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OZET

DOKTORA TEZi

SOGUK STRESi ALTINDAKI YONCA (MEDICAGO SATIVA L.)
GENOTIPLERINDE SALISILIK ASIT VE MAGNEZYUM OKSIT
NANOPARTIKUL UYGULAMALARININ SOGUK STRESi TOLERANSI VE
MIiRNA156, MIRNA173 GEN ANLATIM SEVIYELERINE ETKIiSIiNIN
INCELENMESI

Mustafa AKCAY

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Ismail BEZIRGANOGLU
Es Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Dogan ILHAN

Bu ¢alismanin amaci, yonca (Medicago sativa L.) genotiplerinin (Van/Denizli) soguk stresine
kars1 tepkilerini degerlendirmek ve fidelere uygulanan eksojen salisilik asit (SA), magnezyum oksit
nanopartikiili (MgO NPs) ile bunlarin kombinasyonunun (SA+MgO NPs) bu tepkiler iizerindeki
etkilerini incelemektir. Bu amagla, 30 giin siireyle biiyiitiilen yonca genotiplerinin yapraklarma eksojen
olarak SA (1 ve 2 mM), MgO NPs (5 ve 20 ppm) ve SA+MgO NPs uygulanmig ve 14’er giin boyunca
bitkiler sirasiyla 10 °C ve 4 °C soguk stresine maruz birakilmistir. Yapilan uygulamalarin soguk hasarmi
yatistirict etkilerini belirlemede, bazi biyokimyasal parametrelerin yani sira taramali elektron mikroskop
(SEM) goriintli analizi ve miRNA (miRNA156 ve miRNA173) gen anlatim seviyelerindeki degisiklikler
incelenmistir. Kontrol grubuna gore her iki diisiik sicaklik uygulamasi total seker, lipid peroksidasyonu
(LPO), H,0O, ve prolin igeriklerini artirmistir. Diisiik sicaklik kosullarinda, tek basma SA ve MgO NPs
uygulamalar1 LPO ve H,0; igeriginde belirgin bir diisiis ile prolin miktarinda artig saglarken, total seker
icerigini etkilememistir. Calisilan her iki diisiik sicaklikta soguk stresin olumsuz etkilerini yatistirma
konusunda en etkili uygulama, 2 mM SA+20 ppm MgO NPs igeren yiiksek konsantrasyonlu
kombinasyon olmustur. mMiRNA gen anlatim seviyeleri degerlendirildiginde miR156, Van genotipinde 10
°C’de, Denizli ekotipi 10 °C / 4 °C kosullarmda asag regiile olurken, Van genotipinde 4 °C’de yukari
regiile olmustur. MiR173, Van genotipinde 10 °C’de, Denizli ekotipi 10 °C / 4 °C’de yukar regiile
olurken, Van genotipinde 4 °C’de asag regiile olmustur. 2 mM SA+20 ppm MgO NPs uygulamas her iki
genotipin diisiik sicakliklarinda (10 / 4 °C) miR156 yukari, miR173’{in asag1 regiile olmasina neden
olmustur. Bu ¢alismanin sonuglari, 2 mM SA+20 ppm MgO NPs kombinasyonunun, galisilan yonca
genotiplerinin diigiik sicakliklara karsi gosterdigi bazi biyokimyasal ve gen diizeyindeki adaptasyon
mekanizmalarin giiclendirdigini ve soguk stresine karsi etkili bir koruma sagladigini gostermektedir.
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ABSTRACT

Ph.D

THE EFFECT OF SALICYLIC ACID AND MAGNESIUM OXIDE
NANOPARTICLE APPLICATIONS ON COLD STRESS TOLERANCE AND
MIiRNA156, MIRNA173 GENE EXPRESSION LEVELS IN ALFALFA
(MEDICAGO SATIVA L) GENOTYPES UNDER COLD STRESS

Mustafa AKCAY

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

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ismail BEZIRGANOGLU
Co-Supervisor: Assist. Prof. Dr. Dogan ILHAN

This study aims to evaluate the responses of alfalfa (Medicago sativa L.) genotypes
(Van/Denizli) to cold stress and investigate the effects of exogenous salicylic acid (SA), magnesium
oxide nanoparticles (MgO NPs), and their combination (SA+MgO NPs) on these responses. For this aim,
alfalfa genotypes grown for 30 days were subjected to exogenous application of SA (1 and 2 mM), MgO
NPs (5 and 20 ppm), and SA+MgO NPs, and the plants were exposed to cold stress at 10 °C and 4 °C for
14 days each, respectively. To determine the alleviating effects of the treatments on cold damage, changes
in some biochemical parameters, scanning electron microscope (SEM) image analysis, and alterations in
miRNA (miRNA156 and miRNA173) gene expression levels were examined. Both low-temperature
applications increased total sugar, lipid peroxidation (LPO), H,O,, and proline contents compared to the
control. Under the cold conditions, SA and MgO NPs alone led to a significant decrease in LPO and H,0,
contents and an increase in proline content, while not affecting total sugar content. The most effective
application in alleviating the adverse effects of cold stress at both temperatures was the high-
concentration combination containing 2 mM SA+20 ppm MgO NPs. When evaluating miRNA gene
expression levels, miR156 was down-regulated in the Van genotype at 10 °C and in the Denizli ecotype at
10 °C/ 4 °C, while it was up-regulated in the Van genotype at 4 °C. miR173 was up-regulated in the Van
genotype at 10 °C and in the Denizli ecotype at 10 °C / 4 °C, while it was down-regulated in the Van
genotype at 4 °C. The application of 2 mM SA+20 ppm MgO NPs resulted in up-regulation of miR156
and down-regulation of miR173 at both low temperatures (10 / 4 °C) in both genotypes. The results of
this study indicate that the combination of 2 mM SA+20 ppm MgO NPs enhances some biochemical and
genetic adaptation mechanisms of the studied alfalfa genotypes to low temperatures, providing effective
protection against cold stress.
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1. GIRIS

Tarim alanlarindaki azalig ile beraber niifusun da artmasi hem bitkisel hem de
hayvansal iiretimde kaliteli bir verimin artisina ihtiyag duyulmaktadir. Niifusun
beslenme ihtiya¢larini karsilamak adina bitkisel ve hayvansal {iretimi artirmak zorunlu
hale gelmistir. Hayvansal {iretimin artirilmasi, yem bitkilerinin artirilmasia tiretim
icerisindeki yillik dalgalanmalarin azaltilmasina ayni sekilde iiretimde maliyetlerin
azaltilmasma baglidir. Hayvansal tiretim igerisindeki maliyetler igerinde %70-%75
oraninda yem masrafi bulunmaktadir (Arslan ve Erdurmus 2012). Yem bitkilerinin
ekimi hayvansal iiretimde ¢ok onemli bir yere sahiptir. Diinya da ve ililkemizde yem
bitkilerinin tariminin énemi gittik¢e artmaktadir (Yolcu ve Tan 2008). Yem bitkilerinin,
kiiltiir bitkilerinin veriminin kaliteli olmasi ayni sekilde topragin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine pozitif yonde etki ettigi bilinmektedir (Agikgdz 2001). Ulkemiz, yem
bitkileri yetistirme acisindan bolge olarak sansli bir konumda yer almaktadir. Fakat
verimli kaba yem agisindan yetersizdir (Semerci ve Kurt 2006). Diinyaya baktigimizda
yem kaynaklarinin ilk sirasinda bugdaygiller ve baklagiller familyasi gelmektedir. Fakat
tilkemizde baklagiller familyasi igerisinde olan yem bitki iiretimine maalesef yeteri
kadar 6nem verilmemektedir (Eren 2014). Bugdaygiller familyasindan sonra hem
insanlarin ihtiyaglarini karsilamada hem de hayvan beslemede baklagiller familyasi
onemli bir yere sahiptir. Niifus artis1 baklagiller familyasin1 daha da 6nemli hale
getirmistir (Kacar vd 2005). Ulkemizde tarimi en fazla yapilip, beslenmede kullanilan
yem bitki tiirii baklagillerdir. Baklagil familyasi, insan ve hayvan beslemenin yaninda
toprak gelisimine katkida bulunan, giibrelemede, peyzaj alanlarinda ve endiistride de siis
bitkisi olarak kullanilmaktadir (Shultze and Kondorosi 1998; Verdier et al. 2008).
Baklagiller 6nemli bir yem kaynagidir; ¢linkii yliksek miktarda protein, karbonhidrat ve
yeterli miktarda yag oranina sahiptir (Ferber 1999; Phillips 2006). Azot i¢in gerekli olan
besin ihtiyac1 baklagillerden, insanlar i¢in gerekli olan protein ihtiyact 1/3°1 bitkisel
yani baklagillerden saglanmaktadir (Ag¢ikgoz 2001). Gelismis iilkelerde baklagiller
familyas1 tarimsal anlamda insan ve hayvan beslemesi bakimimdan 6nemli bir yere
sahiptir (Graham and Vance 2003). Baklagiller familyas1 morfolojik ve tarimsal
anlamda farklilik gostermektedir. Bitkinin cinslerinde Ozellikle ¢esitlilik mevcuttur.
Baklagiller familyasi Diinyada 600 cins ve 15.000 tiir iken iilkemizde 61 cins ve 900

tizeri tiir olarak tespit edilmistir. Baklagiller familyasina ait bazi tiirler ise yonca
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(Medicago spp.), tas yonca (Melilotus spp.), yer fistigi (Arachis hypogae), iiggiil
(Trifolium spp.) bezelye (Pisum spp.) soylenebilir (Segmen vd 2008). Yasamin
siirekliligi i¢in bliylik onem tasiyan baklagiller familyasindan olan yonca c¢evresel
faktorlere maruz kalabilmektedir. Bu faktorler hem bitki biliylimesini hem de iirlinlerin
verimliligini etkileyebilmektedir. Biyotik ve abiyotik olarak isimlendirilen bu faktorler
strese neden olabilmektedir. Stres, bitkide dnemli fizyolojik ve metabolik degisikliklere
neden olan bitkide biiylime ve gelismeyi olumsuz sekilde etkileyen bir faktordiir. Stres
faktoriine maruz kalan bitkilerde hiicresel redoks dengesi bozularak oksidatif hasar ve
reaktif oksijen tiirlerinin fazla tiretilmesi durumu s6z konusu olmaktadir. Reaktif oksijen
tiirleri, bitki hiicresinin sitoplazma, mitokondri, kloroplast gibi kisimlarinda meydana
gelerek hiicrede lipid, zar, klorofil, protein, DNA gibi 6nemli hiicre yapilarinin
bozulmalarina neden olmaktadir. Bitkiler bu bozulmalardan kendilerini korumak igin
antioksidan savunma sistemlerini calistirirlar. Abiyotik faktorler icerisinde yer alan
sicaklik stresi bitkinin gelisimini ve verimliligini sinirlandiran bir stres tiiriidiir.
Bitkilerin gelisimlerini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan optimum sicaklik derecesinin
iistii yiiksek, alt1 ise diisiik sicaklik yani soguk stresi olaak kabul edilmektedir. Tarim
alanlarinda meydana gelen stres faktorleri igerisinde soguk ve don stresinin %15°lik bir
alanda oldugu goriilmektedir. Soguk stresi, bitkide soguga maruz kalma siiresine,
soguga hassas bitki ¢esidine ve aklimasyona bagl olarak iislime-donma hasarlar1 ortaya
cikararak, baklagil bitkilerinin kalite ve veriminin azalmasina neden olabilmektedir.
Bitkilerin soguk stresine nasil yanit verdigi ve olumsuz stres iklim sartlariyla bas
edebilmek i¢in hangi savunma mekanizmalarini ¢alistirdiklarinin arastirilmasi 6nem arz
etmektedir. Bu mekanizmalardan biri olan miRNA’lar gen ifadesini yeniden
diizenleyen, protein kodlamayan RNA molekiilleridir. Bazt miRNA’lar bitki tiirleri

igerisinde soguk stresi ile diizenlenmistir.

Niifusun ve maliyetlerin artmasina karsilik beslenme ihtiyaglariin giderilmesi
ve lirlin kalitesinin artirllmasi amaciyla bu ¢alismada baklagiller familyasina ait olan
Van ve Denizli yonca bitki cesitlerinin soguk stresi altinda, salisilik asit ve MgO
nanopartikiil eksojen uygulamalarinin verdigi biyokimyasal yanitlar ile miRNA156 ve

mMiRNA173 gen anlatim seviyeleri tizerindeki etkisi arastirilmaya ¢aligilmistir.
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1.1. Yonca (Medicago sativa L.)

Baklagiller familyasina ait tiirler ve yem bitkileri i¢erisinde dnemli bir yere sahip
olan yonca, lilkemizde yetistiriciligi yapilmakta olan ekim alani en fazla yapilan bir
bitkidir (%36,6) (Yolcu ve Tan 2008). Yonca, halk dilince kaba uluslararasi alanda ise
Medicago sativa L.(lucerne) veya alfalfa olarak kullanilmaktadir. Medicago cinsine ait
olan yonca (Medicago sativa), Fabaceae familyasinin da Faboideae alt familyasina
Ozgiidiir. Medicago kelimesinin kokeni Media’dir. Kokeni yond yani attan geldigi kabul
edilir. Arapgada yonca en iyi at yemi olarak bilinmektedir (Michaud et al. 1988; Mikaili
and Shayegh 2011; Putnam and Orlof 2014; Chaudhary et al. 2020; Tan and Yolcu
2021).Yem bitkilerinin kraligesi olarak bilinen yonca, diinya genelinde yaklasik olarak
32 milyon hektar igerisinde yetistirilen ve tarim alanlarinin da %2,5’luk oranini
olusturan tistiin kaliteli bir baklagil yem bitkisidir (Anower et al. 2013; Song et al. 2019;
Hossain et al. 2020; Ikhajiagbe et al. 2021). Yoncanin anavatant Anadolu-Orta Asya
arasinda kalan bolgedir. Kiiltlire alinan ilk yem bitkisi olma 6zelligi gosterir (Tan and
Yolcu 2021). ik kullanim: M.O. 1400 yillar1 (Bronz-Tung Cagi), demir dénemi ise
M.O. 700 yillarna dayanmaktadir. Orta Asya’dan getirilen atlarin beslenmeleri igin
yetistirildigi diistiniiliir (Putnam and Orlof 2014).

Yonca, diisiik 1if yapisina sahip olup ciftlik hayvanlar1 agisindan yiiksek besin
degerli protein, vitamin, mineral ve sindirilebilirlik bakimindan olduk¢a zengindir.
Vitaminler, yagda eriyenler (A, D, E, K) ile suda eriyenler (B1, B2, B3, B5, B6, B7,
B9) ve mineraller ise K, P, Cl, Ca, Mg ve Cu yoncada yaygin sekilde bulunmaktadir.
Dolayisiyla hayvanlarda lezzetli bir yem olusturur (Garrett 1995; Markovi¢ et al. 2009;
Mezni et al. 2010; Norouzi and Khademi 2010; Acharya et al. 2020). Total protein
miktar1 yonca da %17-21 arasindadir (Arinze et al. 2003). Soyadan 3 kat bugdaydan ise
4 kat daha fazla protein iireten baklagildir (Arinze et al. 2003; Hossain et al. 2020;
Mbarki et al. 2020). Yonca yil igerisinde birka¢ kez hasat edilebilen, islenebilir, verimi
yiiksek giiclii bir bitkidir. Bundan dolay1 yonca hayvancilikta saman, silaj, yonca unu,
yesil giibre ve direkt yem (pelet, silo) olarak kullanilmaktadir (Peltekova and Broderick
1996; Radovic et al. 2009; Ozkose 2018). Yonca hayvanciligi desteklemekte kritik
Ooneme sahiptir (Dhakal et al. 2020).
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Yonca, kok sistemi derin 8-10 ile 20-30 metre derinliklere kadar gidebilen,
yabanci dollenme gerceklestiren bir bitkidir. Farkli toprak ve iklim sartlarina uyum
saglayabilmektedir. Ornegin, Kaliforniya +60 derece ile Sibirya —50 derece (Gengkan
1992; Mikaili and Shayegh 2011; Putnam and Orlof 2014; Chaudhary et al. 2020; Uslu
ve Kaya 2021). Yoncanin koklerinin derine niifuz etmesinden dolay1 topraktan Ca, K ve
P saglayarak iist topragin zenginlesmesini saglar. Ortiiciilik yapma &zelligiyle de
topragi suya ve sonmeye karsi korur (Zhang et al. 2019). Yonca, ¢esitli bakteri tiirleri
Rhizobium, Sinorhizobium meliloti gibi bakteriler ile ortak yasam (simbiyotik)
stirdiirebilme ozellikleriyle nitrojeni (azot) emme yetenegi sayesinde topragin
verimliligini artirarak siirdiiriilebilir tarirmda da 6nemli bir yere sahip olmustur (Wang et
al. 2011; Li et al. 2014; Ghnaya et al. 2015; Tabande et al. 2022). Yonca ortak yasam
(simbiyoz) ile atmosferik azotu yilda 60 ile 80 kg arasinda baglayabilmektedir
(Lindstrom and Mousavi 2019). Yonca kendine tozlasabilme o0zelligine sahiptir.
Tozlagma gesitli arilar (bal, kesici, bombus ve alkali arilar), riizgar ve yagmur gibi doga
olaylar ile saglanmaktadir. Ayrica bal {iretiminde bal arilarinin, ¢iceklenme esnasinda
yonca tarlalarini sik sik ziyaret etmesinden dolay1 6nemli rol oynamaktadir. Yoncanin
Ozel bir statiisii vardir. Cilinkii yiiksek bir kantitatif 6zellige sahiptir ve g¢evresel
faktorlere kars1 yiiksek bir tolerans gostermektedir (Radovic et al. 2009; Putnam and
Orloff 2014; Mastinu et al. 2021). Yonca, antikanserojen ve detoksifiye edici 6zellikler
sergilemektedir (Jamil et al. 2007; Singh and Rawat 2021).

Yoncanin 54 tiirii vardir. Bunlardan ikisi iki yillik, on yedisi ¢ok yillik ve otuz
bes tiirli de tek yilliktir. Yoncanin Tiirkiye’de 40, diinyada da 87 tiiriiniin oldugu da ileri
stiriilmektedir. Tarimsal anlamda yoncanin on O©nemli tlirii vardir ve bunlardan
Medicago sativa %90-95 oraninda en ¢ok kullanilmaktadir. Diger tiirler ise Cizelge
1.1.’de verilmistir (Gengkan 1992; Mikaili and Shayegh 2011; Gholami et al. 2014;
Putnam and Orlof 2014; Chaudhary et al. 2020; Tan and Yolcu 2021; Uslu ve Kaya
2021).
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Cizelge 1.1.Yonca’nin 6nemli tiirleri

Medicago Yonca
Medicago elegans Zarif
Medicago hispida Sert tiiyli

Medicago scutellata Canakvari
Medicago tuberculata Piirtikli
Medicago orbicularis Diskvari

Medicago maculata Benekli

Medicago varia Melez

1.2. Stres ve Bitkiler

Canlilar doga icerisinde birbirleri ile etkilesim icerisindedirler. Bu etkilesim
icerisinde bitkilerin iyi derecede gelisim gosterebilmeleri igin ¢evre faktorlerinin
optimum seviyede olmasi gerekmektedir. Bitkiler bulunduklar1 ¢evrede olumsuz
kosullarla karsilastiklarinda adaptasyon eksikligi ve bitkinin belirli bir metabolizma
tolerans kabiliyetinin olmasi ile strese girebilmektedir. Dis ortama bagli olarak gelisen
etkenlerin uzun stirmesi durumunda bitkide biiyiime ve gelisme olumsuz yonde etkilenir
ve bitkiler etkenlere biyolojik hasar, fizyolojik degisim ve hastaliklar ile yanit verir. Bu
olumsuz durumlarin tamami bitkilerde stres olarak tanimlanmaktadir. Stresin tanimi

hayvanlarda, insanlarda ve bitkide oldukga farklidir (Shao et al. 2008).

Stres kelimesi, ilk kez 1936 yilinda Hans Selye tarafindan gelistirilmis ve
bitkilerdeki c¢evresel kisitlamalarin tanimlanmasinda uygulanmistir. Hans Selye stresi,
her tiirli degismeye yanit olarak tanimlamistir (Selye 1936). J. Levitt stresi, canli
organizmalar icin elverigsiz c¢evresel faktor olarak ifade ederken, Larcher ise stresi,
bitkinin islevlerinin istikrarsizlasmasina neden oldugu bir durum olarak
tanimlamaktadir (Levitt 1980; Larcher 1987). Lichtenthaler stresi, eu-stres ve dis-stres
olarak smiflandirmistir. Eu-stres bitki i¢in uyarici, aktive edici ve gelisim igin
olumludur. Fakat dis-stres ise hasara sebep olan bitkiyi olumsuz etkileyen sikinti
demektir. Stresin hafif olmas: bitkide fizyolojik aktiviteyi artirarak, hiicre

metabolizmasini harekete gegirir yani bitki agisindan olumludur (Lichtenthaler 1996).

5
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Bitkileri etkileyen stres faktorleri biyotik ve abiyotik faktorler olmak iizere iki siifa
ayrilmaktadir (Gorovits and Czosnek 2007; Fraire-Velazquez et al. 2011; Paramo et al.
2020).

Biyotik stres faktorleri;

o Virlsler
o Bakteriler
s Mantarlar

o Parazit bocekler

= Herbivorlar

Abiyotik stres faktorleri;

=  Sicaklik (diistik-ytliksek)

»  Kuraklik (su eksikligi)

*  Tuzluluk

»  Soguk (isiime-donma)

» Su fazlalig1 (sel stresi)

* (esitli kimyasallar

= Isik (yiiksek 151k)

= Radyasyon (Infrared, ultraviyole)
= Oksidatif stres

= Riizgar, basing, manyetizma, pH vs.
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Sekil 1.1. Bitkileri etkileyen bazi abiyotik stres faktorleri

1.3. Bitkilerin Strese Karsi Gelistirdikleri Yanitlar

Bitkiler yagam alanlarina bagl olduklari igin hareket edemezler ve gevresel stres
ya da insanin dogaya etkileri (antropojenik) stresinden kacamazlar. Bitkiler dolayisiyla
stres ile uyum veya stresten kagmak adina 6zel mekanizmalara ihtiya¢ duymaktadirlar.
Strese karsi ¢ok fazla tepki alternatifi bulunmayan bitkiler disiik ya da yiiksek 1s1k tipi,
biiylime ve adaptasyon tepkisi ile yanit verirler (Lichtenthaler 1985). Bitkilerin biiyiime
ve gelismesindeki herhangi bir degisiklik ya da metabolik yollarindaki degisiklikler
stresin vermis oldugu etkiye, tepkiye ya da stresle miicadele etme cabasi olarak
goriilmemelidir. Bununla birlikte stres kelimesi yine sicakliktaki degisiklige, foton akisi
yogunlugundaki artis ile tetiklenen metabolik olaylarin degisimine ya da terleme ve
fotosentetik hizlarin artmasina ya da hava nemindeki azalma durumlarina
baglanmamalidir. Biitiin bunlar bitkilerin ortama adapte oldugu, ¢evre kosullarina esnek
olarak yanit vermesidir. Bitkilerdeki biiyiime ve fizyolojik farklilasmalar diizenli olarak
gece gindiiz degisimlerde ortaya ¢ikan metabolik ve biiylime tepkilerinin
yonlendirilmesi olarak kabul edilir. Bitkiler ayrica diisiik 151k ya da yiiksek 151k
kosullarina stres metabolitleri ve foto koruyucu enzimlerin seviyelerini artirarak
yapraklarinin  boyutunu ve kalinligmi, stoma sayilarin1  ve yogunluklarini,

kloroplastlarin ultra yapisim1 degistirerek uzun vadede adaptasyon yoluyla gevresel
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faktorlere cevap verebilirler. Adaptasyon siireci bir, iki giin ya da en ge¢ bir haftada
gerceklesebilir. Bitkiler adaptasyon tepkileri ile stresten kacarken ayrica dis mekéan
bliylime kosullarina da uyarlar. Bitkilerin strese maruz kalmasi ani, kisa siireli ya da
uzun siireli olabilir. Bu siire zarfinda bitkinin hiicre aktivitesi ve biiylime siireci
yavaglar. Bitkilerin stresle olan miicadelesi ve onarim mekanizmalarinin asirt ¢alismasi
durumu hiicre 6liimiine neden olabilir. Stres faktorleri slireye ve yogunluk durumlarina
bagh olarak bitkilere zarar verir (Lichtenthaler et al. 1981; Meier and Lichtenthaler
1981; Lichtenthaler and Meier 1984).

Bitkilerin strese karsi yanitlar1 4 agsama da ifade edilebilir:

Stres Yok Stres Diizelme

e e

Alarm Aklimasyon Onanm Tikenme

maksimum

4

]
1
[ :
t veni standart
Stres

standart ' veni standart

- ——

veni standart

Tolerans seviyesi

.Akm hasar ; Kronik hasar

Stres siiresi

Sekil 1.2. Bitkinin strese kars1 verdigi tepkinin asamalar1 (Kosova et al. 2011)

Birinci asama,

v' Stresin baslangi¢ asamasidir. Yani alarm (miidahale) asamasidir.
v' Canlilik azalir.

v Katabolizmanin anabolizma siirecini astig1 asamadir.



1. GIRIS

Ikinci asama,

¢ Siirekli stresin oldugu (direng) asamasidir.

¢ Onarim ve sertlesme s6z konusudur.

Uciincii asama,

% Yenilenme (rejenerasyon) agamasidir.
x  Stresin ortadan kalktigi ve hasarin az oldugu durumlarda fizyolojik

yenilenmenin olmas1 durumudur.

Dordiincii asama,

* Uzun stireli stresin oldugu tiikenme yani bitig agamasidir.

*

Stres yogunlugunun ¢ok oldugu asamadir.

*  Oliim asamasidir.

Ik asamada yani stresin baslangicinda bitkinin fizyolojik fonksiyonlarinda
(fotosentez yapmasi, iyonlarin alinmasi, taginmasi ile metabolitlerin tasinmasi) diisiis
goriiliir. Bu sekilde ilk olarak yanit verir. Fizyolojik olarak degisiklikler canliliginin
azalmasina neden olur. Strese tolerans gostermeyen bitkilerde bu durumda akut hasarlar,
yaglanmalar hizli bir sekilde meydana gelmektedir. Birinci asama olan alarm
asamasinda bitkilerin cogu stresle basa ¢ikma mekanizmalarini etkinlestirirler. Ornegin,
metabolik degisikliklere uyum saglama, onarim siireclerinin etkinlestirilmesi,
morfolojik adaptasyon uzun vadede metabolik adaptasyonlar gibi. Alarm asamasi
bitkilerde maksimum direng gosterebilecek yeni fizyolojik bir yap1 olusturarak bitkilerin
sertlesmesine neden olacaktir. Bu sertlesme ikinci asama olan direng asamasidir. Baska
bir ifadeyle alisma (aklimasyon) siireci bitkinin bulundugu ortama aligmis oldugu
durumdur. Bu asama genetiksel olarak belirlenmis diren¢ diizeyidir. Aklimasyon
asamast morfolojik, anatomik, hiicresel, molekiiler, biyokimyasal siire¢lerin uyumlu

oldugu mekanizmalari ifade etmektedir.
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Ucgiincii asama, stres faktorlerinin dogru zamanda bitkiden uzaklastirildigs,
bitkinin kendini yeniledigi asama yani rejenerasyon asamasidir. Bu asama yeni
fizyolojik standartlarin olustugu asamadir. Bitkinin minimum ve maksimum direng
araliginda kendini yonlendirdigi asamadir. Bitkinin bu asamada yasamasi ne kadar
kalacagi i¢ ve dis etkenlere baghdir. Bitkilerin strese maruz kalmasi siradan bir olay
olmayip, stres kaynaklarinin ¢ok olmasi nedeniyle bitkilerin stres faktorleriyle
karsilagsmasi rutin bir olaydir. Bitkinin siirekli strese maruz kalmasi durumu zarar
olusturacagr anlamima gelmemelidir. Clinkli stresin siiresi ve yogunlugu burada
onemlidir. Eger ¢ok yiiksek ve uzun bir stres s6z konusu degil ise bitkilerin minimum
ve maksimum diren¢ aralifinda bu stresi tolere ederek, yonlendirerek hasar olusumunu
engelleyebilmeleri s6z konusudur. Dordiincii asama ise uzun siireli strese maruz kalma
durumudur. Bitkinin fizyolojisinin ve canliliginin giderek kayboldugu son asamadir. Bu
asama sonrasi bitkide 6nemli hasarlar olusur hatta 6liimle bile sonuglanabilir (Kosova et

al. 2011).

1.4. Soguk Stresi

Bitkiler biiyiime ve gelismelerini saglayabildikleri optimum bir sicaklik araligina
sahiptirler. Bitki i¢in ideal olan sicaklik kosullari bir baska bitki i¢in stres ifade edebilir.
Bitkilerin biiylime ve gelismelerini saglayabildikleri sicakligin altinda yer alan
sicakliklar soguk stresi olarak tanimlanir. Soguk stresi ya da diisiik sicaklik bitkilerin
morfolojik, fizyolojik ve metabolik olaylari olumsuz olarak etkileyen bir abiyotik
stres faktoriidiir (McKersie et al. 1974; Mahajan and Tuteja 2005). Distik sicaklik
stresi, bitkinin c¢esidine gore, stresin siiresi ve siddetine gore ve gelisim evresine gore
hafif, orta ya da siddetli olarak farkli derecelerde etkilere yol agmaktadir (Kratsch and
Wise 2000). Bitkiler diigiik sicakliklara maruz kalmalarma gore 3 grupta
siiflandirilirlar (Guo et al. 2018; Liu et al. 2018).

1. Soguga duyarli olanlar: Stresin baslangicinda stres sartlarina dayanamayarak
oliirler. 12 °C’nin altindaki sicakliklarda strese girmis olurlar.
2. Soguga dayanikli olanlar: 12 °C’nin altindaki sicakliklara dayanabilir ancak

donma seviyesindeki sicakliklarda yagayamazlar.
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3. Donmaya dayanikli olanlar: Soguk stresiyle karst karsiyadirlar. Donma

sicakliginin altindaki sicakliklara uyumlu ve toleranslhidirlar.

Iki ana yaklasim s6z konusudur. Bunlar stresten kaginma ile strese kars1 tolerans
gostermektir (Levitt 1980). Bitkilerin stresli ortamlardan kendilerini kurtarmalar
kaginma olarak ifade edilirken, stres toleransinda ise bitkiler zorlu kosullarla basa ¢ikar.
Bitkiler diisiik sicakliga maruz kaldiklarinda sertlesir ve hayatta kalmak icin stres
kosullarina alisirlar. Bitkiler soguk strese karsi tolerans kazanirlar. Alisma siiresince
meydana gelen degisiklikler tersinirdir yani olumsuz durumlar ortadan kalktiginda
kaybolurken, uyum stireci ise kalicidir, kalitsaldir. Donma stresi su kaybina ve bitkinin
O6lmesine neden olur. Bitkiler soguma (0-15) ve (<0 °C) donma stresine gore farkli
tolerans gosterirler. Ozellikle 1liman bolge bitkileri soguga uyum saglayabilen ve iisiime
stresine dayaniklidirlar. Dolayisiyla abiyotik faktorler i¢inde soguk stresi iirlinlerde
kayiplara yol agtigindan kritiktir (Wan et al. 2009; Kosova et al. 2012). Bitkilerin
dondurucu olmayan sicakliklarda bir siire maruz kalmasiyla soguga karsi tolerans

gostermesi “soguk aklimasyonu” olarak ifade edilir ve meydana gelen hasarlar1 azalttig1

bilinmektedir (Thomashow 1998).

