.1, 1
ve 100 uM SNP icin sirasiyla %27, %24 ve %13’lulerdt (P<0.05) bir azalarla yine
siraslyla 91.84, 95.12 ve 109.43 EUgarak belirlenmitir (Cizelge 4.15 véekil 4.15).

21 gunlik bitki yapraklarinda dik sicaklik kontrole gdre NR aktivitesinde 6nemli
derecede bir aga neden olmgiur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki NR aktiviée 77.24
EU.g* iken, dijiik sicaklik uygulamasiyla bu ger %32'lik bir artsla 102.44 EU.g
olarak belirlenmgtir. 0.1, 1 ve 100 uM SNP uygulamalarisdld sicaklik ile artan NR
aktivitesini azalttgl belirlenmitir. DusUk sicaklik ile NR aktivitesi 102.44 EU'gken bu
deger 0.1, 1 ve 100 pM SNP icin sirasiyla %15, %21%83’luk 6nemli (P<0.05)
azalglarla yine sirasiyla 86.34, 80.81 ve 67.48 Etlotarak belirlenmitir (Cizelge 4.15 ve
Sekil 4.15).

28 gunlik bitki yapraklarinda diik sicaklik kontrole gore NR aktivitesinde 6nemli
derecede bir aga neden olmgtur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki NR aktivie 34.96
EU.g" iken, digiik sicaklik uygulamasiyla bu gler %68'lik bir artsla 59.02 EU.g olarak
belirlenmitir. 0.1 uM SNP uygulamasi glik sicaklik ile artan NR aktivitesini azafit
belirlenmitir. Dusiik sicaklik ile NR aktivitesi 59.02 EUgken bu dger 0.1 pM SNP igin
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%26’lik 6nemli (P<0.05) bir azala 43.58 EU.g olarak belirlenmitir. 1 ve 100 pM SNP
ise diguk sicaklga gore NR aktivitesinde bir dgik yapmadiklari belirlenngtir (Cizelge
4.15 veSekil 4.15).

Cizelge 4.1514, 21 ve 28 gunluk misyapraklarindan elde edilemitrat rediiktaz (NR)
enzim aktivitesi deerleri (EU.g' yaprak). Bir sutun icindeki ayni harfleri bulunduran
gruplar arasindaki farklar 6nemsiz@=>0.05).

14.Gln 21.Gin 28. GlUn
Kontrol 92.84 77,24 34,96
Soguk 126,56 102,44 59,02
Soguk + 0.1 uM SNP 91,87 86,34 43,58
Soguk + 1 uM SNP 95,17 80,8F 58,37
Soguk + 100 pM SNP 109,43 67,48 58,86
= Kontrol
140 -
B Sosuk Kontrol
;_/,E 120 A OSosuk + 0.1 UM
=2 SNP
> 100 - BSoguk + 1 uM
%” SNP
HJ, 80 - Egc'\Jlg;k+ 100 pM
2
£ 60
= 7,
E 7
< 40 - /
= 7%
Z %
20 - 4
N 7
21. Gin 28. Gin

Sekil 4.15.14, 21 ve 28 gunluk misyapraklarindan elde edilemtrat rediiktaz (NR)
enzim aktivitesi dgerleri (EU/g yaprak).
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4.9. icsel NO miktari sonuglari

Bitki yapraginda i¢csel olarak dretilen NO; 14, 21 ve 28 gumdisir bitkisi yapraklarinda
hem sguk hem de sguk + SNP uygulamalarindan énemli (P<0.05) dere@atkideenmitir
(Cizelge 4.16 v&ekil 4.16).

14 gunluk bitki yapraklarinda diik sicaklik uygulamasi kontrole gore igsel NO nriktda
onemli derecede bir aga neden olmgtur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki NO miktari
1.72 pg.g iken, disiik sicaklik uygulamasiyla bu ger %10’luk bir artgla 1.89 pg.g
olarak belirlenmgtir. 0.1, 1 ve 100 puM SNP uygulamalarisdi sicaklk ile artan NO
miktarini azalttg belirlenmitir. Distik sicaklik ile NO miktari 1.89 ug'giken bu dger
0.1, 1 ve 100 uM SNP ic¢in sirasiyla %33, %22 ve %Kl@nemli (P<0.05) azajiarla yine
siraslyla 1.25, 1.37 ve 1.51 pg.glarak belirlenmitir (Cizelge 4.16 vé&ekil 4.16).

21 gunluk bitki yapraklarinda diik sicaklik uygulamasi kontrole gore i¢gsel NO nmiltda
onemli derecede bir agai neden olmgiur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki NO miktari
1.82 ug.g iken, diik sicaklik uygulamasiyla bu ger % 46'lik bir artsla 2.67 pg.g
olarak belirlenmgtir. 0.1, 1 ve 100 uM SNP uygulamalarisdi sicaklk ile artan NO
miktarini azalttg belirlenmitir. Dustk sicaklik ile NO miktar 2.67 nggiken bu dger
0.1, 1 ve 100 uM SNP icin sirasiyla %24, %28 ve Yitddnemli (P<0.05) azadiarla yine
sirasiyla 2.02, 1.91 ve 1.55 ug.glarak belirlenmitir (Cizelge 4.16 vé&ekil 4.16).

28 gunluk bitki yapraklarinda dik sicaklik uygulamasi kontrole gore i¢gsel NO nmiltda
onemli derecede bir agai neden olmgtur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki NO miktari
1.51ug.g" iken, digilk sicaklik uygulamasiyla bu ger %27'lik bir artsla 1.92 pg.g
olarak belirlenmgtir. 0.1 uM SNP uygulamasi ile glik sicaklikla sonucu NO miktarinda
bir degisiklik olmamigstir. 1 ve 100 uM SNP uygulamalar @ik sicaklik ile artan NO
miktarini azalttg belirlenmistir. Disiik sicaklik ile NO miktari 1.92 pg'gken bu dger 1
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ve 100 pM SNP igin sirasiyla %12 ve %8’lik 6nenflQ.05) azaglarla sirasiyla 1.68 ve
1.76 pg.g olarak belirlenmitir (Cizelge 4.16 véekil 4.16).

Cizelge 4.1614, 21 ve 28 gunluk misyapraklarindan elde edilegsel nitrik oksit (NO)
miktari deerleri (ug.g* yaprak). Bir siitun icindeki ayni harfleri bulunduran gruplar
arasindaki farklar 6nemsizdiP>0.05).

14.Giln 21.GUn 28. GUn

Kontrol 1,72 1,87 1,57
Saguk 1,89 2,67 1,92
Soguk + 0.1 uM SNP 1,25 2,02 1,87
Soguk + 1 pM SNP 1,37 1,91° 1,68
Soguk + 100 pM SNP 1,51 1,55 1,76°

@ Kontrol
B Sgzuk Kontro

2,5 1 OSasuk + 0.1 pM
SNP

ASasuk+ 1 pM
SNP

BSgiuk + 100 uM
SNP

Icsel NO miktar! (u/g yaprak)

77
21. Gun

Sekil 4.16.14, 21 ve 28 gunluk misyapraklarindan elde edilaégsel nitrik oksit (NO)
miktari deerleri (ug.g* yaprak).
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4.10. ABA hormon sonuglari

Bitkisel hormonlardan olan ABA seviyesi hemsdl sicakliktan hem de uygulanan SNP
den oldukca etkilenrgiir (Cizelge 4.17 vé&ekil 4.17.).

14 gunluk bitkilerde dgilk sicaklik ile ABA seviyesi kontrole gore 6nemtaada artntir.
Kontrol de 234.05 ng:yolan ABA miktari digilk sicaklik ile %47 oaranin da artarak
345.65 ng.g seviyesine ulkamistir. Disiik sicakliktan énce uygulanan 0.1 ve 1 pM SNP
konsantrasyonlari ise ABA seviyelerini 6nemli osrdla digurmesine rgmen 100 puM
SNP uygulamasi da onemli seviyede artgtmi Tek baina diik sicaklik uygulmasiyla
345.65 ng.g seviyelerine cikan ABA miktari giik sicaklik + SNP (0.1, 1 ve 100 uM)
uygulamalariyla sirasiyla 192.86, 16.29 ve 513.57hglarak belirlenmitir (Cizelge 4.17

ve Sekil 4.17.)..

21 gunluk bitkilerde dgiik sicaklik ile ABA seviyesi kontrole gére dnemtaada artitir.
Kontrol de 165.51 ng:j olan ABA miktari digik sicaklik ile %29 oranin da artarak
215.16 ng.g seviyesine ukanistir. Disik sicakliktan 6nce uygulanan SNP
konsantrasyonlari ise ABA seviyelerini 6nemli oeadia digirmistir. Tek baina diguk
sicaklik uygulmasiyla 215.16 ng.geviyelerine ¢ikan ABA miktari diik sicaklik + SNP
(0.1, 1 ve 100 pM) uygulamalariyla sirasiyla 23.88.87 ve 45.50 ng olarak
belirlenmitir (Cizelge 4.17 v&ekil 4.17.).

21 gunluk bitkilerde ABA seviyesi kontrolbitkilerd® belirlenemjtir. ABA miktari disik
sicaklik ile 45.20 ng:§ seviyesine ulanistir. Disik sicakliktan 6nce uygulanan SNP
konsantrasyonlari ise ABA seviyelerini etkiletim. Tek bagina dgiuk sicaklik
uygulmasiyla 45.20 nggseviyelerine cikan ABA miktari giik sicaklik + SNP (0.1, 1 ve
100 uM) uygulamalariyla sirasiyla 40.57, 50.78 viel4 ng.g olarak belirlenmitir
(Cizelge 4.17 v&ekil 4.17.).
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Cizelge 4.17.14, 21 ve 28 gunluk misyapraklarindan elde edilesbsisik asit (ABA)
miktari deerleri (ng/g yaprak).Bir sutun icindeki ayni harfleri bulunduran gruplar
arasindaki farklar 6nemsizdiP>0.05).

14.Gun 21.Gin 28. GUn
Kontrol 234.05 165.51 00.0
Saguk 345.65 215.16 45.20
Soguk + 0.1 uM SNP 192.86 23.96 40.57
Soguk + 1 uM SNP 16.29 30.87 50.78
Soguk + 100 pM SNP 513.5 45.50 41.14
@ Kontrol
600 A
B Sosuk Kontro
=
© 500 - OScgsuk + 0.1 uM
g : SNP
> FASouk+ 1 uM
2 400 A : SNP
2 : BSosuk + 100 uM
g SNP
& 300 -
=
E 200 A
m
<C
100 -
0 - Z :
14. Gun 21. GUn 28. GUn

Sekil 4.17. 14, 21 ve 28 gunluk misiyapraklarindan elde edileabsisik asit (ABA)
hormonu miktari deserleri (ng/g yaprak).



89

4.11. SDS PAGE sonuglari

4.11.1. Hucresel protein profillerin SDS-PAGE sonuari

_S5+0.1 S+1  S+100

Sekil 4.18. 14 gunluk misir yapraklarindan elde edilen Hicresel protemleSDS-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi fofgafi.

