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BAKIR STRESINE MARUZ BIRAKILAN HASSAS VE DAYANIKLI MISIR
CESITLERINDE GLUTATYON, HIDROJEN PEROKSIT VE SALISILIK ASIT
UYGULAMALARININ FOTOSENTETIK VERIM UZERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Fuat YETISSIN
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Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Rabiye TERZI
2015, 142 Sayfa

Bu c¢aligmada, glutatyon (GSH), hidrojen peroksit (H,O,) ve salisilik asit (SA) 6n
muamelesinin bakir stresi kosullarindaki bakira dayanikli (31G98) ve hassas (Akpinar) misir
cesitlerinde antioksidan sistemin fotosentetik verim {izerindeki iyilestirici etkisi aragtirilmustir.
Bu uygulamalarin su potansiyeli, transpirasyon, membran hasari, fotosentetik pigment miktari,
icsel bakir, H,O,, GSH ve SA seviyeleri ile kuru agirlik, prolin miktari, poliamin miktari,
ABA miktar1, fotosentez orani, klorofil floresansi, rubisco aktivitesi ve konsantrasyonu
tizerine etkisi spektrofotometrik ve western blot yontemleri ile incelendi. Ayrica siiperoksit
dismutaz, katalaz, askorbat peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve guaikol peroksidaz enzim
aktiviteleri ile Absisik aldehit oksidaz (AAOX), glutatyon sentetaz (GSHSY) ve NADPH
oksidaz (NOX) genlerinin ifadesi arastirildi. Bakir stresinin musir fidelerinde i¢gsel GSH, H,0»,
SA, ABA, poliamin, prolin, MDA igerigini ve NOX, GSHSY, AAOX gen ifadelerini ve
antioksidan sistem enzimlerinin aktivitelerini arttirdigi, rubisco igerigini, fotosentetik
aktiviteyi, transpirasyonu, su potansiyelini ve kuru agirhig azalttigi saptandi. GSH, H,0, ve
SA uygulamalarmin her iki gesitte de antioksidan sistemini uyarmak suretiyle fideleri bakir
stresinin olumsuz etkilerinden korudugu ve fotosentetik verimi farkli oranlarda iyilestirdigi
belirlendi. Sonug olarak; bakir stresi kosullarinda 0,05 mM GSH, 10 mM H,0; ve 0,01 mM
SA 6n muamelelerinin musir ¢esitlerinin fotosentetik verimi igin iyilestirici etkiye sahip
oldugu sonucuna varimastir.

Anahtar Kelimeler: Bakir Stresi, Fotosentetik Verim, Glutatyon, Hidrojen Peroksit, Klorofil
floresansi, Misir, Salisilik Asit



PhD Thesis
SUMMARY

INVESTIGATION ON THE PHOTOSYNTHETIC EFFICIENCY EFFECTS OF
GLUTATHIONE, HYDROGEN PEROXIDE AND SALICYLIC ACID APPLICATIONS
ON SENSITIVE AND RESISTANT MAIZE VARIETIES EXPOSED TO COPPER STRESS

Fuat YETISSIN

Karadeniz Technical University
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Supervisor: Associate prof. Rabiye TERZI
2015, 142 Pages

In this study, alleviating effects of glutathione (GSH), hydrogen peroxide (H,0,) and
salicylic acid (SA) pre-treatments on antioxidant system enzymes, the expression of some
genes and photosynthetic system of copper stressed maize varieties, 31G98 (resistant to
copper) and Akpinar (sensitive to copper) were studied. Effects of these treatments on water
content, stomatal conductance, membrane damage, photosynthetic pigment contents,
endogenous copper, H,0,, GSH and SA levels, dry weight, growth inhibition, proline amount,
polyamine content, ABA content, photosynthetic rate, transpiration, chlorophyll fluorescence,
rubisco activity and concentration were examined via spectrophotometry and Western blot
methods. In addition, the enzyme activities of superoxide dismutase, catalase, ascorbate
peroxidase, glutathione reductase and guaikol peroxidase and the expression of abscisic
aldehyde oxidase (AAOX), glutathione synthetase (GSHSY) and NADPH oxidase (NOX) genes
were investigated. Copper stress was found to increase endogenous GSH, H,0,, SA, ABA,
poliamine, proline, MDA, antioxidant enzyme system and NOX, GSHSY, AAOX gene
expression. On the other hand, the stress was decrease the rubisco concentration,
photosynthetic activity, transpiration, water potential and dry weight. GSH, H,O, and SA
application was found to mitigate negative effects of the stress by induced antioxidant system
at different rates in both maize varieties. It was concluded that pretreatments of 0,05 mM
GSH, 10 mM H,0, and 0,01 mM SA had alleviating effects on maize cultivars under copper
stress.