1.4.1. Bitkiler iizerinde soguk stresinin etkileri

Bitkiler maruz kaldiklart soguk stresinin olumsuz etkilerini minimuma
indirebilmek i¢in farkli farkli stratejiler gelistirirler. Fakat tolere edebileceklerinin
tizerinde bir durum s6z konusu oldugunda gelistirmis olduklar1 stratejiler yeterli
olamayabilmektedir. Bu durum bitkide biyokimyasal ve fizyolojik degisikliklere neden
olarak hasarlara yol agmaktadir. Fizyolojik degisiklikleri geri doniistimlii birincil
(primer) ile geri doniisiimsiiz ikincil (sekonder) hasar olarak ifade etmek miimkiindiir.
Primer (geri donilisiimlii) hasarlar, bitkideki ilk hizli tepki olup, sicakliga bagli olarak
geri doniisiimii miimkiin olan hasarlarin diizeltilebildigi boliimdiir. Sekonder (geri
doniistimsiiz) degisimler ise, primer hasarlardan sonra ve stresin devam etmesi
durumunda ortaya ¢ikan ve geri doniisiimii olmayan degisimlerdir (Wang 1982; Turan
ve Ekmek¢i 2008). Bitkideki hasar sekonder degisim ile birlikte soguk stresinin
derecesine, siddetine, cevresel kosullara ve son olarak bitkinin maruz kaldig siireye

gore degisiklik gosterebilmektedir (Rab and Saltveit 1996). Bu faktorler soguk stresi
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etkileyerek bitkide biiyiime hizinda yavaslama, yaprak boyutlarinda degisim, klorofil
yikimi, hiicre zarmin yapisinda bozulma, programli hiicre Oliimiiniin baslamasi,
rotasyon hareketlerinde kisitlama son olarak oliimlere neden olabilmektedir (Saltveit
and Morris 1990; Kratsch and Wise 2000; Mahajan and Tuteja 2005; Bertamini et al.
2007; Rymen et al. 2007).

Soguk stresinin bitkideki en olumsuz etkisi plazma membran (hiicre zar1 yapisi)
hasarina neden olmasidir. Plazma membran hasarina neden olan durum dehidrasyondur.
Plazma membraninin yapisinda proteinler ve fosfolipidler bulunmaktadir. Fosfolipidler,
doymus ve doymamis yag asitlerden olusmaktadir. Doymamis yag asitleri, 2 C (karbon)
atomu arasinda bir ya da daha fazla ¢ift baga sahiptir. Doymus yag asitleri ise H
atomuyla doymustur. Doymus yag asidine sahip lipidler doymamis yag asidine sahip
lipidlere gore daha yiiksek bir sicakliklarda katilasirlar. Bu durum doymamis yag
asitlerinin bagil oran1 zarin akiskanligini etkilemektedir (Bakht et al. 2006; Uemura et
al. 2006; Wang et al. 2006; Turan ve Ekmek¢i 2008). Hiicre zarinin yapisindaki
lipidlerin igerigi bitkinin soguga dayaniklilik ve tolere gostermesinde énemlidir. Hiicre
zarlarinin tamaminda lipid cesitleri aynidir fakat farkli bitki tiirlerinde hiicre zarinin
yapisinda bulunan sterol, fosfolipit ve serebrosid oranlar1 degisiklik gosterebilmektedir
(Mahajan and Tuteja 2005). Soguk strese maruz kalan bitkilerin hiicre zarlarinda yer
alan lipid iceriklerinde 6nemli derece degisimler s6z konusu olmaktadir. ilk olarak
biitiin bitkilerde bulunan fosfolipid oraninda artis meydana gelir ve soguga maruz kalma
siiresi devam ettikge serebrosid orani azalir, azalma miktar1 bitki tiirlerine gore
degismektedir (Uemura and Steponkus 1999). Soguga duyarl bitkilerin soguga maruz
kalma stireci bittiginde ise fosfolipidlerin bozulmasindan dolay1 sterol fosfolipid orani
ile serbest yag asidi miktar1 artmaktadir (Lukatkin et al. 2012). Hiicre zarinin sivi
mozaik fazindan jel fazina gegmesi gegis sicaklifi olarak tanimlanmaktadir. Soguga
hassas olan bitkilerde doymus yag asidi oran1 yiiksektir ve bundan dolay1 yiiksek gecis
sicakligina sahiptir. Soguga hassas olan bitkilerde sivi mozaik fazdan jel fazina gegis,
gecis sicakliginin yiiksek olmasina baglidir ve bu da hiicre zarinda iyon sizintisinin
olusumuna neden olmaktadir. Soguga karsi toleransli, dayanikli bitki tiirlerinde ise

doymamis yag asitleri orani yiiksektir ve bundan dolay1 diislik gecis sicakligina sahiptir
(Yadav 2010).
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Sekil 1.3. Soguk stresin bitkilerdeki fizyolojik, sitolojik ve biyokimyasal etkileri

Soguk stresi bitkilerin organelleri lizerinde de etki gostermektedir. Kloroplast,
soguk stresi sirasinda ilk ve en siddetli olarak etkilenen organeldir. Kloroplastta soguk
hasarinin neden oldugu tipik belirtiler; kloroplast ve tilakoid sismesi, nisasta graniil say1
ve ebatlarinda azalma ve periferal retikulum adi verilen kiigiik ¢ikinti olusumu
sOylenebilir (Kratsch and Wise 2000). Sogugun hiicresel etkilerindeki belirtisi olan
kloroplast sismesi evrenseldir ve stromal osmolitlerin artis gostermeleri ile ortaya
cikmaktadir (Sfakianaki et al. 2006). Kloroplastlarin sismesine neden olan ajanlar
nisastanin bozulma iirlinleriyle yakindan iliskilidir. Soguk stresi siliresince nigasta
¢oziinebilir sekerlere doniisiir ve soguk stresi boyunca yaprak ¢oziinebilir sekerleri
yukar1 dogru artig gosterir (Strand et al. 1997; Kaplan et al. 2006). Kloroplastin aksine
soguk stresine tolerans gosteren organel ise mitokondridir. Soguga duyarl bitkilerde
mitokondri organeli goriiniir sekilde oldukga etkilenir. Soguk stresi mitokondrinin
sismesine, matriksinin genislemesine, kivrilma sayisinin azalmasina, kristanin
kisalmasina, zarlarda olusturdugu hasar ile elektron tasima sisteminin bozulmasina,

protein ve enzimlerin yapisinda hasarlara yol agmaktadir (Davy de Virville et al. 2002).

Cekirdek (nukleus) ise donma derecesinin iizerindeki soguk stresinde nadir
degisiklikler gosterirken, soguga asir1 duyarl bitkilerde c¢ekirdek¢ik ve kromatinlerde

meydana gelen parcalanma sonrasi cekirdekte sisme meydana gelmektedir. Golginin
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soguk stresinde vezikiilleri genisler, endoplazmik retikulum ise irilesme gosterir

(Ishikawa 1996; Yun et al. 1996).

Donma derecesi iizerindeki sofuk stresine maruz birakilan soguga duyarh
bitkilerde su alinimi, kok iletimi ve kok biiylimesinde azalmalar meydana gelmektedir.
Soguk stresinin vermis oldugu hasarim ilk belirtilerden bir tanesi de terleme ile kdkten
su alimi arasindaki dengenin degismesi nedeniyle olusan govde dehidrasyonudur
(Vernieri et al. 2001). Soguk stresi ile govde biiyiimesi ve yaprak genisligi
azalmaktadir. Ayn1 sekilde soguk stresi fotooksidasyonun sonucu klorofil bozulmasi ile

yapraklarda klorozis (sararma) olusur (Saltveit and Morris 1990).

Soguk stresi ve siddeti, bitkilerin fotosentez hizlarinda diisiis meydana
getirmektedir. Fotosentez, biyokimyasal olarak 1sik enerjisini kullanabilen kloroplast
bileseni olan tilakoid aracilig1 ile redoks potansiyel (NADPH) ve kimyasal potansiyel
enerjiye (ATP) doniistiirebilen mekanizma olarak tanimlanir. Birincil reaksiyonu
sicaklik olmayan fotosentezin 1sik enerjisini yakalayarak redoks potansiyel enerjiye
aktarmak amacli PS T ve PS II fotosistem tarafindan katalizlenir (Ensminger et al.
2006). Diisiik sicaklik, metabolik reaksiyonlarin tiimiinde yavaglamaya neden olur. CO;
fiksasyonu ile stoma acikligi diizenleyicisi fotosentez ile ilgili dnemli 2 metabolik
reaksiyonlardir. Soguk stresine maruz birakilan bitki yapraklarinin énemli iki sonucu
CO; degisiminin engellenmesi ile stomada su kaybmimn diizenlenmesidir. Disiik
sicakliklarda bitki yapraklarinda stoma acikliklari, kék zarindaki su gegirgenliginin
azalmasindan dolay1 azalma gostermektedir. Ayni sekilde azalan fotosentezin tek nedeni
azalan stoma kontrolii gorilmemelidir. Soguk stresi stomalarin karanlik ya da 1s1k
ortaminda kapanmasma neden olmaktadir. Bu kapanmani 2 nedeni vardir. Birinci
nedeni, mezofil fotosentezinin inhibisyonu nedeniyle CO, artig gosterir ve boylelikle
stoma kapanir, ikinci nedeni ise soguk stresinin neden oldugu koklerdeki iletkenligin
azalmas1 ve su alimimimin engellenmesi ile su kaybimi Onlemek icin stomalarin
kapanmasi durumudur. Bu durumda da CO;, azalir ve fotosentezin inhibisyonu
gerceklesir (Yang et al. 2005). Ayrica CO, oraninin azalmasi, enzim aktiviteleri
diistikliigli, fotosentez de inhibisyon saglamada gorevli sekerlerin yapraklardan
havuzlara yer degisimide fotosentez hizinin diismesine neden olabilmektedir (Vernieri

et al. 2001). Fotoinhibisyon, fotosentezin 1sik ile inhibe olmasina denir ve soguk
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stresine verilen erken bir cevap niteligindedir. Diisiik sicaklik arttik¢a fotoinhibisyon
artar. Bu artisin sebebi, karbon metabolizmasinda soguk eksitasyon enerjisinin
kullanilmasidir. Bitkiler igin 1518in asirt olmasi durumunda fotoinhibisyon meydana
gelir. Diisiik sicakligin artmasi ile Calvin dongiisiinde yer alan enzimlerin de aktivitesi
diistiigli icin kullanilan fotonlarin azalmasiyla birlikte fotoinhibisyon artis gosterir

(Sfakianaki et al. 2006).

1.4.2. Bitkilerin soguk strese karsi yanitlari

Bitkinin biiylimesinde, iirlin veriminde ve bitki tiirlerinin cografik olarak
dagiliminda soguk stresin olumsuz etkileri vardir (Pearce 2001; Ding et al. 2019).
Bitkiler soguk stresine karsi mekanizmalar gelistirmistir (Rihan et al. 2017). Bitkide
stres yanit1 genel anlamda sinyallerin transkripsiyonel kaskad araciligi ile algilanmasi
ve aktarilmasi esasina dayanir. Bitkilerin soguk sinyalleri algilamasi ve iletilmesi ile
ilgili son yillarda Onemli ¢aligmalar kaydedilmistir. Bitkiler soguk sinyal iletimi
boyunca ilk 6nce membran akiskanligindaki degisiklikler ve hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesi ile sicaklik dalgalanmalarini sonra da kalsiyumun akisini algilarlar (Guo

et al. 2018; Ding et al. 2019; Ding et al. 2020).

Stres kosullarinda kiigiik sinyal molekiillerinin sinyal yollarmi diizenlemede
onemli rolleri vardir (Sharma et al. 2012; Steinhorst and Kudla 2014). Kiigiik sinyal
molekiilleri bitkilerin ¢evresel stresleri sinyal iletim yollariyla algilamalar ile iiretilirler.
Sinyal molekiilleri asag1r akis tepkilerini tetiklemek amaciyla stres sinyallerini
yiikselterek iletirler (Domingos et al. 2015). Asagi akis tepki reaksiyonu sinyal
molekiilleri tarafindan baslatilir ve kiigiik sinyal molekiilleri antioksidan enzim
aktivitelerini, gen ekspresyonunu ve canlinin sivi osmotik basincini (osmoregiilasyon)
aktif olarak diizenlenmesini saglayarak, sinyal yollar1 arasinda ¢apraz geg¢is ile bitkinin
soguk strese tepkisine aracilik eder (Steinhorst and Kudla 2014). Sinyal molekiilleri;
Ca*?, ROS (reaktif oksijen tiirleri), NO (nitrik oksit), ¢cGMP (siklik guanozin
monofosfat), H,S (hidrojen siilfiir), lipit tiirevi sinyali PA (fosfotidik asit), DAG (diasil
gliserol), IP3 (inositol trifosfat) ve sfingolipidlerdir (Franklin 2009; Ruelland et al.
2009; Santner et al. 2009; Dong et al. 2012; Isner and Maathuis 2018; Rodas-Junco et
al. 2021; Zhang et al. 2021).
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Diisiik sicaklikta bitkilerin membran akiskanliginda, zar proteinlerinde ve
niikleik asit konformasyonlarinda azalmalar meydana gelmektedir. Bitkide soguk stresi
algilandiginda Cold Responsive (COR) genlerinin hiicre zar1 katilagmaya baslamadan
once indiiklendikleri bilinmektedir. Soguga uyumun saglanmasi anlamina gelen bu
durum yonca ve kanolada ifade edilmistir. Bitkide soguga tepki olarak membranda nicel
ve nitel degisiklikler meydana geldigi i¢in soguk algilamasimin oldugu ilk yer olarak
ileri stirilmistiir (Wang et al. 2006). Oda sicakliginda membranin katilagsmasi soguk ile
indiiklenebilir ve boylelikle genlerin uyarilmasina neden olabilir. Membran katilagsmasi
sogugu algilamada 6nem arz etmektedir. Ayrica membran igerisindeki proteinlerin
soguga cevap verme anlaminda sensor gorevi gordiikleri de ileri siiriilmiistiir (Orvar et

al. 2000; Sangwan et al. 2002; Inaba et al. 2003).

Soguk sinyallerinin asag1 yonlii aktariminda kalsiyum kanallari, histidin kinaz,
reseptor kinaz ve fosfolipaz 6nemli rol oynamaktadir. Bitkilerin soguga maruz kalmasi
durumunda oncelikle sogugun bitkideki membran reseptorleri tarafindan algilandigi,
tepki gelistirmek adina ikinci molekiiller (Ca*?, ROT), protein kinazlar ve
transkripsiyon faktorlerini iceren kompleks bir sinyalleme aktive etmektedirler (Koc et
al. 2015).

1.5. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Soguk ile giines 15181 birlikte yapraklarda fotooksidatif zararlanmaya yol acar.
Toksik oksijen tiirevleri tuzluluk, kuraklik, diisiik ya da yiiksek sicaklik gibi hiicrede
hasar olusturan ¢evresel faktorler ile fotooksidatif zararlari katalize etmektedir (Asada
2000; Cakmak 2000). Toksik oksijen tiirevleri bitkilerde kloroplast organelinde
fotosentez sirasinda ortaya ¢ikan kimyasal radikal bir formdur. Disiik sicaklik stresinde
de fotosentez siiresince ortaya cikan pigment ve elektronlarla absorbe edilen 151k
enerjisi, fotosentetik CO; indirgenmesinde kullanilamayip birikmektedir. Birikim
gosteren enerji ve elektron CO, yerine alternatif olarak O, (oksijene) transfer olarak
yiiksek toksik etinlik gosteren oksijen tiirevlerine doniisiim gosterir (siiperoksit radikali
O, hidrojen peroksit H,O,, hidroksil radikali OH) (Kuk et al. 2003; Nayyar et al.
2005). Strese maruz kalan bitkilerde kloroplast ve mitokondri igerisinde yer alan

elektron tagima sisteminde meydana gelen kusurlar (asir1 indirgenme), reaktif oksijen
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tirlerinin (ROS) asir1 birikmesine neden olur ve bitkiler oksidatif strese maruz kalir.
ROS (reaktif oksijen tiirleri), soguk stresinde maruz kalan bitki hiicrelerinde yanit
olarak birikir ve bununla beraber gen ifadelerinin seviyelerinde diizenlenme gergeklesir
(Suzuki and Mittler 2006). Toksik etki gosteren reaktif oksijen tiirleri biyolojik
molekiillerle (protein, karbonhidrat, lipid, niikleik asit) reaksiyona girerek canlilarda
bir¢ok zarar olusturmaktadir (Navrot et al. 2007). Reaktif oksijen tiirleri mitokondri,
kloroplast ve peroksizom hiicre organellerinde firetilirler. Reaktif oksijen tiirlerinden
Ozellikle bitkilerdeki enerji tiiketim merkezi olan mitokondri de H,O; ¢ok fazla
olusmaktadir (Rasmusson et al. 2004; Sweetlove and Foyer 2004). Bu durum
mitokondri organalindeki elektron tagima sisteminde yer alan elektronlarin fazla serbest
enerjiye sahip olmalarindan O‘yi (oksijen) indirgemeleri ve ROS olusuma neden
olmas ile iliskilidir. (O.7) ve (*O,) radikalleri bitkilerde bulunan kloroplastlardaki
fotosistem (PS I ve PS II) boyunca elektron alinmasi ile olugmaktadir. O;”
mitokondrideki elektron tagima sistemi igerisinde bulunan kompleks I, kompleks 111 ve
Ubikinon’da olusmaktadir. H,0,, mitokondride tiiketimi olan O,’nin %]1-5’1lik
kismindan olusur ve indirgenmis Fe*® ve Cu® ile reaksiyona girerek yiiksek toksisite
gosteren OH. radikalini olusturmaktadir. OH. radikalinin baslica hedefi yag asitleri olup
zar lipidlerinin peroksidasyonu ile zarm yapisint bozar, lipid peroksidasyon {iriinleri
Olusturarak mitokondri membranina ayrica niikleik asit ve proteinlere zarar vermektedir
(Sekil 1.5.) (Jing et al. 2000; Moller 2001; Yong et al. 2008; Kanbur 2012; Al Mahmud
et al. 2019). Disiik sicakliklarda kloroplast organelinde CO, fiksasyonunun
sinirlandirilmas1 ve mitokondri organalinde elektron tasima sisteminin indirgenmesi
sonucu reaktif oksijen tiirleri anormal derecede artis gosterirler. Reaktif oksijen tiirleri
diisiik sicakliklarda savunma mekanizmalar1 tarafindan uzaklastirilamadiklarinda
bitkilerde oksidatif hasara yol agmaktadir (Suzuki and Mittler 2006). Asir1 iretilen
reaktif oksijen tiirleri, DNA zincirlerinde kirilmaya, enzimlerin inaktivasyonuna ve
membranlarda lipid peroksidasyonu gibi hasarlara neden olmaktadir (Cheng et al.
2006).
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Sekil 1.4. Serbest radikaller ve reaktiflerin olusumu (Kanbur 2012)
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Sekil 1.5. Oksidatif stres ve biyolojik sonuglar1 (Al Mahmud et al. 2019)

1.5.1. Lipid peroksidasyonu

Reaktif oksijen tiirleri, doymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek
peroksidasyon iirtinlerini olustururlar. Lipid peroksidasyonu, doymamis yag asitlerinin

oksidasyonuna neden olur ve hiicre fonksiyonlar: ile zar lipitlerinin yapisini degistirir.

18



1. GIRIS

Lipid peroksidasyonun neden oldugu membran hasar geri doniisiimsiizdiir. (Thomashow
1999). Biyolojik yapilarda lipid peroksidasyonunu baslatan siiper oksit ve hidroksil
radikalidir. (OH.) Serbest radikallerin ¢oklu doymamuis yag asidi zincirinde yer alan alfa
metilen gruplarindan H uzaklastirilmasi ile lipid peroksidasyonu baglar ve H
uzaklagtirllmasiyla yag asidi radikal oOzellik kazanir. Lipid peroksit radikali, lipid
radikalinin molekiiler oksijen ile reaksiyonu sonucu olusmaktadir ve bu radikal kararsiz
bir yapiya sahiptir. Kararli hale gelebilmesi i¢in de konjuge dien yapisindaki molekiil igi
baglarin1 diizenleyerek doniisiim gercgeklestirir. Lipid radikali ile molekiiler oksijenin
etkilesmesi sonucu lipid peroksil radikali olugsmaktadir. Bu radikal ise diger coklu
doymamig yag asitlerinin zincirlerini etkiler, yeni lipid radikallerinin olugsmasini saglar
ve H atomu alarak lipid hidroperoksite doniisiir. Lipid peroksitlerin yikilmalari
durumunda aldehitler olugsmaktadir. Bu aldehitler hiicre diizeyinde metabolize olurlar ya
da hiicrenin diger kisimlarina hasar yayarlar. Malondialdehit, 3 ya da daha fazla ¢ift bag
iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda meydana gelmektedir. Lipid
peroksidasyonunun derecesi ile MDA c¢ok iyi bir korelasyon gostermektedir. Bundan
dolay1 lipit peroksidasyon diizeylerini 6l¢gmekte MDA miktarlar1 6l¢timii ¢cok sik tercih
edilen bir yontemdir. Tiobarbiitirik asit ile MDA pembe renkli bir yapi olusturur ve
¢ozeltinin absorbans degerleriyle de lipit peroksidasyon derecesi belirlenmektedir
(Y1lmaz ve Ozan 2003; Kuru 2007; Erdal 2010).

Bitkiler reaktif oksijen tiirlerinin zararli etkilerine kars1 koymak adina farkli
stratejiler gelistirmislerdir. Bunlardan en Onemlisi enzimatik ve enzimatik olmayan
bilesenlerden olusan gii¢lii bir antioksidan savunma sistemidir. Bununla beraber prolin,
¢Oziinebilir protein, glisin ve c¢oziinebilir karbonhidratlar gibi birbirlerinin yerine
gecebilen, bitki ¢esidine gore degisebilen osmolitlerin sentezi artirilarak soguk stresinin

vermis oldugu zararh etkilere karsi konulmaya ¢alisilmaktadir (Shao et al. 2008).

1.5.2. Soguk stresinde osmoprotektanlar

Diusiik sicaklik bitkilerde su kaybina neden olmakta ve bitkiler osmotik
dengelerini, dehidrasyon sirasinda birbirleri yerine gegebilen osmotik koruyucularin
sentezi ve topraktaki ¢oziinen maddelerin alim ile siirdiirmeye calisirlar (Erugar 2006).

Bu maddeler osmolitler olarak adlandirilir ve yiiksek birikim gostererek bitkilerin su
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alimimini, proteinler ve zarlar gibi bilesenlerin yapisal biitiinliiklerin korunmalarint ve
serbest radikallerin uzaklastirilmalarin1 saglamaktadir. Bitkilerde osmolitlerin birikmesi
diisiik sicakliga verilen yanitlardan bir tanesidir (Tester and Davenport 2003).
Osmolitlerin soguk stresine uyum siirecinde nasil hareket ettikleri ile ilgili farkl
mekanizmalar s6z konusudur. Hiicre igerisindeki osmotik ayarlamayir osmolitlerin
yaptigi goriisii bu mekanizmalardan biri olarak sdylenebilir. Hiicrenin osmotik
potansiyeli karbonhidrat ve ¢6ziinen diger madde birikimleriyle degismektedir. Seker
birikimi, suyun donma sicakligini diisiirmekte ve bitki soguk ile karsilastiginda bitkide
olusacak buz olusumu daha diisiik sicakliklarda gerceklesmektedir. Soguk stresine
adapte olma siirecinde eriyikler, buz ¢oziilmesi esnasinda plazma membranlarinin
korunmasini da saglamaktadir. Hiicreler hizli buz tutmayan su ihtiva ederler. Membran
ile ilgili su, hidrofilik bir alan olusumu saglayarak ¢ift katl lipid tabakalarin1 korurlar.
Sekerler, buz ile uyarilmis dehidrasyon esnasinda su kaybinin yerine gecer ve bdylelikle
bitkiler fazla su eksikliginden etkilenmezler. Eriyikler ayrica buz yerine cam
olusturabilme kabiliyetine sahiptirler. Bir katinin sahip oldugu vizkositesiteye sahip
olan cam ashinda bir sividir ve bitkilerin soguk stresine karst dayanikli olmasini
saglamaktadir (Karabudak 2011). Diisiik sicaklik streslerine yanit olarak tiretilen
cozlinebilen sekerler, organik molekiiller olup diisiikk molekiil agirliklarina sahiptirler.
Coziinebilen sekerler, osmotik potansiyeli artirma yetenegi ile hiicre dehidrasyonun

artmasini engelleyerek bitkileri strese karst korurlar (Yokoi et al. 2002).

Strese maruz kalan bitkiler betain, prolin, glisin, seker alkolleri gibi gesitli
osmolitler biriktirmektedir. Prolin, osmolitler icerisinde en yaygin olarak bilinen bir
bilesiktir. Prolin bakteriler, protozoa, deniz omurgasizlar ve ¢esitli bitki tiirleri de dahil
farkli organizma tiirleri ile farkli stres kosullari altinda birikim gosteren bir amino
asittir. Prolinin stres faktorlerine karst uyum saglayabilme, sinyal ve iyilesme gibi
fonksiyonlar1 s6z konusudur. Prolin bitkilerin strese karsi verdigi bir yanit olarak kabul
goriiliir ve sitozolde biriktirilir. Disaridan bitkilere prolin uygulamalari da soguktan
koruma ve osmo koruyucu etki gosterebilir. (Vassey and Sharkey 1989; Yordanov et al.
2000). Artan prolin kloroplastlarda olumsuz stres kosullarinda redoks dengesi ile
hiicresel homeostazin korunmasina katkida bulunur. Mitokondride ise prolin
katabolizmas1 oksidatif solunum ile yakindan iligkilidir ve stres sonrasi tekrardan

biliyiime i¢in enerji saglamaktadir. Prolin ayrica mitokondriyal ROS seviyelerini ve
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redoks dengesini diizenleyen, gen ifadelerini kontrol edebilen, bitkilerin biiylime ve

gelismelerinde sinyal gorevinde bulunabilen bir bilesiktir (Szabados and Savouré 2010).

Prolin sentezi bir mekanizma olarak metabolizma ile uyumlu olacak sekilde
sitoplazmik asitligin hafifletilmesi icin NADP*/NADPH oraninin siirdiiriilebilmesinde
fonksiyon gorevi gorebilir. Ayni sekilde stresin uzaklasmasi durumunda prolinin hizla
yikilmasi durumu olacagindan, onarim ve iyilesmenin saglanmasi i¢in mitokondrial
oksidatif fosforilasyonu destekleyen indirgeyici ajanlar ile ATP’nin dretimini
saglayabilir (Santarius 1992). Ayrica diisiik sicakliklarda prolin miktarlarinin artmasi
prolin biyosentezindeki enzimlerin [P5CS1 ve 2 (6-pirrolin-5-C sentaz 1 ve 2)] soguk
ile indiiksiyonuyla agiklanmaktadir (Hare et al. 1998). Prolin biyosentezi, bitkilerde
korunmus housekeeping gen ve strese 6zgli Pirolin-5-Karboksilat Sentetaz (P5CS)
izoformunu kodlayan iki P5CS geninin aktivitesi ile kontrol edilmektedir. Kopyalanmis
P5CS genlerinin transkripsiyonel diizenlemeleri kodlama bolgelerinde farklidir
(Armengaud et al. 2004; Xue et al. 2009). P5CS2, Arabidopsis'te kok ve siirgiin uglari,
cicek salkimlar1 ve meristematik dokularda aktif olan housekeeping genidir. iki P5CS
geni de ¢igek siirgiinlerinin apikal meristemlerinde aktif olup prolin ¢igek gelisimini
saglamistir (Mattioli et al. 2009).

1.6. Hormonlar / Salisilik Asit

Bitkiler, ¢etin ¢evre sartlarina uyum saglamak, abiyotik streslerin oldugu yasam
alanlarinda gelismek i¢in onemli yetenekler gelistirmislerdir (Penfield 2008). Kiigiik
molekiiler yapiya sahip olan hormonlar, sentez bolgesinden etki bdlgesine sinyal
gonderen bilesiklerdir. Kendine spesifik ya da ortak etkilere sahip ¢esitli hormon
siiflar1 vardir. Hormonlar biyosentez sirasinda birbirleri ile sinerjistik veya
antagonistik etkiler gostererek, karmasik bir hormonal etkilesimler agi olustururlar
(Chen et al. 2018). Hormonlar arasindaki bu sinyal etkilesim ag1 stres tepkisi yolunu
acmak icin kullanilir. Bundan dolay1 bitkilerin stres tepkilerini belirlemek icin
hormonlar1 kullanmasi sasirtict olmamalidir. Hormonlar asagidaki Sekil 1.6.’da

gosterilmistir.
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Salisiligin sozciik anlami1 “salix”ten tlretilmistir. “Salix alba” s6giit agacinin
latincede karsiligidir. Salisin, sogiit agacinin kabugundan izole edilmis ve yiizyillar
Once agri ve atese iyi geldiginden bu kabuklar Yunanlilar ve Amerikali yerliler
tarafindan kullanilmistir. Salisin, salisilik alkoliin glikozitidir ve ilk olarak 1826 yilinda
sogilit kabugundan izole edilmis, maddenin biiylik ¢cogunlugu ise 1828 yilinda izole
edilmistir. Salisin sonrasinda ise oksidasyon iizerine SA olan aromatik bir bilesik ve
sekere doniistiiriilmiistiir. 1838 yilinda Italyan kimyager Raffaele Piria tarafindan
laboratuvarda ilk kez suda asidik oOzelligi gostermesinden dolayr salisilik asit adi
kullanilmistir. 2-hidroksi benzoik asit olarak bilinen SA renksizdir. Kristal bir yapisi
mevcuttur. C;HgO3 kimyasal formiiliine sahiptir. Salisilik asidin erime noktast 159,
kaynama noktasi ise 200 °C olup su icerisinde az ¢dziinmektedir. pH’s1 2,4 tiir. Aspirin
sentezi olarak bilinen asetilsalisilik asit dahil olmak iizere organik sentezlerde yaygin

olarak kullanilmaktadir (Raskin 1992; Arteca 1996).
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Sekil 1.6. Bitkilerde soguk stres tepkilerinin hormonal kontrolii. Turuncu oklar
aktivasyonu temsil ederken, mavi inhibisyon ¢izgileri, baskilama siireclerini
temsil eder. Hormon seviyelerine iliskin hi¢ veya tartismali verilerin
yayinlanmamasi durumunda noktali ¢izgiler kullanilir. Tire 0Ozgii
farkliliklar1 meydana gelebilir (Puhakainen et al. 2004; Zhang et al. 2011).
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Sekil 1.7. Salisilik asit kimyasal yapis1

Aromatik halkadan olusan SA fenolik bilesikler grubuna ait olup, (hidroksil) OH
grubu veya fonksiyonel tilirevini tasirlar. Salisilik asit ve tiirevleri salisilatlar olarak
adlandirilirlar. Salisilatlar salisilik asidinin metalik tuzlaridir. Tip alaninda, Ssanayi
alaninda bu kimyasallar énemlidir. Ornegin; sodyum salisilat sanayide koruyucu ve
boya {iiretiminde tipta ise romatizma tedavisinde agr1 kesici olarak kullanilmaktadir.