Sekil 4.18'de misirin 14 gunluk yapraklarinin huelesismindan elde edilen proteinlerin
SDS-PAGE sonuglarinda standart proteinlerle  kiyaBfanda, polipeptidlerin
buyukliklerinin yaklasik 6 ile 66 kDa arasinda d@dugorilmektedir. Ozellikle 45-66 kDa
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arsindaki polipeptidlerirsiddetinde belirgin bir ar§i gdoze carpmaktadir. Bu bdlgedeki
polipepdin hem dgilk sicaklikta hem de diik sicaklik + SNP uygulamalarinda belirgin bir
sekilde ifadesi artmgtir. DUsuk sicaklik ile hiicresel kismda yeni polipepditieniustugunu

ve SNP ile de bu polipeptitlerin aliwgu gorilmektedir. 29-36 kDa arasinda SNP
konsantrasyonlarinin yeni bir polipeptid sentezitydari gorilmektedir. Ozelikle 100 pM
SNP hem dgiik sicaklik ile olgan bantalarinsiddetini artirmg hem de yeni bantlarin

olusumunu da sgamistir.

kDa ° 5+0.1 S+1 S+100

Sekil 4.19. 21 gunluk misir yapraklarindan elde edilen Hicresel protemleSDS-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi fotarfi.
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Sekil 4.19'de misirin 21 gunluk yapraklarinin huelesismindan elde edilen proteinlerin
SDS-PAGE sonuglarinda standart proteinlerle  kiyaBfanda, polipeptidlerin
blyukliklerinin yaklasik 6 ile 66 kDa arasinda @dwdrulmektedir. 21 gunlikler de ise
Ozellikle yaklaik 36-45 kDa arsindaki polipeptidlergiddetinde belirgin bir ar§i goze
carpmaktadir. Bu bdlgedeki polipepdin hengigdisicaklikta hem de diik sicaklik + SNP
uygulamalarinda belirgin bigekilde ifadesi de artmgtir. DUsUk sicaklik ile hicresel
kisimda yeni polipepditlerin oftugunu ve SNP ile de bu polipeptitlerin gtugu
gorulmektedir. 29-36 kDa arasinda SNP’nin 1 uM lemtisasyonunun tek baa digik
sicaklik ile artan bir polipeptidin ifadesini datia artirdgi goriilmektedir. Ozelikle 100 pM
SNP 14 gunluklerde olgw gibi hem dgitk sicaklik ile olgan bantalarigiddetini artirms

hem de yeni bantlarin glumunu da sgamistir.

Sekil 4.20'de misirin 28 gunluk yapraklarinin hiielesismindan elde edilen proteinlerin
SDS-PAGE sonuglarinda standart proteinlerle  kiyabfanda, polipeptidlerin
blyukliklerinin yaklasik 6 ile 45 kDa arasinda @dworulmektedir. 28 gunliklerde de
yaklasik 36-45 kDa arsindaki polipeptidlerisiddetinde belirgin  bir ar§i goze
carpmaktadir. Bu bdlgedeki polipepdin hengigdisicaklikta hem de diik sicaklik + SNP
uygulamalarinda belirgin bigekilde ifadesi de artmgtir. DUsUk sicaklik ile hicresel
kisimda yeni polipepditlerin ojtugunu ve dguk sicaklik + SNP ile de bu polipeptitlerin
olustugu gorulmektedir. 14-20 kDa arasindssidki sicaklik etkisiyesiddeti artan polipeptid
bandinin SNP konsantrasyonlari glddetinin azaldii gorilmektedir. 28 gunluk bitkilerde
yaklasik 29 kDa'luk boélgede hem dik sicaklik hem de dik sicaklik + SNP
uygulamalrinda yeni bir polipeptid bantin glusu gorilmektedir.
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kpa M K S  S+0.1 S+1 S+100

Sekil 4.20. 28 gunluk misir yapraklarindan elde edilen Hicresel protemleSDS-

Poliakrilamid Jel Elektroforezi fofgafi.
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4.11.1. Apoplast protein profillerinin SDS-PAGE songlari

kDa S5+0.1 S+1 S+100

Sekil 4.21. 14 gunluk misir yapraklarindan elde edilen apoplast protamle&SDS-

Poliakrilamid Jel Elektroforezi foggafi.

Sekil 4.20" de 14 gunlik misir yapraklarinin apoplaglgelerinden elde edilen proteinlerin
SDS-PAGE sonuglarinda standart proteinlerle  kiyabfanda, polipeptidlerin
blyukliklerinin yaklasik 14 ile 45 kDa arasindau@d gorilmektedir. Yaklgk 45 kDa
seviyesinde gorulmekte olan polipeptigiddetini kontrole gore diiik sicaklik digirirken
SNP uygulamalari ise artirgtr. Ozellikle disiik sicaklik + 0.1 pM SNP uygulamasi
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yaklasik 14 kDa buyuklginde belirgin yeni bir polipeptid banti gturmustur. Disuik
sicaklik + 0.1 pM SNP uygulamasi 20-24 kDa arasiddayeni bir polipeptid bant

meydana getirngtir.

Sekil 4.21’ de 21 gunluk misir yapraklarinin apopladligelerinden elde edilen proteinlerin
SDS-PAGE sonuglarinda standart proteinlerle  kiyaBfanda, polipeptidlerin
blyukliklerinin yaklasik 6 ile 45 kDa arasinda @dugorulmektedir. Yaklgk 45 kDa
seviyesinde goérulmekte olan polipeptidilddetini kontrole gére hem tek faa diik
sicaklik hem de SNP uygulamalr artigtm polipeptidin siddetindeki en belirgin agt
disik siaklk + 1 ve 100 uM SNP uygulamalrinda goériktadir. 20-29 kDa ‘lik bdlge

arasinda yeni polipeptidlerin olgu gorilmektedir.

Sekil 4.22’ de 28 gunluk misir yapraklarinin apopladligelerinden elde edilen proteinlerin
SDS-PAGE sonuglarinda standart proteinlerle  kiyabfanda, polipeptidlerin
blyukliklerinin yaklasik 14 ile 66 kDa arasindau@d gorilmektedir. Yaklgk 45 kDa
seviyesinde gorulmekte olan polipeptididdetini kontrole gore diiik sicaklik dgirirken
SNP uygulamalar ise artirgtir. polipeptid siddeti en ¢ok 1 pM SNP uygulamsinda
meydana gelngtir. Ozellikle disiik sicaklik + 0.1 ve 1 uM SNP uygulamalari yakial4
kDa buyukliglinde belirgin yeni bir polipeptid banti gturmustur.
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kpa M K 5 S5+0.1 S+1 8+100

Sekil 4.22. 14 gunluk misir yapraklarindan elde edilen apoplast protamle&SDS-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi fofgafi.
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kDa §+0.1 S+1  S+100

Sekil 4.23. 28 gunluk misir yapraklarindan elde edilen apoplast protamle&SDS-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi fofgafi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Calsmamizda insangunun kiltire aldii en eski tarla bitkilerinden biri olan misZda
maysL.) kullaniimistir. Dinyada tahil bitkileri icerisinde Bday ve arpadan sonra en geni
ekim alani ve Uretime sahip olan misir, 585 birkian alani, 2.5 milyon ton tretim ve 425
kg/da tane verimi ile dlkemizde Ozellikle Marmara Karadeniz Bolgeleri'nde yaygin
olarak yetgtirilmekle birlikte bélgemizde de (Om Anadolu) tarimi yapilabilen ancak
disik sicaklga kasl oldukga hassas bir tahil bitkisidir (Stizer 2008)inimuzde zengin
besin maddesi icedi nedeniyle hem insan, hem de hayvan beslenmesicgib sayida
kullanim alani olan ve 6nemi giderek artan misilksgk verim alinabilen bir tarla bitkisi
olarak dgerlerinden farkhlik gostermektedir (Eryllmaz 2007)

Misirin biylme ve galmesi icin en uygun sicaklik geri ortalama 25-30°C’dir. Bu
sicaklik dgeri bitkinin ¢cimlenme orani, govde buyimesi (Miedeet al. 1987), yaprak
gelisimi (Duncan and Hesketh 1968) ve kuru maddelig (Muldoon et al. 1984) gibi
farkli buyume parametreleri icin en idealgde oldigu gosterilmgtir. Pek ¢ok bitki tri
disik sicaklik gibi olumsuz gevrgartlarina adapte olma yetegiiiee sahiptir (Thomashow
1999). Ancak diiik sicaklga kagl hassas bir bitki olan misir, bu strese adaptadyon
oldukga sinirli bir kapasiteye sahiptir (Foyetr al. 2002). Bu problem cercevesinde,
argtirmamizda bir hedef olarak @gga hassas misir gibi bitkilere @dkla karsilamadan
Oonce yapilacak uygulamalarin, bitkiyi g zararindan kurtarabilme veya en az zararla
atlatabilme amaci gudulmgtiir. Diger taraftan yapilacak uygulama ile alakall olaredtig
anlamda bgka bir problemle de karlasmaktayiz. Bu da bitkiye verilecek bir maddenin, bu
korumada ne kadar sire etkili olgwhr. Cunkl iklimsel dengesizliklerin ne zaman
gerceklgecesi belli degildir. Bitkiye uygulanan ve onu goktan koruyabilen bir maddenin
etki sdresi, birka¢ gun gibi kisa bir slire de anetddli olabiliyorsa bunun pratikte pek bir
anlami olmayacaktir. Bu nedenle bitkiye verilecekdatenin etki siresinin de belirlenmesi
gerekmektedir.
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Bitkilerde caitli biyokimyasal ve fizyolojik olaylarda ikincil &berci olarak rol oynayan
nitrik oksit (NO) (Neill et al. 2003; Crawford and Guo 2005) molekulinin, eksojen
uygulamalarinin bitkilerde buyime ve gealie, cimlenme, de-etiyolasyon, klorosis,
senesens gibi fizyolojik olaylarin yaninda bazestkgullarinda olgturulan savunma
mekanizmalarinda da yer aidicssitli arastiricilar tarafindan ortaya konultur (Beligni
and Lamattina 2001; Leshem 2001; Neitl al. 2002b). Birgcok caymada dyaridan NO
veya NO dondrlart (SNP gibi) uygulamasinin bitkigircok cevresel strese kar
koruyabildigi ile ilgili bilgiye rastlaniimaktadir. Bunlar kayk 6zetlerinde ayrintili olarak
verilmistir. Bununla birlikte 6zellikle d§iik sicaklik kgullarinda NO’nun etkilerini ortaya
koyan aratirmalarda mevcuttur (Zhaet al. 2009; Liu et al 2010). Ancak bu bilgiler
yetersiz ve kisithdir. Bu yuzden gahamizin sonuclari literattirdeki bilimsel bir ghasu
doldurmakla kalmang) ayni zamanda NO’nun pratikte kullanilabilme pgigelini de

tartismaya agnstir.