Key Words: Copper Stress, Chlorophyll Fluorescence, Glutathione, Hydrogen Peroxide,
Maize, photosynthetic efficiency, Salicylic Acid
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Bitkiler dogal yasamlarinda gesitli abiyotik streslere maruz kalmaktadirlar (Yilmaz vd.,
2011). Bunlardan biriside agir metal stresidir (Viechweger, 2014). Bitkilerde strese neden olan
degisik agir metaller vardir. Bakir elementi, sahip oldugu kimyasal ve biyolojik 6zellikleri ile
bitkilerdeki agir metal stresinin baslica kaynaklarindan birisidir (Yruela, 2005) ve bitkilerde
onemli fizyolojik, biyokimyasal ve anatomik degisimlere neden olmaktadir (Giizel ve Terzi,
2013). Bakur, bitki dokularinda yiiksek miktarda biriktiginde ¢imlenmenin (Munzuroglu ve
Geggil, 2002; Ahsan vd., 2007) ve kok, govde biiylimesinin gerilemesi (Johansson vd., 2005;
Ke vd., 2007), azot ve protein metabolizmasinin olumsuz etkilenmesi (Cuypers vd., 2005;
Xiong vd., 2006), membran biitiinliigiiniin ortadan kalkmasi (Morelli ve Scarano, 2004;
Sgherri vd., 2007) ve hormonal dengenin bozulmasi (Hunter ve Welkie, 1977) gibi canlilikla
ilgili cesitli fizyolojik ve biyokimyasal islevlerin degismesine sebep olmaktadir. Bakir stresi
kosullarinda, bitkilerde en ¢ok etkilenen olaylardan biri de fotosentezdir (Mocquot vd., 1996;
Frankart vd., 2002). Bakir stresi esnasinda bitkilerin fotosentez hizindaki azalma iki etkiden
kaynaklanabilir. Birincisi stres etkisiyle stoma kapanmasina bagli olarak karbondioksit
girisinin azalmasi sonucu ger¢eklesen fotosentetik aktivite kaybidir (Muller ve Whitshitt,
1996; Lima vd., 2002). Agir metal stresi ile birlikte stoma araciligi ile gaz gecisindeki azalma
fotosentetik karbondioksit asimilasyonunu sekteye ugratir. Bitki kuru agirhiginin % 95 kadari
fotosentezden saglandigi i¢in fotosentez oranindaki azalmaya paralel olarak kuru agirlikta da
bir azalma meydana gelir (Viehweger, 2014). Ikincisi ise stomaya bagli olmayan cevaplardir.
Ornegin bakir stresi kosullarinda bitkilerden izole edilen kloroplastlarda fotosentetik pigment
iceriklerinin, fotosentetik elektron transportu ve fotofosforilasyon kapasitelerinin azaldig
gosterilmistir (Lin ve Aarts, 2012). Yapilan c¢alismalarda bakir stresinin tilakoid
membranlarinin  ve membran proteinlerinin  yikimma sebep oldugu, bu yikimdan
fotosistemlerin 6zellikle fotosistem II‘nin daha ¢ok etkilendigi ve bu etkinin sistemde yer alan
protein, lipid ve pigment dagilimini olumsuz etkiledigi vurgulanmistir. Ayrica s6zkonusu stres

ilerledikce fotosentetik CO, fiksasyonu daha fazla etkilenir. Bakir stresi kosullari altinda



ribuloz-1,5-bifosfat karboksilaz/oksigenaz (rubisco)’da yapisal degisimler meydana gelir ve
bu durum rubisco aktivitesinin azalmasi ile sonug¢lanir (Mishra ve Dubey, 2005). Arastirmalar,
bakir stresinden etkilenen en 6nemli fotosentetik enzimlerden birisinin rubisco oldugunu
gostermistir (Demirevska-Kepova vd., 2004).

Diger taraftan bakir, indirgenme yiikseltgenme (redoks) olaylarinda aktif bir gecis
elementi olarak birgok reaktif oksijen tiiriiniin (reactive oxygen species = ROS) olusumu i¢in
de etkili bir katalizordiir (Aust vd., 1985; Maksymiec, 1997; Chen vd., 2000; Guo vd., 2007).
Zararli serbest radikallerin tiretimini katalize eden en 6nemli agir metallerden birisi olan bakir
(Palma vd., 1987; Mazhoudi vd., 1997) bir gegis elementi olmas1 nedeniyle bitkilerde oksidatif
strese sebep olan etmenlerin basinda yer almaktadir (Aust vd., 1985, Elstner vd., 1988; Dat
vd., 2000; Azevedo vd., 2007). Asir1 bakir uygulamalar1 bu toksik oksijen tiirlerinin
miktarinda artisa yol acarak hiicrelerin yap1 ve islevlerinde ciddi zararlar meydana
getirebilmekte (Pompella, 1997; Demirevska-Kepova vd., 2004; Sgherri vd., 2007),
biliyiimenin azalmasindan, organizmanin Oliimiine kadar varabilen pek ¢ok degisime neden
olabilmektedir (Chen vd., 2000; Gechev vd., 2006; Azevedo vd., 2007). Hiicrelerin biitiin
bilesenlerine zarar verebilme potansiyeline sahip olan bu molekiillerin temizlenebilmesi
antioksidan sistemin enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlerine baglidir (Thounaojam vd.,
2012; Rao vd., 1997; Brahim ve Mohamed, 2011). Bitkilerde tilakoid reaksiyonlar1 sonucu
olusan ROS’larin fotosentetik mekanizmaya zarar vermemesi i¢in antioksidan enzimler
tarafindan temizlenmesi gerekir (Halliwell ve Gutteridge, 2007). ROS’larin siipiiriilmesinde
bu enzimlerin glutatyon (GSH) ve karotenoidler gibi antioksidan molekiiller tarafindan
desteklenmesi de gerekmektedir (Gechev, 2006).

Bitkilerin bakir stresi kosullarinda gesitli osmolitler biriktirdikleri bilinmektedir. Bu
kapsamda prolin ve poliaminler en iyi bilinen osmolitlerdir. Ayrica bu bilesiklerin antioksidan
olarak gorev yaptiklar1 bazi ¢alismalarla gosterilmistir (Kadioglu ve Terzi, 2007; Tiirkan ve
Demiral, 2009; Alcazar vd., 2010; Minocha vd., 2010). Ornegin bakir stresine maruz kalan
bitkiler, ¢esitli dokularinda prolin konsantrasyonunu arttirarak strese yanit vermektedirler.
Bakar stresine maruz kalan bir ¢ok bitkinin dokularinda prolin biriktigi kaydedilmistir (Ku vd.,
2012). Yine, distan uygulanan poliaminlerin cesitli abiyotik stres kosullarindaki kiiltiir
bitkilerinin toleransini artirdigi ve bdylece verimi arttirdigr bilinmektedir (Zhao ve Yang,

2008; Yang vd., 2011). Bakir ve kadmiyum stresine maruz kalan bitkilerde putresin miktarinin



kontrole gore arttig1, spermidin ve spermin miktarmin ise azaldigi rapor edilmistir (Groppa
vd., 2003).