Fenil salisilatta ilag iiretimi, giines yagi kremlerinin tiretiminde kullanilmaktadir.
1.6.1. Salisilik asidin biyosentezi ve bitkilerdeki rolleri

Salisilik asit, bitkiler tarafindan sentezlenir. Salisilik asit bitkinin tim
organlarinda bulunmaktadir ve tasinimi ile ilgili kesin bilgi olmamakla beraber
disaridan uygulandig1 yerden floem yoluyla farkli organlara tasinmasi ile ilgili giiclii
kanitlar mevcuttur (Raskin 1992). SA bitkilerde 2 sekilde sentezlenir. Birincisi, stres
altinda olanlar ICS (izokromat) ikincisi ise stres altinda olmayan bitkiler i¢in PAL
(fenillanin amonyak lipaz) yolu ile sentezlenir (Yalpani et al. 1993; Kumar 2014).
SA’nin bitkilerdeki sentezi sikimik asitten benzoik asit ve kumarik asit yoludur. SA’nin
saglikl bitkilerdeki biyosentez yolu ise sirasiyla sinnamik asit, benzoik asit ve salisilik

asit seklindedir (Davies 1995).
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Sekil 1.8. Bitkilerde salisilik asit biyosentezinin metabolik yolu (Yalpani et al. 1993)

SA, bitkilerde serbest formunun disinda, esterler ve glukozidler olarak baglh
formlarda da bulunabilir. Bitkilerde salisilik asit genellikle seker bilesigi olan salisilik
asit-p-glukozit (SAG) seklinde, yani depo formunda bulunmaktadir. B-glukozidaz
enziminin bitkilerdeki rolii fitohormonlarin sinyal aktivitelerini kontrol ederek, salisilik
asidin bagli formdan serbest forma doniisiimiinii katalizleyerek, bitkide serbest SA
seviyesini diizenlemektedir. Biiylik gogunlugu, SAG’1n, hiicreler aras1 bosluklarda iken
SA ise hiicrelerin igerisinde yer alir. Clinkii SAG’mn salisilik asitten meydana gelmesi
hiicre icerisinde gerceklesmektedir. Boylelikle salisilik asit uygulamasi digaridan
yapildiginda dogrudan hiicre igerisine girmektedir. Salisilik asit-p-glukozit yani SAG
hiicreler arasindaki bosluklar yardimiyla uzak dokulara tasinabilen, sinyal gorevi
uistlenen salisilik asite gore uzun mesafelerde tasinim i¢in uygun olup yine salisilik
aside gore daha az toksik etki ve daha fazla ¢oziinebilme 6zelligi gosterirler (Seo et al.
1995).

Salisilik asit ve tlirevleri, stresle karsi karsiya kaldiklarinda bitki savunma
genlerini aktiflestiren bitki tarafindan {iiretilen sinyaller olarak adlandirilir ve boylelikle
bitkiye koruma gorevi saglarlar (Li et al. 2002). SA bitkinin biiylimesi, gelismesi,
olgunlagmasi, c¢iceklenmesi ve hem biyotik hem de abiyotik streslere kars1 tepkilerinin
diizenlenmesinde onemli rol oynayan bitki hormonlarindan biridir (Nazar et al. 2011;

Rivas-San Vicente and Plasencia 2011; Hara et al. 2012). SA, canlida 1s1 tiretimi
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(termojenez) ile hastaliklara karsi direng gostermede anahtar rol oynamaktadir (Vlot et
al. 2009). SA hiicre biiyiimesini, stoma kapanmasini, yaslanma ile ilgili gen
ekspresyonunu ve meyve verimini etkiler (Fu et al. 2012). SA, bitkide gravitropizma
(yer ¢ekimine yonelim), fotosentetik ve kloroplastlarin olusumunda etkilidir (Uzunova
and Popova, 2000; Fariduddin et al. 2003). Salisilik asit, agir metallerin neden oldugu
ROT hasarlarina karsi antioksidan savunma sistemini c¢aligtirarak bitkinin kendini
korumasini saglar (Chen et al. 2016). SA, vejetatif bir hormon ve otsu bitkilerde uygun

konsantrasyonlarda stoma iletkenligini ve elektron tasinimini artirir.

SA’nin bitkideki etkisi ¢evresel faktorlere, uygulanan yonteme, bitkinin ¢esidine
ve uygulama dozuna bagl olarak degisebilmektedir. SA diisiik dozlarda biiylimeyi
saglarken yiiksek dozlarda biiyiimeyi engelleyebilmektedir. Cevre kosullarinin yetersiz
olmasi endojen salisilik asit miktarinin artmasina ve digsaridan eksojen olarak yapilan
uygulamalarda ise stresi azaltarak ¢evreye uyumu saglayabilmektedir (Janda et al. 2014;
Bagautdinova et al. 2022; Sharma et al. 2022).
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Sekil 1.9. Bitkilerde salisilik asidin biyolojik anlamda fonksiyonlari (Guilfoyle et al.
2015).

25



1. GIRIS

1.7. Nanobilim ve Nanoteknoloji

Nano 6n eki Latincede “Nanus” olarak ifade edilirken sézciik anlami ciice veya
cok kiiciik, kiigiiciik bir sey anlamina gelir. Bir Yunan Onekine atifta bulunur ve
metrenin milyarda birini (10° m) gsterir (Pal et al. 2011). Nanobilim ve nanoteknoloji
arasinda ayrim yapilmalidir. Nanobilim, 1 ile 100 nm arasinda degisen nanometre
Olceklerinde yapilarin ve molekiillerin incelenmesine denirken, nanoteknoloji ise hizli
uygulamalarda cihazlar1 kullanan teknolojiye denir. Nanobilimin gelisimi ise bilim
insanlarinin  glinimiizde atom olarak ifade ettigi ama o donemde madde olarak
diisiindiikleri, siirekliliginin olup olmadigini daha kii¢iik parcalara sonsuza kadar
boliinebilir ya da bdliinemez veya yok edilemez parcaciklardan bir araya gelip
gelmedigi sorusunu diisiindiikleri ve M.O. 5. yiizyllda Yunanlilar ve Demokritos

zamanina kadar oldugu dénem olarak ifade edilebilir.

Nanoteknoloji ise 21. yiizyilin gelecek vadeden teknolojilerinden biridir.
Maddeyi nanometre Slgekli gozlemleyen, manipiile eden, monte, kontrol ve iiretim
yaparak nanobilimin yararli uygulamalara donligmesini saglayan yetenektir.
Nanoteknolojiyi ABD’deki Ulusal Nanoteknoloji  Girisimi  (NNI), benzersiz
fenomenlerin fizikten, kimyadan, biyolojiden, tip ve elektronige kadar cok cesitli
alanlarda nano boyutta (1-100 nm) yeni uygulamalara fayda ve olanak sagladigi bir
bilim, miithendislik ve teknoloji olarak tanimlar. Bu tanim nanoteknoloji i¢in dlgek ve
yenilik olmak {iizere iki kosulun oldugunu goéstermektedir. Birinci konu olan olgek,
nanoteknolojinin yapilari nanometre Olgeginde sekil ve boyutlarimi  kontrol
etmesidir. Ikinci konu yenilikle ilgilidir, nanodlgekten dolayr nanoteknolojinin bazi

ozelliklerden yararlanacak sekilde kiiciik seylerle ilgilenmesidir (Allhoff 2007).

Nobel odiiliine sahip Amerikali Fizik¢i Richard Feynman 1959 yilinda
nanoteknoloji kavramini tanitmigtir. Richard Feynman Amerika Fizik Derneginin her
yil diizenledigi toplantisinda California Teknoloji Enstitiisii'nde “Asagida daha cok yer
var” isimli bir konferans vererek bu konferansta Richard Feynman, "Britannica
Ansiklopedisinin 24 cildinin tamamini neden bir toplu ignenin basina yazamiyoruz?"
hipotezini ortaya atmig ve daha kiiciik makineleri yapmak adma molekiiler diizeye

inmeyi ve makineleri kullanma vizyonunu anlatmistir. Richard Feynman hipotezini
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kanitlayarak modern nanoteknolojinin babasi olarak kabul edilmektedir. Japon Norio
Taniguchi isimli bilim insan1 da on bes yil sonra 1974 yilinda nanoteknoloji kelimesini
ilk kullanan ve tanimlayan kisi olmustur. Taniguchi’ye gore nanoteknoloji, maddelerin
bir atom veya bir molekiil tarafindan ayrilmasi, birlestirilmesi ve bozulmasi islemidir

(Hey 2018).

Nanoteknoloji de genellikle 1 ile 100 nm skalasinda yer alan partikiiller
calisiimaktadir. Calisilan materyaller ise nano kristaller, nanoteller, nano ¢ubuklar ve
nanopartikiillerdir. Bu materyaller dogal ya da sentetik kaynakli olarak
sentezlenmektedirler. Nanoteknolojinin ne kadar kii¢iikk oldugunu hayal etmek giigtiir.
Ornek vermek gerekirse bir gazetenin kalinlig1 yiiz bin nanometre iken, karincanin kafa
genisligi bir milyon nanometredir. Bir sa¢ telinin kalinlig1 yiiz bin nanometre iken

viicutta bulunan kan hiicreleri bin nanometre biiyiikliigiine sahiptir.
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Sekil 1.10. Nanoteknolojide kullanilan bazi nanopartikiiller (Hulkoti and Taranath
2014).

Nanoteknoloji multidisipliner bir bilim dalidir ve son donemlerin gézde bilim
dallarindan birisidir. Hastaliklarin hizli tespiti ve molekiiler tedavisinde, patojenlerle
miicadelede, biyosensor caligmalarinda, bitkilerin besinleri kolay bir sekilde
kullanabilme yeteneklerinin artirilmasinda, gida ve tarim alaninda, miithendislik bilim

dallarinda, tekstilde, otomotiv sektoriinde, insaat islemlerinde, endiistriyel alanlarda,
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uzay endiistrisi ve ¢evre gibi bir¢ok alanda uygulamalar1 mevcuttur (Demirbilek 2015;

Mbonyiryivuze et al. 2015).

1.7.1. Tarimda nanoteknoloji

Birim alanda minimum girdi ile yiiksek verim elde etmek artan niifusun
ihtiyaclarin1 kargilamada 6nem arz etmektedir. Tarim ve gida alaninda nano materyal
kullanim1 ihtiyaglar1 karsilamada esasen onemlidir. Nanoteknolojinin her gecen giin
onem kazanmasi ve bu sekilde iiretilen materyallerin gelecekte tarim alaninda 6nemli
bir yere sahip olacagi disiiniilmektedir. Tarimda nanoteknolojinin kullanilmasi
trtinlerin  liretim maliyetlerinin azaltilmasi, bitkilerin gelismelerinin saglanmasi,
kimyasal kullaniminin azaltilmasiyla ¢evre kirliligini minimize edilmesi gibi imkanlar

sunacag1 onerilmektedir (Daghan 2015).

1.7.2. Nanopartikiil sentezi

Sentez, nanomalzemeler hakkinda bilgi elde etmede “ruh yontemi” olarak kabul
edilmektedir. Nanoparcaciklarin eldesinde fiziksel, kimyasal ve yesil sentez gibi farkh
yontemler tercih edilmektedir. Nanoyapilarin sentezi adma iki farkli yaklagim s6z
konusudur. Bu yaklasimlar maliyet, kalite ve hiz agisindan farklilik teskil eden asagidan
yukariya (bottom up) ve yukaridan asagiya (top down) seklindedir. Nano boyutta
parcacik elde etmek adima dokme malzemenin pargalanmasi yukaridan asagiya
yaklasiminin esasini olusturmaktadir. Bu endiistri tarafindan son yillarda gelistirilen ve
optimize edilen litografi ve hassas miihendislik gibi ileri teknikler kullanilarak
basarilabilir. Litografi bir yiizeyin 1s18a, iyonlara veya elektronlara maruz birakilarak
modellenmesini ve malzeme iiretmek adina malzemenin bu yiizey {izerinde
biriktirilmesini igerir. Yukaridan asagiya yaklasimda fiziksel ve kimyasal yontemler
kullanilmaktadir. Asagidan yukariya yaklasimi ise 1-100 nm araliginda manipiile
aracilig1 ile nanoyapilarin asagidan olusturulmasidir. Atom ve molekiillerin toplanmasi
anlamina da gelmektedir. Asagidan yukariya yaklasiminda hem kimyasal hem de yesil
sentez (biyolojik) yontemler kullanilmaktadir (Mittal et al. 2013; Beykaya ve Caglar
2016).
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Sekil 1.12. Nanopartikiil sentezinde fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler

1.7.3. Yesil sentez (biyolojik yontemler)

Nanomalzemelerin sentezi i¢in kullanilan fiziksel ve kimyasal yontemler yiiksek
maliyete, diisilk verime ve toksik ¢oziiciilerin kimyasallarin kullanimlari nedeniyle
dezavantajlara sahiptir. Cevre dostu yontem toksik elementlerin fiziksel ve kimyasal
sentezlerde olumsuz etki gostermesinden dolayr harika bir alternatiftir. Cevre dostu
yontem ayni1 zaman da biyolojik ya da “yesil sentez” yontemidir (P-Singh et al. 2011,

Devatha and Thalla 2018). Nanopargaciklarin biyosentezi olarak da isimlendirilen yesil
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sentez bitki ve bitki 6zlerini, enzimleri, mikroorganizmalar1 iceren nanoparcaciklarin
hazirlanmasi i¢in kimyasal yontem kullanilmayan bir yontemdir (Shukla et al. 2010).
Yesil sentez, nanoparcacik sentezi sirasinda olusabilecek cevreyle ilgili ve teknik
sorunlart minimuma indirebilen hatta onleyebilen bir yontemdir. Yesil sentez ile birlikte
ayrica ¢oktiirme, hidrotermal ve sol-jel teknikleri de mevcuttur (Umaralikhan and Jamal
Mohamed Jaffar 2018). Yesil sentez verimli, temiz ve ¢0ziicli olarak suyu kullanan bir
prosediirdiir. Bu sentez sayesinde fizikokimyasal iiretimlerden daha iyi bir boyut ve
morfolojiye sahip nanopartikiiller iiretilebilmektedir (Dahl et al. 2007; Hussain et al.
2016; Hutchison 2008). Yesil sentezde kullanilan biyomolekiiller bakteri, mantar, maya,
algler ve bunun yaninda en g¢ok kullanilan1 bitki Oziitleridir. Metal bazli
nanopartikiillerin sentezi i¢in biyomolekiiller metal tuzlarina ilave edilir (Roy et al.
2016). Metal bazli nanopartikiillerin yesil sentezinde kok, ¢icek, kabuk, meyve, tohum,
yaprak vs. kullanilmaktadir (Parsons et al. 2007). Bitki materyalleri arasinda en ¢ok
yapraklar kullanilmaktadir. Bitki Oziitleri ayrica yiiksek karbonhidrat, protein,
aminoasit, fenolik asitler, flavonoidler, saponinler, terpenoidler icermeleri nedeniyle
yesil sentezde onemli rol oynamaktadir (Patil and Chandrasekaran 2020; Soni et al.
2021).

1.8. Magnezyum (Mg) ve Bitkideki Fonksiyonlari

Magnezyum (Mg), yerkabugunda en ¢ok bulunan 8. element olup ayn1 zamanda
bitkilerde de en c¢ok bulunan ikinci katyondur. Bununla birlikte, cogu toprak Mg'si
(%90-98) minerallerin kristal kafes yapisina dahil edilir ve dogrudan bitki alim1 i¢in
elverigli degildir (Senbayram et al. 2015). Dogrudan bitki alim1 i¢in elverisli tek Mg
formu, Mg*? iyonudur. Mg*? iyonu katyonlar arasinda en kiigiik iyon yarigapina sahip
iken ayn1 zamanda da en biiyiik hidrath yarigapa sahiptir (Maguire and Cowan 2002).
Bu essiz kimyasal 6zellik, Mg+2'nin kok hiicre duvarlarina ve negatif yiikli toprak
kolloidlerine zayif bir sekilde baglanmasini saglarken, degistirilebilir Mg'inde
topraktan kolayca kaybolmasina neden olur (Aitken et al. 1999; Grzebisz 2011).

Mg enzim aktivasyonu, fotosenteze katilim, protein ve niikleik asitlerin sentezi
gibi fonksiyonlar1 olan bitkinin biiylimesi i¢in gerekli makro elementlerden birisidir

(Cowan 2002; Shaul 2002). Mg’nin kisitli olmasi bitkinin biiyiime ve gelismesini biiyiik
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Olciide engelleyebilir ve bu da iiriiniin kalite ve verimliligi {izerinde zararli ve olumsuz
etkilere yol acgabilmektedir (Aitken et al.1999; Verbruggen and Hermans 2013).
Biiylime ve gelisme siiresince magnezyum, fizyolojik ve biyokimyasal siireclerde yer
almaktadir. Mg+2 klorofilin bileseni olan fotosentez i¢in 6nemli iyondur. Clinkii enerji
transferi sirasinda klorofilin bir bileseni olarak magnezyumun %15 ile %35’
kloroplastlara baglanir (Rissler et al. 2002; Karley and White 2009; Cakmak and Yazici
2010). Fotosentez basamaklarinda yer alan enzimlerin aktive edilmesi Mg+2 iyonu
tarafindan yapilmaktadir (Pierce et al. 1986; Lundqvist and Schneider 1991).
Magnezyumun karbon boélistiirmede rolii vardir. Hidroliz reaksiyonu i¢in magnezyum
gereklidir. ATP ve protein sentezi i¢in magnezyum gereklidir. Protein sentezinin
sorumlusu olan ve iki alt birimden olusan ribozomun bu alt birimlerinin birlesmesi ve
aktivitesi i¢in hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda magnezyuma ihtiyaci vardir
(Weiss and Morris 1973; Sperrazza and Spremulli 1983; Schuwirth et al. 2005; Shenvi
et al. 2005).

Yeterli miktarda magnezyuma sahip bitkilerin abiyotik faktérlere karsi daha
toleransli oldugu bilinmektedir (Leonard and Hotchkiss 1976; Sperrazza and Spremulli
1983; Gout et al. 2014). Mg eksikliginin olmasi durumunda bitkinin biiylimesi durabilir
ve tarimsal acidan iriiniin kalitesi ve veriminde olumsuz sonuglara neden olur (Aitken
et al.1999; Verbruggen and Hermans 2013). Fizyolojik siireglerde yer alan ve
fotosentezden sorumlu magnezyumun eksikligi durumunda fotosentez hizinin
azalmasina, karbonhidratlarin aliminin engellenmesine ve dolayisiyla da biiyiimeyi ve
tiretkenligin azalmasina neden olur (Mehne-Jakobs 1995; Fischer 1997;Hermans et al.
2005; Yang et al. 2012). Ayrica gizli Mg eksikligi de soz konusu olabilmektedir. Bu
durumda bitkinin metabolizmasin etkileyerek, siis bitkilerinde, meyvelerde, sebzelerde

yani tarimsal tiriinlerdeki parametreleri etkilemis olur (Gerendas and Fiihrs 2013).

Mg eksikligi yalnizca biiyiime geriligi degil, ayn1 zamanda bitkide damarlar
arasinda kloroza (sararmaya) neden olmaktadir. Genellikle yasli yapraklarda gorsel
anlamda eksikligin belirtisi ortaya c¢ikmaktadir. Bununla beraber erken gelisim
donemlerinde gorsel belirti olmadan gizli Mg eksikligi bitkinin 11k, 151, diisiik pH,
kuraklik, metal toksisite gibi abiyotik faktorlere kars1 duyarlilig artirabilir (Cakmak and
Kirkby 2008).
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Sekil 1.13. Mg'nin bitkilerdeki fonksiyonlar1 (Cowan 2002)
1.9. Magnezyum Oksit (MgO) Nanopartikiilii

Magnezyum oksit nanopargaciklarinin boyutu genellikle 5 ile 120 nm aralifinda
olup ve 25-50 m?/g'lik bir spesifik yiizey alani iginde oldugu bulunmustur. Bu metal
oksit nanoparcaciklarinin boyutu son derece kiigiiktiir. Erime noktas1 2.852 °C iken
kaynama noktas1 3.600 °C’dir. Element olgiisii, kristal yapisi, iyonik olarak yiiksek
karakterli olmasi gibi yeni Ozelliklerinden dolayr magnezyum nanopargaciklarinin
biiyiik kullanim alanlar1 bulunmaktadir (Bindhu et al. 2016). MgO deneysel (ampirik)
formiile ve iyonik bagda Mg+2 iyonlari 0% iyonlarinin kafes diizenine sahip kiibik bir
yapida oldugu bilinmektedir. Suda az ¢oziiniirler (100 ml su igerisinde 0,0086 g)
(Taurian et al. 1985).

Magnezyum oksit nanopargaciklarmin biiyiik ilgi gérmesi cesitli metal oksit
nanoparcaciklarinin uygulamalarinin artmasi ile ger¢eklesmis ve bu nanopargaciklar
essiz Ozelliklere sahip oldugundan yaygin olarak kullanilmaktadir. Magnezyum oksit
nanopargaciklari kolay sentezlenebilen, toksik olmayan, ucuz ve antimikrobiyal
ozelliklere sahiptir (Cai et al. 2018). Magnezyum oksit nanoparcaciklari, anti-biyofilm
ajanlar1 olarak hareket etmeleri, atik sudan fosforun giderilmesini saglayarak bitki

biliylimesine yardimci olmalari, kendi kendini temizleme aktivitesi gostermeleri gibi
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sayisiz Ozelliklere sahiptirler (Chimenos et al. 2003; Mahdavi et al. 2013; Hikku et al.
2017).

1.9.1. MgO nanopartikiiliiniin uygulama alanlari

Yesil ve sirdirilebilir tarimda MgO nanopargaciklar1 genotoksisite ve
biyotoksisite gostermemesi, gbz ardi edilebilir fitotoksisiteye sahip olmasi bunun
yaninda da fide gelisimini saglamasi, bitki biiylimesini artirmasi, bitki korumasini
saglamasi gibi ¢ok ¢esitli beklentileri karsilamaktadir. MgO nanopargaciklarinin nano
Olcekli giibreler ve 151k absorpsiyon destekg¢isi olarak bitkilere yapraktan uygulamasinin
yapilmasi ile birka¢ mahsulde biiylime ve gelismede Onemli destek sagladigi

belirtilmektedir (Imada et al. 2016; Cai et al. 2018).

MgO nanopargaciklari onaylanmis bir gida katki maddesi, gida takviyesi, renk
koruyucu vb. olarak kullanilmaktadir (Stengl et al. 2003; Liang et al. 2004; Park et al.
2006). MgO nanopargaciklar1 ¢ok fazla klinik alanlarda kullanilmaktadir. Hastalik
teshisi, bitki ve mikroorganizmalar ile ilgili konular ve hastaliklar1 iyilestirme, gida
kaynakli patojenler, kemik yenilenmesi, ilag ve karin agris1 iyilestirmelerinde vs.
magnezyum oksit nanoparcaciklari oldukg¢a basarilidir (Bertinetti et al. 2009; Tang and
Lv 2014). Diinya genelinde g¢evresel kirlenme gelismis ve gelismekte olan iilkelerin
karsilastig1 son derece dnemli bir sorundur. Cevresel kirlenmeyle basa ¢ikmanin birgok
yolu vardir. MgO nanopargaciklar ¢cevresel iyilestirmelerde hayati bir rol oynamaktadir
(Khin et al. 2012). Nanopargaciklar, ¢cevre temizliginin ¢esitli yollar1 i¢erisinde harika
bir alternatiftir. MgO nanopartikiilleri, kisa bir siire iginde g¢evresel uygulamalarda
varlik gostermeye bagslamistir. MgO nanopartikiilleri yiiksek emici 06zellikte
olduklarindan SO, ve NO, gibi toksik gazlarin potansiyel bir emicisi olarak
kullanilmaktadir (Stengl et al. 2003; Liang et al. 2004; Yu et al. 2004; Park et al. 2006).
Magnezyum oksit nanopargaciklari fotonik uygulamalar i¢in harika liminesansa
sahiptir. Saflastirilmis haldeki magnezyum oksitin nanotoz formu, bir alasim olarak
alliminyumun mekanik ve iiretim 6zelliklerini gelistirmek ayni zamanda yenilebilir ve
hafif olmasindan dolay:1 fiizelerin ve diyet takviyelerinin imalatinda da kullanilirlar

(Ramanujam and Sundrarajan 2014; Anilkumar et al. 2015).
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MgO Nanopartikil Uygulama
INERIETS

Sekil 1.14. MgO nanopartikiiliiniin uygulama alanlar1

1.10. Nanopartikiillerin Bitkiler Tarafindan Alinim

Nanopartikiillerin bitki tarafindan alinimi, nanoparcacigin kendisiyle 1ilgili
bircok faktorleri olan boyutu, kimyasal bilesimi, net yiikii, yiizey islevselligi, toprak
yapisi, su durumu vs. bagh olarak pek tahmin edilememektedir (Gonzalez-Melendi et
al. 2008). Nanopartikiiller, bitkilere tercihen yapraklar1 basta olmak tizere, koklere ya da
vejetatif kisimlarma uygulanabilir. Nanopartikiiller pasif olarak ifade edebilecegimiz
sekilde bitki tarafindan alinabilir. Yani nano ya da mikro boyuttaki parcaciklar stoma,
hidatod (stoma benzeri yap1), stigma (tepecik) ve kabuk dokusu gibi bitkinin agikliklar
araciligr ile alinabilir (Eichert et al. 2008; Kurepa et al. 2010). Bitkide dis koruyucu
katmanlar s6z konusudur. Ornegin, trikomlar yani tiiyler bunlar nanopartikiilleri bitki
yiizeyinde tutar ve bdylece eksojen materyallerin dokular tizerindeki kalicilik siiresini

artirarak bitki yilizeyindeki dinamikleri etkileyebilmektedir (Al-Salim et al. 2011).
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Sekil 1.15. Bitkilerde nanopartikiillerin emilimi, alinimi1 ve taginmasi A) Uygulama
yontemi ile farkli nanopartikiil yapilarinin bitki tarafindan alinimi. B)
Nanopartikiiller bitkiler tarafindan emilimini kolaylagtiran ya da
engelleyen mikroorganizmalar ve bilesikler ile toprakta etkilesime
girebilirler. Giris noktasina bagli olarak (kok veya yaprak) vaskiiler
dokulara ulasmadan oOnce c¢esitli dokular (endodermis, epidermis) ve
bariyerleri (kaspari seridi vs.) ge¢melidir. C) Nanoparcaciklar kok veya
yapraga ulagmak i¢in apoplastik ya da simplastik yollar1 tercih edebilir. D)
Hiicrelerin i¢indeki nanopartikiillerin 6ziimsenebilmesi igin, ¢esitli
mekanizmalar  Onerilmistir. (Gozenek olusumu, tasiyict proteinler,
plasmodesmata ve endositoz gibi) (Perezde-Luque 2017).

Nanopartikiillerin bitkide 2 hareket yolu vardir. Bunlar, apoplastik ve simplastik
yollardir. Apoplastik yol, hiicre ¢eperlerini ve hiicreler arasi alanlar1 kapsar. Bu yolda su
ve ¢oziinen maddeler hiicreye girmeden kok ya da diger bir organin i¢inde bir yerden
baska bir yere taginabilir. Yani plazma disinda meydana gelmektedir. Simplastik yol ise,
bitisik hiicrelerin sitoplazmalar1 arasinda su ve ¢dzilinenlerin taginmasini igerir. Baska
bir ifadeyle simplastik tasinmada nanopartikiillerin hiicrelerin igine niifuz etmeleri
gerekir. Bir bitki hiicresinin duvan fiziksel olarak engel olusturur ve nanopartikiillerin
hiicre igerisine alinimini hayvan hiicrelerine gore daha zor kilmaktadir. Bir hiicre
duvarinin yapisinda seliiloz ve hemiseliilloz mikrofibrilleri ile proteinler vardir. Cok
katmanlidir. Istisna disinda ortalama ¢ap1 10 nanometreden kiiciik 20 nm’ye kadar olan
dar segici bir filtreye sahip gozenekli bir ortamlara imkan tanir (Carpita et al. 1979).
Bununla beraber, bircok bitki tiirlinlin hiicre duvarindan ¢aplar1 3 ile 50 nanometre

arasinda olan farkli tipteki nanopargaciklarin ve karbon nanotiiplerin kolayca gectigi
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gosterilmistir (Liu et al. 2009; Kurepa et al. 2010; Chang et al. 2013; Etxeberria et al.
2019).

1.11. Nanopartikiil Karakterizasyonu

Karakterizasyon, nanopartikiillerin 6zellikleri ve uygulamalar1 hakkinda bilgi
almak i¢in temel teskil etmektedir. Nanopartikiil karakterizasyon isleminde farkli
teknikler kullanilmaktadir. Bu teknikler; morfoloji, boyut, kaplama ve bilesim gibi
karakterizasyon igerirler. Nanopartikiillerin karakterizasyonu siireci 3 grupta yapilabilir.
Bunlar; ayirma tekniklerine dayali, mikroskobi tekniklerine dayali ve spektrometrik
tekniklerdir (Hassellov et al. 2008; Fabrega et al. 2011). Ayirma tekniklerine dayali
teknik, nanopartikiillerin boyutu ve seklini karakterize eder. Bu teknikte 10 nm den
kiiciik nanopartikiiller icin HPLC teknigi kullanilir (Soto-Alvaredo et al. 2013). En
yaygin kullanilan teknik ise kapiler (CE) ve jel elektroforezidir (Lopez-Lorente et al.
2011). Mikroskobi teknikleri, nanopartikiillerin karakterizasyonu i¢in en ¢ok kullanilan
tekniklerden bir tanesidir. Partikiil, boyut ve sekil degerlendirilmesinde kullanilir. En
biiylik avantaji standardi ile karsilastirilma yapilmamasidir. Cilinkii goriintii, hatta 3
boyutlu goriintii elde edilmektedir (Hassellov et al. 2008; Fabrega et al. 2011; Lopez-
Lorente et al. 2011). Mikroskobi tekniklerinde SEM, TEM ve AFM kullanilmaktadir.
Spektrometrik teknik UV-vis spektrometrisinin ¢aligmasinda ¢ok kullanilmaktadir.
Partikiiliin ortalama boyutu hakkinda bilgi verir. Ayrica ICP-MS, XRD (X 1smnimu
kirinimi1) kullanilan tekniklerdir (Liu et al. 2005; Rajasekharreddy et al. 2010; Véron et
al. 2013).
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Sekil 1.16. Nanopargaciklarin karakterizasyonunda kullanilan bazi teknikler (SEM:
Taramali elektron mikroskobu, TEM: Transmisyon elektron mikroskobu,
NIR: Yakin kizilotesi, FTIR: Fourier Doniisimii Kizilotesi Spektrometrisi,
AFM: Atomik kuvvet mikroskobu, HPLC: Yiiksek performans sivi
kromatografisi, XRD: X-isin1  kirmmimi, SP-ICP-MS: Plazma Kkiitle
spektrometrisi).