Calismamizda NO’nun misir fidelerini dilk sicaklik hasarindan koruyabilme potansiyelini
aragstirirken, koruma derecesi ve kriteri olarak litérale en ¢ok kullanilan parametreler
secilmgtir. Bunlardan strese toleransin derecesini goskerelarak, yapraklardaki donma
hasari, apoplastik proteinlerin buz nikleasyon vakleri, lipid peroksidasyon (MDA
miktar1) seviyesi ve reaktif oksijen tirlerinin @ibjen peroksit ve siUperoksit anyonu)
miktarlarinin 6lgilmesi deneyleri yapilghr. Ayrica hicrelerdeki enzimatik antioksidan
kapasitedeki dgésimi takip etmek icin de apolastik ve hicresel agidan enzimlerin
(SOD, POD ve CAT) aktiviteleri, apoplastik polipejperin profillerini belirlemek igin de
SDS-PAGE elektroforez slemleri yapilmgtir. Bunlarla birlikte hucrelerde nitrat
indirgemesinin yaninda NO’nun enzimatik bir kagna@lan nitrat rediktaz enzim (NR)
aktivitesini ve i¢sel olarak Uretilen NO miktarimelirleme deneyleri de yapilgtir. Ayrica
bitki hormonlarindan ABA miktarida HPLC cihazindakidarak belirlenmigtir. Yapilan bu
deneylerin tumunin sonuclarinin  yorumlanmasi vgerdiaratiricilarin sonuglari ile

karsilastirllmal dezerlendirmeleri gagida sunulmstur.
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5.1. Disuk sicaklik ve NO’nun donma hasari Uizerine etkileri

Calsmamizda misir bitkisine yapilan gik sicaklik uygulamasi, uygulamanin yagildi
tum gunlerde misir yapraklarindaki elektrolit stmmi artirmg ve kontrole gore yaprakta
daha fazla donma hasarinin (DH) meydana gelmeshepsolmstur (Sekil 4.1-3). Kontrol
bitkisinde donma hasarinin aniden grtaicaklik dgeri, her t¢ giinde de -11°C iken, strese
maruz kalan bitkilerde bu ger 14, 21 ve 28 gunlik bitkilerde sirasiyla -9,vé -8°C
olarak belirlenmgtir. Goruldigu gibi disuk sicaklik uygulamasi, hem DH’nin arhia hem
de hasarin daha erken sicakliklardgdmaasina neden olrgtur (Cizelge 4.1., 4.2. ve 4.3).
Dusik sicaklik sonucu ofan kime zararlarinin etkisiyle dokularda elektrolitistesi
artmakta ve bu durumsiime sonrasi hiicre membranlarinda meydana gelemldrdsa
kaynaklanmaktadir (Wang 1994). Bitkiler gilx sicaklga maruz kaldiklarinda zarlarin
akiskanlgl azalmakta ve zarlarda kirilmalar ofgundan dolayr membran gecirgeili
artabilmektedir. Algkanligin azalmasi veya gecirgegith artmasinin bir gger nedeni de
membran lipidlerinin yapisinda sivi halden katieh@dsru bir gecs basladigi icin olabilir.
Membran permeabilitesinin artmasi nedeniyle hidrelells ortamla yapgl elektrolit
alisverisinde arts olmaktadir (Campost al 2003). Orngin, diksiik sicaklga duyarliCoffea
arabica bitkisinin  s@uk uygulamasindan sonra elektrolit gecirggénin arttig
belirlenmitir (Campos et al 2003). Yine, arpa &#lerinin dislk sicaklga maruz
birakilmasiyla elektrolit gecirgedinin arttigl ve dolayisiyla donma hasarinin da grtti
belirlenmitir (Plazek and Zur 2003; Mutlu 2009). Bu bilgilgrginda &er dsuk sicaklga
maruz kalan bir bitki, zar gecirgegilive akgkanligini koruyarak, di ortam ile elektrolit
gecirgenlgini normal seviyelerde tutabilirse, dik sicaklga kas! tolerans sglayabilecei
distunulebilir.

Bizim calsmamizda bitkiye normal sartlarda uygulanan SNP (NO dénoru)
konsantrasyonlarinin (0.1, 1 ve 100 pM) timu 14 2le gunlik bitkilerde elektrolit
gecirgenlgini azaltarak DH’'sini dgiirmislerdir (Sekil 4.1., 4.2. ve 4.3). En etkili
konsantrasyon 100 uM SNP olarak belirlegtmi Calismamizda bitkilere SNP uygulamasi
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yapildiktan sonra (gerek 2 gin, gerekse 9 gun ¥obitkiler distk sicaklk ile
karilastiklarinda, DH'nin SNP ile azaltilmi olmasi, bitkilerde stres toleransinin
artinldiginin énemli bir gostergesi olarak glendiriimisti. Daha 6nce yapilan bir
calismada dguk sicaklik uygulanmi yabani hardal stspansiyon kdlttiriine eklenen
SNP’nin, membran permeabilitesini az&lttibunun sonucunda da elektrolit sizintisinin
azaldg! belirtilmistir (Liu et al. 2010). Bu ¢abma, bizim misirdan elde eiiimiz sonucu
desteklemektedidlave olarak bizim ¢cajmamizda, SNP’nin uygulamadan 9 giin sonra bile
gelecek bir spuk stresine kar da etkili oldigu ortaya c¢ikarilngtir. NO’nun etki siresiyle

ilgili bu sonug literatdr igin yeni bir bilgi olakadezerlendirilmistir.

5.2. Disuk sicaklik ve NO’nun buz nikleasyon aktivitesi Uzene etkileri

Bitkilerde donmaya kh#i soguk zararinin ana nedeni, apoplasttaki buzwhudur. Buz
olusumu, hicresel butingiin bozulmasina ve dehidrasyonuna sebep olur (Matena
Tuteja 2005)1lk olarak kslik cavdarda donma toleransi tizerine apoplastikraksiyonun
(apoplastik proteinler) etkisi ve apoplastik ekkti@in hicreler arasi buz glumunu
kontrol ettgi belirlenmitir (Marentes et al. 1993). Buz nikleatorleri veya antifriz
proteinleri olarak siniflandirilan bu proteinleruzb olisumunu dgrudan etkileyerek
apoplastta buz nikleasyon aktivitesinin artmasioaz (olgumunun gecikmesi) neden
olurlar (Griffith et al. 1992; Honet al. 1994; DeVries 1983, 1986; Feeney and Burcham
1986; Yanget al. 1988; Raymoncet al 1989; Atici and Nalbangtu 2003). Bu nedenle
bitkilerde apoplastik bdlgedeki buz elumunu 6nleyecek, kontrol edebilecek veya
geciktirebilecek bir maddenin bitkiyesdridan uygulanmasi bitkinin aega kagl koyma
gucunu artirabilmektedir (Griffitet al. 1992; Atici and Nalbangtu 2003; Tagin et al.
2006). Orngin, disik sicaklga adaptasyon gkyabilen kslik cavdar, kslik bugday ve
karalahana bitkilerinde buz nikleasyon aktivitelgriyiksek oldgu rapor edilmgtir (Hon

et al. 1994; Atici and Nalbanfitu 1999a,b). Mevcut ¢gimamizda misir bitkisinde, kontrol
ile kasmilastirldiginda, dgik sicaklik uygulamasi tim uygulama zamanlarinda bu

nikleasyon aktivitelerini diirmdstir. 14, 21 ve 28 gunlik kontrol bitkilerinde buz
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nikleasyon aktivitesi dgerleri sirasiyla -8.5, -9, -7°C olarak olculurketiistik sicaklik
uygulamasindan sonra ise sirasiyla -7.4, -8 ve@G6odarak olculmgtur (Cizelge 4.4., 4.5.
ve 4.6 veSekil 4.4., 4.5. ve 4.6). Bu durumdangs@a hassas olan misir bitkisindesdk
sicaklga kagl buz olgumunu engelleyecek apoplastik proteinlerin etkigxa yetersiz
kaldiklar1 sonucu cikartilabilir. Ancak, misir yagtarina 10. giun uygulanan SNP ise
aktivitenin artirilmasi tzerinde genel de olumlu &tki yapmg ve bu etki konsantrasyona
bagli olarak farklilik gosterngtir. Ornezin, 0.1 uM SNP, 14 ve 21 gunluklerde buz
nikleasyon aktivitesini artirirken, 28 gunlukleide etkili olmamgtir. 1 uM SNP 6zellikle
14 ve 21 gunluklerde aktiviteyi arttirgir. 100 M SNP 0Ozellikle 28 gunliklerde aktiviteyi
arttirmstir (Cizelge 4.4., 4.5. ve 4.6 vgekil 4.4., 4.5. ve 4.6). Camamizda, sguk
gelmeden 6nce bitki yapraklaringshl uygulanan NO’nun, bitki gaga maruz kaldiinda,
yapraklarda apoplastik proteinlerin sentezinin veydivitelerinin dizenlemesine katki
sglayarak apoplastta buz glumunu geciktirebildii ve bu ylzden de bitkinin gak
stresinden zarar gdrme derecesinisiot@bildigi seklinde yorumlanmtir. Literatlrde
NO’nun bitkilerde apoplastik proteinlerin buz niddyon aktivitesi Uzerinde etkilerini
aciklayan herhangi bir cafnaya rastlaniimargtir, Ancak NO gibi sinyal bir molekul olan
salisilik asitin dguk sicaklga maruz kalan arpa bitkisinde apoplastik proteinler
etkileyebildigi ve buz nlkleasyon aktivitesini diizenleyehildrapor edilmstir (Mutlu
2009).

5.3. Disuik sicaklik ve NO’nun hidrojen peroksit miktari tzerine etkileri

Hidrojen peroksit (HO,); bitkilerde 6zellikle peroksizom, mitokondri véokoplastlardaki
metabolik etkinlikler sonucunda glan bir oksidan Grindur. 4@,, bitkilerin abiyotik ve
biyotik stres etmenleri ile hormon ve yercekimi igibyaricilara kagi yanit olarak
sentezlenen bir sinyal molekili olarak da bilinneelikt (Datet al. 1998; Grene 2002; Apel
and Hirt 2004; Geche\wet al. 2006; Mittler 2006). Normal konsantrasyonlardasiskesi
diger oksijen bilgiklerine gore daha az olan .8, ortamda Fe ve Cu gibi ge&ci

metallerinin varlginda superoksit (©) ile tepkimeye girerek biyolojik sistemlerdeki en
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tehlikeli serbest radikal olan hidroksilin (QHblusumuna neden olmaktadir (Liochev and
Fridovich 2007). Bu bilgklerin htcrelerdeki birikimi, membran lipidlerinin
peroksidasyonu ve enzim aktivitelerinin inaktivasyogibi pek ¢ok yapisal ve fizyolojik
hasara yol aghl bilinmektedir (Gutteridge 1995; Halliwell and Geridge 1998; Cheet
al. 2000; Hegedu®t al 2001; Eryilmaz 2007). Bitki stres derecesininirteximesinde
biyolojik bir isaret olarak kullanilan bu biilerin disik miktarlari, bitki savunma
sisteminin aktiflgtirilmesine pozitif bir etki gdstermekteyken, ardsdan enzim
aktivitelerinin yeterince aktifigirilemedigi veya yetersiz kalgg durumlarda hicrede
yuksek miktarlarda bulungu zaman dokularda oksidatif hasarlara, yani stresgen
olmaktadir (Liu et al 2010). Bizim cakmamizda, misir bitkilerine dgik sicaklik
uygulamasi, kontrol gruplari ile kalastirildiginda, tim ginlerde ¥, miktarini artirdg
belirlenmitir (Cizelge 4.7 veSekil 4.7). Bu durum o6nceki camamalarla iyi bir uyum
gostermektedir. Norvec ladirgaci -10°C gibi ¢ok diilk sicakliklara 45 guin gibi uzunca
bir siire maruz birakildinda ROT Uretimindeki ada birlikte H,O, miktarinda da énemli
derecede bir agigortlmitir (Kaminska-Rozek and Pukacki 2005). Mercimekibihe
soguk stresi uygulanginda, govde dokusunda,® iceriginin dnemli bir sekilde arttgi
gozlenmitir (Oktem et al. 2008). Yabani hardal siispansiyon kultirindgiiélisicaklgin
H,O, miktarini artirdgl belirlenmitir (Liu et al 2010). Goruldgu gibi bizim ¢alsmamiza
paralel olarak bircok caimada s@uk stresinin bitkide icsel ¥D, seviyesini artirdi
belirlenmgtir. Bu arts bitkide bircok fizyolojik ve metabolikslevlerin bozulmasina yol
acan ve dolayisiyla gak stresi esnasinda bitkiye zarar veren mekanizoeata birisi
olabilir. Calsmamizda dgik sicaklik 6ncesi uygulanan SNP’nin 0.1 pM uyguam
Ozellikle 14 ve 21 gunliklerde, 100 pM uygulamas 28 gunliklerde, tek gaa diguk
sicaklik uygulamalari ile keutastirildiginda, HO, miktarinda 6nemli derecede bir azalmayi
saglamislardir (Cizelge 4.7 vé&ekil 4.7). Ozellikle 0.1 uM SNP ayni zamanda argidkn
enzim aktivitelerinin de en yiksek olglu konsantrasyon olmgtur. Literatirde sguk
stresine maruz birakilan bitkilerde NO’nun@®j3 tizerine etkisiyle ilgili sadece bir cgitna
bulunmaktadir. Bu ¢calmada da, stuga dayanikh bir bitki olan yabani hardal sispansiyo

kaltrinun dguk ve donma sicakliklarina maruz birakilmasiylarartbO, miktarinin,
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ortama NO uygulamasiyla azagidibelirtiimistir (Liu et al. 2010). Bununla beraber;
tuzluluk (Huaifuet al. 2007; Liet al. 2008) ve &ir metal (Hsu and Kao 2004; Cet al
2010) gibi abiyotik streslerde artann® miktarinin uygulanan NO tarafindan azalgldi
belirtilen calsmalar da mevcuttur. Cainamizin sonuglari literattrdeki tim bu galalarla
iyi bir uyum gostermektedir. Bizim bulgularimiz,gik sicaklik uygulamasi ile artan,®,
miktarinin, bitki sgukla kagillasmadan dnce uygulanan NO ile 6nemli derecede ahgitil
ve bu nedenle de oksidatif strese skdritki toleransinin artiriilmasina énemli bir katki

sagladigl anlamina gelmektedir.