Bitkiler, yukarida belirtilen i¢sel mekanizmalarla bakir stresinin olumsuz etkilerini
bertaraf etmek konusunda yetersiz olabilirler. Bu nedenle arastirmacilar genetik iyilestirme
veya kimyasal muamelelerle stres toleransinin arttirllmasina yonelik calismalar
yuriitmektedirler. Bunlardan genetik miihendisligi yontemleriyle bitki iiretme stratejisi ile
bitkilerde tolerans gelistirmek daha uzun zaman alan ve daha kompleks islemlerdir (Ashraf
vd., 2008). Bitki biliylimesini uyaran kimyasallarin bitkilere uygulanmasi ise stres toleransini
artirmak i¢in kolay, diisiik maliyetli, diisiik riskli ve etkili bir yaklasimdir (He vd., 2009;
Hamdia ve Shaddad, 2010). S6z konusu kimyasallar arasinda 6zellikle antioksidanlar, sinyal
bilesikler, bitki biiylime diizenleyicileri ve osmoprotektanlar One c¢ikmaktadir. Stres
kosullarinda H,0, ve salisilik asit (SA) gibi sinyal bilesiklerin ve glutatyon (GSH) gibi
antioksidanlarin bitkilere uygulanmasi, stresin biiylime ve verim tizerindeki olumsuz etkilerini
azaltmak i¢in kullanilmaktadir (Tasgin vd., 2006; Hu vd., 2009; Chen vd., 2010). Bu sebeple
s6z konusu uygulamalarin bakir stresine maruz birakilan misir fidelerinde stresin olumsuz
etkilerini azaltip azaltmadigini belirlemek i¢in bakir igerigi, yaprak su potansiyeli, lipid
peroksidasyonu ve hidrojen peroksit igerigi belirlenmistir. Bununla birlikte, bakir stresi
altindaki bitkilerde H,O,, SA ve GSH 6n muamelelerinin Klorofil floresans parametreleri ve
fotosentetik gaz degisimi {lizerine etkileri ile ilgili literatiirde smirli sayida calismaya
rastlanmigtir. Diger taraftan s6z konusu uygulamalarin bakir stresi kosullarinda fotosentetik
verim {izerinde nasil etki olusturdugu tam olarak bilinmemektedir. Bu ¢alismada disaridan
uygulanan H,;0,, SA ve GSH’in bakir stresi kosullar1 altinda fotosentetik verimi
koruyabilecegine dair bir hipotez gelistirilmistir. Bu hipotezi test etmek igin transpirasyon,
igsel CO; orani, fotosentetik pigment igerikleri, kuru agirlik, fotosentez hizi, klorofil floresans
parametreleri ile rubisco aktivitesi ve igerigi belirlenmistir.

Yukarida da ifade edildigi gibi bakir stresinden kaynaklanan ve fotosenteze biiylik
Olciide hasar veren, oksidatif stresin etkilerinin azaltilmasi ¢ogu zaman antioksidan sistemin
etkinlestirilmesi ile ger¢eklesir. GSH, SA ve H,O; uygulamalarmin bakir stresi kosullarinda
antioksidan sistemi uyardiklari bazi1 g¢alismalarla gosterilmistir (Hayat vd, 2013). Mevcut
calismada, s6z konusu uygulamalarla fotosentetik verimde meydana gelecek artiglarin

antioksidan sistemin uyarilmasindan mi kaynaklandigin1 belirlemek amaciyla antioksidan



enzim aktiviteleri (siiperoksit dismutaz, katalaz, askorbat peroksidaz, guaiakol peroksidaz ve
glutatyon reduktaz), GSH igerigi, antioksidan 6zellik gosterebilen SA (Neelam vd. 2014),
prolin ve poliamin igerikleri ve glutatyon sentetaz geninin ifade seviyesi belirlenmistir. Ayrica
NADPH oksidaz (NOX) aktivitesi ile tiretilen H»O,’ nin stres kosullarinda antioksidan sistemi
tesvik ettigi cesitli ¢aligmalarla bildirilmistir (Rejeb vd., 2015). Bu ¢alismalardan birisi olan
Rejeb vd., (2015), disaridan uyguladiklart bazi kimyasallarla (difenil iodonyum, imidazol,
dimetiltiyotirc) NADPH oksidaz aktivitesinden kaynaklanan igsel H,O; seviyesinin azaldigin
belirlemisler ve c¢alisma sonucunda antioksidan enzimlerde ciddi aktivite azalmas: tespit
etmislerdir. Bu sebeple, mevcut ¢alismada bakir stresi kosullarinda disaridan SA, GSH ve
H,0; uygulamalari ile NOX aktivitesi ve geninin ifade seviyeleri belirlenerek, bu genin bakir
stresi altinda antioksidan sistemin uyarilmasinda rolii olup olmadigi arastirilmistir. Ayrica,
NADPH oksidaz aktivitesi sonrasinda firetilen ROS’larin ABA ile etkilesime girerek
antioksidan sistemi etkinlestirdigi de bilinmektedir (Jiang ve Zhang, 2002). Bu nedenle
mevcut ¢alismada, i¢csel ABA igerigi ve ABA sentezinde gorev alan absisik aldehit oksidaz
enzimini kodlayan absisik aldehit oksisaz geninin (AAOX) ifade seviyesi de incelenmistir.

Ote yandan bitkilerin strese dayamklilik seviyeleri biribirinden farkli oldugu gibi ayni
tirtin farkli varyetelerinde de bu cesitlilik goze c¢arpmaktadir. Bitkilerin strese cevap
mekanizmalar1 da degisiklik arz edebilir. Mevcut ¢alismada bakir stresine karsi dayanikli ve
hassas olduklar1 bilinen iki farkli misir ¢esidinin tercih edilme nedeni de bakir stresine cevapta
hangi mekanizmalarin tercih edildigini belirlemektir. Bu calisma ile SA, H,O, ve GSH
uygulamalarinin bakir stresi altindaki iki farkli misir ¢esidinin fotosentetik verimi iizerine
etkisi incelenerek, bu etki antioksidan sistemle iliskilendirilmistir. S6z konusu uygulamalarin

etkisi fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler calismalarla desteklenmistir.