1.11.1. SEM (Taramal elektron mikroskobu)

Nanopargaciklarin morfolojik 6zelliklerini belirlemede elektron mikroskobu
teknigi kullanilmaktadir. SEM bu tekniklerden biri olup, nanopargaciklarin morfolojik
ve boyut analizinde biiyiik avantaj saglamaktadir. Buna karsilik zaman alici, maliyetli
ve boyut dagilimi ile ilgili sinirli bilgiler verdigi i¢in dezavantajlidir (Pal et al. 2011).
SEM analizinde {i¢ boyutlu yiizey goriintiilemesi yapilabilmektedir. Elektron tabancasi,
kondenser mercek ve vakum sistemine sahip olan SEM cihazi, {i¢ farkli tipte goriintii
olusturmaktadir. Bunlar; harici X-1g1n1 haritalari, ikincil elektron goriintiileri ve geri
sacilmig elektron goriintiileridir. SEM analizi sirasinda toz {irlinler numune tutucu
tizerine yerlestirilir ve platin, altin, altin/paladyum alasimi, tungsten, grafit, krom gibi
metallerle kaplanir. Vakum sistemi ile nanopartikiillerin farklilasma 6zellikleri kismen
engellenebilmektedir. Daha sonra yiiksek enerjili elektron demeti numuneler {izerine
gonderilir ve g¢esitli sinyaller iretilir. Elektron demeti 1sinlarina maruz kalan
numunelerden alinan sinyaller (dis morfoloji) numune {izerindeki materyallerin
kimyasal bilesimi, kristal yapist gibi numuneler hakkinda bilgiler bir dedektor
tarafindan kaydedilir (Rao and Savithramma 2011).
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1.12. miRNA (Mikro RNA)

Mikro RNA’lar ilk olarak 1993 yilinda Ruvkun ve Ambros tarafindan
Caenorhabditis elegans’ta (ipliksi solucan) lin-4 geninde kesfedilmistir. Ayni yil
igerisinde ayni ekip lin-4 geninin lin-14 geninin negatif diizenleyicisi olarak gorev
yaptigini bulmuslardir. lin-4 ve lin-14 iizerine ¢aligmalar devam etmis, bir siire sonra
lin-4'iin protein kodlayan RNA olmadigi, kiiciik protein kodlamayan RNA oldugu
kesfedilmistir. miRNA'larin tiimii hayvanlar {izerinde tespit edilirken, 2002 yilinda bitki
miRNA’lar1 ilk kez Arabidopsis’te kesfedilmistir (Lee et al. 1993; Reinhart et al. 2002).
Simdiye kadar ise en az 1280 bitki miRNA’s1 kesfedilmisse de buna ragmen bitki
miRNA’larin kiigiik bir kismi simirli miktarda tanimlanmistir (Griffiths-Jones et al.
2006).

Mikro RNA’lar 20-25 niikleotit uzunluga sahip, tek sarmalli, kii¢lik ve protein
kodlamayan RNA molekiilleridir. Mikro RNA’lar hedef mRNA’lara baglanir ve mRNA
yikimi veya baskilanmasi yoluyla gen ifadesinin negatif yonde diizenlenmesini saglarlar

(Jones-Rhoades 2012).

1.12.1. Bitkide miRNA sentezi

Bitkilerde mikro RNA’lar, RNA oOnciilerinin islenmesiyle elde edilmektedir.
Sentezin birinci basamagi, RNA polimeraz II (RNA pol II) enzimi araciligiyla genomik
DNA’dan (6nciil) pri-miRNA’larin sentezidir (Noman and Ageel 2017). Birincil
transkripsiyonel iriin olan pri-miRNA'larin yapisi sag¢ tokasina sahip olup uzun ve tek
zincirli RNA’lardir (Yang et al. 2019). Pri-miRNA'larin 5' ucu metillenmis sapka iken 3'
ucunda poli A kuyrugu bulunur (Axtell and Bartel 2005). Sentezin ikinci basamaginda
ise (Dicer-likel DCL-1) RNAZ 11l enzimleri araciligryla, birinci basamakta sentezlenen
pri-miRNA, niikleotit uzunlugu daha kisa olan (olgun) pre-miRNA'ya doniistiirliir.
Enzim, DCL-1 bitkilerde iken hayvanlarda Drosha’dir. Sentezin tiglincii basamaginda
ise 6ncii miRNA ¢ift zincirinin HEN1 (RNA 2'-O-metiltransferaz) tarafindan 3' ucundan
metillenir ve HST1 (Protein asetillizin N-asetiltransferaz) tarafindan sitoplazmaya
taginir. Sentezin son basamaginda ise olgun ve birincil miRNA dupleksi boliiniir ve

ortaya olgun miRNA ¢ikmaktadir. Hedefteki mRNA’y1 inhibe etmek i¢in ya da kesmek
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icin arganoute proteini (AGO1) RNAZ devreye girer ve iki iplik¢i arasindan uygun olan
iplikei segilir digeri parcalanir. RISC (RNA-indiiklenmis susturma kompleksi) ile
birlesen miRNA’lar protein sentezinin durdurulmasina ve mRNA yikimina sebep
olmaktadir (Gautam and Gupta 2020; Narjala et al. 2020; Parmar et al. 2020). Olgun bir
miRNA, proteinlerin translasyon islemini dogrudan durdurabilir ya da dolayli yonden
ayni kokenli mRNA'lar1 hedefleyerek gen ekspresyonunu inhibe edebilir. Bitkilerde
miRNA islenmesi sadece ¢ekirdekte gerceklesirken hayvanlarda ise hem c¢ekirdekte

hem de sitoplazmada gergeklesir.
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Sekil 1.17. Bitkilerde Mikro RNA (miRNA) sentezi (Liu et al. 2017)

1.12.2. miRNA'larm hedef genlerin anlatimim diizenlemeleri

Transkripsiyon sonrasi bitki miRNA’lar1 hedef genleri iki sekilde diizenler.
Birincisi transkriptlerin - boliinmesi ikincisi de translasyonun baskilanmasidir.
Transkriptlerin boliinmesi mRNA’da belirli bir yerde gerceklesmektedir. Translasyon

baskilanmasi transkript boliinmesine nazaran az gerceklesmektedir. miRNA’lar
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transkripsiyon sonrasi gen susturulmasini yonlendirmek i¢in AGO1 proteinleriyle
birlesirler. AGO1 yani ARGONAUTE miRNA hedeflerini parcalayarak onlar1 bozar.
Translasyon baskisi AMP1 yardimiyla ER (Endoplazmik Retikulum) polizomlarda
gerceklesir. AGO7 sonrasinda SGS3 ve RDR6 (RNA Bagimli RNA Polimeraz) ile
birlikte miRNA hedeflerini pargalayarak siRNA yapilarint olusturur. miRNA'lar hedef
transkriptlerine uygun bir sekilde baglanarak, mRNA molekiiliiniin par¢alanmasi veya
bozulmasi yoluyla translasyonlari inhibe ederler. Gelismis Okaryotlarda hedef gen

ekspresyonunun diizenlenmesinde miRNA’lar ¢ok biiyiik rol oynarlar (Chen et al.2019).

1.12.3. Stres ve miRNA

Stres, bitkilerdeki miRNA’larin gen ifadelerinin diizenlenmesini (¢ok ya da az
ifade etme) ya da bitkinin stresle miicadelesinde yeni miRNA’larin sentezlenmesine
neden olabilmektedir. Son yillarda yliksek verimli dizileme teknolojisi kullanilarak
biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi ¢esitli bitki tlirlerinde ¢ok sayida miRNA’lar
tanimlanmistir (Kuraklik, tuzluluk, soguk, mekanik stres, agir metal gibi) (Zhou et al.
2008). Son donemlerde artan miRNA c¢alismalari, miRNA’larin  bitkide stres
faktorlerine karst 6nemli rol oynadigini agik¢a gostermektedir. Bu nedenle de miRNA
gen diizenleme siirecinin giintimiizdeki kullanimi istikrarli ve gilivenilir hale gelmistir
(Noman et al. 2017). Son on yildaki ¢alismalarin bazilari bir ya da birden fazla ¢evresel
stres faktorlerine yanit veren miRNA’larin tanimlanmasi tizerine olup, bununla birlikte
miRNA’larin ekspresyon profillerini ve bitki toleranslarina katilimi ile strese yanitlarin
tam olarak aydinlatmak olmustur. Diisiik sicaklik, yiiksek sicaklik, kuraklik, tuz,
beslenme eksikligi ve metal elementler gibi birgok abiyotik stres faktoriin gesitli
bitkilerde bitki biliylime ilerlemesinde yer alan miRNA’larin ifadelerini degistirdigi
gosterilmistir (Shriram et al. 2016). Bu bulgular mahsul bitkilerde miRNA’larin genetik
modifikasyonlar araciligi ile abiyotik stres toleransinin miihendisliginin anahtarini
tutabilecegini gostermistir (Wani et al. 2020). Abiyotik stres faktorlere dayanabilen
mahsul drlinlerin yetistirilmesi bitkilerin dis ortama kars1 kullandiklar1 gen
diizenlemelerinin daha derin arastirilmasmi  ve desifre edilmesini gerektirir.
miRNA'larin molekiiler diizeyde stres toleransin1 anlamak i¢in muazzam bir kapasiteye
sahip genetik havzalar oldugunu ve sonunda bitki stres diizenlemesinde ¢ok belirleyici

hale geldigini gostermektedir. Simdi bitkilerde stres toleransinin uyarilmasi i¢gin miRNA
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aracili gen diizenlemesini kullanma seceneklerinin daha tutarli ve giivenilir hale

gelecegi aciktir.

-

Sekil 1.18. Abiyotik streslere kars1 yardim eli olarak miRNA'lar (Noman et al. 2017)

Bitkilerde son yillarda diisiik sicakligin neden oldugu etkiye dayanma ve
transkripsiyon sonrasi seviye birikmesine yardimci olan strese duyarli miRNA’lar
kesfedilmistir. Bu miRNA’lar soguga duyarli genlerin diizenlemesini saglayabilir ve
aragtirmalar miRNA ifadelerinin soguk stresine yanit olarak degistigini gostermektedir.
Arabidopsis, Populus, Brachypodium, piring, domates, sorgum, soya fasiilyesi, misir,
yonca, tiitlin gibi bir¢ok bitki tiirli soguga duyarlt miRNA’lar olarak rapor edilmistir.
Soguk stresine maruz kalan Populus bitkisinde miR156, miR475 ve miR476
ifadelerinin asagi dogru diizenlendigi ancak miR168 ve miR477 ifadelerinin yukari
dogru diizenlendigi bildirilmistir. Arabidopsis bitkisinde ise miR165/166, miR408,
miR393 ve miR396’in soguk strese maruz kaldiklarinda yukar regiile edildikleri,
miR398, miR394, miR159, miR319, miR164, miR157 ve miR156’n gecici ya da ¢ok
az regiile edildikleri rapor edilmistir (Sunkar and Zhu 2004; Li et al. 2008).

miR156, bitkilerde bol bulunur ve miRNA ailesi igerisinde yliksek oranda
korunan {iyelerden biridir. Ilk olarak Arabidopsis’te kesfedilen miR156, 20
niikleotidden olusmaktadir. Hedef genleri, SPL (SQUAMOSA promoter baglayici
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protein) ve SBP (SQUAMOSA promoter baglayici protein) ailesidir (Reinhart et al.
2002). SPL, biiyiik bir gen ailesi olup bir diizineden fazla (Arabidopsis, misir (Zea
mays L.), piring (Oryza sativa L.) vs. bitki tiirlinde tanimlanmistir. miR156, SPL gen
ailesi tiyelerinin ekspresyonunu diizenler ve bitkinin biiylime, {ireme ve gelismesini
saglar (Xie et al. 2006). Bitkilerin vejetatif olarak biiylimesi kok, gévde ve yaprak gibi
bitkisel organlarinin biiyiime ve gelisme gostermesi anlamina gelmektedir. miR156,
bitkilerin vejetatif olarak biiyiimelerinde ve kok gelisimlerinde rol oynamaktadir. Asiri
ekspre olan miR156, hedef genlerin ekspresyonunu inhibe ederek yan koklerin
gelisimini tesvik eder, sayilarini artirir, govde biiyiimesini ve gelisimini destekler.
miR156’nin Arabidopsis geng fidelerinde yiiksek oranda eskpre edilmesi tesadiifi kok
gelisimini azaltir ve miR156’nin SPL genlerinin ekspresyonunu bloke etmesi kok
biiylimesini saglamaktadir (Xu et al. 2016). Ayn1 sekilde domates, misir ve tiitiinde asir1
ekspre olan miR156 kok olusumunu tesvik eder (Chuck et al. 2007; Zhang et al. 2011;
Feng et al. 2016). Bu kanitlar miR156’nin hedef SPL genlerini diizenleyerek koklerin
biiyiime ve gelismesini sagladigini gostermektedir. miR156-SPL modiilii, yan kok
gelimisinde de rol oynamaktadir. Arabidopsis'in miR156'y1 asirt eksprese eden
hatlarinda, SPL10 ve AGL79 ekspresyonu 6nemli dlglide asagi regiile edildi ve fazla
yan kok olusumu gergeklesti (Gao et al. 2018). Stu-miR156-susturulmus patates
hatlarinda (Solanum tuberosum)L.) miR156 bitki govdelerinin, yapraklarinin ve diger
organlarinin biiylimesini ve gelismesini diizenlemede de rol oynamaktadir. miR156
bitkilerin stres tepkilerinde 6nemli rol oynamaktadir. Arabidopsis'te diisiik sicaklik,
miR156'min asag1 regiilasyonuna neden oldu bu da hedef genlerinin yukari regiile
edilmis bir ekspresyonuyla sonuglandi ve bu da diisiik sicakliga tepkisini diizenledi (Wu
and Poethig 2006). Seker kamisinda (Saccharum officinarum), disiik sicaklik
muamelesinden sonra miR156 ekspresyonunun azaldigi, bununda seker kamiginin
metabolizmasini ve bilylimesini yavaslattigin1 ve SBP transkripsiyon faktorlerini negatif

olarak diizenleyerek soguga toleransi artirdigini gosterdi (Zhu et al. 2021).

Kiiciik diizenleyici RNA’lar arasinda miRNA’lar disinda heterokromatik
siRNA'lar (hc-siRNA'lar), tekrarla iligkili siRNA'lar (ra-siRNA'lar), dogal duyu-antisens
transkript siRNA'lar, trans-etkili SIRNA'lar (ta-siRNA'lar) ve yakin zamanda tanimlanan
Piwi ile etkilesime giren RNA'larda yer almaktadir. Trans-etkili siRNA'larin (ta-
siRNA'lar) Arabidopsis'te tanimlanmast miRNA ve siRNA yollar1 arasinda koprii
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olusturmustur. Ta-siRNA’lar ilk kez RDR6 ve gen susturma bastiricist (SGS3) genleri
lizerinde yapilan c¢alisma ile tanimlanmistir. Ta-siRNA’larin iiretimi, ilk olarak
miRNA'lar tarafindan hedeflenen birincil TAS transkriptlerinin boliinmesiyle tetiklenir
daha sonra RDR6 ve SGS3'%in yardimiyla 5' veya 3'boliinme {iriinleri dsRNA'ya
doniistiiriiliir. Son olarak ta-siRNA'lar iiretmek iizere DCL4 tarafindan islenir (Peragine
et al. 2004; Vazquez et al. 2004; Allen et al. 2005; Borsani et al. 2005; Xie et al. 2005;
Yoshikawa et al. 2005; Lau et al. 2006).

Arabidopsis'te dort TAS gen ailesi tanimlanmistir. TAS1a, TAS1b ve TASIc,
miR173 tarafindan hedeflenir ve bunlarin 3'boliinme iiriinleri, islevi bilinmeyen bir grup
geni ve potansiyel olarak bir grup pentatrikopeptid (PPR) genleri tekrarin1 hedef alarak
ayni veya c¢ok yakin iliskili ta-siRNA'lar iiretir (Yoshikawa et al. 2005). TAS1
lokuslarina ek olarak TAS2, miR173 tarafindan hedeflenir ve 3'bdliinme iiriinii, bir grup
PPR genini hedef alan ta-siRNA'lar iiretir (Allen et al. 2005).

Pentatrikopeptid tekrar (PPR) proteinleri, kara bitkilerindeki en biiyiik protein
ailelerinden birini olusturur. Gegtigimiz on yilda PPR proteinlerin molekiiler islevleri,
bitki biiylimesi ve gelismesi sirasinda oynadiklar1 fizyolojik roller hakkinda c¢ok sey
ogrenildi. Tipik bir PPR proteini mitokondri veya kloroplastlar1 hedef alir, bir veya daha
fazla organel transkriptini baglar ve RNA dizisini, islenmesini, doniisiimiinii veya
translasyonunu degistirerek bunlarin ekspresyonunu etkiler. Ayrica fotosentez, bitki
gelisimi, solunum ve gevresel faktorler tizerinde derin etkileri vardir (Barkan and Small
2014). Arabidopsis'te PPR gen ailesinin genel ifadesi ¢ok diistiktiir. Bunun nedeni,
ekspresyon analizinin bitki biiylimesinin tiim asamalarinda degil, yalnizca yapraklar ve
cicekler gibi birkac bitki organinda gergeklestirilmesi olabilir. Bununla birlikte, bazi
bitki kisimlarinda PPR genlerinin lokalize ekspresyonuna iligkin raporlar, bunlarin
farkl1 bitki dokular1 veya hiicrelerindeki spesifik rollerine isaret etmektedir. Ornegin,
Arabidopsis thaliana’ nin yaprak ve ¢igeklerinde PPR geni P67'nin ekspresyonu kok ve

cicek tomurcuklarindan daha ytiksek seviyelerdeydi (Lahmy et al. 2000).
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Kang et al. (2003) muz fideleri (Musa acuminata) tizerinde soguk stresi (5 °C)
altinda yapmis olduklar1 calismada 0,5 mM salisilik asit (SA) uygulamislardir.
Oncelikle soguk stres 5 derecede 3 giin kalan bitkiler 30/22 °C'de (giindiiz/gece) 2
giinliik bir iyilesmeye birakilmigtir. SA 6n isleme tabi tutulmamis bitkilerde gorsel
olarak ciddi sogutma hasari semptomlar1 gozlendigini yapraklarin ¢ogunun solup ve
oldiiklerini bildirmislerdir. Buna karsin 1 giin boyunca 0,5 mM SA ile 6n isleme tabi
tutulan bitkilerin, diisiik sicakliktan neredeyse hi¢ etkilenmediklerini ve bu bitkilerin,
soguk islemden oOncekiyle hemen hemen ayni goriindiiklerini agiklamiglardir. SA’nin
koruyucu enzim aktiviteleri lizerindeki etkileri ise SA’nin 6n islemi 30/22 °C'de H,0;
birikimi ile sonu¢lanmig fakat soguk stres altinda 5 °C’de SA 6n islemi H,O; asir

iiretimini azalttigini bildirmislerdir.

Tagkin et al. (2003) yilinda kislik bugdayda (Triticum aestivum) eksojen olarak
uygulanan salisilik asidin (SA) (0,01- 0,1 ve 1 mM) ve sogugun donma toleransi
(donma hasar1 ve buz ¢ekirdeklenme aktivitesi) tizerindeki etkilerini arastirmislardir.
Kislik bugday soguga (15/10 °C 15 giin, 10/5 °C 30 giin ve 5/3 °C) olarak maruz
birakilmistir. Sonug olarak da soguga alistirmanin donma kosullarina maruz birakilan
yaprak segmentlerinde yaralanmanin azalmasina neden oldugu ayrica eksojen SA soguk
(15/10 °C) ve kontrol (15 ve 30 giinliik) kosullarinda yetistirilen yapraklarda donma
hasarmi azalttig1, soguk kosul (10/5 ve 5/3 °C), yapraklardan izole edilen apoplastik
proteinler tarafindan buz cekirdeklenme aktivitesinde artisa neden oldugu, ilk kez
ekzojen SA'nin soguk (15/10 ve 10/5 °C) ve kontrol kosullarinda buz ¢ekirdeklenme

aktivitesinde artiga neden oldugu bildirilmistir.

Klotke et al. (2004) soguk adaptasyona zit olan Arabidopsis thaliana cesitlerinde
(Col-0 ve C24) donma toleransinin kazanilmasinda ¢6ziiniir seker konsantrasyonlarinin
etkisini arastirmislardir. Bitkiler biiyiitiildiikten sonra (4 °C) biiyiime kabinine almislar
ve 14 gilin boyunca soguga maruz birakmislardir. Sonu¢ olarak her iki tiirde de,
donmaya dayanikli Col-0'da rafinoz ve hassas C24'te fruktoz daha yiiksek olmak {izere
soguga maruz kaldiktan 24 saat sonra ¢oziiniir sekerlerin arttigini, glikozun her iki

ornekte de hizla biriktigini ve ilk 7 gilin boyunca yiiksek kaldigini daha sonra C24'te
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geriledigini belirtmislerdir. Iki haftalik soguga maruz kalmanin sonunda, her iki
genotipte toplam heksoz konsantrasyonu, uyum saglamayan kosullardakinden daha
yiiksek oldugunu agiklamiglardir. Siikroz ise, her iki genotipte de sogugun ilk 24
saatinde en biiylik artis1 gosterdigini ve 2 hafta soguga maruz kaldiktan sonra yaklasik
tic kat daha yiikseldigini bildirmislerdir. Son olarak da prolin ve glutamin gibi diger
uyumlu soliitlerin konsantrasyonlarinin da soguga alismis Col-O'da C24 bitkilerinden

daha yiiksek oldugunu ifade etmislerdir.

Wu and Poething (2006) Arabidopsis thaliana‘da yapmis olduklar1 galismada
miR156 ‘nin sorumlulugunu arastirmislardir. Bitkiler, biiyiitiildiikten sonra (4 °C) soguk
stresinde 2 giin (48 saat) bekletilmistir. Stirgiin gelisimi sirasinda miR156 seviyesinde

azalma oldugunu bildirmislerdir.

Liu et al. (2008) yilinda Arabidopsis thaliana‘da yapmis olduklari ¢alismada 300
mM NaCl ve 200 mM mannitolii (4°C)'lik soguk stres uygulamalarina tabi tutmuslardir.
Soguk stres tedavisi sirasinda, ¢ogu miRNA seviyesinin 6 saat sonra daha yiiksek
oldugunu ve daha uzun stresle azaldigini istisna olarak da 24 saatte maksimum ifadeye

sahip olan miR156a’nin oldugunu bildirmislerdir.

Lu and Huang (2008) abiyotik stres faktorleri altinda bir dizi mikroRNA’y1
arastirmis ve soguk sicakliginin ¢evresel bir etken olduguna ve bu strese karsi toleransin

bitkinin biiylime ve gelisiminde 6nemli bir etki gosterdigine inanildigin1 belirtmislerdir.

Zhou et al. (2009) (Medicago sativa) koklerinde Hg kaynakli oksidatif stresi
diizenlemede SA'nin roliinii aragtirmiglardir. Bitkiler 12 saat boyunca 0,2 mM SA ile 6n
isleme tabi tutulmus ve ardindan 24 saat boyunca 10 uM Hg?"'ye maruz birakilmustir.
Sonuglarda ise yonca koklerinde prolin birikiminin oldugunu hatta Hg varliginda SA ile
muamele edilmis koklerde yalnizca Hg ile tedavi edilenlere gore prolin miktarinin daha
fazla oldugu aciklanmistir. Salisilik asidin (SA) civanin neden oldugu toksisiteyi
hafiflettigini ve M. sativa'nin koklerini korudugunu ifade etmislerdir. Civanin neden
oldugu oksidatif hasardan yazarlar, oksidatif hasara karst bu korumanin, c¢esitli

antioksidan enzimlerin artan aktivitesine aracilik ettigini bildirmislerdir.
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Sahu and Sabat (2011) yilinda eksojen salisilik asidin etkisi altinda bugday
bitkilerinin kok ve yaprak dokularindaki biiylime, pigment igerigi ve antioksidanlardaki
degisiklikleri arastirmiglardir. SA’nin (50, 500 ve 1.000 puM) ile 5 ve 10 mM
konsantrasyonlarin1 uygulamiglardir. Sonug¢ olarak ise kok ve siirgiin biiyiimesi,
biiyiimenin ilk gilinlerinde daha yiiksek SA konsantrasyonunda etkilenildigini, yiiksek
SA konsantrasyonu hem kok hem de yaprak dokularinda H,O, ve malondialdehit
(MDA) seviyesini artirdigini bildirmislerdir. Sonug¢ olarak da SA'nin bitkilerde ¢esitli
fizyolojik ve morfolojik oOzellikleri indiiklemek i¢in bir sinyal molekiilii oldugu
bildirilmis olsada bu calismada bilesigin biiyiime ve baslica enzimatik antioksidanlarin

aktivitesi lizerindeki olumsuz etkisini gosterdigini agiklamiglardir.

Burklew et al. (2012) Aliiminyum Oksit (Al;O3) nanopartikiillerinin tiitiiniin
(Nicotiana tabacum) miRNA ekspresyonu {izerindeki etkilerini arastirmis ve
aliminyum oksit nanopartikiillerin, tiitindeki belirli miRNA’larin ekspresyon
seviyelerini Onemli Olglide degistirdigini  acgiklamiglardir.  Aliiminyum  oksit
nanopartikiillerine maruz birakilan Nicotiana tabacum, 0,1% oraninda miR156, miR157
ve miR172 asag regiile edilirken, 0,5 % ve 1 % oraninda ise yukar1 regiile edilmistir.
U¢ miRNA’nin (miR156, miR157 ve miR172) ekspresyonu, artan aliiminyum
nanopartikiil muamelesine yanit olarak arttigini, ancak miRNA’nin ekspresyonundaki

degisimlerin 6nemli 6l¢iide anlamli olmadig1 agiklanmastir.

Zeng et al. (2012) Al stresi altinda yapmis olduklart bir ¢calismada yabani soya
(Glycine soja) fasulyesindeki i¢ miRNA’nin (miR156, miR164 ve miR1507) asagi
regiile edildiklerini ve yedi miRNA’nin miR2218, miR862, miR1514, miR4415,
miR396, MiR403, miR1509) ise 50 uM Al stresi altinda yukari regiile edildiklerini
belirtmisglerdir.

Zhou et al. (2012) Brassica napus (kanola) tizerine yapmis olduklari ¢aligmada
0, 6, 24 ve 48 saat boyunca 0, 40 veya 80 uM kadmiyum (Cd) stresi uygulamislar ve
miR156, miR171 ve miR396a transkriptlerinin asagi regiile edildigini bildirmislerdir.
Farkli Cd seviyelerine tabi tutulan Medicago bitkilerinde ise miRNA'larin degistirilmis
ekspresyon profilleri sergiledigi ve miR393, miR171, miR319 ve miR529'un yukari
regiile edildigi, miR166'n1n ise asag1 regiile edildigi bildirilmistir.
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Burman et al. (2013) nohut (Cicer arietinum) fideleri lizerine yapmis olduklari
calismada yapraktan 1,5 ve 10 ppm sulu ¢inko oksit (ZnO), ZnO nanopartikiilii ve ¢inko
siilfat ¢ozeltisini eksojen olarak piiskiirtmiisler ve on bes giin sonra bitkileri hasat
ederek karsilastirma yapmislardir. Sonuglarda ise nano boyutlu ZnO olarak ¢inkonun
yaprak spreyleri bitki biliylimesini daha da iyilestirdigini fakat yiiksek dozda nano-
Zn0O'da nohut fidelerinin erken biiyiimesinde gerileme kaydedildigini, ¢inko siilfat ve

nano ZnO’nun MDA igeriginin diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Frazier et al. (2014) tiitin (Nicotiana tabacum) iizerine titanyum dioksit
nanopartikiilleri (TiO, NPs) uygulamasi yaparak miRNA gen ekspresyonunda meydana
gelen degisiklikleri tespit etmislerdir. Yaptiklar1 calismada, TiO; nanopartikiil
maruziyeti, miRNA ekspresyonunda 6nemli Olgiide degisiklik meydana getirmistir.
Arastirilan 11 miRNA arasinda, yiiksek konsantrasyonda (%1) TiO2 NP’s miR156 hari¢
tim miRNA’lar i¢in ve her iki konsantrasyonda da (0,1% ve 1,0%) yukar1 regiile
edildigini belirtmislerdir.

Raliya et al. (2014) Clusterbean (Cyamopsis tetragonoloba L.) salkim fasiilyesi
yapraklarina yesil sentez 5,8 nanometre boyutunda MgO nanopartikiilii 15 mg/L
uygulamis ve siirgiin ve kok biiylimesini aragtirmiglardir. Biyolojik olarak sentezlenen
MgO nanopartikiiliiniin uygulanmasiyla siirglin kokii biiyiimesinde (%18,2 ile %49,2)
ve klorofil fotosentetik pigmentinde (%76,1) daha fazla iyilesme goriildiigiini
belirtmislerdir. Sonug olarak biyolojik olarak sentezlenen bu nanopartikiillerin, bitki
beslenmesi i¢in yapraklardaki klorofil igerigini artiran, fotosentez islemi icin bitkiler
tarafindan 151k emiliminin arttirilmasina yardimer olabileceginin de diisiiniilebilecegini

vurgulamiglardir.

Hasanpour et al. (2015) soguk stresi altinda (4 °C) iki nohut (Cicer arietinum L.)
genotip bitkilerine TiO; nanopartikiilii uygulandiginda, H,O; igeriginde soguga uyumlu
ceside gore Onemli bir azalma oldugunu ve nohut bitkilerinin sofuk stresine karsi
toleransinin, bitki biiyiimesi i¢in sicaklik diisiisii hasarinin ve degisen metabolizmanin

basincini kontrol ederek gelisebilecegini ileri stirmiislerdir.
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Dolata et al. (2016) yapmis olduklar1 bir calismada bitkilerde miRNA
ekspresyonunun diizenlenmesinin altinda yatan mekanizmalar1 anlamak igin, tuzluluk
stresinin miRNA Arabidopsis transkriptomu tizerindeki etkisini arastirmiglardir. Sonug
olarak da tuzluluk stresi sirasinda miRNA161 ve miRNA173 seviyelerinin arttigini pri-
mMIRNA161 ve pri-miRNA173'in ekspresyonunun ise asagr regiile edildigini
bildirmislerdir.

Gao et al. (2016) Medicago sativa’da miR156'nin ekspresyon seviyesi {izerine
yapmis olduklar1 ¢alismada kisa giinlerde, miR156 seviyeleri geng fidelerde en yiiksek

seviyede oldugunu fakat ardindan birkag¢ hafta i¢inde diistiiglinii bildirmislerdir.