5.4. Disuk sicaklik ve NO’nun siiperoksit anyonu miktari Gzeine etkileri

Superoksit anyonu (£), stressartlarinda i¢sel seviyesi artan ve hicrelerde 6neml
hasarlara neden olan bir radikaldir. Bu radikalpid peroksidasyonu, membran hasari,
hiicresel toksisite ve DNA’'daki tek zincir kirilmalaa sebep oldiu belirtilmistir
(Fridovich 1995: Desikarmt al. 2005; Asada 2006). Mevcut gahamiz da, kontrold ile
kasrsilastirildiginda, dguk sicaklik, uygulamanin yapifgditim ginlerde yapraklarda icsel
O2" miktarini artirmgtir (Cizelge 4.8 veSekil 4.8). Daha 6nce yapilan gahalarda da;
salatalik ve yabani hardal slispansiyon kultlrinigiikd sicaklga maruz kalmasiyla O
miktarinin arttgl rapor edilmgtir (Jing et al. 2009; Liuet al. 2010). Dger taraftan, misir
yapraklarina yapilan 0.1, 1 ve 100 pM SNP uygulamake dguk sicaklga gore Q-
miktarini digturmdglerdir (Cizelge 4.8 v&ekil 4.8). Bu durum ; @‘nin NO ile reaksiyona
girerek daha az zararli bir reaktif olan peroksitiblusturdugu igin olabilir (Delledonest

al. 2001; Desikaret al.2005). Dtk sicaklik stresine kgiruygulanan NO’nun @ miktari
Uzerindeki etkisi ile ilgili literatiirde sadece lgialsma bulunmaktadir. Yapilan cahada
soguga dayanikli bir bitki olan yabani hardalin suspgosi kiltiriine ilave edilen NO
donorinin dgiik sicaklik stresi sonucu argrolan Q™ miktarini azalttg belirtilmistir (Liu

et al 2010). Cahmamizin sonuglari yapilmplan ¢algma ile uyum gdstermektedir. Stres
sartlarinda artan © miktari 6zellikle membran hasarlarina neden olmdkt Uygulanan

NO ile azaltilmg O, miktari ya daha az zararli olan peroksinitrite ddiillmis ya da
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aktivitesi artan SOD enzimi ile dismutasyongrams olabilir. Azalms olan Q" miktari
membran yapisina zarar veremey@eden hicre butingunt korunms olur. Bunun
sonucunda hicre canfiini koruyabilir ve bitki bir butin olarak stresergatolerans
gosterebilir. Calmamizin sonuclart NO’nun diik sicaklik stresi altindaki misir bitkisinin
yapraklarinda @ miktarini azaltarak oksidatif stres zararindarukomaya 6nemli bir katki

yaptigini géstermektedir.

5.5. Disuik sicaklik ve NO’nun lipid peroksidasyon seviyediizerine etkileri

Lipid peroksidasyonu (LPO) doymagryag asitlerinin oksidatif yikimidir. Hiicre zarindaki
kolesterol ve ya asitlerinin doymansi bagslari, serbest radikallerle kolayca reaksiyon
vererek peroksidasyon drunlerinin ghoasina neden olmakta ve bunun sonucunda zar
gecirgenlgi ve 6zellikleri bozulmaktadir. LPO aktivitesininiicresel dizeyde stresin sebep
oldugu hasarin hem derecesi hem de yansimasigolthilinmektedir (Netoet al. 2006;
Mutlu 2009; Erdal 2010). Bitkiler strese maruz kkldrinda, doymami yag asitlerinin
bozulmasiyla son urtn olarak ¢an malondialdehit (MDA) miktarindaki agtihticrelerde
zarlarin yapisal butingiiinin bozuldgunu gosteren iyi bir indikatordir (Posmyt al.
2005). LPO hiucre icin cok tehlikelidir. Clnkl ken#endini devam ettiren zincir
reaksiyonuseklinde ilerler. Bundan dolayidir ki LPO ile gan membran hasar geri
donsiimsuzdur (Akkg 1995).

Literaturde d&uk sicaklgin lipid peroksidayon uzerindeki etkisi ile ilgilcalismalar
mevcuttur. Dguk sicaklga maruz birakilan misir ve piring bitkilerinin yagtarinda MDA
miktarinin arttgi rapor edilmgtir (Kuk et al. 2003). S@uga duyarh bir bitki olanCoffea
arebicdda disuk sicaklik etkisiyle LPO seviyesi artgtir (Camposet al. 2003). Sguk
stresine maruz birakilgikislik cavdar Secale cerea)e titin (Nicotiana tabacur
Arabidopsis thalianave patatesteSolanum tuberosumipid peroksidasyon GriinG olan
MDA igeriginin arttigl belirlenmitir (Lynch and Steponkus 1987; Moaet al. 1995;
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Uemuraet al. 1995; Linet al. 2006). Arpa Hordeum vulgarg bitkisinin Zafer ve Tarm
varyeteleriyle yapilan c¢aimada dgik sicaklik LPO seviyesinde bir etki yapmazken,
dondurucu sicakliklar ise LPO seviyesinin artfirdoelirlenmitir (Afsar 2007). Arpa
bitkisinin Tokak ve Akhisar varyeteleriyle yapilgalismada ise dfilk sicaklik etkisi ile
bitki yasina b&li olarak genelde LPO seviyesini artigtm (Mutlu 2009). Cahmamizda
kontrol gruplari ile kaplastirildiginda dguk sicaklik uygulamasi tim gunlerde LPO
seviyesini arttirmgtir (Cizelge 4.9 veSekil 4.9). D@uk sicaklik uygulamasi oncesi
uygulanan SNP konsantrasyonlari ise hem uygulammazehem de konsantarasyonglba
olarak LPO seviyelerini farklgekilde etkilemgtir. Birkag dnemli 6érnek verecek olursak,
0.1 uM SNP uygulamasi tim gunlerdesidki sicaklga gore LPO seviyesi durmistir. 1
ve 100 pM SNP uygulamalari gik sicaklga gore 14 gunliklerde LPO seviyesinin
etkilemezken, 21 ginliklerde ise LPO seviyesirgudinistir (Cizelge 4.9 veSekil 4.9).
28 gunliklerde 1 uM SNP LPO seviyesinisdiurken, 100 uM SNP ise seviyesini
artirmstir. Literatirde NO uygulamalarinin abiyotik stessl kagi genelde LPO seviyesini
disUrdiglini gosteren ¢aimalar mevcuttur. Sguk stresi (Liuet al. 2010), tuz stresi (Sleit
al. 2007; Liet al. 2008), su stresi (Zhaet al 2008; Jelonelet al. 2009), nikel fazlafi
(Kazemiet al2010), Cd fazlafii (Singhet al. 2008), arsenik fazlal (Singhet al. 2009),
yiksek sicaklik stresi (Soreg al 2006) gibi streslerde artan MDA miktarinigshl olarak
uygulanan NO’nun azalgii rapor edilmgtir.. Calsmamizin 6zellikle dg§iik konsantrasyon
uygulamalarinda 14 ve 21 gunlik sonuglari, litaralé iyi bir uyum gosterngtir. LPO
seviyesinin dgmesinin bir nedeni, uygulanan NO ile artan SOD \afesinin etkisiyle
ozellikle O, radikalinin dismutasyona giamasi olabilir. CUnkiu © radikali hicre
zarlarindaki doymamilipidlere saldirarak yikimina neden olur ve membbditinligine
zarar verir (Asada 2006). LPO seviyesinin NO uymaéariyla dgmesinin dger bir nedeni
de NO molekulinin @ radikali ile birlserek daha az zararli olan peroksinitriti
olusturmasi ve buekilde membranin yapisindaki lipidlerin daha azletknesi olabilir.
Calismamizda, uygulanan NO’nun hicrelerde salu oksidatif hasarlarin énemli bir
gostergesi olan LPO seviyesini stiimesi, bitki canlilg icin son derece 6nemlidir.

Hucrenin temel elemanlarindan olan membranin koasaym hiicre butinfiinin
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korunmasi anlamina gelebilir. Yani hicrelerinin il sa&lanms olan bir bitki, stres
sartlarina adapte olmak icin avantajglsenis olur. Bu yizden NO’nun LPO seviyesini
distirmesi, dguk sicaklga direng icin kullaniimasi gerekti hipotezimizi destekler

nitelikte bir bulgudur.

5.6. DUk sicaklik ve NO’nun apoplastik antioksidan enzim aktiviteleri Uzerine
Etkileri

Apoplast, hicre duvari ile protoplazma arasindailigd olarak tanimlanir. Apoplast,
gelisme, beslenme, sinyal iletimi ve savunma gibi pek g@layin meydana gelgii dinamik

bir bolgedir. (Kimet al. 2000; Mutlu 2005; Tggin et al 2006). Apoplastik bdlgedeki akici
bilesenler hiicre gegiemesi, farklilamasi, onarimi ve patojen saldirilarina cevapta inem
bir rol oynayarak plazmalemmaningsdylzeyi ile hicre duvari arasindaki olaylarin
koordinasyonunu garlar (Vanackeet al. 1998b).

Son yillarda, stres altindaki bitkilerde apopladiidge ve bu bélgenin streslere cevaptaki
rol ile ilgili birgok calsma mevcuttur (Vanackest al. 1998a,b; Hernandeet al. 2001,
Minibaevaet al.2003; Atici and Nalbangtu 2003; Tagin et al. 2006; Mutluet al 2009).
Calsmamizda elde edilen apoplastik antioksidan enzintiviedderi, total enzim
aktivitesinin yaklaik %0.1 ile %2’si arasinda olgu belirlenmgtir. Bu sonuc bgka
argstiricilarin buldgu deserlerle uyum icerisindedir (Vanacket al. 1998a,b; Hernandezt

al. 2001; Guler 2008). Literatir verilerinde gerelgslo gerekse dier stresler tizerine NO
uygulamasi sonucu apoplastik antioksidan enzinvisdkerinin deisimi Uzerine herhangi
bir calsma yoktur. Bu ylzden ¢amamizin sonugclari literatir igin ilk olma 6zglhi
tasimaktadir.