1.2. Stres ve Stres Cesitleri

Canlilarda normal sistemin fonksiyonlarini inhibe etme egiliminde olan olumsuz etkiler
ya da kuvvetler stres olarak tanimlanmaktadir (Kadioglu, 2011). Stres terimi ayni zamanda
bitkilerde hasar olusturma potansiyelini de kapsar. Bir metabolizma bozuklugunun sonucunda

olusan bu hasarlar bitkinin biliylimesinde ve veriminde azalma meydana getirirler (Hale ve



Orcutt, 1987). Stres cogunlukla, bitkinin {izerinde olumsuz etki olusturan digsal bir etmen
olarak tanimlanmaktadir ( Taiz ve Zeiger, 2008 ).

Bitkilerin maruz kaldig1 baslica stres faktorleri, biyotik ve abiyotik olmak {izere ikiye
ayrilabilir (Sekil 1). Abiyotik stres faktorleri: soguk, sicak, kuraklik, tuzluluk, su fazlaligi,
radyasyon, cesitli kimyasallar, oksidatif stres, riizgar ve besin yetersizliginden; biyotik stres
faktorleri ise: virlis, bakteri ve funguslari iceren patojenler, bocekler ve herbivorlardan olusur
(Yilmaz vd., 2011). Biitiin bu faktorler bitkinin gelisimini, hayatta kalmasini, biyokiitle
liretimini ve {irlin verimini olumsuz yonde etkilerler (Agarwall vd., 2006).

Bu stres tiplerinin etkileri birbirleri ile iliskilidir. Ornegin yiiksek sicakliga dayaniklilik,
genellikle onunla birlikte olusan kuraklik kosullarina dayanikliliga baghidir. Benzer sekilde
donmaya dayaniklilik, dokunun dehidrasyona dayaniklilig1 ile 6nemli derecede baglantilidir
(Hale ve Orcutt, 1987).

Stres etmenlerinin olusturdugu zarar bitkinin ¢evreye genetik adaptasyon derecesine
bagli olarak degisir. Bu olgu degisik bitkilerin degisik bolgelerde en iyi sekilde yetismelerini
belirleyen temel faktordiir. Strese dayaniklilik mekanizmasi bitkilerde iki sekilde etkili
olmaktadir. Bitkiler ya gelistirdikleri onleyici mekanizmalarla stres faktorlerinin etkinligini

onlemekte ya da tolerans mekanizmalariyla kars1 koymakta ve yagamlarimi siirdiirmektedirler
(Url-2, 2011).



Virtisler
Bakteriler, Mantarlar, Bocekler, Nematodlar...

Biyotik Stres

Sicakhik

(Yiiksek Sicaklik, Diisiik Sicaklik)

Su Stresi (Kuraklik, Sel)

Isik (UV, Yiiksek Isik, Iyonize)

Tuz, pH, Gazlar, Herbisitler, Kirleticiler

Abiyotik Stres o

dBakir Eksikligi

o Riizgar, Basingvd...

Sekil 1. Baglica stres gesitleri (Y1lmaz vd., 2011).

1.2.1. Agir Metal Stresi

Bakir, ¢inko, kursun, nikel, kobalt, krom, mangan, kadmiyum, selenyum, arsenik ve
aliminyum gibi metaller belirli bir miktar1 astiklarinda zehir etkisi yapan kirleticilerdir.
Bunlarin bir¢cogu belirli bir miktarda bitkiler i¢in hayati 6neme sahip olsalar da fazla miktarda
bulunmalar bir¢ok zarara yol agmaktadir. Agir metaller genellikle elektron tasmmiminda

devreye girerek solunum ve fotosentez iizerine olumsuz etki yaparlar. Hayati 6neme sahip



enzimleri inhibe ederler ve bdylece bitkilerin enerji iiretme ve kaliteli {irlin olusturma
yeteneklerini de engellerler (Url-2, 2011).

Agir metaller diger atik maddelerle birlikte topraklari, yer alt1 ve yer {istii sular1 giderek
kirletmektedir ve bu agir metal kirliligi uzun siireli sorunlara neden olmaktadir.
Organizmalarda birikerek besin zincirinde yer almakta ve zararlarmi yillarca
siirdiirmektedirler (Url-2, 2011). insan icin en zehirli agir metaller kendilerini temel
minerallere benzeten civa ve kadmiyumdur. Ornegin kadmiyuma maruz kalan insanlarda
emfizema ve kemik erimesinin yam sira akciger, kemik ve bobreklerde geri doniisiimii
olmayan ciddi hasarlara neden olabilir (Straif vd., 2009). Agir metal stresi altindaki bitkilerde
morfolojik degisiklikler, kok biiyiimesinde inhibisyon, yapraklarda klorozis ve biyomasta

indirgenme goriiliir (Yadav, 2010).

1.2.2. Stres Dayaniklihg:

Tim bitkiler belirli derecelerde stres hasarlarina karst koyma ve canli kalabilme
ozelligindedirler. Bir bitkinin baz1 kisimlar1 (tohumlar, tomurcuklar ve dormant hiicreler)
strese dayanikli iken, diger kisimlar1 (meristemler, sukkulent organlar ve fideler) duyarl
olabilir. Ayrica bitkiler yasamak zorunda olduklar1 ¢evreye adapte olabilme veya tam olarak
uyabilme 0zelligine sahiptirler (Bidwell vd., 1974).