Karimi and Mohsenzadeh (2016) yilinda yapmis olduklart ¢alismalarinda 50,
100, 200, 400 ve 800 mg/L konsantrasyonlarindaki silikon dioksit (SiO,)
nanopar¢aciklarinin  bugday (Triticum aestivum L.) fideleri tiizerindeki etkilerini
incelemislerdir. 200 ve iizeri olan konsantrasyonlarin bugday fideleri {izerine olumsuz
etki gosterdiklerini, SiO, nanopargaciklarimin 6nemli Ol¢iide kok ve siirglin taze
agirligini, kok ve siirgiin kuru agirligini, klorofil a ve b miktarlarini 6nemli 6lgiide
azalttigini, yapraklarda karotenoid miktarinda azalma, yapraklarda prolin igeriginde
arti, yapraklarda lipid peroksidasyonunda (MDA) artis ve katalaz aktivitesinde artis
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica diisilk konsantrasyonlarda 50 ve 100 mg/L SiO,

nanoparcaciklariin olumlu etkilerinin olabilecegini diisiinmiislerdir.

Shu et al. (2016) yonca bitkisinde donma toleransinin karmasik diizenleme
mekanizmalarini anlamak i¢in 3’er saatligine soguk (4 °C) ve donma (-8 °C) stresi
altinda kiicilk RNA dizileme analizi yapmiglardir. Siralama sonuglarinda 173 bilinen ve
24 yeni miRNA'nin ifade edildigini ve 35 miRNA'nin ifadesinin soguk ve/veya donma
stresinden etkilendigini ve ¢ogu miRNA’larin asagi dogru regiile (miR156, miR159,
miR167, miR172, miR396 ve miR398) oldugunu agiklamiglardir.

Arshad et al. (2017) kuraklik stresi altinda yoncada (Medicago Sativa)
miR156d'nin kuraklik tepkisindeki roliinii test etmislerdir. Sonug olarak kontrole kiyasla
miR156 asir1 ekspresyonu (miR1560E) ile yonca genotiplerinin kuraklik toleransinda

onemli bir gelisme gozlemlediklerini belirtmislerdir. Daha yiiksek hayatta kalma ve
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daha az su kaybina ek olarak, miR1560E genotipleri ayrica kuraklik stresi sirasinda
kontrole kiyasla daha yiliksek stoma iletkenligini korudugunu, ayrica, miR1560E
genotiplerinde uyumlu ¢6ziinen madde (prolin) birikimi ve absisik asit (ABA) ve

antioksidan seviyelerinde artis gézlemlediklerini agiklamiglardir.

Jhansi et al. (2017) yer fistig1 (Arachis hypogaea L) tohum ¢imlenmesi iizerine
yapmis olduklar1 ¢alismada 15-16,5-18-18,5 ve 20 nm boyutlarinda MgO nanopartikiilii
uygulamiglar ve diisiik olan 15 nanometre uygulamasinin tohumun ¢imlenmesini, fide

gelisimini ve biiyiime parametrelerini artirdigini bildirmislerdir.

Noman and Agell (2017) yilinda bitkilerde agir metal uygulamasi sonucunda
miR156 ile yapilan ¢alismalarda kadmiyum (Cd) ve civa (Hg) streslerine yanit olarak
asag1 regiile edildigi, aliminyum (Al), mangan (Mn) ve arsenik (As) stresi altinda

yukari regiile edildigini bildirmislerdir.

Elmer et al. (2018) karpuzu Fusarium solgunluguna kars1 korumak i¢in B, CuO,
MnO, SiO, TiO ve ZnO nanoparcaciklar: (NPS) iceren yaprak spreylerinin kullanimini
arastirmistir. Geng karpuz bitkilerinin yapraklarina NPs siispansiyonlar1 (500 ile 1.000
ug/ml) piiskiirtiilmiis (bitki basina 1 ile 2 ml) ve Fusarium oxysporum f'ile istila edilmis
saks1 karisimina ekilmistir. Sonug olarak sp. niveum sekiz sera deneyinin besinde CuO
NPs hastalig1 bastirdigir ve sekiz deneyin altisinda CuO NPs biyokiitleyi veya verimi
islenmemis kontrollere veya test edilen diger NPs'ye gore daha fazla artirdig: bildirilmis
ve CuO NPs ile muamele edilmis bitkilerde diger muamelelere gore daha fazla kok Cu

tespit edildigini agiklamiglardir.

Shin et al. (2018) yilinda yapmis olduklar1 ¢calismada soguk stres altinda (-6,5,-
7,5 ve -8,5 °C) 1spanak (Spinacia oleracea L.) yapraklarina eksojen 0,5 mM SA
uygulamiglardir. Sonug olarak SA’nin yaprak biiylimesini engellemedigi, hafifletilmis
oksidatif stres (daha distk 0*" ve H,0, birikimi) ile kanitlandigi iizere donma
toleransin1 6nemli Olgiide iyilestirdigini agiklamiglardir. SA ile muamele edilmis
yapraklarin gelismis donma toleransi, artan prolin ile paralel olundugu yani SA ile

prolin birikiminin oldugu bildirilmistir.
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Dai et al. (2019) salisilik asidin (SA), Al stresinin Panax notoginseng'de kuru
madde birikimi lizerindeki inhibitor etkilerini hafifletip hafifletemeyecegini belirlemek
ve SA'min fotosentezi ve karbonhidrat metabolizmasini diizenledigi mekanizmay1
arastirmak amaciyla ¢alisma yapmislardir. Al stresi altinda yapraklara uygulanan 50 uM
SA’nin konsantrasyonu sonrasi tigiincii ve on besinci giin dérnekler toplanmistir. SA’nin
yapraklardaki Al stresini %13,23 oraninda azalttigini, karbonhidratlarin sentezini ve
koklere tasinmasini tesvik ettigini son olarak da Al stresi altinda H,0O»

konsantrasyonunu %12,22 oraninda énemli 6l¢iide azalttigini bildirmislerdir.

Xiao et al. (2019) greyfurt pomelo (Citrus maxima) bitki fidelerini 250 mg/L
500 mg/L ve 1.000 mg/L konsantrasyonlarindaki MgO ve ZnO nanopargacik
maruziyetine birakmislar, nanopartikiillerin zehir tesirini nano-giibre olarak kullanilip
kullanilmayacagini arastirmislardir. Koklerden stirgiinlere MgO nanopartikiiliiniin yer
degistirmesi yliksek iken ZnO nanopartikiiliiniin yer degistirmesinin yavas oldugu ifade
edilmistir. Konsantrasyonlarin hepsinde MgO nanopartikiiliine maruz kalma ¢ok siddetli
toksisite ve giiclii oksidatif strese neden olmustur. ZnO nanopartikiiliine maruz kalan
konsantrasyonlarda ise hafif derecede toksisite goriiliirken siirgiinlerde giiglii oksidatif
strese neden oldugu aciklanmistir. MgO nanopartikiillerinin bitkiye toksisitesinin
¢Ozunmtus MgJ'2 konsantrasyonundan kaynaklandigi, ZnO nanopartikiillerinin ¢éztiinmiis

Zn*? konsantrasyonuyla iliskili olmadigi sonucuna varmuslardr.

Aydmoglu (2020) diisiik sicaklik stresinde (4 °C) musir bilyiimesi ve gelismesi
lizerine yapmis oldugu ¢alismada misir yapraginda ekspresyonu degistirilmis ¢ok sayida
miRNA oldugunu ve miRNA'larin bitkiye diisiik sicakliga kars1 adaptasyon i¢in gerekli
olan yaprak gelisimsel ayarlamalarimi modiile etmede hayati bir rol oynadigini
diistindiirdiiglinii belirtmistir. miR160 ile ve miR319’un ifadesinin olgun bdlgede
onemli derecede azaldigini, miR408a ve miR528, meristem ve uzama bdlgelerinde ise
yukart dogru diizenlendigini kontrol ile karsilagtirarak soguk stresi altinda misirda

miRNA seviyelerinin degistigini belirtmistir.

Cheng et al. (2020) Aliminyum (Al) toksisitesine kars1 yonca (Medicago sativa
L.) toleransi i¢in fotosentetik fotosistemlerin biitlinliigiinii ve fonksiyonlarin1 korumada

salisilik asidin (SA) koruyucu rollerini arasgtirmislardir. Bitkiler Al stresi altinda (100
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pM) muamele edilmis ve SA 15 pM yonca yapraklarina eksojen olarak
puskiirtiilmiistiir. Sonu¢ olarak da SA'nin yapraga piiskiirtiilmesi, koklerde ve
yapraklarda Al igerigini azalttigi ve kloroplastlardaki Al hasarlarin1 hafiflettigi
belirtilmistir.

Kanjana (2020) Magnezyum oksit nanopartikiillerinin (MgO) pamuk {izerinde
bliyime ve gelismesi iizerine yapmis oldugu calismada saksi kiiltiiri denemesi
yapmistir. Uygulama icin 20, 40, 60, 80 ve 100 ppm konsantrasyonlarindaki MgO
nanoparcaciklarin1 yapraktan eksojen olarak uygulamistir. Sonug olarak 60 ppm 50 nm
boyutunun diger uygulamalara gére pamugun lif uzunlugu ve lif mukavemeti gibi lif

kalite parametrelerini iyilestirdigini belirtmistir.

Wassie et al. (2020) yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada 1s1 stresinden bes giin
once yonca (Medicago Sativa L.) yapraklarina eksojen olarak salisilik asit (SA) {i¢ giin
boyunca 0,25 mM veya 0,5 mM konsantrasyonlarinda uygulamislar ve gesitli biiyiime
ve fizyolojik 6zellikleri lgmiiglerdir. Sonug olarak, ozellikle 0,25 mM ekSojen SA’nin
bitki boyu, biyokiitle, klorofil igerigi ve 1s1 stresi altinda yoncanin fotosentetik
etkinligini, yaprak morfolojisini 1iyilestirdigini ifade etmislerdir. Ayrica SA
uygulamasinin elektrolit sizintisin1 (EL) ve malondialdehit (MDA) igerigini azaltarak 1s1
kaynakli zar hasarin1 hafiflettigi ve antioksidan enzimlerin aktivitelerini (CAT, SOD,

POD) diizenledigini a¢iklamislardir.

Ahmed et al. (2021) yapmis olduklar1 ¢alismalarinda piring (Oryza sativa L.)
bitkilerini As (arsenik) maruz birakmislar ve yesil sentez MgO nanopartikiiliinii 50, 100
ve 200 mg/kg? konsantrasyonlarmi topraktan uygulamuslardir. Biyojenik MgO
nanopartikiillerin uygulanmasi, kontrol islemine kiyasla piring bitkilerinin uzunlugunu
ve Dbiyokiitlesini biliylik Ol¢lide artirdigini, MgO  nanopartikiillerin ~ farkli
konsantrasyonlarinda (karsilik gelen 50, 100 ve 200 mg kg™ toprak) bitki boyunda
(%18,7- %25,2 ve %32,7) kontrol uygulamasina kiyasla énemli bir gelisme gosterdigini
ve fizyolojik olarak MgO nanopartikiillerin uygulanmasinin ROS (H20,) birikimini ve

MDA birikimini dnemli dlgiide azalttigini ve antioksidani artirdigini belirtmislerdir.
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Huo et al. (2021) yapmis olduklari ¢alismada Osa-miR156, Osa-miR319 ve Osa-
miR528'in asir1 ekspresyonu nedeniyle piring bitkilerinde soguga dayaniklilikta bir

gelisme oldugunu ifade etmislerdir.

Song et al. (2021) piring bitkilerini iizerine yapmis olduklar1 ¢alismada ZnO (0,
25, 50 ve 100 mg/L) NP'lerini yapraga eksojen olarak uygulamis ve (10 °C) 5 giin
boyunca bitkileri soguk stresine maruz birakmislardir. Sonuglarda, ciddi sekilde toksik
olan ve bitki hiicrelerinde ciddi hasara neden olan radikal olmayan H,O, formundaki
artan ROS'un gosterdigi gibi, sogutma stresinin siddetli oksidatif strese neden oldugunu
bulmuslardir. Sogutma stresi uygulamasiin kontrole kiyasla piring yapraklarindaki
H,0,, MDA ve prolin seviyelerini sirastyla 2,42-2,60 ve 3,33 kat giiclii bir sekilde
artirdigin1 ve 100 mg/L ZnO NP'lerin eklenmesinin ise tekli sogutma stresine kiyasla
yapraklardaki H,O,, MDA ve prolin igeriklerini sirasiyla %41,2-%40,9 ve %50
oraninda 6nemli 6l¢iide azalttigini belirtmislerdir. Son s6z olarak da antioksidatif sistem
ve sogutma tepkisinde yer alan transkripsiyon faktorleri yoluyla sogutma stresini

azaltabilecegini vurgulamislardir.

Wang et al. (2021) yilinda yapmis olduklar1 caligmada soguk stresi (5 °C) altinda
72 saat Chitosan (kitosan) (CH-NP'ler) nanopargaciklarini eksojen olarak (0, 100, 200
ve 400 mg/L) muz bitkisi yapraklarina eksojen piiskiirtme olarak uygulamiglardir.
Sonu¢ olarak muz bitkilerine CH-NP'ler piiskiirtmenin, malondialdehit (MDA) ve
hidrojen peroksit (H,0,) seviyesini azalttigini ve ozmoprotektanlari (¢Oziiniir
karbonhidratlar, prolin ve aminoasitler) biriktirerek muz bitkilerinde soguk stresi

toleransinin artmasina katkida bulundugunu bildirmislerdir.

Li et al. (2022) yilinda seker pancari {izerine yapmis olduklar1 caligmada
fomesafen (herbisit) stresi altinda eksojen olarak SA (salisilik asit) konsantrasyonlarini
(0,025-0,25-0,5-1,5 ve 10 mM) uygulayarak seker pancari fidelerinde morfolojik
parametreler, fotosentetik performans ve antioksidan savunma sistemi iizerindeki
etkilerini aydinlatmak i¢in bir saks1 ¢alismasi yapmislardir. Sonug olarak eksojen SA,
fomesafen stresini hafiflettigi ve seker pancari yapraklarinda bitki boyu, biyokiitle,
fotosentetik pigment igerikleri, net fotosentetik oran ve fotokimyasal etkinligini

arttirdigini belirtmiglerdir. Ayni sekilde eksojen SA uygulamasinin malondialdehit
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(MDA) igerigini ve elektrolit gegirgenligini azaltarak, antioksidan enzimlerin
aktivitelerini diizenleyerek hiicre zar1 biitlinliigiinii korudugunu ve son olarak da eksojen
SA'nin, fomesafenin seker pancari fidelerinin biiyiimesi tizerindeki olumsuz etkilerini, 1

mM SA'da belirgin bir etki ile iyilestirdigi sonucunu bildirmislerdir.

Ahamad et al. (2023) yilinda limon meyvesi ekstraktlarindan sentezlenmig MgO
nanopartikiillerini 50 ve 100 mg/L konsantrasyonlarinda havugta (Daucus carota L.)
Alternaria dauci enfeksiyonuna karsi eksojen olarak uygulamiglardir ve A. dauci
enfeksiyonu olan ve olmayan havuclarin bitki biiyiimesinde, fotosentetik pigmentlerde,
fenol ve prolin igeriklerinde ve savunma enzim aktivitelerinde onemli gelismeler
saglandigint ve 100 mg/L MgO nanopartikiillerin piiskiirtiilmesi, A. dauci ile miicadele
edildiginde havugta daha fazla bitki uzunluguna (%17,11), siirgiin kuru agirligina
(%34,38), bitki taze agirhgma (%20,46) ve kok kuru agirligina (%49,09) sahip
oldugunu belirtmiglerdir.

53



3. MATERYAL ve YONTEM

3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Calismada kullanmilan bitki materyalleri

Bu tez ¢alismasinda kullanilan, iilkemizde de yaygin bir sekilde tarimi yapilan
yonca (Medicago sativa L.)’nin Van ve Denizli genotiplerine ait tohumlari yerel

ciftcilerden temin edilmistir.
3.1.2. Calismada kullanilan cihaz ve modelleri

Cizelge 3.1. Tez calismasi boyunca kullanilan cihaz ve modelleri

Cihaz Model

Biyogiivenlik Kabini X Bio, MSC CLASS II- KF/1500
Buz makinesi ITV, Icemakers/102204

Hassas Terazi OHAUS/PR224

Iklimlendirme Kabini Panasonic MLR-352H-PE
Manyetik Isitict ve Velp scientifica/SA20500061
Karistirici

Otoklav WiseClave WAC-47

Pipetler Eppendorf ve RAININ

pH Metre OHAUS ST3100F

Real Time PCR Cihazi Applied Biosystems, StepOne PlusTMS/N: 720012158

Santrifiij / Sogutmali HERMLE/Z 130 M/Z 216 MK/Z 326K
Spektrofotometre Thermo Scientific Multiscan SkyHigh /A51119700
Spin mini santrifiij Onilab D1008

Taramal1 Elektron Quante FEG 250

Mikroskobu

Ultra Saf Su Cihaz1 Millipore, Q-3W

Vorteks Velp scientifica/F202A0173

+4 °C ve -20 °C Sogutucu Panasonic, Pharmaceutical Refrigeratdr/MPR-215F-PE
-80 °C Derin Dondurucu  Panasonic/MDF-DU300H-PE
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3.1.3. Calismada kullanilan kimyasal ve Kitler

Cizelge 3.2. Tez calismasi boyunca kullanilan kimyasal ve kitler

Kimyasal ve Kitler Marka

2-propanol (izopropanol Honeywell Riedel-de 24137
alkol)

3,5-Dinitrosalisilik asit Sigma-Aldrich MFCD00007104

Asetik asit (CH3COOH) Merck 100063

Thermoscientific RevertAid First Strand cDNA

Svnthesis Kit 01275918
EMSURE®™ ACS, 1SO, Reagent Ph Eur 1024452500

cDNA Sentez Kiti
Chloroform

Etanol (C,Hs0H) Sigma-Aldrich MFCD00003568

Fosforik asit (HzPO,)
Gluteraldehit
Hidroklorik asit (HCI)

Hot Firepol Evagreen Real-
Time qPCR Supermix, 5x

KH,PO,

Kl

KNaC4H4O0s
NaClO

NaH,PO,

Ninhidrin (CoHgO4)

Siilfosalisilik asit

Sigma-Aldrich 79622

Merck 104239

Sigma-Aldrich MFCD00011324

Solis Biodyne

Sigma-Aldrich MFCD00011401

Merck 105043
Merck 108087

Merck 105614

Sigma-Aldrich MFCDO00003527

TEKKIM 217-705-6

ChemBio CB3250.1000

Tiyobarbiitirik asit (TBA)  Sigma-Aldrich MFCD00006674

Toluen (CsHsCH3) Merck 108325
TRIzol™ Reagent ThermoFisher Scientific 15596026

Trikloroasetik asit (TCA) Sigma-Aldrich MFCD00004177
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3.1.4. Cahismada kullanmilan ¢ozeltilerin hazirlanma asamalari

Tohum yiizey sterilizasyonu i¢in kullanilan ¢ozeltiler

%70’lik etanol (C,HsOH): 700 ml etil alkol {izerine 300 ml saf su ilave edilerek 1.000

ml tamamlanmistir.

%022’lik sodyum hipoklorit (NaClO): 220 ml sodyum hipoklorit {izerine 780 ml saf su

ilave edilerek 1.000 ml tamamlanmustir.

Salisilik asit uygulamasinda kullanilan ¢ozeltiler

1 mM ve 2 mM salisilik asit: 1.000’er ml saf su icerisinde 138,2 ve 276,24 mg salisilik

asit ¢oziinmiistiir.

MgO nanopartikiil uygulamasinda kullanilan ¢ozeltiler

5 ve 20 ppm Magnezyum oksit nanopartikiil: 5 ve 20 mg magnezyum oksit
nanopartikiilic %1°lik asetik asit (CH3COOH) ile ¢6ziinmiis saf su ile 1.000’er ml

tamamlanmaistir.

Lipid Peroksidasyonu (Malondialdehit) belirlemede kullanilan c¢ozeltiler

Homojenat c¢ozelti: 150 ml saf su igerisinde 0,15 g TCA (trikloro asetik asit)
¢ozlilmistiir. (%1 TCA)

Reaksiyon c¢ozelti: 100 ml saf su igerisinde 0,5 g TCA ¢odziinmiis lizerine %0,5’1lik 20 g
TBA (tiyo barbiitirik asit) ilave edilerek hazirlanmistir (%20 TCA + %0,5 TBA).
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Toplam coziinebilir karbonhidrat (DNSA) belirlemede kullanilan ¢ozeltiler

DNSA reaktifi hazirlamisi: 1 g DNSA ile 2 M 20 ml NaOH iyice ¢alkalanmis daha
sonra 30 g KNaC4H;O¢ (sodyum potasyum tartarat) 50 ml su ile eklenmistir. Daha

sonra 100 ml dH,0 ile tamamlanmustir.

2,5 N HCI: 238 ml saf su iizerine yavas yavas 62 ml HCI (hidroklorik asit) ilave

edilmistir.

Prolin miktarmin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

Asit ninhidrin c¢ozeltisi: Is1 altinda 1,25 g CgHgO4 (ninhidrin) {izerine 30 ml
CH3;COOH (asetik asit) ve 20 ml H3PO,4 (fosforik asit) eklenerek toplamda 50 ml

¢ozeltisi hazirlanmugtir.

903 siilfosalisilik asit: 13,5 ml siilfosalisilik asit tlizerine 436,5 ml saf su ilave

edilmistir.

H,0O, (Hidrojen peroksit) belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

KH,PO4: 100 ml dH,0 igerisinde 0,136 g KH,PO,4 (Potasyum dihidrojen fosfat) (pH 7)

KI: 50 ml dH,0 igerisinde 8,3 g KI ¢oziinmiistiir.

SEM goriintiisii icin kullanilan ¢ozeltiler

Fiksasif tampon: pH 6,8 olan 49 ml NaH,PO, (fosfat) tamponu ile %3’lik
gluteraldehit’ten 1 ml ilave edilmis ¢oziilerek hazirlanmistir. %10 ile %100 arasinda
hazirlanan etanol: Sirasiyla yiizde %10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 etanol ile
strastyla ylizde %90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, 0 saf su karistirilarak hazirlanmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Siyah frenk iiziimii (Ribes nigrum) meyve 6zlerinin hazirlanmasi

Frenk iiziimii (Ribes nigrum) Atatiirk Universitesi Kampiisii Tiirkiye'den hasat
edilmis ve musluk suyunda defalarca yikandiktan sonra distile suda da 3-4 kez
yikandiktan sonra -40 °C'de dondurularak kurutulmustur. On gram kuru meyve ezilerek
toz haline getirilmis ve 100 ml distile suya ilave edilerek 80 °C'de 1 saat karistirilarak
isitilmistir. Sogutulduktan sonra karisim 8.500 rpm'de 10 dakika santrifiij edilmis ve

Whatman filtre kagidi kullanilarak stiziilerek saf meyve sivisi 6zii elde edilmistir.

3.2.2. MgO nanopartikiillerinin yesil sentezi

Oda sicakliginda 2 g magnezyum nitrat (Mg(NO3),.6H,0) ile 50 ml siyah frenk
lizimli meyve 6zii 30 dakika karistirilmis ve karisim 90 °C' de 2 saat 1sitilmistir. 2 M
NaOH c¢ozeltisi ile pH 11 olarak ayarlandiktan sonra ¢6zelti karigiminin rengi koyu
kahverengiye donmiistiir. Sogutulma islemi yapilmis ardindan 20 dk 8.500 rpm’de 2 kez
santrifiij iglemi yapilmistir. Santrifiij sonras1 deiyonize su ile birden fazla yikama islemi
yapilmistir. MgO kat1 nanopargaciklar1 60 °C'de etiiv igerisinde 1 gece kurutulduktan
sonra kurutulmus nanopargaciklar 500 °C’lik 1sitma firminda 3 saat boyunca kalsine
(yakarak toz haline getirme) edilmis ve elde edilen yesil sentez MgO nanopartikiilleri
ileri karakterizasyon ve uygulamalar i¢in kullanilmistir. MgO nanopartikiillerinin yesil

sentezi Sekil 3.1.’de verilmistir (Nijalingappa et al. 2019).
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10 ¢ Toz + 100 mL DW

A

Frenk iiziim Tozu

_ — W ' A
Santrifij

_
Filtrasyon

-

N

\ 50 ml meyve zii
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3 saat il
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Sekil 3.1. Yesil sentez MgO nanopartlkiillerlmn siyah frenk {lizimi meyve 0zii
kullanilarak eldesi.

3.2.3. MgO nanopartikiillerinin karakterizasyonu

Yesil sentez olarak elde edilen MgO nanoparcaciklarinin kristal yapist ve
yonelimini incelemek i¢in Cu Ka radyasyonu (1,5406 A) kullanan Rigaku Miniflex

kiriim 6lger cihazi kullanilmistir.

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile nanopargaciklarin morfolojik
karakterizasyonlar1  yapilmigtir. SEM’e baghi enerji dagitict (EDS) X-1s1n1
spektroskopisi ile de kimyasal bilesim analizi gergeklestirilmistir. Metal oksit
nanopargaciklarinin 400-4.000 cm™ araligindaki fonksiyonel gruplara ait FTIR (Fourier
doniistimii kizilotesi spektroskopisi) verileri kati 6rnekler i¢in kullanilan KBr pellet

yontemi ile PerkinElmer Spectrum One spektrofotometresi ile kaydedilmistir.
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3.2.4. Van/Denizli cesitleri yonca tohumlarimin ekimi ve bitkilerin yetistirilmesi

Van ve Denizli ¢esidi yonca bitkisine ait tohumlar ekim yapilmadan oOnce
%22’lik NaClO (sodyum hipoklorit) cozeltisi igerisinde 20 dk bekletilerek yiizey
sterilizasyonu saglanmustir. 2-3 kere ¢esme suyuyla ardindan 2-3 kerede distile su ile
yikama islemi yapilmistir. Ardindan oda kosullarinda saf su icerisinde 3 saat sismeye
birakilmistir. Cimlenme asamasina gelmis olan tohumlar, daha 6nceden i¢leri idealtorf
bitki topragi ile doldurularak hazir hale getirilen fide viyollerine ilave edilerek, can suyu
verilmis ve ekim siireci tamamlanmistir. Ekim siireci tamamlanan tohumlarin
bulundugu viyoller, sicaklign 25 °C nem oran1 %60 ve aydinlatma periyodu 16/8
(glindiiz/gece) 15.000 lix olarak ayarlanmig bitki biiyiitme (iklimlendirme) kabinin
icerisine  yerlestirilmistir.  Bitkilerin  yetistirilmesi slireci 30 giin sonunda
tamamlanmistir. Bitkinin biiyitiilmesi siiresince yani hasat edilinceye kadar herhangi
bir ¢ozelti kullanilmamis, yalnizca bolgesel olarak bitkilerin su ihtiyaci karsilanmistir.
Biiylime islemi tamamlandiktan sonra yapilacak olan ¢alisma i¢in deney tasariminda yer
alan gruplarin konsantrasyonlarin1 gosteren etiketlendirme islemi yapilmistir. 30 giinliik
biiylime siiresi igerisindeki Van ve Denizli gesitlerinin 7. 15. ve 30. giin sonundaki

morfolojik gorintiileri Sekil 3.3. ve Sekil 3.4.’te verilmistir.

Sekil 3.2. Van / Denizli gesitlerine ait yonca tohumlarinin ekimi
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7. gin 15. gin 30, gin

Sekil 3.3. Van ¢esidi 7. 15. ve 30. giinlerin morfolojisi

7. gin 13. giin

Sekil 3.4. Denizli gesidi 7. 15. ve 30. glinlerin morfolojisi

3.2.5. SA ve MgO nanopartikiil konsantrasyonlari deney tasarimi ve uygulamasi

Bitkilerin biiylime siireci tamamlandiktan sonra soguk stresi, salisilik asit ve
magnezyum oksit nanopartikiil uygulamalarma gegilmeden 6nce 25 °C kontrol i¢in bitki

yaprak ornekleri alinarak -80 °C’de depolanmistir. Van ve Denizli yonca cesitleri ile
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ilgili yapilacak olan c¢alisma i¢in deney tasarimi planlanmistir. Bu deney tasariminda,
salisilik asit (SA) ve magnezyum oksit nanopartikiilleri (MgO) konsantrasyon ¢ozeltileri
hazirlanmis ve sprey siseleri araciligi ile Van ve Denizli yonca ¢esitlerinin yapraklarina
eksojen olarak uygulanmustir. Salisilik asit ve magnezyum oksit nanopartikiilleri
konsantrasyonlarini gosteren deney tasarimi asagidaki Cizelge 3.3.’te, bitki gesitlerine
uygulanan salisilik asit ve magnezyum oksit nanopartikiil ¢ozelti sprey siseleri ve

eksojen uygulamasi ise Sekil 3.5.’te verilmistir.

Cizelge 3.3. SA ve MgO nanopartikiil uygulama konsantrasyonlar1 deney tasarimi

(Van / Denizli) Salisilik Asit ~ +  Nanopartikiil (MgO)

1. Kontrol Kontrol

2. 1 mM -

3. 2 mM -

4, - 5 ppm

5. - 20 ppm

6. 1 mM 5 ppm

7. 1 mM 20 ppm

8. 2 mM 5 ppm

9. 2 mM 20 ppm
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Sekil 3.5. SA ve MgO nanopartikiil ¢ozeltilerinin eksojen uygulamasi

3.2.6. Soguk stresi, salisilik asit ve magnezyum oksit nanopartikiil uygulamasi

Iki farkli soguk stresi (10 °C ve 4 °C) her iki ceside de (Van ve Denizli)
uygulanmistir. 10 °C ve 4 °C soguk stresi uygulamalar1 &ncesi bitki cesitlerinin
yapraklarina salisilik asit, magnezyum oksit nanopartikiilii ve birlesim uygulamalari

eksojen olarak uygulanmigtir.

3.2.6.1. 10 °C soguk stresi uygulamasi

Salisilik asit ve MgO nanopartikiil ¢ozeltileri deney tasariminda belirtildigi
sekilde eksojen olarak sprey yardimi ile her iki ¢esidin yapraklarina uygulandiktan
sonra yapraklardan emiliminin gergeklesmesi adina bitki gesitleri oda sicakliginda bir
giin bekletilmistir. Daha sonra bitkiler sicakligi 10 °C, nem oran1 %60 ve aydinlatma
periyodu 16/8 (giindiiz/gece) 15.000 liix olarak ayarlanmis olan iklimlendirme kabini
igerisine yerlestirilmislerdir. 10 °C’de 14 giin boyunca bitkiler soguk stresine maruz
birakilmislardir. Bu siire boyunca giin asir1 seklinde lokal olarak bitkilerin su ihtiyaci
karsilanmigtir. Onuncu giin sonunda Van ve Denizli gesitlerinden yaprak Ornekleri

almarak —80 °C de depolanmustir.
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3.2.6.2. 4 °C soguk stresi uygulamasi

Van ve Denizli gesitlerine ait yonca bitkilerini 10 °C soguk stresine 14 giin
boyunca maruz birakip, yaprak drneklerini aldiktan sonra ikinci asama olan 4 °C soguk
stresine gegilmistir. Geriye kalan yonca cesitlerine salisilik asit ve magnezyum oksit
nanopartikiil ¢ozeltileri deney tasariminda belirtildigi gibi eksojen olarak tekrardan
sprey yardimi ile uygulanmistir. Yapraklardan emilimin gerg¢eklesmesi igin bitki
cesitleri 10 °C°de bir giin bekletildikten sonra bitkiler daha énceden sicakligi 4 °C nem
orani %60 ve aydmlatma periyodu 16/8 (giindiiz/gece) 15.000 liix olarak ayarlanmig
olan iklimlendirme kabini igerisine yerlestirilmislerdir. 14 giin boyunca 4 °C soguk
stresine maruz birakilan bitki cesitlerinin sulama ihtiyaci bdlgesel olup siklikla
olmamustir. 14. giiniin sonunda Van ve Denizli ¢esitlerinden yaprak 6rnekleri alinarak -
80 °C’de saklanmugtir. Bitki yapraklarindan alinan ornekler asagidaki Sekil 3.6.’da

verilmigtir.