Arastirmamizin bu bolimunde hemgdk hem de NO’nun misirda apoplastik enzimlerden
SOD, POD ve CAT enzimlerinin aktiviteleri Gzerintkiteri calisiimak istenmgtir. Ancak
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misir yaprak apoplastlarinda ¢ok sayida tekrarlammaargmen apoplastik CAT aktivitesi
belirlenememitir. Apoplastik CAT aktivitesinin bu bitkide belehebilecek seviyeden ¢ok
disik oldusu veya hi¢ bulunmagh distunulmektedir. Literatir bilgilerine goére, bazi
bitkilerde de apoplastik CAT aktivitesinin beliriemedgi rapor edilmstir (Frugoli et al.
1996; Garc-a-Limonest al. 2009). Cakmamizin sonuclarina gore, glik sicaklik,
apoplastik SOD enziminin aktivitesini 14 ve 21 dikiérde, kontrole gore, artirirken, 28
gunluklerde ise aktiviteyi diirmistur (Cizelge 4.10 veSekil 4.10). Literatirde, Sk
stresine maruz kalmbitkilerdeki apoplastik SOD enzim aktivitesi ilgili bilgiler oldukca
sinirlidir. Arpanin sguga hassasiyetleri farkli olan iki gdinde yapilan bir cagmaya gore;
sasuk uygulamasi her iki gdte de aktiviteyi dgurmistir (Mutlu 2009). Ancak tuzluluk
stresine maruz kalmibugday da ise, apoplastik SOD aktivitesinin grttbelirlenmitir
(Mutlu et al. 2009). Kuraklik stresinin bir gostergesi olan ydpkivriimasi,Ctenanthe
Setosabitkisin de %74’e ¢ikil zaman apoplastik SOD aktivitesinin gittbelirlenmitir
(Guler 2008). SOD aktivitesi, artan superoksit iimetden dolay! hidroksil radikalinin
olusum riskini azaltarak etkili olabilir. Bizim c¢gimamizda misir bitkisi diik sicaklik
stresi sonucu artan superoksit anyonunu bertamadleicin her ne kadar apoplast bdlgedeki
SOD aktivitesini genelde artirarak cevap vesai de, bunun yetersiz olglu
disunulmektedir. Cunku artan SOD aktivitesingmeen, LPO seviyesi ve O miktari da
artmstir. Bu durum bitkinin verdii cevabin yetersiz oldiwnun bir gostergesi olabilir.
Ancak calsmamizda, bitki sguk stresine maruz kalmadan dnce uygulanan SNP’din O
UM uygulamasi, diiik sicaklga gore, her U¢ gunde de SOD aktivitesini 6nemledede
artirmstir. 1 uM SNP; 14 ve 21 gunluklerde aktiviteyi étknezken, 28 gunliklerde
aktiviteyi artirmgtir. 100 pM SNP uygulamasi ise, teksima digik sicaklik ile
karsilastirildiginda, 14 gunluklerde aktiviteyi dirmis, 21 gunliklerde etkilememive 28
gunluklerde ise artirmgtir (Cizelge 4.10 vé&ekil 4.10) . Yukaridaki verilere gore, dzellikle
disUk konsantrasyondaki SNP’nin, @&k stresine maruz kalan misirda SOD aktivitesini
artirabildigi sonucu cikarilabilir. Goruldiii gibi misir bitkisine stres dncesi uygulanan NO,
apoplastik SOD enziminin aktivitesini daha da arity ve iyi bir kolerasyon goéstererek

LPO seviyesini ve @ miktarini da dgurmistir. Bu sonug, hem literatur icin bir zenginlik
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hem de NO’nun djilkk sicaklga kagl cevapta rol oynayabilegmin baka bir delili

olabilir.

Calsmamizda dgiik sicaklik kontrol ile kawlastirldiginda apoplastik POD aktivitesini
uygulama zamanlarina gore farkli oranlarda etkij@miKontrole goére diiik sicakhk
uygulamasinda 14 ve 28 gunlik bitkilerde apoplafi®D aktivitesi azalngken, 21
gunlukler de ise aktivite artgtir (Cizelge 4.11 veSekil 4.11). Apoplastik POD aktivitesi
lizerine yapilan caimalarda stresartlarindaki bitkilerde genelde aktivitenin agttrapor
edilmistir. Ladin ggaci yapraklarinda aylara gore apoplastik POD akirtiine bakilmy ve
havalarin spudugu kasim ayinda apoplastta aktivitenin yuksgldozlenmitir (Polleet al.
1994). Kslik bugdayla yapilan bir cajmada sguk uygulamasi apoplastik POD aktivitesini
genelde artirmgtir (Tagin et al.2006). Arpa bitkisinin sguga hassasiyetleri farkh olan iki
¢cesidinde, diguk sicaklgin etkisiyle dayanikh cgtte apoplastik POD aktivitesi artgi
hassas gitte ise bitki ygina b&li olarak aktivite genelde azalghr (Mutlu 2009). Yulaf
bitkisi, fungal bir patojen ile enfekte olgunda apoplastik POD aktivitesinin digu
(Vanackeret al. 1998a), buna kanik bugday ve arpa patojen ile enfekte ediidde
apoplastik POD aktivitesinin argi gozlenmsgtir (Bishop 2002). Bgka bir calsmada,
domates bitkileri patojenle muamele ediidde, apoplastik POD aktivitesinin ylukseidi
belirlenmitir (Patykowskiet al. 2003). Tum bu literattr verilerine gére steekli ve bitki
¢ssitine basli olarak apoplastik POD aktivitesi farklilik gosteektedir. Bizim caimamizin
sonugclar da, 21 gunlik bitkiler hari¢ aktivite géde digmustlr. Bu durum sguga kasl
dayaniksiz bir bitki olan misirin birgok cevrestlese kagi bitkileri korumada savunma
mekanizmasinin ilk basagal olusturan apoplastik POD aktivitesini artiramgii
gostermektedir. er taraftan c¢agmamizda, stres Oncesi uygulanan SNP ise
konsantrasyon ve stres zamanina gore, aktiviteingdedi etkisi farklihk gésternstir.
Ozellikle 0.1 uM SNP, calilan tim giinlerde, tek kma disiik sicaklga gore, aktiviteyi
onemli derecede artirgtir (Cizelge 4.11 veSekil 4.11). Aynisekilde 1 uM SNP de tim
gunlerde dguk sicaklga gore aktiviteyi artirngtir. 100 pM SNP ise 14 gunliklerde
aktiviteyi etkilememg, 21 gunliklerde diiirmis ve 28 gunluklerde ise artirghr. Elde
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edilen sonug¢ Ozetlenirse, misirgaga maruz kaldiinda apoplastik POD aktivitesinde
onemli bir digls meydana gelmektedir. Ancak bitkiye gsga maruz kalmadan 6nce
uygulanan SNP (6zellikle dilk konsantrasyonda), &akla azalan bu enzimin aktivitesini
Onemli 6lgcude artirabilmektedir. Apoplastik POD igitesi tizerine NO’nun etkisi ile ilgili
literatir de herhangi bir cama belirlenemengtir. Bizim  sonuglarimiz
deserlendirildiginde, SNP uygulamasi ile aktive olgmwlan apoplastik POD, bitkinin
soguga dayanma kapasitesini artignaldugu sonucu ¢ikmaktadir. NO'nun gdik sicaklga
kargi tolerans mekanizmasinin ilk basamalan, apoplastik POD aktivitesini artirmasi,

diUsuk sicaklga kagl NO’nun etkili oldigunun agik bir gdstergesi olabilir.

5.7. Disuik sicaklik ve NO’nun hiicresel antioksidan enzim atkviteleri Gzerine etkileri

Hucresel antioksidan enzimler olumsuz cevresel 6fédt nedeniyle reaktif oksijen
turlerinin (ROT) bitki hiicrelerinde ortaya cgkadaki artsa bali olarak aktive olabilmekte
ve bu durum bitkinin d&sen cevresartlarina uyum sgamasina yardimci olmaktadir.
Bundan dolayr dftik sicaklga kagi misirin antioksidan enzim aktivitelerini artirmas
strese ka# tolerans sgamada onemli bir gosterge olabilir. ROT, normaltabelizma
sonucunda hicrelerde meydana gelmekle birlikteki itrese maruz kalinca Uretimi
artmaktadir. Gerek normahrtlarda gerekse streartlari altinda ROT miktarini kontrol
etmek ve hicreleri ROT’ un olumsuz etkilerindenddak icin bitkiler hem enzimatik hem
de enzimatik olmayan bgenlerden olgan antioksidan savunma sistemine sabhiptirler
(Erdal 2010). Bglica antioksidan enzimlerden olan SOD, CAT ve Pdvdelerinin
birbirlerine gbére dengede bulunmasi; hicrelerdeki @ H,O;'in kararli dizeylerde
tutularak zararl etkilerinin 6nlenmesi acisindaiyltk 6nem tamaktadir (Mittler 2002;
Halliwell 2006; Eryllmaz 2007). Bu nedenle NO’nuntiaksidan enzimlerin aktivitelerini
artirict yondeki etkisi, bitkinin djilk sicaklik kgullarina kagl direncinin artmasina ve

adaptasyonunun kolaglmasina yardimci olmasi muhtemeldir.
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Calsmamizda dgiik sicaklik, kontrole gore 14 ve 21 gunliklerde regel SOD
aktivitesini artirirken, 28 gunliklerde ise aktevitizerinde etkili olmamgtir (Cizelge 4.12
ve Sekil 4.12). Literatirde sk stresinin SOD aktivitesi Uzerine etkisi ile ligialismalar
bulunmaktadir. Kglik cavdarda (Strelet al. 1999), pamuk bitkisinde (Kornyeyeat al.
2001), kshk bugday yapraklarinda (Beak and Skinner 2003), alp ditkilerinde (Zhou
and Zhao 2004)Picea abiekle (Kaminska-Rozek and Pukacki 2005), salatalikpiang
bitkilerinde (Lee and Lee 2000; Gw al 2006),kavak &aclarinda (Zhangt al. 2007),
disik sicaklga hassas ve dayanikli iki arpasidende (Mutlu 2009) ve yabani hardal
suspansiyon kilturinde (Let al.2010) sg@uk stresi etkisiyle SOD enziminin aktivitesinin

arttigl belirlenmitir. Calismamizin sonuclari literattrle iyi bir uyum gostegtini