Strese dayaniklilik sakinma ve tolerans olmak iizere ikiye ayrilir (Lewitt, 1980). Eger bir
bitki fiziksel ya da metabolik bir engellemeyle olusan stresi digarida birakabiliyorsa, bu olay
stres sakinmasi olarak adlandirilir. Kisaca stres sakinmasi bitkiye distan uygulanan olumsuz
bir faktoriin etkisini, stres olusturmadan dnleme yetenegidir (Street ve Opik, 1984). Ornegin
bir bitkinin yapragi, transpirasyon yaparak i¢ sicakligini korur ve boylece sicakliktan sakinir
(Ayaz, 1999). Benzer sekilde kaktiis bitkisi su stresi esnasinda hiicre i¢indeki su miktarini
koruyarak kurakliktan sakinabilir (Bidwell vd., 1987). Eger bir bitki stres sonucu olusan
hasarlar1 azaltabilme veya hi¢ hasar olusturmama o6zelliginde ise bu durum stres toleransi
olarak isimlendirilir. Diger bir deyisle stres toleransi distan uygulanan bir strese canlinin
dayanabilme yetenegidir (Street ve Opik, 1984). Ornegin; bircok organizmanin yasayamadig

sicakliklarda hayatlarin1 devam ettirebilen yosun, alg ve bakteriler sicaklik toleransina



sahiptirler. Yukarida belirtilen sakinma ve tolerans mekanizmalar1 bir¢ok stres durumunda

gelisebilir ve her ikisi de ayni bitkide bulanabilir (Bidwell vd., 1987).
1.2.3. Bakar Stresine Dayamkhhk

Bitkiler agir metal stresini bazi enzimleri sentezleyerek, agir metalleri vakuol icerisinde
biriktirerek ya da selatlanma olusturarak ortadan kaldirma yoluna giderler. Toksik etkili agir
metallere dayanikli olan bir bitki ya hiicreye giren agir metalleri derhal detoksifiye etmeli ya
da hiicreye alimimini sinirlamalidir (Cumming ve Taylor, 1990). Agir metaller hiicre igine
alindiklarinda detoksifiye edilmeleri gerekir. Bu da metale bagl olan selatlanma, alinimin
sinirlanmast ve ¢oktiirme seklinde olur. Ornegin, ¢inkonun organik asitlerle selatlanip
vakuolde biriktirildigi tespit edilmistir (Brooks vd., 1981). Kursun detoksifikasyonu igin ise
Brassica juncea’nin koklerinde oldugu gibi fitoselatinlerin tretildigi belirlenmistir (Salt vd.,
1995). Ayrica, agir metallerle kirlenmis topraklarda yetisen bazi endemik bitkilerin asit
fosfatazlar gibi agir metale dayanikli enzimler {irettigi goriilmiistiir (Thurman, 1981). Asir
bakir birikimi ise bitki biiyiime ve gelisiminde 6nemli sorunlara neden olabilecegi gibi 6nemli
fizyolojik siiregleri de etkileyebilir (Habiba vd., 2014). Bakir stresi altindaki misir bitkilerinin
kok aktivitesinde devamli bir azalis gozlenmektedir. Kok hiicrelerinin zarlarinda hasar
meydana geldikten sonra hiicre i¢indeki iyon ve organik madde sizintis1 sonucu Cu*? kok

hiicrelerine girer ve fizyolojik siire¢lerde 6nemli diizensizliklere neden olur (Lui vd., 2014).

1.3. Agir Metaller
1.3.1. Agir Metallerin Genel Ozellikleri

Agir metaller atomik yogunlugu 5 g/ cm®den biiyiik olan metal ve metaloidler grubu i¢in
kullanilan genel bir isimdir.

Bitkilerde stres olusturan agir metaller bakir, kadmiyum, kursun, civa, nikel, selenyum,
giimiig, ¢inko, talyum, antimon, arsenik, berilyum ve kromdur (Novotny, 1995). Bazi1 agir

metaller bitki beslenmesi icin Onemli olduklar1 halde yiiksek konsantrasyonlarda



fitotoksiktirler. Bunlar bakir, demir, mangan, molibden, ¢inko, kobalt ve nikeldir. Bununla
birlikte kadmiyum, krom, civa ve kursun gibi agir metaller de cesitli yollardan tarimsal
ekosisteme girerler. Bunlarin bitki bilinyesinde ki seviyeleri konsantrasyonlarina ve
¢Oziinebilirliliklerine baglidir (Bergmann, 1920).

Biitiin atik su ve ¢amurlarda rastlanan agir metallerin baslica kaynaklar1 endiistriyel ve
ticari aktivitelerdir. Evsel atik sularda bile 6nemli miktarlarda metal bulunur. Endiistriden
gelen en Onemli metaller bakir, nikel, kursun, ¢inko ve kadmiyumdur. En 6nemli sorun bu
metallerin besin zincirine girme ve kullanma suyuna karismalar1 olasiligidir (Jamil vd., 1987).
Insanoglunun endiistriyel faaliyetleri ve madencilik gibi etkinliklerinin sebep oldugu
topraktaki agir metal kirliligi tiim Diinya’da ciddi bir sorundur (Ikenaka vd., 2010). Agir
metaller, organik kirleticiler gibi biyolojik siireclerle yikima ugrayip zararsiz bilesiklere

donlismeden uzun bir siire dogada kalabilir ve besin zincirine katilabilir (Chiban vd., 2011)

1.3.2. Agir Metallerin Biyokimyasal Ozellikleri

Bu gruptaki bazi elementler yasayan organizmalarin ¢ogu igin eser miktarda da olsa
gereklidir. Stiphesiz gerekli olan bu metallerin eksikliginde canlilar zarar goriir. Hem bitki
hem de hayvanlar i¢in bakir, ¢inko, mangan, demir gerekli iken bunlara ek olarak yalniz
hayvanlar i¢in kobalt, krom, selenyum, iyot ve yalniz bitkiler i¢in bor ve molibden gereklidir.
Biyokimyasal islevleri bilinmeyen, canlilar i¢in birinci derecede dnemli olmayan fakat toksik
olan elementler de vardir. Bunlar arsenik, kadmiyum, kursun, antimon, titanyum ve
uranyumdur. Bunlar organizmalarin toleransin1 asan konsantrasyonlarda toksik etkiye neden
olmaktadirlar (Alloway ve Ayres, 1993).