Sekil 3.6. Bitki yaprak drnekleri alim1
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3.2.7. Biyokimyasal Analizler

3.2.7.1. Toplam coziinebilir seker iceriginin belirlenmesi

Toplam ¢oziinebilir seker igerigi DNSA (3,5-dinitrosalisilik asit) yontemi ile
yapilmistir. Coziinebilir seker igerigi tayini i¢in Oncelikle standart bir grafik
hazirlanmistir. Diger taraftan bitki 6rnekleri (0,1 g) bir havan igerisinde sivi nitrojen
(azot) kullanilarak homojenize edilmistir. Ardindan iizerine 2,5 N HCI’den 5 ml ilave
edilmis ve homojenizasyon tamamlanmustir. Ornekler 15.000 rpm’de 10 dk santrifiij
edildikten sonra stipernatantin 2 ml’si bir cam tiipe alinmistir. Cam tiiplere DNSA’dan 2
ml ilave edildikten sonra tiipler 90 °C’lik bir su kiivetinde 20 dk inkiibe edilmis ve siire
sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in bir buz kiivetinde sogutulmustur. Kor 6rnek dahil
her bir 6rnekten 100’er pl alinip 96 well plate kullanarak bir spektrofotometrede 550
nmde absorbans dl¢iimii yapilmustir (Miller 1959).

o
~
J

0,35 - y =0,0269x + 0,0167
R?>=0,9761

o

N O

g w
| |

0,15 -

Absorbans (550 nm)
o
N

o
[EEN
|

0,05 -

0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Coziinebilir seker (mg/ml)

Sekil 3.7. Coziinebilir seker igerigini belirlemede kullanilan standart grafigi
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3.2.7.2. H;0; iceriginin belirlenmesi

Bunun i¢in 0,2 g bitki 6rnegi tartilmis ve bir havan igerisinde siv1 nitrojen (azot)
ile ezilme islemi yapilarak homojenize edilmistir. %0,1 TCA’dan (Trikloroasetik asit) 2
ml ilave edilmistir. 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi 2
ml’lik eppendorf icerisine alinmistir. 500 pl alinarak tizerine 800 pL KH,PO, ve 1.600
ul KI ilave edilmistir. 390 nm’de absorbans degerleri Olglilerek kaydedilmistir. H,0,
igeriginin hesaplanmasi i¢in eppendorf tiiplere sirasiyla O, 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 ug H,O,
igeren seri ¢ozeltiler hazirlanarak konulmustur. Hazirlanan bu seri ¢ozeltiler kullanilarak
elde edilen standart grafik orneklerdeki H,O, igerigini hesaplamak i¢in kullanilmistir.
Sonuglar gr doku basina diisen H,O, miktar1 (ug/gr doku) olarak ifade edilmistir (Hao et
al. 2014).

o
U

=0,0604x - 0,058
R?>=0,9979

Absorbans (415 nm)
o o o
N w H

o
N

0 2 4 6 8 10 12
H,O, konsantrasyonu pg/gr

Sekil 3.8. H,O, miktarini belirlemede kullanilan standart grafigi

3.2.7.3. Lipid peroksidasyonu igeriginin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu, doku ve hiicre hasarlarinda oksidatif hasarin bir
gostergesidir. Malondialdehit (MDA) ise lipid peroksidasyonu sonucu olusan yan iiriin
olup cok kullanilan bir belirtectir. Malondialdehit icerigini (lipid peroksidasyonu

Ol¢timii) belirlemek i¢in 6ncelikle 0,2 g Van ve Denizli gesitlerine ait bitki 6rnekleri

66



3. MATERYAL ve YONTEM

tartilmis daha sonra sivi nitrojen (azot) kullanilarak havanda ezilmistir. %0,1’lik TCA 2
ml ilave edilerek homojenizasyonu saglandiktan sonra eppendorf tiiplerin igerisine 2 ml
aliarak 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant kismindan 2 ml alinarak
tizerine 1 ml %20 TCA + 1 ml %0,5 TBA ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Tiipler 100
°C’de 40 dk inkiibe edildikten sonra hizlica buz kiivetine alinmis ve reaksiyon
tamamlanmistir. Blank ise 1 ml %20 TCA, 1 mL %0,5 TBA ve 1 mL %0,1 TCA
ilaveleriyle hazirlanmistir. Son olarak 96 well plate kullanarak spektrofotometre de 562
nm ve 600 nm dalga boylarinda 3’lii biyolojik tekrarli olacak sekilde absorbans dl¢iimii
yapilmistir. Her bir konsantrasyonun absorbans degerinden blank absorbans degeri
cikarilmis ve MDA igeriginin hesaplanmasi asagidaki sekilde (3.2) yapilmistir (Hodges
et al. 1999).

MDA (MMOl/ ) = (A562 — A600) * 6,45 (3.2)

3.2.7.4. Prolin miktarmmin belirlenmesi

Prolin miktar1 tayini igin bitki yapraklarindan 0,4 gr alinmis ve bir porselen
havanda sivi azot igerisinde iyice ogitiilmiistiir. Ardindan, 6rnekler tizerine %3'lik
stilfosalisilik asitten 7,5 ml pipetlenmis ve tekrar iyice homojenize edilmistir.
Homojenat, 6.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve siipernatant kismindan 2 ml
alinarak temiz cam tiiplere aktarilmigtir. Cam tiiplerin lizerine sirasiyla 1 ml asetik asit
ve 1 ml asit ninhidrin ilave edilmis ve hazirlanan 6rnekler, 100 °C'lik bir su banyosunda
1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra, cam tiipler hizla buz banyosuna alinarak
sogutulmustur. Sogutulmus cam tiiplerin iizerine 4 ml toluen eklenmis ve tiipler iyice
karistirilmiglardir. Tiiplerdeki toluen fazinin absorbasi bir spektrofotometrede 520 nm
dalga boyunda olgiilmiistiir. Her bir Konsantrasyonun absorbans degerinden Kor
absorbans degeri ¢ikarilarak prolin konsantrasyonu, bir kalibrasyon egrisi kullanilarak

belirlenmistir (Ahmad et al. 2012).
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Sekil 3.9. Prolin miktarini belirlemede kullanilan standart grafigi

3.2.8. SEM analizi (Taramah elektron mikroskobu ile goriintii almmasi)

Bitki 6rnekleri oda sicakliginda 0,025 M tampon igerisinde 1 saat bekletilmistir.
Ardindan fiksatif tamponda oda sicakliginda (25 °C) 2 saat siireyle bekletildikten sonra
0.025 M tampon buz iizerinde 1 saat bekletilmistir. 3 kere dH,O ile yikandiktan sonra
30 dk saf su igerisinde bekletilmistir. %10’luk etil alkol (C2HsOH) ile baslayarak sirasi
ile %20, %30, %40, %50, %60, %70, %80, %90 ve %100’lik etil alkol
konsantrasyonlar1 icerisinde oda sicakliginda 15’er dk bekletilmistir (Fowke 1995).
Goriintiileme islemi Quante FEG 250 taramali elektron mikroskobu araciligr ile

yapilmistir.

3.2.9. Molekiiler analizler ile mtr-miR156a ve ath-miR173-5p gen anlatim

seviyelerinin belirlenmesi

Soguk, SA ve MgO NPs uygulamalarina maruz birakilan Van ve Denizli yonca
cesitlerindeki mtr-miR156a ve ath-miR173-5p gen anlatim Seviyelerindeki degisikligi
belirlemek amaciyla ilk olarak total RNA izolasyonu ardindan cDNA sentezi ve son

olarak RT-qPCR yapilmistir.
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3.2.9.1. Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu asagida verilen basamaklara gore yapilmistir.

1. RNA izolasyon islemi Oncesi izolasyon yapilacak ortam ve kabin ile
kullanilacak otomatik pipetler, pipet uglar1 ve eppendorf tiipler sterilize
edilmistir. Calisilacak santrifiij 4 °C ayarlanmustir.

2. Soguk stresi, salisilik asit, MgO nanopartikiilii ve birlesim uygulamalarina
maruz birakilan Van ve Denizli ¢esitlerine ait yaprak 6rnekleri hassas terazide
0,2 gram tartilmistir. Tartim islemi sonrasi yaprak ornekleri sivi azotta ezilmis
ve lizerlerine 1ml trizol ilave edilerek homojenizasyonu saglanmistir.

3. Homojenizasyon sonrasi 5 dk boyunca oda kosullarinda bekletilmistir. Uzerine
kloroformdan 200 pl ilave edilerek calkalama islemi yapilmis ve 3 dk oda
kosullarinda bekletilmistir.

4. 12.000 rpm’de 15 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kism1 alinmis farkl
bir eppendorf tiiplerin igerisine ilave edilmistir.

5. Eppendorf tiiplerin icerisine izopropanol alkolden 250 pl eklenerek spin santrifiij
yapilmistir.

6. Spin santrifiij sonrasi oda kosullarinda 10 dk bekletildikten sonra 12.000 rpm’de
10 dakika santrifiij yapilmis slipernatant kismi atilmistir.

7. Pellet kismina -20 °C sicaklhiga sahip %70’lik etil alkolden 1 ml ilave edilmis ve
spin santrifiij sonrasi 7.500 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij yapilmustir.

8. Siipernatant kismi uzaklastirilmis ve igerisinde bulunan alkoliinde uzaklagmasi
amaciyla bir siire beklenilmistir.

9. Son olarak pelletler tlizerine 40 pl ultra saf su ilave edilerek pelletler

¢Ozlilmiistiir.

cDNA sentezine gegilmeden oOnce izole edilen RNA’larin konsantrasyon ve
saflik tayini Thermo Scientific Multiscan SkyHigh/A51119700 cihazinda dl¢tilmiistiir.
RNA konsantrasyonlari 1.000 ng olarak hesaplanmistir (Ma et al. 2015).
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3.2.9.2. cDNA sentezi

RNA izolasyonu ile elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi igin,
“Thermoscientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit” ve stem loop primerler
kullanilmistir. miRNA cDNA sentezi i¢in kullanilan reaksiyon bilesenleri asagidaki

Cizelge 3.4.’te verilmistir.

Cizelge 3.4. cDNA sentezi i¢in kullanilan mix bilesenleri

c¢DNA Mix Bilesenleri Hacim

5 X Buffer 4 ul
Stem-loop primer miR156: 2 pl miR173: 2 pl

RNase inhibitor 1 ul
10 mM dNTP Mix 2ul
RevertAid (RT) 1 ul
RNase free water 2 ul
miRNA Ornegi 6 ul
Toplam 20 pl

Yukarida verilen mix bilesenleri her bir 6rnek i¢in hazirlanmis ve cDNA sentezi
igin gerekli reaksiyon kosullarina gegilmistir. Reaksiyon igin gerekli kosullar asagidaki

Cizelge 3.5.’te verilmistir.

Cizelge 3.5. cDNA sentezi i¢in gerekli reaksiyon kosullar

1. Adim 2. Adim 3. Adim
Sicaklik (°C) 65 45 70
Siire (dk) 5 60 5

Reaksiyon tamamlandiktan sonra miRNA-cDNA 6rneklerine 50 ul dH,O ilave

edilerek Real —Time PCR asamasina geg¢ilmistir.
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3.2.9.3. Real-Time PCR (RT-gPCR)

Tez calismast kapsaminda miRNA’lar arasindan stres ile ilgili 2 farkli RNA
(mtr-miR156a ve ath-miR173-5p se¢ilmis ve gen anlatim seviyelerindeki degisiklik RT-
gPCR ile tespit edilmistir. Bu calisma Applied Biosystems, StepOne PlusTM S/N:
720012158 cihazinda, Solis Biodyne Hot Firepol Evagreen Real-Time qPCR Supermix,
5X kitinin protokolii kullanilarak gercgeklestirilmistir. Reaksiyon protokoliinde
kullanilan reference U6, mtr-miR156a ve ath-miR173-5p forward ve reverse primer
setleri NCBI veri tabani kullanilarak tasarlanmis ve kullanilan primerler asagidaki
Cizelge 3.6.’da, RT-qPCR igin kullanilan reaksiyon bilesenleri ise (master mix) Cizelge

3.7.’de verilmistir.

Cizelge 3.6. Kullanilan primerlerin sekans bilgileri

Reference U6

F-5' ATTTGAACATACAGGA-3'

R-5' CGATAAAATTGGACCATTTCTG-3'
mtr-miR156a

F-5' ACCGGGGTGACAGAAGAGAGAG-3
R-5' CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA-3'

STEM LOOP | GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGAT
ACGACTGTGCT

ath-miR173-5p

F-5' ACCGGTTCGCTTGCAGAGAGA-3'
R-5' CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA-3'

STEM LOOP | GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGA
TACGACGTGATT
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Cizelge 3.7. Real-Time qPCR igin kullanilan reaksiyon bilesenleri

Master Mix Bilesenleri Hacim
Solis Biodyne Evagreen Supermix 2 ul
Forwad primer 0,2 ul
Universal primer 0,2 ul
cDNA 0Ornegi 2 ul
Niikleaz Free Water (Distile su) 5,6 ul
Toplam 10 pl

Referans gen olarak ise U6 kullanilmistir. U6 i¢in reaksiyon bilesenleri (master
mix) ise Supermix 2 pl, Forwad primer 0,2 pl, Rewerse primer 0,2 ul, Universal primer
2 ul, cDNA 2 ul ve dH,0O’dan 5,4 pl olmak tizere 10 pl toplam hacim olacak sekilde
hazirlanmigtir. Master mix hazirlandiktan sonra RT-qQPCR igin gerekli reaksiyon
kosullarina ge¢ilmistir. Reaksiyon icin gerekli kosullar asagidaki Cizelge 3.8.°de

verilmistir.

Cizelge 3.8. Real-Time qPCR i¢in gerekli reaksiyon kosullari

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire (sn / dKk) Dongii sayisi
On 95 12 dk 1
denatiirasyon

Denatiirasyon 95 15 sn 40
Baglanma 58 20-30 sn 40

Uzama 72 20-30n 40

3.2.9.4. Real-Time PCR (RT-gPCR) analiz metodu

Gen ifadesi c¢aligmalarinda Real-Time PCR gen anlatim seviyelerinin
karsilastirilmas1 amaciyla kullanilan bir tekniktir. Genlerin normalizasyonu i¢in U6
primeri kullanilmigtir. Real-Time PCR reaksiyon sonucunda elde edilen Ct degerleri ile

AACt

katlanma degerleri (2" °"") yontemi ile hesaplanmustir.
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3.2.10. istatistiksel Analiz

Reaksiyon sonrasi ile elde edilen verilerin analizi SPSS 26.0 paket programi
kullanilarak yapilmistir. Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi Kolmogorov-
Smirnov testi aracilifiyla belirlenmistir. Varyans analizi, ¢ift yonlii Anova testi ile
yapilmis, P<0.05 giiven derecesinde Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak

belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. MgO Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

4.1.1. X-151m kKirinmmm analizi (XRD)

X-1s1mn1 kirmmim  spektrumu ile  MgO nanopargaciklarinin  yapisal analizi
belirlenmistir. Yesil sentez olarak elde edilen MgO nanopartikiillerinin XRD spektrumu
Sekil 4.1.’de, MgO nanoparcaciklarinin XRD kirinimlarindan elde edilen kristal boyutu
ise Cizelge 4.1.’de gosterilmistir. Cizelgede ifade edilen 20 = 36.631, 42.451, 61.841,
74.111 ve 78.041 kirmmim pikleri ile literatiir uyumlu sonu¢ vermis ve [111], [200],
[220], [311] ve [222] diizlemleri ile iligkilidir (Ashok et al. 2016). Piklerin d-aralig
degerlerinin (JCPDS verilerinden), dlgiilen d-aralig1 degerlerine (Bragg denkleminden)
neredeyse esit oldugu belirlenmistir. Kristal yapinin kafes parametreleri a=b=c= 0,4211
nm'dir. Bunun yaninda diger safsizliklara ait pik gézlenmemesi de sentezlenen MgO
nanoparcaciklarinin yiiksek bir safliga sahip olduguna isaret etmektedir. Kirinim
piklerinin keskin ve siddetli olmast MgO nanoparcaciklarinin iyi kristallestigini
gostermektedir. [111], [200], [220], [311] ve [222] orgii diizlemlerine karsilik gelen
MgO nanopargaciklarinin tane boyutlart Debye-Scherrer (4.1) formiilii kullanilarak

hesaplanmuistir.

KA
- B cos6

(4.1)

Bu (4.1) esitlikte K, 0.89'a esit bir sabittir, B, 6 agisindaki kirinim pikinin tam
genislikteki yar1 maksimum yiiksekligidir ve A, kullanilan X-1smlariin dalga boyudur
(1,54056 A). Kirmim piklerinden hesaplanan ortalama kristal boyutu 'D' 22,10 nm
olarak hesaplanmistir. XRD teknigi ile yapilan analiz sonucunda yesil yontemle
sentezlenen magnezyum oksit nanoparcaciklara ait tiim kirmimlar standart verilerle
(JCPDS pdf no: 87-0652) ¢ok iyi bir uyumluluga sahip olup, kiibik bir kristal
yapisindadir.
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Siddet

(JCPDS: 87-0652)

(111)

(200)

(220)

5 20

35

S0

200Derece

&5 80

Sekil 4.1. Yesil sentez MgO nanoparcaciklarinin XRD spektrumu

Cizelge 4.1. MgO nanopartikiilii XRD kirinimlarindan elde edilen kristal boyut

Miller indeksi  Tanecik boyutu
20 (derece) FWHM
(hkI) (nm)
1 37,093 0,504 111 16,63
2 43,092 0,343 200 24,87
3 62,483 0,461 220 20,16
4 74,862 0,433 311 23,09
5 78,774 0,399 222 25,76

4.1.2. FTIR (Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi) analizi

Yesil sentez olarak elde edilen MgO nanoparcgaciklariin FTIR spektrumu
(Fourier doniistimii kizil6tesi spektroskopisi) Sekil 4.2°de verilmistir. Spektruma
bakildiginda 652 ve 836 cm™ frekanslardaki pikler MgO nanopargaciklarmim metal-
oksijen bag: titresim moduyla iliskilidir (Ansari et al. 2018). ilgili bant 1.409 cm™
gozlenmistir. 2.902 ile 2.977 cm™ bantlar C-H germe modlar1, 3.676 cm™ bant OH
gruplarindan ya da kusurlardan kaynaklanmaktadir.

gbzlemlenmesi ise magnezyum oksitin atmosferde H,O ve CO, molekiillerini absorbe

etmesine atfedilir.
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% Gegirgenlik

4000 3400 2800 2200 1600 1000 400
Dalgaboyu (cm-1)

Sekil 4.2. Yesil sentez MgO nanoparcaciklarinin FTIR spektrumu

4.1.3. SEM ve EDX analizi

Yesil sentez MgO nanopargaciklarinin morfolojik goriintiisiinii belirlemek adina
5 pum biiylitme oranina sahip olan SEM goriintiisii Sekil 4.3.’te verilmistir. Literatiire
bakildiginda FESEM araciligi ile MgO nanoparcaciklariin ylizey morfolojisinin
goriintiilendigi  bildirilmektedir. FESEM goriintlisiine bakildiginda nanopartikiiliin
ortalama boyutunun 100 ile 120 nm araliginda oldugu goriilmektedir. FESEM
goriintiisii icerisinde EDX spektrumuda yer almaktadir. EDX grafigine bakildiginda da

Mg'nin O'ya stokiyometrik oraninin yaklasik olarak 1 oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.3. Yesil sentez MgO NPs’nin SEM goriintiisii ve EDX spektrumu

4.2. Biyokimyasal Analiz Sonuclarinin Degerlendirilmesi

4.2.1. Soguk, SA ve MgO NPs uygulamalarimin toplam ¢éziinebilir seker icerigi

uizerine etkisi

Van g¢esidi igin 10 °C ve 4 °C 14 giinliik bitki yapraklarindan elde edilen
sonuglara bakildiginda ¢dziinebilir seker icerigi, 10 °C’de 0,891 ile 2,386 mg/gr arasinda
degisiklik gosterirken 4 °C’de 0,921 ile 1,781 mg/gr arasinda degisiklik gdstermistir. 10
°C tek basima soguk kontrol uygulamasi, 25 °C kontrole gére (%16), 4 °C tek basma
soguk kontrol uygulamas1 25 °C kontrole gore ise (%49) artis gdstermistir. Soguk
kontrollerle karsilastirildiklarinda yiiksek konsantrasyonlu 2 mM SA+20 ppm MgO
nanopartikiil birlesim uygulamas1 10 °C’de (%168) (2,3867 mg/gr), 4 °C’de ise (%56)
(1,7813 mg/gr) ¢oziinebilir seker igerigini artirarak en olumlu sonucu vermistir. Ayni
sekildle 1 ve 2 mM SA uygulamalar1 10 °C tek basma soguk kontrolii ile
karsilastirnildiginda sirasiyla (%127-%130) (2,0217-2,0533 mg/gr) artis gosterirken, 4 °C
tek basina soguk kontroller ile karsilastirildiklarinda sirasiyla (%5-%8) (1,1973-1,2493
mg/gr) artis gdstererek ¢oziinebilir seker icerigini artirmuglardir. 4 °C’deki
uygulamalarin tek basina soguk kontrole gore ¢oziinebilir seker igerikleri degisiklik
gostermistir (Cizelge 4.2. ve Sekil 4.4.).
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Cizelge 4.2. Van cesidine uygulanan soguk, salisilik asit ve magnezyum oksit

nanopartikiillerinin ¢6ziinebilir seker igerigi lizerine etkisi.

Van Coziinebilir seker icerigi (mg/gr)

25°C 10°C 4°C
Kontrol | 0,7657+0,07401° 0,8913+0,10104% 1,1420+0,10905°*
1 mM SA 2,0217+0,2965°  1,1973+0,22251°
2 mM SA 2,0533+0,1041%*  1,2493+0,18480°
5 ppm MgO 1,0177+0,27674%*  0,9217+0,10232°
20 ppm MgO 1,1963+0,28914°  0,9820-+0,06657°
1 mM SA + 5 ppm MgO 1,4620+£0,19991°  0,9923+0,03213%
1 mM SA + 20 ppm MgO 0,9277+0,24244%  1,1667+0,07759"

2 mM SA + 5 ppm MgO
2 mM SA + 20 ppm MgO

*Bir siitun icinde farkli harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem

seviyesine gore anlamlidir.

1,0190+0,09305%
2,3867+0,165632

**SA: Salisilik asit, MgO NPs: Magnezyum oksit nanopartikiilii

Coziinebilir seker

1,2163+0,03436°
1,7813+0,03493?

B Van +10°C
B ‘Van +4°C

3
2
.
o
E=)
E
1
0-
LR R i
VN & & Q@ Q(“ Qé‘ Q@' Q@ Q@
S «R rﬁ"Q R '_LQQ R @‘Q
v.,x o ?.H ?.l
o - D
4‘5‘@ @c’&\}‘ \g.c"
NS AT S

Uygulamalar

Sekil 4.4. Van (Medicago sativa L.) ¢esidi toplam ¢o6ziinebilir seker icerigi
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Coziinebilir seker

25°CK

10°C /4°C K

1mM SA

2mM SA

Sppm MgO

20ppm MgO

1mM SA + Sppm MgO
1mM SA + 20ppm MgO
2mM SA + 5ppm MgO
2mM SA + 20ppm MgO

Sekil 4.5. Van (Medicago sativa L.) ¢esidi ¢oziinebilir seker icerigi 1s1 haritasi

Denizli ¢esidi i¢in 10 °C ve 4 °C 14 giinliik bitki yapraklarindan elde edilen
sonuglara bakildiginda ¢dziinebilir seker icerigi, 10 °C’de 0,995 ile 2,680 mg/gr arasinda
degisiklik gosterirken 4 °C’de 0,855 ile 1,901 mg/gr arasinda degisiklik gdstermistir. 10
°C tek basma soguk kontrol uygulamasi, 25 °C kontrole gore (%31), 4 °C tek basma
soguk kontrol uygulamas1 25 °C kontrole gére ise (%59) artis gdstermistir. 2 mM
SA+20 ppm MgO nanopartikiil birlesim uygulamasi 10 °C soguk kontrol ile
karsilastirildiginda (%169) ile en yiiksek artis gostermistir (2,6803mg/gr). 1 ve 2 mM
SA uygulamalar1 soguk kontroller (10 °C ve 4 °C) ile karsilastirildiklarinda 10 °C’de
sirastyla (%36-%26) (1,3580-1,2550 mg/gr) artis 4 °C’de 2 mM SA uygulamasi tek
basina soguk kontrole gore (%14), (1,3880 mg/gr) ve 1 mM SA uygulamas: ise (%57)
ile en yiiksek artis degeri gdstererek c¢oziinebilir seker icerigini artirmustir. 4 °C’deki
uygulamalarin tek basma soguk kontrole gore coziinebilir seker icerikleri degisiklik

gostermistir (Cizelge 4.3. ve Sekil 4.6.).
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Cizelge 4.3. Denizli cesidine uygulanan soguk, salisilik asit ve magnezyum oksit

nanopartikiillerinin ¢oziinebilir seker icerigi lizerine etkisi.

Denizli Coziinebilir seker icerigi (mg/gr)

25°C 10°C 4°C
Kontrol | 0,7617+0,10494*  0,9950+0,29762%  1,2127+0,01501"
1 mM SA 1,3580+0,11107°%  1,9013+0,01450°
2 mM SA 1,2550:£0,15099°*  1,3880+0,21670°
5 ppm MgO 1,0837+0,07617%  0,8550+0,16001¢
20 ppm MgO 0,9963+0,14492%  1,1930+0,09881"
1 mM SA + 5 ppm MgO 1,5753+0,27693"  0,9647+0,10659°
1 mM SA + 20 ppm MgO 1,7157+0,09609°  0,9330+0,01709

2 mM SA + 5 ppm MgO
2 mM SA + 20 ppm MgO

*Bir siitun iginde farkli harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem

seviyesine gore anlamlidir.

1,4700+0,13359™
2,6803+0,10825%

**SA: Salisilik asit, MgO NPs: Magnezyum oksit nanopartikiilii

Coziinebilir seker

1,3077+0,31755"
1,3293+0,02043°

Denizli +10°C
El Denizli +4°C
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Sekil 4.6. Denizli (Medicago sativa L.) ¢esidi toplam ¢oziinebilir seker icerigi

80



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Cozunebilir seker

25°CK
10°C/4°C K
1mM SA
2mM SA

S5ppm MgO

20ppm MgO

1mM SA + 5ppm MgO
1mM SA + 20ppm MgO
2mM SA + Sppm MgO
2mM SA + 20ppm MgO
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Sekil 4.7. Denizli (Medicago sativa L.) ¢esidi ¢oziinebilir seker igerigi 1s1 haritasi
4.2.2. Soguk, SA ve MgO NPs uygulamalarinin H,O; icerigi iizerine etkisi

Van ¢esidi i¢in 10 °C ve 4 °C 14 giinliik bitki yapraklarindan elde edilen
sonuglara bakildiginda H,0 igerigi, 10 °C’de 0,319 ile 1,291 pg/gr arasinda degisiklik
gosterirken 4 °C’de 0,482 ile 1,054 pg/g arasinda degisiklik gostermistir. Her iki
sicakliktaki ~ uygulamalar  tek  basma soguk kontrol uygulamalari ile
karsilastirildiklarinda H,0, igerigi 4 °C igin 1 mM SA+5 ppm MgO ile 1 mM SA+20
ppm MgO nanopartikiil birlesim uygulamalar1 disinda genel olarak azalmistir (0,9737-
1,0547 pg/gr). 10 °C tek basina soguk kontrol uygulamasi, 25 °C kontrole gére (%66),
4 °C tek basina soguk kontrol uygulamasi 25 °C kontrole gore ise (%7) artis
gostermistir. Soguk kontrollerle karsilastirildiklarinda 2 mM SA+20 ppm MgO
nanopartikiil birlesim uygulamasi 10 °C’de (%75), 4 °C’de ise (%42) H,0; icerigini
azaltarak en i1yi sonucu vermistir (0,319-0,482 pg/gr) (Cizelge 4.4. ve Sekil 4.8.).
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Cizelge 4.4. Van c¢esidine uygulanan soguk, salisilik asit ve magnezyum oksit

nanopartikiillerinin H,O, igerigi iizerine etkisi.

Van H,0, analizi (ug/gr)

25°C 10 °C 4°C
Kontrol | 0,7757+0,09587°  1,2913+0,4020*°  0,8317+0,14000™
1 mM SA 1,1153+0,10584%  0,6040:+0,06894%
2 mM SA 1,0633+0,6113"  0,7057+0,16122
5 ppm MgO 1,2113+0,09128%  0,8020-+0,06400°
20 ppm MgO 0,5343+0,02574°  0,7987+0,08985%
1 mM SA + 5 ppm MgO 0,6553+0,03931¢  0,9737+0,02108%
1 mM SA + 20 ppm MgO 0,8203+0,02470°  1,0547+0,07267°
2 mM SA + 5 ppm MgO 0,8377+0,05729°  0,4887+0,10887°
2 mM SA + 20 ppm MgO 0,3193+0,01986"  0,4827+0,16170°

*Bir siitun i¢inde farkli harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem
seviyesine gore anlamlidir.
**SA: Salisilik asit, MgO NPs: Magnezyum oksit nanopartikiilii
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1.5
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Sekil 4.8. Van (Medicago sativa L.) ¢esidi H,O, igerigi
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H,0,

25°CK

10°C / 4°C K-

1mM SA -

2mM SA -

Sppm MgO -

20ppm MgO

1mM SA + 5ppm MgO
1mM SA + 20ppm MgO
2mM SA + 5ppm MgO
2mM SA + 20ppm MgO
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Sekil 4.9. Van (Medicago sativa L.) ¢esidi H,O, igerigi 1s1 haritasi

Denizli ¢esidi icin 10 °C ve 4 °C 14 giinliik bitki yapraklarindan elde edilen
sonuglara bakildiginda H,05 igerigi, 10 °C’de 0,469 ile 1,191 ug/gr arasinda degisiklik
gosterirken 4 °C’de 0,486 ile 0,955 pg/g arasinda degisiklik gostermistir. Her iki
sicakliktaki ~ uygulamalar  tek  basma soguk kontrol uygulamalari ile
karsilastirildiklarinda H,0, igerigi 4 °C igin 1 mM SA+5 ppm MgO ile 1 mM SA+20
ppm MgO nanopartikiil birlesim uygulamalar1 disinda genel olarak azalmistir. (0,8850-
0,9550 ng/gr) 10 °C tek basina soguk kontrol uygulamasi, 25 °C kontrole gore (%308),
4 °C tek basma soguk kontrol uygulamasi 25 °C kontrole gore ise (%168) artis
gostermistir. Soguk kontrollerle karsilastirildiklarinda 20 ppm MgO nanopartikiil
uygulamas: 10 °C’de (%61) (0,4690 ng/gr) ve 4 °C’de 2 mM SA+5 ppm MgO
nanopartikiil birlesim uygulamasi ise (%38)(0,4867 ng/gr) H,0, igerigini azaltarak en
iyi sonucu vermistir (Cizelge 4.5. ve Sekil 4.10.).
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Cizelge 4.5. Denizli g¢esidine uygulanan soguk, salisilik asit ve magnezyum oksit

nanopartikiillerinin H,O; igerigi iizerine etkisi.