SOD, bitkilerdeki antioksidan sistemin dnemli bivzematik bileenidir ve Q~ radikalini
H,O, ya parcalayan reaksiyonu Kkatalizler (Raychaudharnd Deng 2000). SOD
aktivitesinin artmasi, hiicrede,Oradikalinin olgumunun artg@inin bir gostergesi olmakla
birlikte, bir baka oksidant bilgik olan HO, miktarinin da artgiinin bir kaniti olarak kabul
edilmektedir. (Liochev and Fridovich 2007). Bu dom&OD enziminin @ri miktardaki
O," radikalini uzaklatirarak dguk sicaklik stresi altindaki bitkinin direncini arhaya
calistiginl gostermektedir. Camamizda dgilk sicaklik uygulamasindan dnce uygulanan
0.1 uM SNP hem 14 hem de 21 gunliklerde SOD aksint digik sicaklga goére
artirirken, 28 gunluklerde ise etkilemetm. 1 pM SNP, dgik sicaklga gore 14
gunluklerde etkilemezken, 21 gunliklerde 6nemlidsanda artirng; ancak 28 gunluklerde
ise aktiviteyi dgurmustiir. 100 pM SNP ise @ik sicaklga gore 14 gunltklerde aktiviteyi
disirmis, 21 gunluklerde artirngive 28 gunliklerde ise etkilemegtir (Cizelge 4.12 ve
Sekil 4.12). Bu sonugclardan agilligl gibi NO uygulandiktan sonra 2-9 giin sonra gelen
saguk esnasinda SOD aktivitesini diizenleyebilirkerhadaonra gelen gak esnasinda bu
etkisini kaybetmektedir. . Olasilik olarak, NO binyal molekul oldgu icin, uygulandiktan
belirli bir stire sonra hicrelerde metabolize edktaeve etkisini kaybetmektedir. Ancak
dikkat edilmesi gereken 6nemli bir nokta da egittikonsantrasyonun aktivite tizerinde en
cok etkili oldysudur. Bitkisel hormonlarinda diik konsantrasyonlarda etkili olgu g6z
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Onune alindiinda NO’nun bir hormon goérevi gorgii de dgunulebilir. Literattirde eksojen
uygulamalarla NO’nun SOD aktivitesi Uzerine etkis ilgili ¢calismalar bulunmaktadir.
Yabani hardal stuspansiyon kilturinigso stresine maruz birakilmasi sonucu agtaian
SOD aktivitesinin ortama ilave edilen NO ile dateaadttgl belirlenmitir (Liu et al. 2010).
Tuzluluk ile 1s1 stresi altindaki geltikte (Uchicd al. 2002) ve tuzluluk stresin altindaki
salatalikta (Shet al. 2007) NO’nun SOD aktivitesini artiggl belirtilmistir. Bu durum
SOD enziminin g@iri miktardaki Q~ radikalini uzaklatirarak stres altindaki bitkinin
direncini artirmaya yonelik bir rol oyngiini gostermektedir. Tim bu bilgiler ile birlikte
misir yapraklarina uygulanan NO’nun Ozelliklesdki konsatrasyonunun bitkide gik
sicaklik ile artan SOD aktivitesini daha da artismai{$uk sicaklik sonucu ofan oksidatif
hasari en aza indirmek icin olumlu yonde etki yapanlamina gelmektedir. Nitekim
bitkinin tek bgina artirmg oldusu SOD aktivitesi, @ radikalini yeterince bertaraf
edilemedgi, ancak NO uygulamasiyla daha da artan SOD a&siitn icsel @ miktarini

daha etkinsekilde azaltabildii sonucu ¢ikmaktadir.

Calsmamizda, kontrole gore ik sicaklik uygulamasi, hiicresel POD aktivitesidi 1
gunluklerde azaltirken, 21 ve 28 gunluklerde isendin seviyelerde (P<0.05) artirghr.
Literatirde s@uk stresinin POD enzimi Uzerine etkisi bitki tur{ir&res derecesi ve
suresine bgl olarak farklhlik gosterebildi belirlenmgtir. Norveg ladin gaci -10°C’ye 45
gun maruz birakilganda, POD aktivitesinde Onemli derecede bigidligdzlenmgtir
(Kaminska-Rozek and Pukacki 2005). Bunasitdy, bugday, arpa, cavdar ve yulaf bitkileri
sogukta buyutulduklerinde, POD aktivitesinin agttibelirlenmitir (Jandaet al. 2003).
Sosuk sartlarda yettirilen salatalik ve celtik fidelerinde POD aktiegindeki artin,
donma toleransi ile gkili olabilecesi ifade edilmsitir (Saruyamaet al 1995; Kanget al
2002). Bunlara ilave olarak, soya fasulyeS€lycine mayx (Yadeghariet al. 2008),
mercimek (Oktenet al 2008) ve yabani hardal (Liet al. 2010) ile yapilan ¢aimalarda
bitkilerin disik sicaklga maruz birakilmasiyla POD aktivitesinin attbelirlenmitir.
Calsmamizda 21 ve 28 gunluk misir bitkilerinde POD \aldsinin s@uk ile artmasi

literatr ile tam anlamiyla uyumludur. Ancak cokngg14 gunluk) fidelerde ise, &agun
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POD aktivitesini 6nemli derecede azaltmasi, bitkifizyolojik yasi ve o donemde $oiga
verdigi cevabin farklilgiyla aciklanabilir. Literatirde, bizim camamiza benzer bir
arastirma deseninde gagun etkisine bakilmagindan dolayi, bu sonucu 6nceki girana
sonugclaryla tam olarak kalastirmali kiyaslamak mumkin olmaghr. Ancak bu durum,
bitkinin yasam dongusunun farkli zamanlarinda strese geod#ivabin derecesi ve belki de

biyokimyasal ve fizyolojik mekanizmalarin farkliadilecei seklinde yorumlanngtir.

Sasuga maruz kalmadan dnce SNP uygulapwa daha sonra farkli ginlerdegsga maruz
kalmis bitkilerden elde edilen POD aktivitesi sonuclatek bagina s@guga maruz
bitkilerdeki ile kiyaslanirsa, SNP’nin 0.1 uM uyguaiasi 14 ve 21 gunluklerde aktiviteyi
artirirken, 28 gunluklerde ise dirmistir. 1 uM SNP uygulamasi tim ginlerde POD
aktivitesini artirmgtir. 100 pM SNP uygulamasi ise tim gunlerde PODvidgsini
disUrmistir (Cizelge 4.13 v8ekil 4.13). POD aktivitesi tizerine glik sicaklik ve NO’nun
birlikte etkisi ile ilgili literatirde sadece biagsma bulunmaktadir. Bu ¢caimada da yabani
hardal sispansiyon kultirindegs& ile artan POD aktivitesi, NO ilavesi ile daha da
artmstir (Liu et al. 2010). Bununla beraber NO’nun tuzlulukta (8bal. 2007), &r metal

ve yuksek sicaklik stresinde (Uchida al. 2002; Koypra and Gwozdzy 2003; Yai al
2005; Wanget al 2010), ve UV-B (Zhanget al. 2009) streslerine maruz birakigmni
bitkilerde POD aktivitesini artirgl belirlenmstir. Cssitli cevresel stres kullarinda
aktivitesi artan ve bitki hiicrelerinde etkili biasunma sistemi seklinde goérev yapan POD,
genellikle stres enzimi olarak da kabul edilmekte(ffang and Kao 2000). Bitki
hicrelerinin  farkli  kisimlarinda bulunan POD enzifkO.'in  temizlenmesinde si
gormektedir (Bakardjieva and Christov 1996).s0ki sicaklik éncesi uygulanan NO’nun
0.1 ve 1 uM konsantrasyonlari POD aktivitesiniraken ayni konsantrasyonlarin,®
miktarini azaltmasi streste NO’nun roliintin énergistermektedir. 100 uM SNP’nin POD
aktivitesini digurmesi yuksek konsantrasyonlu NO’'nun POD aktivitesnhibe etmesi
veya bitkide icsel olarak dretilen NO’nun yeterlmasi ile agiklanabilir. Sonug olarak
misir bitkisinin sguk stresinden 2 gun dnce NO uygulamas! sayesiradeik sstresine

maruz kaldiktan sonra POD aktivitesini diuzenleyerskese kai antioksidatif cevabin



113

dizenlenmesine katki @adigi ve bu yolla da bitkinin stresten korunmasindandin®ir rol

oynayabilecgi distnulebilir.

Calsmamizda, aktivitesi agarilan diger bir antioksidan enzim de katalaz (CAT) dir.
CAT"In bitki dokularinda HO,'in zararsiz hale dostirtlmesinde énemli bir rol oynagl
bilinmektedir (Ogawaet al. 1997). Bu enzim, oldukca yuksek katalitik 6zgdlisahip olup,
substratina afinitesi zayiftir. Bitkilerde CAT endnin, H,O,'in yikiminin yani sira stres
savunma sisteminin 6nemli bir bini oldwgu belirtilmistir (Willekenset al 1997). Ayrica
katalazin 6zellikle mitokondriyal bigenleri, oksidatif zararlardan korurken, hicrenigedi
kisimlarindaki HO,'in yikiminda yetersiz kalgh belirtilmistir (Scandalios 1994). CAT
aktivitesindeki azayin, ayrica protein sentezinin inhibe olmasindannkiiandg da

belirlenmitir.

Calsmamizda kontrole kiyasla tek goaa diguk sicaklik uygulamasi, 14 ve 21 gunlik
bitkilerde aktiviteyi artirirken, 28 gunluklerdesisiktiviteyi etkilemenitir (Cizelge 4.14 ve
Sekil 4.14). Literaturde, sk stresiyle CAT aktivitesinin hem agt) hem de d§tagu ile
ilgili calismalar bulunmaktadir. Biday, arpa, cavdar ve yulaf bitkileri @k sartlarda
blyutuldiginde, CAT aktivitesinin 6nemli derecedestligti belirlenmgtir (Jandaet al.
2002, 2003). Bgdayla yapilan bir bda calgmada, sguk muamelesiyle CAT aktivitesinde
onemli bir arty tespit edilmjtir (Keles and Oncel 2002). Sok sartlarda yettirilen
salatalik ve celtik filizlerinde CAT aktivitesindelartisin donma toleransi ile gkili
olabilecesi ileri surulmistir (Saruyamaet al. 1995; Kanget al. 2002). Ayrica sguk
stresinin bircok bitkide, 6zellikle goga duyarli genotiplerde, CAT aktivitesinde belirgin
bir disise neden oldgu belirlenmgtir (Lukatkin 2002). CAT aktivitesindeki gesimler
icin, Alp c¢imi aylik olarak takip edilmi ve havalarin sgudusu sonbahar mevsiminde
aktivitenin arttg1 tespit edilmgtir (Zhou and Zhao 2004). Tropikal bir bitki olamy:
fasulyesi Glycine may, kademeli olarak (aklimasyon yapilarak)sdk sicakliklara maruz
birakildiginda bitkinin  kék ve goévdesinde CAT aktivitesininrttesr belirlenmitir
(Yadeghariet al. 2008). Dguk sicaklga toleranslar farkll olan iki arpa gdinde hem
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hassas hem de dayaniklisitiee CAT aktivitesinin artgg belirlenmitir (Mutlu 2009).
Yabani hardal suspansiyon kilturiningiaki sicaklga maruz birakilmasi sonucu CAT
aktivitesinin arttg1 belirlenmitir (Liu et al. 2010). Bu ¢akmalarin sonuclarina paralel
olarak, bizim cahmamizda da CAT aktivitesinin artmasi gosterir lkogik esnasinda
metabolizmada ortaya ¢ikan aksamalardan dolayr R@EEikleri artmakta ve bitki de,
artan bu bilgikleri metabolize etmek i¢cin CAT aktivitesini arnaekta ve bdylece goga

direng kazanma yolunda 6nemli bir gorev yerinertietektedir.