Biyokimyasal diizeyde bu metallerin asir1 konsantrasyonlarinin neden oldugu olumsuz
etkiler ATP ve ADP’nin fosfat gruplartyla olan reaksiyonlari, hiicre membranlarinin zarar
gormesi, SH gruplariyla olan reaksiyonlari, iyonlarin yerine gegmesi ve metabolitlerle rekabet
etmesidir (Alloway ve Ayres, 1993). Agir metaller biyolojik sistemlerde 6zel molekiillerin
yapisinda kritik gorevlerin gerceklestirilmesini sagladiklari i¢in bu molekiillerdeki en kiiciik

degisiklik ciddi sorunlar dogurabilir.
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1.3.3. Agir Metallerin Bitkiler Tarafindan Alinimi ve Tasinmasi

Bitkilerde agir metal alinimi1 ve tasinmasi kokler tarafindan gergeklestirilmektedir.

1.3.3.1. Agir Metallerin Koklerle Alinim

Topraktaki metallerin bir kismi bitkiler tarafindan alinip depolanirken bir kismi da
toprakta kalir. Bu metalleri depo eden bitkiler Oncelikle metalleri toprakta harekete
gecirmelidir. Tlk olarak metal selatlandirici molekiiller (fitosiderofor) rizosfere salmir. Bunun
amaci topraga bagl olan metalleri topraktan koparmaktir. Ornegin mugineik asit ve avenik
asit Graminea (Poaceae) familyasi tiirlerinin fitosideroforu olarak gorev yaparlar (Kinnersely,
1993). Bu fitosideroforlar demir ve ¢inko eksikliginde serbest birakilirlar ve bakir, ¢inko ve
manganin toprakta hareketini saglarlar (Romheld, 1991). Ikinci olarak kokler spesifik plazma
membranina bagli metal rediiktazlar ile metal iyonlarin1 azaltabilirler. Ugiincii olarak da bitki
kokleri saldiklar1 protonlar ile toprak ortamini asitlestirerek agir metalleri ¢ozebilirler. Diistik
pH toprak i¢indeki bagli metal iyonlarinin serbest kalmasina neden olur. Kok igine intraseliiler
veya ekstraseliiler yollarla giren metal iyonlar: spesifik veya genel iyon tasiyicilari vasitasiyla
ya da kanallarla bitki hiicrelerine girerler (Clarkson ve Luttge, 1989). Bitki icin gerekli
olmayan agir metaller de ayni1 transmembran tastyicilarini kullandiklarindan dolay: aralarinda
rekabet ederler (Salt vd., 1995). Rizosferdeki agir metal ¢oziiniirliigii pH, katyon degisim
kapasitesi, organik bilesiklerin konsantrasyonu, metal selatlayan bilesikler, minerallerin

ozellikleri ve mikro organizma aktivitesi tarafindan etkilenmektedir (Ghosh ve Singh, 2005).

1.3.3.2. Agir Metallerin Koklerle Tasinmasi

Metal iyonlar1 koke girdiginde ya kokte biriktirilirler ya da siirgiinlere tasinirlar.
Siirglinlere metal taginimi ksilem veya floem yoluyla gerceklesebilir (Stephan ve Scholz,
1993). Ksilem kanallarina metal iyonlar1 girmeden Once, ilk olarak endodermis ve epidermisi
bolen kaspari seridine girerler. Kaspari seridi nedeniyle ekstraseliiler gegis bloke edildiginden

suyun hareketi engellenir ve metal iyonlari intraseliiler olarak hareket ederler (Salt vd., 1995).
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Brassica juncea (Czernajew, 1871) gibi belirli metal akiimiilatorii olan bitkilerin ksilem
0zlerinin analizi yapildiginda metal gecisinde organik asitlerin iliskisi oldugu ortaya ¢ikmistir
(Baker ve Brooks, 1989). Floemde de metaller ya organik asitlerle selatli olarak ya da
fitoselatinlerle veya metalotiyoninlerle tasimabilirler (Salt vd., 1995). Agir metaller birkag
yolla simplasta girebilir. Basit difiizyonla, kanal proteinleri araciligiyla pasif tagima ile ve
kanal proteinleri araciligtyla aktif tagima ile s6z konusu kanal proteinler farkli metallere farkli
ilgi gostererek arzulanan temel metallerin alinmasii tesvik ederken, istenmeyen agir
metallerin taginimini membran iizerindeki bazi diizenlemelerle engellemektedir (Lin ve Aarts,
2012). A. thaliana’da bakirin alinmasindan ve biriktirilmesinden sorumlu olan alti (COPT1-6)

tastyici protein ailesi tanimlanmaktadir (Puig, 2014).

1.3.4. Bakir

Atmosfer kosullarinda metalik gri tonunda bulunmayan iki metalden biri olan bakir,
M.O. 5000 yilindan beri taninmaktadir ve adin1 ilk bulundugu yer olan Kibris’m latincesinden
(aes cyprium = Kibris cevheri, cyprium ve daha sonra cuprum) almistir. ilk kez Misirlilar
tarafindan iiretilen bakir, M.O. 3000 yilindan itibaren (Bronz Cag1) Anadolu, Yunanistan ve
Hindistan’da mekanik ozellikleri alagimlandirma yolu ile artirilarak kullanilmistir. Dogada
200’den fazla bakir minerali bulunmakla beraber sadece 20 tanesi bakir cevheri olarak
endiistriyel 6neme sahiptir. Diinya bakir rezervlerinin % 68’1 Sili, ABD, Sovyetler Birligi,
Zambiya, Peru, Zaire ve Kanada, % 32'si ise diger iilkeler de olmak iizere yaklasik 650x10°
ton oldugu tahmin edilmektedir. Yillik tiretim miktar1, 14 milyon ton (2001 y1l1) civarindadir
(Habashi, 1997).