Denizli H,0, analizi (ug/gr)

25°C 10°C 4°C
Kontrol | 0,2920 £0,01778%  1,1910+0,03812% 0,7830:£0,03764™
1 mM SA 0,9547+0,08759°  0,5640+0,06636"
2 mM SA 0,4993+0,15000°"  0,7687+0,09610"
5 ppm MgO 0,6547+0,04008"  0,6687+0,38420™
20 ppm MgO 0,4690+0,09418"  0,7140+0,78080°
1 mM SA + 5 ppm MgO 0,6293+0,07666" 0,8850:£0,00700%
1 mM SA + 20 ppm MgO 0,6280+0,03005%  0,9550+0,06465%
2 mM SA + 5 ppm MgO 0,8120+0,05709°  0,4867+0,13055°
2 mM SA + 20 ppm MgO 0,6267+0,05840%  0,5330+0,08728"

*Bir siitun iginde farkli harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem

seviyesine gore anlamlidir.

**SA: Salisilik asit, MgO NPs: Magnezyum oksit nanopartikiilii
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Sekil 4.10. Denizli (Medicago sativa L.) ¢esidi H,O; igerigi
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H,0,

25°C K

10°C /1 4°C K

1mM SA

2mM SA

5ppm MgO

20ppm MgO

1mM SA + 5ppm MgO
1mM SA + 20ppm MgO
2mM SA + 5ppm MgO
2mM SA + 20ppm MgO
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Sekil 4.11. Denizli (Medicago sativa L.) ¢esidi H,0, igerigi 1s1 haritasi
4.2.3. Soguk, SA ve MgO NPs uygulamalarimin MDA icerigi iizerine etkisi

Van ¢esidi i¢in 10 °C ve 4 °C 14 giinliik bitki yapraklarindan elde edilen
sonuglara bakildiginda MDA igerigi, 10 °C’de 0,408 ile 1,126 nmol/ml arasinda
degisiklik gosterirken 4 °C’de 0,552 ile 0,903 nmol/ml arasinda degisiklik gostermistir.
Her iki sicakliktaki uygulamalar tek basina soguk kontrol uygulamalart ile
karsilastirildiklarinda MDA konsantrasyonu 10 °C igin 1 mM SA+5 ppm MgO, 1 mM
SA+20 ppm MgO nanopartikiil (1,1266-0,9589 nmol/ml) birlesim uygulamalari ile 4 °C
1 mM SA+5 ppm MO nanopartikiil birlesim uygulamasit disinda genel olarak
azalmistir. (0,9030 nmol/ml) 10 °C tek basina soguk kontrol uygulamasi, 25 °C kontrole
gore (%48), 4 °C tek basina soguk kontrol uygulamasi 25 °C kontrole gore ise (%32)
artis gostermistir. Soguk kontroller ile karsilastirildiklarinda 2 mM SA+5 ppm MgO ve
2 mM SA+20 ppm MgO nanopartikiil birlesim uygulamalar1 10 °C’de sirasiyla (%53-
%50) (0,4085-0,4367 nmol/ml), 4 °C’de ise 1 mM SA+20 ppm MgO nanopartikiil
uygulamasi (%29) (0,5526 nmol/ml) MDA igerigini azaltarak en iyi sonucu vermistir
(Cizelge 4.6. ve Sekil 4.12.).
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Cizelge 4.6. Van cesidine uygulanan soguk, salisilik asit ve magnezyum oksit
nanopartikiillerinin malondialdehit (MDA) analizi.

Van MDA analizi (nmol/ml)
25°C 10°C 4°C

Kontrol | 0,5867+0,03297°*"  0,8709+0,17881%  0,7740+0,01117"

1 mM SA 0,6867+0,17616""  0,7433+0,0572°
2 mM SA 0,6309+0,33198%  0,6644+0,02234°%

5 ppm MgO 0,7858+0,17731™  0,5956+0,00372°"

20 ppm MgO 0,7900+0,13000™  0,7676+0,03923™

1 mM SA + 5 ppm MgO 1,1266+0,01343%  0,9030::0,02811°
1 mM SA + 20 ppm MgO 0,9589+0,00745%®  0,5526+0,00372'
2 mM SA + 5 ppm MgO 0,4085+0,01343  0,7073+0,13427"¢
2 mM SA + 20 ppm MgO 0,4367+0,20526"  0,6429+0,07448%"

*Bir siitun i¢inde farkli harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 Onem
seviyesine gore anlamlidir.

**SA: Salisilik asit, MgO NPs: Magnezyum oksit nanopartikiilii

MDA
1.5+
B Van +10°C
B Van +4°C
— 1.0+
E
©
£
C 0.5
0.0-

b 0O 0 00 O O
RSO IR R
PN L L LS
23 R ‘-’oQ S R
S
F oF O oF
N@@‘&\;\ @\5@.

o
]

Uygulamalar

Sekil 4.12. Van (Medicago sativa L.) ¢esidi MDA igerigi
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MDA

25°C K

10°C 1 4°CK

1mM SA

2mM SA

5ppm MgO

20ppm MgO

1mM SA + S5ppm MgO
1mM SA + 20ppm MgO
2mM SA + 5ppm MgO
2mM SA + 20ppm MgO

Sekil 4.13. Van (Medicago sativa L.) ¢esidi MDA igerigi 1s1 haritasi

Denizli ¢esidi icin 10 °C ve 4 °C 14 giinliik bitki yapraklarindan elde edilen
sonuglara bakildiginda MDA igerigi, 10 °C’de 0,106 ile 1,010 nmol/ml arasinda
degisiklik gosterirken 4 °C’de 0,483 ile 1,063 nmol/ml arasinda degisiklik gostermistir.
Her iki sicakliktaki uygulamalar tek bagina soguk kontrol uygulamalarn ile
karsilastirildiklarmda MDA konsantrasyonu 10 °C i¢in 1 mM SA+5 ppm MgO
nanopartikiil birlesim uygulamas:1 disinda genel olarak azalis gdstermistir. 10 °C tek
basina soguk kontrol uygulamasi, 25 °C kontrole gore (%59), 4 °C tek basma soguk
kontrol uygulamasi 25 °C kontrole gore ise (%87) artis gostermistir. Soguk kontrollerle
karsilastirildiklarinda 2 mM SA+20 ppm MgO nanopartikiil birlesim uygulamasi 10
°C’de sirastyla (%88) (0,106 nmol/ml) 4 °C’de ise 2 mM SA+5 ppm MgO uygulamasi
(%55) (0,4837 nmol/ml) MDA igerigini azaltarak en iyi sonucu vermistir (Cizelge 4.7.
ve Sekil 4.14.).
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Cizelge 4.7. Denizli ¢esidine uygulanan soguk, salisilik asit ve magnezyum oksit
nanopartikiillerinin malondialdehit (MDA) analizi.

Denizli MDA analizi (nmol/ml)

25°C 10°C 4°C
Kontrol | 0,5677 £0,01739%  0,9020+0,01311°  1,0633+0,10786°
1 mM SA 0,8367+0,03556"  1,0357+0,18827°
2 mM SA 0,7550+0,01300°  0,6160+0,27913°
5 ppm MgO 0,3580+0,01000"  0,6170+0,07351°
20 ppm MgO 0,7267+0,05814°  0,9678+0,12312%°
1 mM SA + 5 ppm MgO 1,0107+0,05372*  0,7567+0,01986"
1 mM SA + 20 ppm MgO 0,8857+0,06461°  1,0320+0,27520°
2 mM SA + 5 ppm MgO 0,6837+0,04835"  0,5784+0,45710°
2 mM SA + 20 ppm MgO 0,1063+0,00351°  0,4837+0,00065°

*Bir siitun iginde farkli harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem

seviyesine gore anlamlidir.

**SA: Salisilik asit, MgO NPs: Magnezyum oksit nanopartikiilii
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Sekil 4.14. Denizli (Medicago sativa L.) ¢esidi MDA igerigi
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MDA
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Sekil 4.15. Denizli (Medicago sativa L.) ¢esidi MDA igerigi 1s1 haritasi
4.2.4. Soguk, SA ve MgO NPs uygulamalarimin prolin icerigi iizerine etkisi

Van g¢esidi igin 10 °C ve 4 °C 14 giinliik bitki yapraklarindan elde edilen
sonuglara bakildiginda prolin igerigi, 10 °C’de 3,131 ile 7,333 ug/gr arasinda degisiklik
gosterirken 4 °C’de 4,471 ile 6,500 pg/gr arasinda degisiklik gostermistir. Her iki
sicakliktaki ~ uygulamalar  tek  basma soguk  kontrol uygulamalari ile
karsilastirildiklarinda prolin konsantrasyonu genel olarak artis gdstermistir. 10 °C tek
basina soguk kontrol uygulamasi, 25 °C kontrole gore (%37), 4 °C tek basma soguk
kontrol uygulamasi 25 °C kontrole gore ise (%94) artis gdstermistir. Soguk kontrollerle
karsilastirildiklarinda 2 mM SA+5 ppm MgO ile 2 mM SA+20 ppm MgO nanopartikiil
birlesim uygulamas1 10 °C’de sirasiyla (%133-%132) (7,333-7,300 ug/gr), 4 °C’de ise 1
mM SA+5 ppm MgO ve 2 mM SA+20 ppm MgO nanopartikiil birlesim uygulamalar
(%45) (6,500 ng/gr) prolin konsantrasyonunu artirarak en iyi sonucu vermistir (Cizelge
4.8. ve Sekil 4.16.).
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Cizelge 4.8. Van g¢esidine uygulanan soguk, salisilik asit ve magnezyum oksit

nanopartikiillerinin prolin miktar analizi.

Van Prolin miktar analizi (ug/gr)

25°C 10 °C 4°C
Kontrol | 2,2942+0,09144%  3,1466+0,21494%  4,4713+0,25272°
1 mM SA 3,9863+0,13132"  5,6333+0,25166"
2 mM SA 4,1939+0,23198"  5,7333+0,15275"
5 ppm MgO 3,4671+0,34959%  5,9533+0,11547%
20 ppm MgO 3,3343+0,67002  6,1200+0,8718%
1 mM SA + 5 ppm MgO 3,1728+0,13800°  6,5000+0,60828°
1 mM SA + 20 ppm MgO 3,1313+0,38051¢  5,6000-0,62450°
2 mM SA + 5 ppm MgO 7,3333+0,20817°  6,2333+0,35119%°
2 mM SA + 20 ppm MgO 7,3000+0,55678%  6,5000-0,45826°

*Bir siitun icinde farkli harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem

seviyesine gore anlamlidir.

**SA: Salisilik asit, MgO NPs: Magnezyum oksit nanopartikiilii
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Sekil 4.16. Van (Medicago sativa L.) ¢esidi prolin igerigi
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Prolin

25°C K

10°C /1 4°C K
1mM SA
2mM SA

S5ppm MgO

20ppm MgO

1mM SA + 5ppm MgO
1mM SA + 20ppm MgO
2mM SA + 5ppm MgO
2mM SA + 20ppm MgO

Sekil 4.17. Van (Medicago sativa L.) ¢esidi prolin igerigi 1s1 haritasi

Denizli ¢esidi icin 10 °C ve 4 °C 14 giinliik bitki yapraklarindan elde edilen
sonuglara bakildiginda prolin igerigi, 10 °C’de 3,040 ile 5,065 ug/gr arasinda degisiklik
gosterirken 4 °C’de 3,751 ile 5,260 pg/gr arasinda degisiklik gostermistir. Her iki
sicakliktaki ~ uygulamalar tek  basmma  soguk  kontrol uygulamalarn ile
karsilastirildiklarinda prolin konsantrasyonu genel olarak artis gdstermistir. 10 °C tek
basina soguk kontrol uygulamasi, 25 °C kontrole gére (%75), 4 °C tek basma soguk
kontrol uygulamas1 25 °C kontrole gore ise (%116) artis gostermistir. Soguk
kontrollerle karsilastirildiklarinda 1 mM SA ve 2 mM SA+20 ppm MgO nanopartikiil
birlesim uygulamas1 10 °C’de sirasiyla (%45-%67) (4,407-5,065 pg/gr), 4 °C’de ise 2
mM SA+20 ppm MgO nanopartikiil birlesim uygulamasi (%40) (5,260 pg/gr) prolin

konsantrasyonunu artirarak en iyi sonucu vermistir (Cizelge 4.9. ve Sekil 4.18).
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Cizelge 4.9. Denizli cesidine uygulanan soguk, salisilik asit ve magnezyum oksit
nanopartikiillerinin prolin miktar analizi.

Denizli Prolin miktar analizi (ug/gr)

25°C 10°C 4°C
Kontrol | 1,7371+0,09140"  3,0400+0,33287°  3,7514+0,12493°
1 mM SA 4,4078+0,42549°  4,2097+0,50000
2 mM SA 3,9733+0,12662°  4,0305+0,14556"
5 ppm MgO 3,7511+0,14658%  4,2295+0,12117
20 ppm MgO 3,2166+0,12459°  4,4071+0,10683°
1 mM SA + 5 ppm MgO 3,0862+0,19567°  4,7142+0,24757"
1 mM SA + 20 ppm MgO 3,3588+0,37436%  4,3194+0,32762
2 mM SA + 5 ppm MgO 4,5275+0,17014°  4,3481+0,98590™
2 mM SA + 20 ppm MgO 5,0652+0,16100°  5,2605+0,34450°

*Bir siitun iginde farkli harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem

seviyesine gore anlamlidir.

**SA: Salisilik asit, MgO NPs: Magnezyum oksit nanopartikiilii
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Sekil 4.18. Denizli (Medicago sativa L.) ¢esidi prolin igerigi
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Prolin
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Sekil 4.19. Denizli (Medicago sativa L.) ¢esidi prolin igerigi 1s1 haritas1

4.3. SEM Analizi

In vitro sartlarda soguk stresi (10 °C ve 4 °C) altinda Van/Denizli yonca
cesitlerine salisilik asit, MgO nanopartikiil ve birlesim uygulamalar1 sonucunda yaprak
dokularinda SEM goriintiileri alinarak analiz degerlendirmesi yapilmistir. Van ¢esidi
SEM goriintiilerine bakildiginda, 25 °C ve 10 °C kontrolde fibril yapilar gdzlenirken, 2
mM SA uygulamasinda kiiresel yapilar yogunluk kazanmis ve stoma agikliklari belirgin
hale gelmistir. 5 ppm MgO nanopartikill uygulamasinda membranimsi yapilar
gozlenirken 2 mM SA+5 ppm MgO birlesim uygulamasinda ¢ok ince lifsi yapilar
gorilmiistiir (Sekil 4.20.).

¥

Sekil 4.20. Van ¢esidi 10 °C SEM gériintiileri A: 25 °C Kontrol B: 10 °C Kontrol C: 2
mM SA D:5 ppm MgO NPs E: 2 mM SA+5 ppm MgO NPs.
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Denizli ¢esidi SEM goriintiilerine bakildiginda, 25 °C ve 10 °C kontrolde ipliksi
yapilar gozlenirken, 2 mM SA uygulamasinda membranst yapilar lizerinde stoma
acikliklar1 belirgin hale gelmistir. 5 ppm MgO nanopartikiil uygulamasinda lifsi yapilar
gozlenirken 2 mM SA+5 ppm MgO birlesim uygulamasinda ise yogun kiiresel yapilar
goriilmiistiir (Sekil 4.21.).

¥ ¥ K - m

Sekil 4.21. Denizli cesidi 10 °C SEM goriintiileri A: 25 °C Kontrol B: 10 °C Kontrol
C:2mM SA D: 5 ppm MgO NPs E: 2 mM SA+5 ppm MgO NPs.

Van ¢esidi SEM goriintiilerine bakildiginda, 4 °C kontrolde fibril yapilar
gozlenirken, 1 mM SA uygulamasinda kiiresel yapilar olusmustur. 2 mM SA
uygulamasinda lifsi yapilar gézlenmis, 20 ppm MgO nanopartikiil uygulamasinda
yogun membranimst yapilar goriilmistir. 1 mM SA+20 ppm MgO nanopartikiil
birlesim uygulamasinda yogun kompakt lifsi yapilar ve 2 mM SA+20 ppm MgO

nanopartikiil birlesim uygulamasinda kiigiik stoma agikliklar1 olusmustur (Sekil 4.22.).

Sekil 4.22. Van ¢esidi 4 °C SEM goriintiileri A: 4 °C Kontrol B: 1mM SA C: 2 mM SA
D: 20 ppm MgO NPs E:1 mM SA+20 ppm MgO NPs F: 2 mM SA+20 ppm
MgO NPs.

Denizli ¢esidi SEM goriintiilerine bakildiginda, 4 °C kontrolde ardisik kiiresel
yapilar gozlenirken, | mM SA uygulamasinda membranimsi yapilar {izerinde stoma
acikliklar1 olusmustur. 2 mM SA uygulamasinda kontrol uygulamasindaki kiiresel
yapilara benzer fakat daha genis ardisik kiiresel yapilar gozlenmis olup, 20 ppm MgO
nanopartikiil uygulamasinda yogun membranimsi yapilar olugsmustur. 1 mM SA+20

ppm MgO nanopartikiil birlesim uygulamasinda membranimsi yapilar daha kompakt
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hale doniismiistiir. 2 mM SA+20 ppm MgO nanopartikiil birlesim uygulamasinda ise az

miktarda stoma agikliklar1 olusmustur (Sekil 4.23.).

Sekil 4.23. Denizli ¢esidi 4 °C SEM goriintiileri A: 4 °C Kontrol B: 1mM SA C: 2 mM
SA D: 20 ppm MgO NPs E: 1 mM SA+20 ppm MgO NPs F: 2 mM SA+20
ppm MgO NPs.

4.4. Molekiiler analizler ile mtr-miR156a ve ath-miR173-5p gen anlatim

seviyelerinin degerlendirilmesi
4.4.1. Total RNA izolasyonu sonuclari

Van ve Denizli ¢esitlerine ait yaprak oOrneklerinden RNA izolasyonu islemi
belirli protokole gore yapilmis ve izole edilen RNA’larin konsantrasyonlart asagidaki

Cizelge 4.10.’da verilmistir.

Cizelge 4.10. Van ve Denizli ¢esitlerinden izole edilen RNA konsantrasyonlari

Van RNA Konsantrasyonlart (ng/ul)
25°C 10°C 4°C
Kontrol 1320 1300 1090
1 mM SA 685 1460
2 mM SA 1470 1570
5 ppm MgO 1050 870
20 ppm MgO 1200 1051
1 mM SA + 5 ppm MgO 1180 941
1 mM SA + 20 ppm MgO 1170 1110
2 mM SA + 5 ppm MgO 1120 1420
2 mM SA + 20 ppm MgO 1480 569
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Denizli RNA Konsantrasyonlart (ng/ul)
25°C 10°C 4°C
Kontrol 1550 1790 1400
1 mM SA 931 1360
2mM SA 1270 1250
5 ppm MgO 1020 1450
20 ppm MgO 1210 1510
1 mM SA + 5 ppm MgO 1120 329
1 mM SA + 20 ppm MgO 1250 1160
2 mM SA + 5 ppm MgO 1120 2200
2 mM SA + 20 ppm MgO 1840 2540

*SA: Salisilik asit, MgO NPs: Magnezyum oksit nanopartikiilii

4.4.2. Real-Time PCR (qRT-PCR) Gen Ifadesi Analiz Sonuclar

Real-time PCR, reaksiyon sirasinda PCR sikliisiindeki her bir iiriiniin verdigi
yeterli miktarda ki floresans 1s18a gore calisan ve reaksiyon sonunda olusan tirlinii
kontrol eden bir sistemdir. Amplifikasyona bagli DNA artis1, floresansin miktari ile
Ol¢iilmektedir. Burada cift zincirli DNA’ya baglandiklarinda floresans 1s1ma veren ve en
fazla tercih edilen boyalardan SYBR kullanilmaktadir. Calismamizda kullanilan 2 farkli
miIRNA (mtr-miR156a ve ath-miR173-5p) ile kontrol olarak normalizasyon igin
kullanilan U6’ya ait cDNA friinleri ters transkriptaz enzimi ve spesifik primerler
kullanilarak elde edilmistir. Gen ifadesindeki degisikliklerin tespitinde verilerin dogru
bir sekilde analiz edilebilmesi i¢in denklemler ve varsayimlarin test edilmesi gerekir.
Cycle threshold (C;), kantitatif PCR reaksiyonlarinda floresan sinyal miktarinin
gozlemlenebilmesi i¢in gereken esik degerini (minimum degeri) gectigi dongii sayisi
olarak ifade edilmektedir. Tez c¢alismamizda da C; degerleri 3 biyolojik tekrar
sonucunda elde edilen verilerin ortalamalar1 hesaplanmis ve bu degerler ile hedef genin
endojen bir referans gen ile normalizasyonu sonucu kontrole gore gen ifadesindeki kat

degisimi (Fc) sunulmustur.
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4.4.2.1. Van ve Denizli cesitlerine ait yaprak orneklerindeki mtr-miR156a gen

seviyesindeki kat degisimi

Van ve Denizli ¢esitleri her iki soguk stresi ve uygulamalarinda farkli sonuglar
gostermistir.  Van ve Denizli cesitlerinin 10 °C ve 4 °C tek basma soguk kontrolleri
kendi gruplar icerisindeki 25 °C kontrol ile karsilastirildiklarinda gen anlatim
seviyesinde Van 10 °C soguk kontroliinde (%58) azalma ve 4 °C soguk kontroliinde
(%78) artis olurken, Denizli 10 °C ve 4 °C soguk kontrollerinde sirasiyla (%76-%92) ile
mtr-miR156a gen anlatim seviyesinde azalma gergeklesmistir. Kat degisimleri sirasiyla
(0,424-1,775-0,245-0,076). Van 10 °C soguk igerisindeki uygulamalar tek basina soguk
kontrolii ile karsilastirildiklarinda mtr-miR156a gen anlatim seviyesinin genel olarak
artis gosterdigi ve 2 mM SA+20 ppm MgO nanopartikiil birlesim uygulamasinda
(%307) ile en yiiksek kat artiginin oldugu goriilmektedir (1,783). Van 4 °C soguk
icerisindeki uygulamalar tek basma soguk kontroli ile karsilastirildiklarinda 5 ppm
MgO NPs ve 1 mM SA+5 ppm MgO nanopartikiil birlesim uygulamalart sirasiyla
(%14-%58) ve (1,526-0,753) kat degisimleriyle gen anlatim seviyesini azaltmis diger
uygulamalar ise mtr-miR156a gen anlatim seviyesini genel olarak yukari dogru
artirmustir. En giiglii artis1 (5,375) kat degisimi ile 2 mM SA+20 ppm MgO nanopartikiil
birlesim uygulamasi (%203) gdstermistir. Denizli 10 °C soguk igerisindeki uygulamalar
tek basma soguk kontrolii ile karsilastirildiklarinda genel olarak artis gostermistir ve 2
mM SA+20 ppm MgO nanopartikiil birlesim uygulamasi (6,330) en gii¢lii kat artisi ile
mtr-miR156a gen anlatim seviyesini artirmustir. Denizli 4 °C soguk icerisindeki
uygulamalar soguk kontrolii ile karsilastirildiklarinda genel olarak yukari dogru artis
gosterdikleri ve 2 mM SA+20 ppm MgO nanopartikiil birlesim uygulamasinin (3,521)
kat degisimi ile en yiiksek artisi gostererek mtr-miR156a gen anlatim Seviyesini
artirmustir (Cizelge 4.11. ve Sekil 4.24.).
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Cizelge 4.11. 27**“T yontemi ile elde edilen mtr-miR156a gen seviyesindeki kat

degisimi.
Uygulama mtr-miR156a
Van Van Denizli Denizli
10°C 4°C 10°C 4°C
Soguk K 0,424+0,070" 1,775+0,198° 0,245+0,045"  0,076+0,015°
1mMSA  0,446+0,066" 1,810+0,202* 0,776+0,055° 0,230+0,060"
2mMSA  0,515+0,072 1,940+0,081° 0,810+0,043° 0,497+0,060°
5ppmMgO  0,643+0,041%  1,526+0,100° 0,733+0,020°  0,508+0,020°
20 ppmMgO  0,716+0,040° 1,910+0,113° 1,003+0,110° 0,576+0,110%
1mMSA+5ppmMgO  0,756+0,061° 0,753+0,077¢ 0,512+0,045° 1,721+0,066°
1mMSA+20ppmMgO  0,723+0,025% 1,790+0,081™ 0,416+0,025° 0,678+0,045°
2mM SA+5ppmMgO  1,409+0,052° 1,853+0,072° 1,086+0,119° 1,654+0,122°
2mM SA + 20 ppm MgO  1,723+0,158° 5,375+0,341* 6,330+0,293*  3,521+0,035°

*Bir siitun icinde farkli harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem
seviyesine gore anlamlidir.

**SA: Salisilik asit, MgO NPs: Magnezyum oksit nanopartikiilii

***25°C kontrol 1 olarak kabul edildigi i¢in tabloda yer almamaktadir.
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Sekil 4.24. Van/Denizli ¢esitlerine ait mtr-miR156a gen seviyesindeki degisiklikler
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Sekil 4.25. Van/Denizli ¢esitlerinin mtr-miR156a gen anlatim seviyelerinin 1s1 haritasi

4.4.2.2.Van ve Denizli cesitlerine ait yaprak orneklerindeki ath-miR173-5p gen

seviyesindeki kat degisimi

Van ve Denizli gesitleri her iki soguk stresi ve uygulamalarinda farkli sonuglar
gostermistir.  Van ve Denizli gesitlerinin 10 °C ve 4 °C tek basina soguk kontrolleri
kendi gruplar icerisindeki 25 °C kontrol ile karsilastirildiklarinda gen anlatim
seviyesinde Van 10 °C soguk kontroliinde (%51) artis, 4 °C soguk kontroliinde (%18)
azalma olurken, Denizli 10 °C ve 4 °C soguk kontrollerinde sirastyla (%251-%313) ile
ath-miR173-5p gen anlatim seviyesinde artis gergeklesmistir. Kat degisimleri sirasiyla
(1,506-0,821-3,508-4,130). Van 10 °C soguk igerisindeki uygulamalar tek basina soguk
kontrolii ile karsilagtirildiklarinda genel olarak uygulamalarin gen anlatim seviyelerinde
asagl dogru azalma olmustur. En diisiik azalma (%82) ve (0,273) kat degisimi ile 2 mM
SA+20 ppm MgO nanopartikiil birlesim uygulamasinda gergeklesmistir. Van 4 °C
soguk icerisindeki uygulamalar tek basma soguk kontrolii ile karsilastirildiklarinda 1
mM SA+20 ppm MgO nanopartikiil birlesim uygulamasi (%186) ve (2,345) kat artisi
disinda genel olarak uygulamalarin ath-miR173-5p gen anlatim seviyeleri azalmistir. En

diisiik anlatim seviyesindeki azalma (%25) ve (0,616) kat degisimi ile 1 mM SA+5 ppm
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MgO nanopartikiil birlesim uygulamasinda olmustur. Denizli 10 °C soguk igerisindeki

uygulamalar tek basina soguk kontrolii ile karsilagtirildiklarinda ath-miR173-5p gen

seviyesinde genel olarak azalma olmustur. En diisiik ekspresyon seviyesindeki azalma 2
mM SA+20 ppm MgO nanopartikiil birlesim uygulamasinda (%91) ve (0,316) kat

degisimi ile gerceklesmistir. Denizli 4 °C soguk igerisindeki uygulamalar tek basima

soguk kontrolii ile karsilastirildiklarinda ath-miR173-5p gen anlatim seviyesinde genel

olarak azalma olmustur. En diisiik gen anlatim seviyesindeki azalma 1 mM SA

uygulamasinda (%85) ve (0,601) kat degisimi ile gergeklesmistir (Cizelge 4.12. ve Sekil

4.26.).

Cizelge 4.12. 27%*°" yontemi ile elde edilen ath-miR173-5p gen seviyesindeki kat

degisimi.
Uygulama ath-miR173-5p
Van Van Denizli Denizli
10°C 4°C 10 °C 4°C
Soguk K 1,506+0,038* 0,821+0,0175° 3,508+0,103*  4,130+0,055
1mMSA  1,116+0,087° 0,782+0,015* 0,590+0,020% 0,601+0,085°
2mMSA  1,023+0,035° 0,726+0,030%® 0,616+0,032% 0,648+0,017%
5ppm MgO  0,933+0,030°  0,703+0,015°  0,723+0,020° 0,746+0,040°
20 ppm MgO  0,826+0,032°  0,744+0,037°® 0,663+0,015° 0,688+0,028%
1mMSA+5ppmMgO  0,803+0,025° 0,616+0,035"  1,156+0,061°  2,043+0,145°
1mMSA+20 ppm MgO  1,440+0,098°  2,345+0,404*°  0,548+0,023° 1,981+0,020°
2mM SA +5ppm MgO  0,893+0,040%  0,659+0,009"  0,696+0,020°  1,293+0,085°
2 mM SA + 20 ppm MgO 0,273+0,045"  0,778+0,005°  0,316+0,035"  1,226+0,040°

*Bir siitun i¢inde farkli harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem

seviyesine gore anlamlidir.