Sasuga maruz kalmadan 6nce SNP uygulapwa daha sonra farkli glinlerdegsga maruz
kalmis bitkilerden elde edilen CAT aktivitesi sonuglaiek bgina sguga maruz kalan
bitkilerdeki ile kagilastinldiginda, SNP uygulamalarinin her tc¢lu de CAT aktivitesi
disUrmistir (Cizelge 4.14 v&ekil 4.14). Tutinde, NO’nun CAT aktivitesini inhileelerek
H.O2’nun sinyal goérevini gostermesini @amak suretiyle, patojen saldirilarina «ar
bitkinin hipersensitiv cevap vermesinigsadig! ileri surtlmigtar (Clark 2000). Buna ilave
olarak, piring bitkisinin arsenik stresi altinddcer CAT aktivitesinin, NO ilave edilmesiyle
azaldg belirlenmitir (Singh et al. 2009). Bu bulgulara kaitik, son yillarda yapilan bir
calsmada, sguga maruz birakilngi yabani hardal horispora bungeanabitkisine ait
stspansiyon kultari ortamina verilen NO, CAT alésini artirmgtir (Liu et al. 2010).
flave olarak, diaridan uygulanan NO’nun, tuzluluk (S&i al. 2007; Liet al. 2008), &ir
metal-1s1 (Uchideet al. 2002; Koypra and Gwozdzy 2003; ¥t al 2005; Wanget al
2010) ve kuraklik (Zhaoet al. 2008) streslerine maruz birakignbitkilerde CAT
aktivitesini artirdgl belirlenmitir. Her ne kadar sk stresi altindaki bitkilerde NO’nun
CAT luzerinde etkisiyle ilgili sinirli sayida gtama bulgusu olsa da, bizim sonucumuz
mevcut literatlr bilgileriyle tam olarak ugpmamaktadir. Bilindii gibi CAT, substrat
olarak HO.yi kullanmaktadir. Cakmamizin dger sonuglarina gére, NO’nun gk
sicaklik sonrasi hicrelerde birikerp®4'yi etkileyerek konsatrasyonunu azalitm. Bu
nedenle, HO, birikmedigi icin CAT enziminin aktivitesinin ar§ina ihtiya¢ hasil olmarmi
olabilir. Bir bagka nedende, NO uygulamasi ile aktivitesinin gnti belirlemi oldusumuz

POD enziminin HO, miktarini tehlike sinirinin altina giiirmis olmasi olabilir.
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Dustk sicaklik gibi cevresel stresler sonrasisatuROT’larin temizlenmesinde gorev alan
SOD, POD ve CAT enzimlerinin aktive olmasi, bitkirstrese kar tolerans sglamasinda
blUyuk bir 6neme sahiptir. Bu antioksidan enzimldggk bagina aktive olmasi, her zaman
yeterli olmayabilir. Tolerans gianmasi ici, hem antioksidan enzimlerin aktive admaem
de ROT’larin miktari ve LPO seviyesinin ghiesi beklenir. Diiik sicaklik, misir bitkisinin
antioksadan enzimlerini her ne kadar aktive ggende, bu yeterli olmagtir. Clnki dguk
sicaklik ayni zamanda hem ROT miktari hem de LP®iyssini de artirmytir.
Calismamizda kullanggmiz NO’nun diguk konsatrasyonlari (0.1 ve 1 uM), 6zellikle SOD
ve POD aktivitelerini artirirken, ayni zamanda Rf@fih miktarini ve LPO seviyesini ise
dUsUrmistr. NO’nun bu etkisini, hem apoplast bdlgede hemnhdcresel kisimda acgik¢a
gormekteyiz. Bu sonuclara bakarak, NO’nunsidd sicaklga kagl bitki tolerans

mekanizmasini harekete gecgidi soyleyebiliriz.

5.8. Disuk sicaklik ve NO’nun nitrat rediktaz (NR) enzim aktivitesi Uzerine etkileri

Nitrat rediktaz (NR), nitratin amonyuma indirgennresksiyonunda gorev alan ilk enzim
olmakla birlikte, cevresel faktorlere oldukca duwar. Isik yogunlugu, CQO, seviyesi,
sicaklik, su mevcudiyeti ve nitrat miktari gibi cesel faktorlerden aktivitesi
etkilenmektedir (Shaner and Boyer 1976). NR ayNéd(P)H’ a baimli bir yolla nitrit
(NOy)' ten NO Uretimine de aracilik eder (Dean and ldarf986; Yamasalet al. 1999;
Rockelet al.2002; Zhacet al. 2009). Pek cok bitki turinde NR aragiila NO uretiminin
oldugu kaydedilmgtir. Bunlar; salatalik (De la Habat al. 2001), aycicgi, iIspanak, misir
(Rockel et al2002), Arabidopsis(Desikanet al. 2002), tutun (Planche#t al. 2005) ve
Chlamydomonas reinhardt{Sakihamaet al. 2002) bitkileridir. NO’nun NR aracgiyla
uretildiginin bir kaniti da; nitrit birikmesi ve defosforggon tarafindan oldukca aktive
edilmis NR’nin bulund@gu oksijensiz kdklerde ayni zamanda NO salinimi @idun da
belirtiimesidir (Stoimenovaet al. 2003; Dordaset al. 2004; Leaet al 2004). NR
aracilglyla NO olisumu hemin vitro hem dein vivo da gosterilmitir (Rockelet al. 2002;
Yamasaki and Sakihama 2000).
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Calsmamizda, dgiik sicaklik uygulamasiyla kontrole gore, tim guddeNR aktivitesi
artmstir (Cizelge 4.15 veSekil 4.15). Dguk sicaklgin, NR aktivitesi tzerine etkisi ile
ilgili calismalar bulunmaktadir. Domatest&Solanum lycopersicumdisik sicaklgin
NR’nin tanskripsiyonunu artirarak NR aktivitesinani NR protein miktarini artirg
belirtiimistir (Tucker and Ort 2002). Bu durum dokulardakiribitve nitrat miktarina
baglidir (Rockelet al. 2002; Arasimovicz and Wieczorek 2007). Buna ilalarak, NR
etkisiyle Uretilen NO’nunArabidopsidn soguga uyum ve donma toleransinda énemli bir
role sahip oldgu belirlenmgtir (Zhao et al. 2009). Bizim sonuclarimiz, literatirdeki
calsmalara uygun olsa da, bu gahalarda NR’nin sguk stresi esnasinda artsebebi
hakkinda kesin bir bilgi verilemestir. Calismalarimizda, sguga maruz kalmadan énce
SNP uygulanmive daha sonra farkl glinlerdegsga maruz kalni bitkilerden elde edilen
NR aktivitesi sonuclari, tek bma s@uga maruz kalan bitkilerdeki ile katastirildiginda,
NR aktivitesi dgmustir (Cizelge 4.15 v8ekil 4.15). Dgsal olarak uygulanan SNP’nin NR
aktivitesini digtirmesi literatlr acisindan bir ilktir. NR gtiesinin bir nedeni gsal olarak
bitkiye verilen NO’nun yeterli olmasi ve bundan ajl bitkinin NO Uretmek icin NR
enzimini aktive edilmesine gerek duymanolmasi olabilir. Bunun sonucunda, bitki
blyumesinde o6nemli bir mineral olan azotun @NCkaynakll) indirgenmesi
olamayacgindan biyimede yaylar ve bitkide tamamen strese anir cevap verme olay!
meydana gelebilir. Bunun igindir ki SNP uygulamidf aktivitesini azaltmasi, olumsuz bir
sonug¢ gibi gorinse de aksine bitkide bir bitin aMastrese kar cevap refleksini
gelistirecesi icin olumlu bir durum olabilir.

5.8. Disuk sicakligin icsel Uretilen NO tzerine etkileri

NO; bitki ve hayvanlarda bulunan bir serbest ralddtmakla birlikte ¢evresel ve biyolojik
streslerin (Corpast al. 2008; Besson-Baret al. 2007; Neillet al. 2008; Chaket al. 2009)

yani sira senesens, bitki gefiesi, tohum ¢imlenmesi (Leshem 1996; Corpasal. 2004,
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2006) gibi csitli fizyolojik sureclerdeki etkisinden dolayi petok aratiricinin dikkatini
cekmitir.

NO bir azot atomu ve bir oksijen atomunun Bimesiyle olgan hem suda hem degarda
erime Ozellgine sahip, renksiz, gaz yapida kucik bir molekildDrs yoringesinde
paylsilmams elektron icermesi ona hem radikal oOzellikazandirmakta hem de
membranlar da kolaylikla difiize olabilmesine imkarmektedir (Lancaster 1997; Stohr
and Ullrich 2002; Kerkutliglu 2005). Paylglmams elektron aslinda azot atomuna ait ise
de, bu elektronun hem azot hem de oksijen atomuini&e bulunmasi nedeniyle tam
radikal 6zellgi tasimaz. Bunun sonucu olarak aktivitesi baskilgntian, bilinen dier
radikallere gore olduk¢ca uzun omdarluddr. Bitkilersadece atmosferik NO’ya karsi
cevaplar olgturmadgi, ayni zamanda i¢sel olarak daNO Urettikleri dérleemistir (Wildt

et al. 1997; Barroscet al. 1999). NO, bitkilerde yaralanma, enfeksiyon, kilikgkylksek
sicaklik, ultraviyole (UV), ozon gibi cesitli biyt ve abiyotik streslere karsi bitki
cevaplarinda hem antioksidan hem de antistresagak gorev yapmaktadir (Negt al
2003). NO; HO;, toplayan enzimlerin aktivitelerini artirarak, ,Onin H,O,'ye ve en son
O;ye dongum reaksiyonunu hizlandirarak ve hicresel redoksget icin genel
mekanizmay! dizenleyerek oksidatif zarardan bitkkerur (Lamattinaet al. 2003; Shiet
al. 2007; Zhenget al. 2009). Tuzluluk, kuraklik, sicaklik, UV-B vezsa metal streslerinde
bitkide i¢sel olarak Uretilen NO miktarinin agttibelirlenmitir (Gould et al. 2003;
Mackernes®t d. 2001; Uchidaet al.2002; Singhet al. 2008; Sidduquet al. 2010).

Calsmamizda diiik sicaklik kontrole gdre her l¢ ginde de i¢sel iNiRtarini artirmgtir
(Cizelge 4.16 veSekil 4.16). Bu sonug literatire paralellik gostekteelir. Literatlrde
bezelye ve Arabidopside sgsuk stresi sonucu igsel olarak NO udretiminin  &rtti
belirlenmitir (Corpaset al. 2008; Zhaoet al. 2009).I¢sel olarak uretilen NO’nun NOS
(nitrik oksit sentaz) aracgiyla desil de NR aracilgiyla uretildigi ve Arabidopside sazuk
stresi ile NOS’un inhibe oldiu NR aktivitesinin de ar@ belirlenmitir (Zhaoet al 2009).

Calsmamiz da dier streslerde oldiu gibi sguk stresinde de i¢sel olarak tretilen NO’nun
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roliinii gérmekteyizigsel olarak uretilen NO antioksidan veya sinyal ekdl olarak gorev
yapabilir (Karpluset al. 1991; Lamattinat al. 2003; Siddiquiet al. 2010). Sinyal molekdl
olarak 6zellikle hormonlardan ABA ile etkiiiene girerek hem stoma acgigini azaltir, hem
de bitki savunma yollarini aktive edebilir (Garéii@ta and Lamattina 2001). Antioksidan
olarak serbest radikallerden,yQle birleserek peroksinitri olgturur (Neill et al. 2003). Bu
sekilde @ nin serbest radikallerin en zararli olan Qhrblekilinin olsumu olan Haber-
Weiss reaksiyonlari dnlengblur. Peroksinitrit bir serbest azot radikali oktaa beraber
O,” den daha az zararlidiigsel olarak d§iik sicaklik sonucu artan NO miktar
calsmamizin ana amaci olan bitkiyi @tktan korumak icin @gsal olarak NO uygulama
hipotezini guclendirngi ve iyi bir dayanak noktas! afturmustur. Bitki strese maruz
kalmadan uygulanan NO ile sinyal iletim yolu aktigdilir ve bu durumda bitki gelecek
olan strese kar koyma gucund artirabilir. Nitekim ¢canamizin sonuglarina gore;ssal
olarak verilen NO’nun antioksidan enzim aktivitéter artirarak, @~ ve HO;'nun
miktarlari ile LPO seviyesini diirerek, % donma hasarini azaltarak ve buz nikl@asyo
aktivitesini artirarak misirin diik sicaklga kagi antioksidan aktivite ve goga uyum

mekanizmalarini dizenlemekte opdusdylenebilir.