Bakir, cesitli kaya ve minerallerde bol bulunan esansiyel mikrobesin elementlerinden
biridir ve hem prokaryot hem de dkaryotlardaki metabolik siireclerin genis bir yelpazesi i¢in
gereklidir (Bowen, 1985). Oksijen tasiyicilart (hemosiyanin) ya da redoks katalizorleri
(sitokrom oksidaz, nitrat rediiktaz) gibi fonksiyonlar1 olan, bilenen en az 30 tane bakir igeren
enzim vardir (Weser, 1979; Whitacre, 2011). Bakir; Cu®, Cu*' ve Cu*? degerlikli ii¢
oksidasyon durumu ile bir gegis metalidir. Ayrica 5 g/cm® den daha agir bir yogunluga sahip

olmasindan dolay1 agir metal olarak siniflandirilmistir (Forstner ve Wittmann, 1979).
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1.3.4.1. Bakirin Ozellikleri ve Kullanimlar:

Endiistride bakirin 6nemli rol oynamasinin ve ¢esitli alanlarda kullanilmasinin nedeni
cok farkli 6zelliklere sahip olmasidir. Bakirin en 6nemli 6zelliklerinin arasinda yiiksek elektrik
ve 1s1 iletkenligi, korozyon ve asimmmaya direnci, ¢ekilebilme ve doviilebilme oOzellikleri
sayilabilir. Ayrica alasimlari ¢cok ¢esitli olup endiistride (otomotiv, basingli sistemler, borular,
vanalar, elektrik santralleri ve elektrik, elektronik vb.) degisik amagh kullanilmaktadir (Url-1,
2011).

1.3.4.2. Bakirin Bitkilere Toksik Etkisi

Yapraklardaki klorozis, bakir toksisitesinin yaygin baslangi¢c belirtilerinden birisidir
(Taylor ve Foy, 1985). Klorozis genellikle krem rengi veya beyaz noktalar ya da lezyon halini
alir (Lee vd., 1996). Artan stres etkiyle birlikte, yaprak uglar1 ve kenarlarinda nekrotik alanlar
olusabilir (Taylor ve Foy, 1985). Asir1 bakir toksisitesinde, yapraklarda nekroz olmadan once
solgunluk olabilir (Yau vd., 1991). Ayrica bakir toksisitesi yapraklarin morlagsmasiyla da
alakali olabilir (Choi vd., 1996) ama bu semptomlar biitiin tiirlerde belirgin degildir
(O’Sullivan vd., 1997).

Toksik miktardaki bakirin, dikotil fidelerde kisa radikulaya, koyu kahverengi-siyah
renklenmeye (nekrotik), kiit u¢lara ve mantar saldirilarina karsi bir egilime sebep oldugu
goriilmistiir (Patterson ve Olson, 1983). Citrus paradisi ve Poncirus trifoliata hibrit
tohumlarinin bakir stresine maruz birakildiginda birkag¢ tane yeni kok iirettigi ve kalin bir
kazik koke sahip oldugu belirtilmistir (Zhu ve Alva, 1993). Kok kalinlasmasi Pinus fidelerinde
de goriilmiistiir (Arduini vd., 1995). Betula papyrifera ve Lonicera tatarica fidelerinde ise
asirt bakir konsantrasyonunda sagak kok olusumunun inhibe edildigi rapor edilmistir
(Patterson ve Olson, 1983). Diger taraftan, asirt bakir varliginda demir aliniminin azaldigi
belirlenmistir (Lexmond ve Van der Vorm, 1981). Bakir toksisitesinin yagsandigi bitkinin geng
yapraklar1 tizerindeki klorotik semptomlarin demir eksikligiyle iligkili oldugu ileri siiriilmiistiir
(Luo ve Rimmer, 1995). Ayrica, asir1 bakir bulunan ortamda biiyiitiilen Banksia ericifolia,
Casuarina distyla ve Eucalyptus eximia da klorozis goriilmiistiir (Mitchell vd., 1988). Agir
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metaller  biyolojik  sistemlerde  6zel molekiillerin  yapisinda  kritik ~ gorevlerin
gerceklestirilmesini sagladiklari i¢cin bu molekiillerdeki en kiiciik degisiklik ciddi sorunlar
dogurabilir. Ornegin klorofil molekiiliiniin merkezi atomu olan Mg*? iyonunun yerine Cu*?
iyonunun yerlesmesi, fotosentezde suyun parcalanmasini saglayan enzimin kofaktorii olan
Mn*? yerine Cu*? iyonunun baglanmasi veya rubisco enziminin i¢ boyutlu yapismnimn
olusmasini saglayan disiilfit baglarmin kirilarak Cu*? iyonunun o bdlgelere baglanmasi
fotosentetik aktivite tizerine ciddi olumsuz etkiler meydana getirebilir (Mishra ve Dubey,
2005).

1.4.1. Bakar Stresinin Yaprak Su potansiyeli Uzerine Etkisi

Stresle 1ilgili c¢aligmalarda yaprak su potansiyelinin Olcililmesi Onemlidir. Biiyiime
periyodundaki musir bitkisinde yaprak su potansiyelinin -0,6 ile -0,7 MPa’dan diisiik olmamasi
gerektigi ileri siiriilmiistiir (Padurariu vd., 1969). Ornegin, sekerpancarinda bu deger -0,5 MPa
olarak kaydedilmistir. Yaprak su potansiyeline en fazla etki eden olaylardan biri
transpirasyondur. Kobalt, nikel ve kadmiyum etkisi altinda lahana bitkisinde, su stresinin
gelismesini gosteren yayilma direncindeki artigla iligkili olarak transpirasyon hizi ve su
potansiyeli azalmistir (Pandey ve Sharma, 2002). Karnabahar bitkisinde de bakir stresi
kosullar1 altinda transpirasyon hizinda ve su potansiyelinde 6nemli 6l¢iide azalma gézlenmistir

(Chatterjee ve Chatterjee, 2002).

1.4.2. Bakir Stresinin Kuru Agirlik Uzerine Etkisi

Stres esnasinda kuru agirlik miktarindaki azalis bircok calismada rapor edilmistir.
Ornegin; bakir stresine maruz birakilan musir bitkisinin kuru agirlik miktarinda azda olsa
azalma goriilmiistiir (Mocquot vd., 1996). Kadmiyum, nikel ve kursuna maruz birakilan
bitkilerde kuru agirligin artan stres yogunluguyla onemli derecede azaldigi gozlenmistir
(Ewais, 1997). Soya fasulyesinin yapraklarinda kuru agirlik, nikel stresinin varligiyla 6nemli
derecede azalmistir (Ewais, 1997). Gen¢ misir bitkisi kadmiyum stresiyle birlikte 6nemli

derecede kuru agirlik kaybetmistir (Lagriffoul vd., 1998).