**SA: Salisilik asit, MgO NPs: Magnezyum oksit nanopartikiilii

***25°C kontrol 1 olarak kabul edildigi i¢in tabloda yer almamaktadir.
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Sekil 4.26. Van/Denizli gesitlerine ait ath-miR173-5p gen seviyesindeki degisiklikler
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Sekil 4.27. Van/Denizli ¢esitlerinin ath-miR173-5p gen anlatim seviyelerinin 1s1 haritasi
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Bitkiler, abiyotik faktorler icerisinde yer alan soguk stresinin neden oldugu
zararli etkilere karst koymak ve soguk aklimasyonunu saglamak i¢in biinyelerinde
cesitli  osmoprotektanlar biriktirirler. Bunlar; betain, prolin ve ¢06ziinebilir
karbonhidratlar olup birbirlerinin yerine gecebilen osmolitlerdir. Konsantrasyonlari
yiiksek olsada osmolitler bitkiye zarar vermez ve toksik etki gdstermezler. Bitkilerdeki
dis goriiniisdeki degisimler genellikle karbonhidrat ve protein degisimleri ile
yorumlanmaktadir. Bu yiizden seker igerikleri bitkilerin biiylime ve gelismesinde
onemli bir indikator olarak diistiniilmektedir. Uzun stireli soguk stresine maruz kalan
bitkiler soguk stresine karst tolerans olusturabilmek i¢in suda ¢Oziinebilen
karbonhidratlarin igerigini artirmaktadir. Bu karbonhidratlar; glukoz, fruktoz, siikroz,
trehaloz ve rafinozdur. Nisasta igerigi ise azalmaktadir. Karbonhidrat miktarinin artmasi
hiicre i¢ci donma noktasinin daha diisiik seviyelere inmesini bdylelikle soguga toleransin
artmasini saglayabilir. Karbonhidratlar osmoprotektan 6zellik gostermelerinin yan1 sira
proteinlerin etrafinda bulunan suyu koruma, enerji kaynagi olma, hiicreler arasinda buz
olusumunu engelleme gibi etkileri ile bitkilerin soguga tolerans kazanmasina yardimei
olmaktadir (Smirnoff 1995). Soguk stresine maruz kalan bitkilerde ¢Oziinebilir
karbonhidrat iceriginin arttigin1 gosteren ¢ok sayida ¢aligma s6z konusudur. Javadien et
al. (2009) bugday bitkisini (Triticum aestivum L.) 4 °C soguk stresine maruz birakmis
ve karbonhidrat birikiminde 6nemli derecede artis oldugunu bildirmislerdir. Vaguajfalvi
et al. (1999) soguk stresi altinda bugday yapraklarinda toplam karbonhidrat, glikoz,
fruktoz, sakkaroz ve frukton igerigini arastirmis ve toplam suda ¢oziiniir karbonhidrat ve
toplam fruktan iceriginin, soguk uygulama sirasinda tiim genotiplerde siirekli olarak
arttigin1 bildirmislerdir. Sharma et al. (2022) MgO nanopartikiiliiniin siyah nohut
tizerindeki etkisini aragtirmislar ve MgO nanopartikiiliiniin siyah nohut bitkisinin kok ve
stirgiinlerinde karbonhidrat igerigini artirdigini bildirmislerdir. Hajihashemi et al. (2018)
sifal1 bitkinin (Stevia rebaudiana Bertoni) 9 gesidiyle soguk stresinde yapmis olduklari
calismada tiim gesitlerin suda ¢6ziinebilir karbonhidrat igeriklerinin diistik sicakliklarda
arttigin1  bildirmiglerdir. Mevcut tez c¢alismasindaki sonuglar literatlir ¢aligmalarini

destekler niteliktedir.

Bu tez ¢alismasinda, toplam ¢dziinebilir seker igerigi her iki ¢esidin 10 ve 4 °C
tek basina soguk stresi kontrolleri, 25 °C kontroliine gore artis gdstermistir. Coziinebilir

seker igerigindeki bu artig bitkinin soguga kars1 adapte olabilmesi ile ilgili yakindan
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iligkili olup, bozulan hiicre i¢i osmotik dengenin diizenlemesine atfedilebilir. Aym
sekilde hem Van hem de Denizli ¢esidi i¢in 10 ve 4 °C’deki sicaklik ve uygulamalar
dikkate alindiginda toplam ¢d6ziinebilir seker igeriginin salisilik asit (SA) ve
Magnezyum oksit nanopartikiil (MgO) birlesimi olan yiiksek konsantrasyonlu
uygulamalarinda daha fazla arttigi ve daha anlamli hale geldigi g6zlemlenmistir
(Cizelge 4.2,4.3. ve Sekil 4.4, 4.6.).

Abiyotik faktorler, bitkilerin yasamsal faaliyetlerini yavaslatarak su alinimini
azaltmaktadir. Bu durum stomalarin kapanmasina neden olur ve bitkinin karbondioksit
(COy) alinimi azalir. Fotosentetik elektronlar yeterli miktarda CO, bulamadiklarinda O,
molekiilene aktarilir ve sonug olarak toksik etki gosteren ve aktive olan siiper oksit
radikalleri (O.)) olusur. Siiper oksit radikallerinin asir1 birikmesi hidroksil radikali
(OH) ve hidrojen peroksit (H,0,) ile birlikte singlet oksijenide i¢ine alan reaktif oksijen
tirlerini (ROS) iireterek oksidatif strese yani hasara sebep olmaktadir (Mittler et al.
2004). Bitkiler olumsuz kosullardan kagma hareketinde bulunamazlar ve stres
faktorlerine karst koyabilmek i¢in giliglii savunma mekanizmalarim1 c¢alistirirlar.
Antioksidan savunma mekanizmalar1 enzimatik ve enzimatik olmayan sekilde ifade
edilmektedir. Enzimatik olan mekanizmalar siiper oksit (Oy), hidroperoksil (HO;.),
hidroksil (OH), alkoksil (RO.) ve peroksil (ROQ.) serbest radikalleri ile tekli oksijen
(03), ozon (Os), hipokloroz (HOCI) ve hidrojen peroksit (H,O;) radikal olmayanlar
seklinde tamimlanmaktadir. Bitkilerde hidrojen peroksit (H,O,) mitokondri, Kloroplast
ve peroksizomlardaki metabolik etkinlikler sonucunda {iretilen bir oksidan iiriindiir
(Tanou et al. 2009). Hidrojen peroksit (H,O;) yapisinda paylasiimamis elektron
icermediginden radikal olmayanlar sinifinda yer almaktadir. Hidrojen peroksit, bakir ve
demir gibi metal iyonlarinin varliginda hidroksil (OH) radikalinin Onciisii olarak
davranir ve bu nedenle de oksitleyici bir tiir olarak bilinmektedir. Hidrojen peroksit
(H202) bakir ve demir gibi metal iyonlarmin varliginda siiper oksit ile tepkimeye
girererek, biyolojik sistemler icerisinde en tehlikeli serbest radikal olarak bilinen
hidroksilin (OH’) olusmasina neden olmaktadir. Biyolojik sistemlerden hidrojen
peroksit’in (H20,) oksitleyici 6zelliginden dolayr uzaklastirilmas: gerekmektedir. Bu
gorevi peroksidaz ve oksidaz gibi antioksidan enzimler O, ve H,O iirlinlere
dontistiirerek yerine getirmektedir (Liochev and Fridovich 2007). Soguk stresine maruz

kalan bitkilerde H,O, miktar1 ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma s6z konusudur. Esim et al.
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(2014) Bugday (Triticum aestivum) yapraklari ile soguk (5/2 °C) stresi altinda yapmis
olduklar1 ¢alismada H»O; miktarinin soguk stresinde arttigini, eksojen sodyum nitro
purissid (SNP) uygulamasmin da H,O, miktarini azalttigini1 bildirmislerdir. Ahmed et
al. (2021) Piring (Oryza sativa L.) bitkilerinde As stresi altinda MgO nanopartikiil
uygulamasi yapmislar ve kontrole goére As stresinin arttifint buna karsilik MgO
nanopartikiil tedavisi olan gruplarda kok ve siirglinlerdeki H,O, miktarinda kademeli
diisiis oldugunu ve bildirmislerdir. Oktem et al. (2008) soguk stresine (4 °C) maruz
birakilan mercimek (Lens culinaris M cv) bitkisinin gévde dokularinda H,O, miktarinin
ve MDA seviyesinin yiiksek oldugunu gozlemlemislerdir. Ignatenko et al. (2019) kislik
bugdayda 4 °C soguk stresi altinda eksojen salisilik asit uygulamasmin H,0; icerigini
azalttigin1 ve salisilik asitin bugdayda soguga toleransini iyilestirdigini bildirmislerdir.
Literatiirdeki ¢aligmalar, bu tez calismasindaki sonuglar ile paralellik gostermekte ve

desteklemektedir.

Bu tez calismasinda, H,O, miktarinin her iki ¢esidin 10 ve 4 °C’de tek basina
soguk stresi kontrollerinin 25 °C kontroliine gore arttigi goriilmektedir. Hem Van hem
de Denizli gesitlerindeki soguk stresi ile birlikte yapilan tiim uygulamalarin 10 °C’de
H,0, miktarini azalttig1, 4 °C’de SA’ nin diisiik dozu ile MgO nanopartikiiliiniin diisiik
ve yiiksek dozu ile olan birlesim uygulamalarinin H,O, miktarini artirdigi buna karsilik
salisilik asit, magnezyum oksit nanopartikiilii ve yiiksek konsantrasyonlu salisilik asit
ile magnezyum oksit nanopartikiil birlesim uygulamalarmin da H,O; miktarin1 6nemli

derecede diisiirdiigti gozlemlenmistir (Cizelge 4.4, 4.5. ve Sekil 4.8, 4.10.).

Lipid peroksidasyon aktivitesi, serbest radikaller (singlet oksijen, siiperoksit
anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali) ile hiicre zar1 lipidlerinin etkilesmesi
sonucu ortaya ¢ikan, zar lipid yapisini degistiren ve hiicresel yapilarin fonksiyonlarinin
bozulmasia neden olan dolayistylada hiicresel diizeyde stresin sebep oldugu hasarin
hem derecesi hemde yansimasi olarak kabul goriilen bir olaydir. Malondialdehit (MDA)
ise lipid peroksidasyonun son {iriinii olarak olusur ve stres kosullarinda MDA
seviyesinin Ol¢lilmesi zarlardaki donilisiimsliz hasarlarin tespitinde kullanilan bir
belirtectir. MDA birikimi hiicre zarlarmin biitiinligiiniin  bozuldugunun isaretidir
(Balestrasse et al. 2010). MDA birikimi, elektrolitlerin hiicre disina sizmasina

boyleliklede iletkenligin artmasina sebebiyet vermektedir. Elektrik iletkenliginin
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artmast bitkilerde hiicre zari hasarmin ve soguk stresinin bir indikatorii olarak
kullanilmaktadir. Calismalarin birgogunda soguk stresinin olusturdugu ilk hasarin hiicre
zarmin biitlinliglini kaybettigi yoniindedir (Tambussi et al. 2004; Turan and Ekmekgi
2011). Dolayisiyla bitkilerin maruz kaldigi soguk stresinin yol ag¢tigi hasarlari
belirlemek i¢in MDA miktarinin Ol¢iilmesi elzem ve Onemlidir. Stres sartlarinda
MDA’nin diisiik olmasi1 bitkide hasarin da diisik oldugu anlamina gelmektedir
(Pirasteh-Anosheh and Emam 2018). Soguk stresine maruz kalan bitkilerde MDA
miktarinin seviyesini gosteren ¢ok sayida calisma séz konusudur. Esim et al. (2012)
bugday bitkilerine uygulanan soguk stresinin MDA miktari1 o6nemli derecede
artirdigini bildirmiglerdir. Mutlu et al. (2016) hassas ve dayanikli arpa gesitlerinin soguk
stresinde MDA miktarlarinin arttigin1 buna karsilik salisilik asit uygulamasimin soguk
uygulamasina gore azaldigini bildirmistir. Faizan et al. (2022) As varliginda soya
fasulyesi Dbitkilerinin MDA igeriginin arttigin1 fakat MgO nanopartikiil eksojen
uygulamastyla MDA igeriginin azaldigim bildirmislerdir. Oktem et al. (2008) mercimek
(Lens culinaris M) bitkisine soguk stresi 4 °C uygulamasmin malondialdehit seviyesini
artirdigin1 ifade etmislerdir. Faiz et al. (2022) Pb varliginda havug (Daucus carota)
bitkilerinin MDA igeriklerinin arttigint buna karsilik MgO nanopartikiil tedavi
uygulamalarinda ise MDA seviyelerinde azalma oldugunu bildirmislerdir. Cheng et al.
(2020) bugday fidelerinde kadmiyumun neden oldugu toksisiteyi hafifletmek adina
MgO nanopartikiilii uygulamislar ve MgO nanopartikiil uygulamasinin MDA seviyesini
onemli Ol¢lide azaltarak bitki biiylimesini iyilestirdigini ifade etmislerdir. Mevcut tez

calismasindaki sonuglar literatiir caligmalarini destekler niteliktedir.

Bu tez ¢alismasinda, MDA igeriginin her iki ¢esidin 10 ve 4 °C’de tek basina
soguk stresi kontrollerinin 25 °C kontroliine gore arttifi goriilmektedir. Hem Van hem
de Denizli gesitlerindeki soguk stresi ile birlikte uygulanan salisilik asit, magnezyum
oksit nanopartikiil konsantrasyonlarinin genel olarak her iki sicakliktada soguk stresinde
artan MDA igerigini azalttigi, her iki cesidin 10 °C sicaklikginda diisiik SA
uygulamasiin MgO ile soguga kars1 yetersiz doz olarak kaldigi ve MDA’y1 artirdig, 4
°C’de ise Van cesidinde diisiik konsantrasyonlu SA’nin diisiik konsantrasyonlu MgO
birlesim uygulamasi ile Denizli ¢esidinde diisiik konsantrasyonlu SA’nin yiiksek
konsantrasyonlu MgO nanopartikiil birlesimleri ile MDA miktar1 artmistir. Yiiksek

konsantrasyonlu salisilik asit ile magnezyum oksit nanopartikiill birlesim
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uygulamalarinin da MDA igerigini 6nemli sekilde diisiirdiigii ve lipid peroksidasyonunu
inhibe ettikleri gozlemlenmistir (Cizelge 4.6, 4.7. ve Sekil 4.12, 4.14.). Bu durum
salisilik asit ve magnezyum oksit nanopartikiillerinin MDA miktarinin artmasina sebep
olan serbest radikallerin uzaklastirilmasin1 saglayacak antioksidan enzim sistemlerini

uyardigina atfedilebilir.

Soguga tolerans olusturmada yalnizca karbonhidratlarin degil aminoasitlerinde
onemli bir payr vardir. Aminoasitlerden biri olan prolin, yiiksek organizasyonlu
bitkilerde yaygin sekilde bulunur ve c¢evresel streslere yanit olarak bitkilerde
sentezlenen osmoprotektanlardan biridir. Prolin aminoasidi, reaktif oksijen tiirlerini
uzaklastirma, enzim koruyucu, osmotik, zar biitlinliigii, su baglama kapasitesini artirma,
protein sentez isleyisini dengeleme, enzimleri denatiirasyondan koruma azot ve karbon
kaynag1 olarak kullanilabilme, donma toleransini saglayabilme gibi bir¢cok Onemli
gorevlerde yer almaktadir. Prolin esasinda stres durumlarinda savunma mekanizmasi
olarak sentezlenmektedir (Ruelland et al. 2009; Kaur et al. 2011). Soguk stresine maruz
kalan bitkilerde prolin igeriginin arttigin1 gosteren ¢ok sayida calisma s6z konusudur.
Atici et al. (2003) disiik sicaklikta kislik bugday ve lahana yapraklarinin prolin
miktarinit arastirmig ve her iki bitki tiirliniin kontrole gore prolin miktarlarinda artig
oldugunu aciklamislardir. Soliman ve et al. (2018), fasiilye bitkisinde 4 °C sicaklikta
eksojen salisilik asit uygulamasinin prolin birikimini artirdi@ini  bildirmislerdir.
Ignatenko et al. (2019) kishik bugdayda 4 °C soguk stresi altinda prolin miktarmin
arttigini, eksojen salisilik asit uygulamasi ile prolin iceriginin daha yiliksek artis
gosterdigini bildirmislerdir. Saghfi et al. (2014) soguk stresinde iki nohut ¢esidinin
prolin miktarlarin1 aragtirmiglar ve her iki ¢esidin yapraklarinin soguk stresi altinda
prolin seviyelerinin arttigin1 bildirmiglerdir. Kaur et al. (2011) diisiik sicakliklarda nohut
(Cicer arietinum L.) bitkisi iizerine yapmis olduklari caligmada prolin seviyesinin
arttigini, disaridan uygulanan prolinin de bitkinin soguga dayanikliligini artirdigini ifade
etmiglerdir. Mevcut tez calismasindaki sonuglar literatiir c¢alismalarini destekler

niteliktedir.

Bu tez ¢alismasinda, prolin konsantrasyonu her iki gesidin tiim uygulamalarinin
10 ve 4 °C’de ki tek basma soguk stresi kontrolii ve 25 °C kontroliine gore artis

gostermistir. Ayni sekilde hem Van hem de Denizli ¢esidi i¢in sicaklik ve uygulamalari
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dikkate alindiginda prolin igeriginin salisilik asit (SA) ve Magnezyum oksit
nanopartikiil (MgO) birlesimi olan uygulamalarda daha fazla arttig1, daha anlamli hale
geldigi gozlemlenmistir. Salisilik asit ile magnezyum oksit nanopartikiil uygulamalari
antioksidan 6zellik gostermelerinden dolayi reaktif oksijen tiirlerinin uzaklastirilmasi ve

membranlarin korunmasina katki saglamistir (Cizelge 4.8, 4.9. ve Sekil 4.16, 4.18.).

miRNA’larin yakin zamanda bitkilerin gevresel streslere karsit adaptasyonunda
yeni diizenleyiciler olarak gorev yaptiklar1 bildirilmistir (Biggar and Storey 2011).
miRNA’lar Oncelikle pri-miRNA ya da primer transkript olarak yazilirlar. Bu
transkriptlerin bas ve poli kuyrugu vardir (Poli-A). Pri-miRNAlar ya da primer
transkriptler hiicre ¢ekirdeginde islenir ve 70 ile 80 nt araliginda pre-miRNA’lara daha
sonrada fonksiyonel miRNA’lara doniisiirler (Bartel 2004). Pre-miRNA’lar, hiicre
cekirdegi icerisinde bulunan Dicer benzeri proteinler ile islenir ve Argonaute
proteinleriyle  birlesen RNA kaynakli susturma komplekslerine (RISC'ler)
birlestirilmeden Once sitoplazmaya aktarilirlar. RNA kaynakli susturma kompleksleri
(RISC), mRNA'nin kodlama bdlgeleri ve 3 'UTR ile baz eslesmesi yaparlar ve hedef
gen ekspresyonunu negatif olarak diizenlerler, boylelikle de hedef mRNA'nin
bozulmasini veya translasyonun inhibisyonunu indiiklerler. Bu nedenle miRNA'lar gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde ¢ok dnemli hayati rol oynarlar (Bartel 2009). Bugiine
kadar cesitli streslere karsi bitki tepkisine odaklanan ¢alisma ve bu stresler altinda strese
duyarlilik gosteren miRNA’lar tespit edilmistir (Wei et al. 2009). miR156 ailesi, ¢esitli
bitkiye 0zgii transkripsiyon faktorlerini kodlayan promoter baglama benzeri (SPL)
genleri hedefler. miR156'nin ifadesi ve hedef genlerinin ifadesi, 6nemli gelisimsel
stiregler ve stres toleransi ile iliskilidir (Zhou and Tang 2019). Zhou et al. (2019)
OsmiR156'nin asir1 ekspresyonu, Arabidopsis, ¢cam ve piringte hiicre canliligini, hiicre
bliyiime hizin1 arttirir ve sofuk stres toleransi altinda iyon sizintt oranimi
azaltir. OsmiR156, OsSPL3'i hedef alarak soguk stres toleransini artirir. Solanum
lycopersicum'da miR156, KNOX ve CLAVATAS3 genlerini etkileyerek heterokronik
gelisimi  destekler (Vendemiatti et al. 2017). Arabidopsis thaliana'da miR156
ekspresyonunun azalmasi yetiskin dokularda DNA metilasyonunda artisa neden olur
(Massoumi et al. 2017). Panicum virgatum’da miR156'nin asir1 ekspresyonunun bitki
mimarisi ve ¢igeklenme iizerinde dramatik etkileri vardir (Baxter et al. 2018).

Arabidopsis'te miR156, (AS2) transkript seviyelerini diizenleyerek silika gelisimini ve
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bitki verimliligini modiille eder (Wang et al. 2016). Cui et al. (2015)
OsmiR156k'nin asir1 ekspresyonunun, soguk stresi altinda piringte ¢ok erken fide
asamasinda fide biiylimesini engeller. Niazi et al. (2023) bugday (Triticum aestivum)
yapraklarina eksojen olarak cinko oksit nanopartikiilii uygulamasmin miR’leri ve gen
ifadesini etkileyip etkilemedigini arastirmis ve 10 mg/L™ ZnO NPs’lerin miR156’y1
transkripsiyonel olarak asagi regiile ettigini toksik bir doz 50 mg/L'1 ise miR156’nin
asir1 ekspresiyonunu sagladigini, ¢inko oksit nanopartikiillerinin fitotoksik dozlarinda
miR156’y1 asir1 ekspre etmesinin remobilazasyonla ilgili genleri (NAM ve SUT) asagi
regiile ederek basak/tane gelisimini baskiladigini gozlemlediklerini agiklamislardir.
Aungbet al. (2015) yoncada (Medicago sativa L.) miR156'nin asir1 ekspresyonunun
yem verimini artirdigini, ¢igceklenmeyi geciktirdigini, kok uzunlugunun ve trikom
yogunlugunun artmasini sagladigimi bildirmislerdir. Lee et al. (2010) miR156a’nin
Arabidopsis’te 16 °C soguk stresinde yukar1 dogru regiile edildigini bildirmislerdir.
Arabidopsis thaliana’da yapilan bir ¢caligmada fosfat (pi) eksikliginde miR156a yiiksek
oranda ekspre edildi fakat siirgiinlerdeki besin eksikliginden etkilenmedi ancak -Pi, -N
veya -K tarafindan yukar1 regiile edildi. miR156a, genclikten yetiskinlige bitkisel faz
gecisi ve diger gelisim siireglerinde yer alan bir grup squmosa promoter baglayict
protein gibi (SPL) transkripsiyon faktoriinii diizenler (Hsieh et al. 2009). Ananas
bitkisinde yapilan bir baska ¢alismada MgO nanopartikiiliiniin konsantrasyonu arttik¢a
ekspresyon seviyesini artirdigit ve miR156’nin yukari regiile edildigi gosterilmistir
(Owusu Adjei et al. 2021). Arpa (Hordeum vulgare L.) genotiplerinde Fe;O4 ve CuO
nanopartikiil uygulamalarinin artan konsantrasyonlariyla birlikte miR156a ekspresyon
seviyelerini arttirdigt ve yukari dogru diizenlendigini bu artisinda muhtemelen
patojenlere karsi bitki direncini etkiledigini bildirmislerdir (Petrova et al. 2021).
Arabidopsis'te demir (Fe) eksikligine duyarli mikroRNA genlerinin tanimlanmasi ve
miRNA’larin Fe eksikligi altinda rolii ile ilgili yapilan calismada miR173’ilin
siirglinlerde ekspresyonun baslangicta yukar1 dogru regiile edildigi daha sonra asagi
regiile edildigi sonug olarak da miRNA173’{in Fe eksikligine yanit verdigi bildirilmistir
(Kong and Yang 2010). Barciszewska et al. (2015) Arabidopsis bitkilerinin miR173
ekpsresyon seviyelerinde S (kiikiirt) eksikliginde ve Cd (kadmiyum) fazlaliginda asagi
regiile oldugunu bildirmislerdir.
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Bu tez calismasinda mtr-miR156a gen ifadesi Van cesidinde 10 °C soguk
kontrolii 25 °C kontroliine gére asagi regiile olurken, 4 °C soguk kontrolii 25 °C
kontroliine gére yukari regiile olmustur. mtr-miR156a gen ifadesi Denizli ¢esidinde ise
10 °C ve 4 °C soguk kontrolleri 25 °C kontroliine gdre asagi regiile olmustur. mtr-
miR156a, ¢esitli bitkiye 6zgii transkripsiyon faktorlerini kodlayan promoter baglama
benzeri (SPL) genlerini hedefler ve SPL gen ailesi tyelerinin ekspresyonunu
diizenleyerek bitkinin biiyiime, iireme ve gelismesini saglar. Van 10 °C ile Denizli 10 °C
ve 4 °C soguk kontrollerinin asag: regiile olmasi yani mtr-miR156a’nmn ifadesinin
azalmast SPL hedef genlerinin yukari dogru diizenlenmesine neden olarak bitkinin
biiyiimesi ve gelismesini olumsuz etkilemistir. Van 4 °C soguk kontroliiniin 25 °C
kontroliine gore yukari regiile olmast miRNA gen anlatim seviyesinin arttig1, SPL hedef
genlerinin ifadesinin inhibe edildigi anlamina gelir ve bitkinin biiyiime ve gelismesini
tesvik etmistir. Salisilik asit ve magnezyum oksit nanopartikiil uygulamalari mtr-
miR156 gen ifadesini her iki c¢esit ve sicakliktada asagr ya da yukari olarak
diizenlemislerdir. Yiiksek konsantrasyonlu 2 SA + 20 ppm MgO nanopartikiil birlesim
uygulamalar1 yiiksek kat artis1 ile Van 4 °C, Denizli 10 °C ve Denizli 4 °C derecelerde
mtr-miR156 gen anlatim seviyesini asirt ekspre ederek hedef genin susturulmasini
saglamis ve bitkinin soguk stresine tolerans gostermesini, bitkinin yaprak gelisiminin
saglanmasini en giiglii sekilde desteklemistir (Cizelge 4.11. ve Sekil 4.24). ath-miR173-
5p anlatim seviyesi Van gesidinde 10 °C soguk kontrolii 25 °C kontroliine gére yukari
regiile olurken, 4 °C soguk kontrolii 25 °C kontroliine gdre asag1 regiile olmustur. ath-
mMiR173-5p anlatim seviyesi Denizli ¢esidinde ise 10 °C ve 4 °C soguk kontrolleri 25 °C
kontroliine gore yukari regiile olmustur. miR173 tarafindan TAS1a, TAS1b, TAS1c ve
TAS2 hedeflenir ve bir grup PPR genini hedef alan ta-siRNA’lar iiretir. PPR proteini,
kloroplast veya mitokondriyi hedef alir bir veya daha fazla organel transkriptini baglar
ve RNA dizisini, donilisiimiinii, islenmesini veya translasyonunu degistirerek bunlarin
ekspresyonunu etkiler. Fotosentez ve solunumun bitki gelisimi tizerinde derin etkileri
vardir. ath-miR173-5p’nin anlatimi Van 10 °C ile Denizli 10 °C ve 4 °C soguk
kontrollerinde 25 °C kontroliine gore yukari regiile olmus ve hedeflenen PPR’nin gen
ifadesinin azalmasi ile bitki gelisimi yavaslamistir. Van 4 °C soguk kontrolii ise 25 °C
kontroliine gore asagi regiile olmus ve hedeflenen PPR gen ifadesi artarak bitkinin
gelisimi devam etmistir. Salisilik asit ve magnezyum oksit nanopartikiil uygulamalarida
mIRNA gen ifadesini azaltip hedef genin ifadesini artirarak bitkinin yaprak gelisimi ve

biiyiimesini desteklemistir (Cizelge 4.12. ve Sekil 4.26.).
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Yapilan bu tez ¢aligmasinda, yoncanin (Medicago sativa L.) iki farkli genotipleri
(Van ve Denizli) sirasiyla 10 °C ve 4 °C soguk stresine maruz birakilmis ve salisilik asit
ve magnezyum oksit nanopartikiilii ayr1 ayr1 ve birlesimleri seklinde bitki yapraklarina
eksojen olarak uygulanmistir. Bu uygulamalarin etkileri yapilan biyokimyasal
(¢0Oziinebilir karbonhidrat, MDA, H,0, ve prolin), miRNA gen seviyesindeki degisiklik
(miR156, miR173) ve SEM analizleri ile degerlendirilmistir.

Salisilik asit ve magnezyum oksit nanopartikiil birlesim uygulamalarinin yiiksek
konsantrasyonlari, iki diisiik sicaklik stresinde (10 °C ve 4 °C) hem Van hem Denizli
genotiplerinde ¢oziinebilir seker miktarin1 artirmis ve bitkilerin soguga uyumunu

desteklemistir.

Bitkiler i¢in zararli olan stres kosullarinda genellikle artis gosteren H,O, oksidan
rtinii her iki ¢esidin diisiik sicakliklarinda artis géstermistir. Yapilan salisilik asit ve
magnezyum oksit nanopartikiil uygulamalari reaktif oksijen tiiriiniin bu artigin1 azaltarak

soguga tolerans kazanilmasinda etkili olmustur.

10 °C ve 4 °C iki diisiik sicaklik stresi altinda, her iki gesitte de soguk ile artis
gosteren lipit peroksidasyon miktarinin salisilik asit, magnezyum oksit nanopartikiil ve
sinerjik etki gosteren yiiksek konsantrasyonlu salisilik asit ile magnezyum oksit
nanopartikiil birlesim uygulamalar1 ile azalmasi, nanopartikiilin ve hormon olan
salisilik asidin soguk stresinin olusturmus oldugu yikict etkisini azalttigini

gostermektedir.

Prolin diisiik sicakliklarda (10 °C ve 4 °C) hem Van hem Denizli cesitlerinde
yukart yonlii artis gostermistir. Magnezyum oksit nanopartikiil ve salisilik asit
uygulamalar ile yiiksek konsantrasyonlu birlesimleri prolin birikiminin daha fazla
artmasini saglayarak bu uygulamalarin donma derecesinin lstiindeki sicakliklarda yani
soguk stresinde gesitleri koruyucu yonde etki gosterdikleri, hiicre igerisinde olusacak

buz olusumunu geciktirecek yollar1 aktive edebilecekleri anlamina gelmektedir.
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mtr-miR156a ve ath-miR173-5p gen anlatim seviyeleri soguk stresine (10 °C ve
4 °C) maruz kalan yonca (Van/Denizli) cesitlerinde farkli sonuclar gostermistir. mtr-
miR156a, Van cesidinde diisiik sicaklik 10 °C’de down regiile olurken 4 °C’de up
regiile olmustur. Denizli ¢esidinde ise 10 °C ve 4 °C diisiik sicakliklarda down regiile
olmustur. ath-miR173-5p, Van cesidinde diisiik sicaklik 10 °C’de up regiile olurken 4
°C’de down regiile olmustur. Denizli ¢esidinde ise 10 °C ve 4 °C diisiik sicakliklarda up

regiile olmustur.

Tim analizler degerlendirildiginde, Van ve Denizli yonca ¢esitlerinin soguk
stresinden etkilendikleri, ayni sekilde soguk stresinin hiicre metabolizmasini olumsuz
etkileyebilecegi, bununla beraber ROT olusumuna neden olabilecegi ve fotosentez basta
olmak {izere reaksiyon dengelerinin bozulmasina neden oldugu diistiniilmektedir.
Denizli ¢esidinin Van cesidine gore soguk stresine daha duyarli oldugu goriilmiistiir.
Soguk stresi altinda yapilan uygulamalardan hormon salisilik asit (SA) ile nanopartikiil
magnezyum oksitin (MgO) ise soguk stresinin bitkilerde olusturdugu hasari azalttigi
tespit edilmistir. Diisiik doz salisilik asidin (1 mM) magnezyum oksit nanopartikiil
konsantrasyonlari ile olan birlesim uygulamasinin sogugun yol agtigi olumsuz etkileri
iyilestirmede muhtemelen yetersiz doz olarak kaldigi, buna karsilik yiiksek doz salisilik
asidin (2 mM) magnezyum oksit nanopartikiil konsantrasyonu yiiksek doz (20 ppm) ile
sinerjik etki gostererek soguga karsi bitki genotiplerinin yapraklarindaki olumsuz

etkileri 6nemli 6l¢iide azalttig1 sonucuna varilmistir.

Gelecekte diger bitki genotipleriyle soguk stresi altinda yapilacak olan
calismalarda MgO nanopartikiilii ile salisilik asidin soguga karsi1 tolerans olusturmada
ve tarimda {irlin kaybini1 azaltmada kullanilabilir maddeler olabilecegi diistiniilmektedir.
SA ile MgO nanopartikiiliin etki mekanizmalarinin tam olarak aydinlatilabilmesi igin

daha kapsamli genetik ¢caligmalara ihtiya¢ s6z konusudur.
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