5.9. Disik sicaklik ve NO’ nun ABA miktari Gizerine etkileri

Stres sinyal iletimiyle ilgili olan en 6nemli bitkiormonunun ABA oldgu bilinmekte olup,
bitkiler stres siresince, ABA hormonunu yiksek m@ua tretmektedir (Xionget al.
2002). Kuraklik, tuz ve sk stresi, ABA'nin biyosentezinin artmasina ve lmine yol
acmakta ve biriken ABA, stresin etkisiyle yikimgratiimaktadir Koornnefet al. 1998;
Taylor et al. 2000). Stressiz kosullarda bitki htcrelerinde ABA ensidki diizeylerde
korunur. Bitkinin normal gegimi i¢in bu duzey yeterlidir (Jiang and Zhang 200&{ressiz
kosullarda bitkiye dgaridan ABA uygulanmasi bitki buytimesini inhibe edeéakat stres
kosullarinda artan ABA icegi, cevresel strese bitkinin yaniti icin yararh lola. Bitki
hicrelerinde oksidatif stresle ABA aktivitesiningKisini gosteren ¢ kanit bulunmtur.

Bunlardan birincisi; ABA, @ ve H0O, gibi ROT’larin olgmasina neden oluikincisi;
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ABA, antioksidan genlerin ifade edilmesine, enzikatveya enzimatik olmayan
antioksidan savunma sisteminin kapasitesinin ammaaseden olur. Uclinciisu; yiiksek
konsantrasyon da ABA uygulanmasi hlcrelerde oki§idatara neden olabilir. ROT lar
antioksidan savunma sisteminin uyariimasin yol a&B-uyarti iletim yolunda dnemli
bir rol oynar (Xiong and Zhu 2003; Jiang and Zhang4; Guzel 2006).

Calsmamizda dgiik sicaklik, kontrole gore her ¢ ginde de ABA gesini artirmgtir.
ABA'nin soguk stresi etkisiyle pek cok bitkisel dokuda a&mti belirten cakmalar
mevcuttur (Daie and Campbell 1981; Chenal. 1983; Vernieriet al. 1991). Sguk
stresiyle artan ABA miktarinin, stres zararini ayirme ile ilgili olabilecegi
distindlmektedir (Wilkinsoret al. 2001). Cagmamizin sonugclarina gore, dik sicaklik ile
artan ABA miktari bitkinin stres hasarini azaltmagk godstermy oldugu bir adaptasyon
olabilecegi gorulmektedir. Uygulanan SNP konsantrasyonlamnd@0 pM SNP de, 14
gunluk bitki yapraklarinda guk sicaklga gore ABA miktarini dnemli oranda artigr.
Ancak 0.1 ve 1 pM SNP uygulamalari ise genelde ABiktarini digurmislerdir (Cizelge
4.17 veSekil 4.17). Kuraklk stresine cevapta, stoma kapasimda bekci hicrelerdeki
ABA sinyal yoluna NO’nun aracilik efli belirlenmitir. ABA tesvikli stoma kapanmasi
icin arabidopsis Vicia faba gibi bitkilerde NO sentezlenir ve bu sentezlene@'min
kaynainin da NR oldgu belirtilmistir (Neill et al. 2002b; Desikaret al. 2002; Garcia-
Mata and Lamattina 2001). Ancak ska bir calsmada daarabidopsis stispansiyon
kultirinde ABA'nin NO sentezi Uzerinde etkisinim@dg! belirtiimistir (Tun et al 2001).
Ancak her ne kadar kuraklik stresinde stomalaripakanasinda ABA etkili ise de
Commelina communisitkisinin distk sicaklga maruz birakilmasiyla yapraklarinda stoma
kapnmasinda ABA’ nin d@ de apoplastik kalsiyumun etkili olgu belirlenmgtir
(Wilkinson et al. 2001). Kraus (1978) azot eksikinde koklenerek filizlenen patates
yumrularinin ksileminde ABA miktarinin amgni belirlemitir. Ayni sekilde baka
argtirmacilarda, azot eksiginde yetgen bitkilerin govde ve vyapraklarinda ABA
miktarinin arttgini belirtmglerdir (Radinet al 1982; Clarkson and Touraine 1994).
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Tuam bilgiler s1ginda; ¢algmamiza gore diik sicaklik sonucu artan ABA miktari, literattr
ile paralellik gostermektedir. Ancak literatlir dessél olarak SNP uygulamasi sonucu,
ABA miktarinin nasil etkilengi ile ilgili herhangi bir calfma mevcut dgldir. Dissal
olarak uygulanan SNP’lerin genelde ABA miktarinisdiimesinin birka¢c nedeni olabilir.
Birincisi; ABA ile iliskili sinyal yolunun SNP ile daha 6nceden aktfielmis olmasi
olabilir. Eger gercek sebeb bu ise, bitki stres ileskagtiginda ABA sentezi yapilmasina
ihtiyag duymamy olabilir. Ikincisi; ABA tesvikli NO Uretiminden NR sorumlu oldiu
disUndldigiinde, cagmamiz sonucu SNP uygulamalariyla azalan NR aksivite de hem
icsel NO hemde ABA miktarinin da azalmasina nedenup olabilir. Ugiinciisii; gsal
olarak uygulanan NO’nun, azotlu bir biilke oldugu g6z onine alindinda bitkide ABA ve
azot miktari arasindaki antagonistik etkiden doldg ABA miktari azalny olabilir.
Dordincusu;  genelde stres sonucun da bitkilerddtami artan ABA’nin SNP
uygulamalariyla azalmasi SNP’lerin dolayisiyla da'hun bitkiyi strese kar koruduysunu

ve bitkinin de stresi en az zararla atf@atuin bir gostergesi de olabilir.

5.9. Disik sicaklik ve NO’ nun SDS-PAGE Uzerine etkileri

SDS-PAGE protein analizi duk sicaklik ve SNP uygulanan misir yaprakalarinda
meydana gelmesi muhtemel protein profig@ikliklerinin belirlenmesi amaci ile yapildi.
Literatur de s@uk stresinin protein profilleri Uzerindeki etkisgylilgili calismalar
bulunmaktadir. Bu caimalar da genel olarak antifiriz 6zgjindeki proteinlerin (AFP)
varhigi ile ilgili bulgular mevcuttur. Kglik cavdardaki AFP’ler Griffith ve arkadkari
tarafindan ayrintili bisekilde aratirilmistir (Griffith et al. 1992, 1997; Antikainen and
Griffith 1997; Yu and Griffith 2001). Squga aklime edilmy kislik cavdar yapraklarindan
elde edilen apoplastik ekstraklarin SDS-PAGE'sisata 7 tane farkli molekuilgali gina
sahip polipeptid gozlenstir. Bunlar 16-37 kDa arasinda gigen ve antifriz aktivite
gosteren apoplastik polipeptidlerdir (Hoet al. 1994). Kslik bugday yapr&ina ait
apoplastik proteinler SDS-PAGE’de yurutugdinde, sguk sartlarda polipeptidlerin band
siddetinin arttg1 gozlenmgtir (Atici and Nalbantglu 1999b; Tagin et al. 2006). Arpa da
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disik sicaklik sonucu apoplastik proteinlerin SDS-PAdgEyurutuldiginde ozellikle
molekdl a&irhg 14-24 kDa arasinda olan bantlargiddetinde belirgin  dg@smeler
gOzlenmg ve bu bantlarinsiddetinde meydana gelen gigmler, bu bantlarin antifriz
proteinlere ait olabilegg belirtilmistir (Mutlu 2009). Cagmamiz sonuglarina gore hem
apoplast hem hicresel protein profillerininsdki sicaklik uygulamasi sonrasinda SDS-
PAGE de ydrtildginde 20-45 kDa arasinda bantlagiddetinde dgismeler oldgu
gOzlenmgtir. Ayni bantalarin SNP uygulamalariyla da hem redel hem de apoplast
bdldede dgismeler gozlenmsiir (Sekil 4.17., 4.18., 4.19., 4.20., 4.21 ve 4.22). plpst
proteinlerin SDS-PAGE’sinde 0.1 ve 1 puM SNP uygdigma 14 ve 28 gunluk bitkiler de
yaklasik 14 kDa’lik yeni bir bandin olugu belirlenmgtir (Sekil 4.21 ve 4.22). Fer
calsmalarda digik molekdl girhkh polipeptidler antifriz protein olarak taniemms
oldugundan hem 20-45 hem de 14 kDa arasinda belirleaettaloin AFP’lere ait oldgunu
soyleyebiliriz. Ozellikle 14 kDa molekilgarligindaki protein polipeptit bandinin NO

tarfindan sentezi yapilan bir antifriz protein obnemuhtemeldir.

Bu arastirmadan elde edilen 6nemli sonuclar ve oneriler:

NO uygulamasi misir bitkisin de donma hasaringiicérek bitkinin sguga uyumunu

artirmstir.

Dustk sicaklik uygulamasiyla azalan buz nikleasyonvigdsinin NO uygulamasiyla

artmasi, NO’nun buz ojumunu geciktirici mekanizmalari aktive etmesiylglilolabilir.

Zararh reaktif oksijen turleri olan ve geneldeestartlarinda miktarlari artan @, ve G~
soguk etkisiyle miktarlari artmgtir. NO uygulamasiyla bu reaktif oksijen tdrlerinin

miktarlari azalmyg ve durum bitkinin dgiik sicaklga toleransini artirabilir.
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Tum streslerde miktari artan ve stresin bir dlcoiérak kullanilan lipid peroksidasyonun
(LPO) sa@uk uygulamasiyla artmasi ve NO uygulamalarinda nsktarinin digmesi
NO’nun sg@uk stresinin yikici etkisini diiirerek bitkinin sguk sartlara uyumunda etkili

oldugu tezini desteklemektedir.

Dustk sicaklik uygulamasiyla apoplastik SOD aktivittarken POD aktivitesi azalgtir.
NO uygulamasli ise apoplastik SOD ve POD aktivifesirtirmistir. Bu sonu¢ $ok
sartlarda apoplastik antioksidan enzimlerin aktisitefarklilik gdsterebilirken, NO
uygulamasiyla bu enzimlerin her ikisinin de ak®gihin arttgini ve bu durumun ¢sal

olarak NO uygulamasiyla karildiginin belirlenmesi 6nemlidir.

Dustk sicaklik uygulamasiyla hicrsel kisimda artariolsidan enzim aktiviteleri NO
tarafindan aktiviteleri daha da artirilarak bitkinioksidatif strese kar tolerans

gelistirmesine katki sgamistir.

Dusuk sicaklikla aktivitesi artan NR’in bitkide icsalarak NO miktarinin da artirilgini ve

bu durumun NO ile diilk sicaklik arasinda bir gkinin oldugu sonucuna da wdabilir.

NO’nun digtik konsantrasyonlarinin ozellikle 14 ve 21 gunlilde tum parametrelerde
etkili olmasi literattr icin ilging bir sonug¢ oldini Bu da s@uk sartlara karsi NO’nun
koruyucu etkisinin d§ilk dozlar da ve uzun sitre (11 gin sonrasi) de e
bakimindan 6nemlidir. Bu sonu¢ da pratik anlamdami® kullanilabilecgi goristni

desteklemekte ve tarartlarinin argtirilmasinin gerekligini gostermektedir.

Dustk sicaklik uygulamasiyla i¢sel olarak miktari artdO’nun calgmamizin hipotezini

desteklemektedir.
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Labaratuvasartlarinda oldukca etkili olan NO’nun tagartlarinda nasil bir etki yagnin

belirlenmesi diiik sicaklga hassas pek ¢ok bitki icin 6nemlidir.

NO’nun etki mekanizmasinin tam olarak ankbilmesi icin daha ileri teknikler de

kullanilarak belirlenebilir ve kesin olarak NO’netkisi ortaya cikartilabilir.
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