14

1.4.3. Bakir Stresinin Fotosentetik Gaz Degisimi Uzerine Etkisi

Agir metallerden biri olan bakir (Cu), diisiik konsantrasyonda bitki biiylime ve
gelisimini artirirken, belirli konsantrasyonun {izerinde bitkiler i¢in toksik olabilmektedir
(Moustakas vd., 1994; Yruela, 2005). Asir1 bakirin klorofilin fotosentetik membranlarla
birlesmesini engelledigi (Kupper vd., 1996), elektron transportu ve fotosentezin primer
reaksiyonlar1 lizerine toksik etkiye sahip oldugu, hiicre sayisini ve fotosentezi inhibe ederek
biyomas ve verimin azalmasina neden oldugu bildirilmistir (Moustakas vd., 1994; Ouzounidou
vd., 1995; Ouzounidou vd., 1997). Ayrica asir1 bakira maruz birakilan mas fasiilyesi
fidelerinin CO, gaz degisiminde, stomatal iletkenlikte ve fotosentetik pigmentlerde 6nemli bir

indirgenmeye neden oldugu rapor edilmistir (Ahmad vd., 2008).

1.4.4. Bakir Stresinin Klorofil Fliioresans1 Uzerine Etkisi

Bir klorofil molekiilii tarafindan absorbe edilen her bir foton bir elektronu temel
durumdan uyarilmis duruma getirir. Klorofil molekiilleri tarafindan absorbe edilen bu 151k
enerjisi fotosentetik islemleri yiiriitmek i¢in kullanilir. Fazla enerji ise 1s1 olarak dagitilir ya da
klorofil floresansi olarak adlandirilan kirmizi 151k olarak yansitilir. Bu {i¢ islem es zamanh
olarak meydana gelir, bir tanesinin etkinligindeki artis, diger ikisinin verimliligini azaltir. Bu
sebeple klorofil floresansin verimliligini 6l¢erek fotokimyasal etkinlik ve 1s1 dagilimi hakkinda
bilgi edinmek miimkiindiir. Klorofil floresans spektrumu absorbe edilen 1s1gikinden farkli ve
daha uzun dalga boyludur. Kilorofil floresansi absorbe edilen toplam 1s18in %1-2 kadar
olmasina ragmen, klorofil floresansini 6lgmek bu sebeple nispeten kolaydir. Floresansin
verimi yapragi belirli dalga boyunda 1sikla muamele ederek ve yansitilan uzun dalga boylu
15181 Olgerek degerlendirilebilir (Maxwell ve Johnson, 2000).

Asir1 bakirin fotosentezin etkili bir inhibitorii oldugu bildirilmistir. Bakir stresine maruz
kalan bitkiler {izerine yapilan cogu caligmada bakirin fotosentezin primer reaksiyonlar1 ve
elektron transportu {iizerine toksik etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Ouzounidou vd.,
1997). Asir1 bakirin fotosentezdeki primer etkisi fotosistem II reaksiyon merkezidir. PSII bakir

stresine PSI’den daha hassastir (Ouzounidou vd., 1997). PSII’'nin donor ve akseptor
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bolgelerinin Cu inhibitér yerlerine sahip oldugu bildirilmistir (Yruela, 2005). Asir1 bakir
donordaki oksijen aciga ¢ikaran kompleks proteinine (Patsikka vd., 2001) ve PSII’nin akseptor
yerleri olan QB baglanma yeri (Mohanty vd., 1989) ve Feofitin-Fe-QA (Yruela vd., 1996)’a
zarar verir ve boylece PSII’nin kuantum veriminde bir azalma meydan gelir (Maksymiec vd.,
1994). PSII’nin fotokimyasal aktivitesinin azalmasi tilakoid membranlarin degisime
ugramasina neden olur (Lidon vd., 1993). Bakir stresinin musir fidelerinde Fo degerini
artirdigi, Fm, FV/Fm, ®PSII, qP ve ETR degerlerini ise azalttig1r belirlenmistir. Ayrica
floresans degerlerinde bakir dayanikli ve bakir hassas g¢esitler arasinda farkliliklarin

olabilecegi rapor edilmistir (Tanyolag vd., 2007).

1.4.5. Stresin Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Uzerine Etkisi

Bitkiler ¢esitli abiyotik streslere maruz kaldigi zaman, siiperoksit (O, ), hidrojen
peroksit (H,0,), hidroksil radikalleri (‘OH), singlet oksijen (*O,) gibi bazi reaktif oksijen
tiirleri (ROS) olusumu baglatilir (Sekil 2). ROS iiretimi oksidatif stresin en 6nemli zararh
etkisi olan lipid peroksidasyonu ile sonuglanir (Kadioglu vd., 2011; Yazic1 vd., 2007).

Bitkilerde ROS olusumuna neden olan bir¢ok kaynak bulunmaktadir. ROS’larin baslica
tiretildigi bolge kloroplast tilakoidlerindeki PSI ve PSII reaksiyon merkezleridir. Bunun
disinda mitokondriyal solunum sirasinda ROS olusumu meydana gelir. Ayrica peroksizomlar
ve glikozomlar da fotorespirasyon ve yag asiti oksidasyonu sirasinda ROS olusumuna
katilirlar (Gechev, 2006). Diger taraftan, son yillarda NADPH oksidazlar, amin oksidazlar ve
hiicre duvar1 baglantili peroksidazlarin da ROS olusumuna katkida bulundugu belirlenmistir
(Mittler, 2002).

Suyun kisith oldugu durumlarda, bitki su kaybini engellemek icin stomalarini kapatir.
Bu durumda kloroplastlarda Calvin déngiisii ile CO, fiksasyonu ve NADP® yenilenmesi
sinirlanir, CO,/O; orani diiser (Ozfidan, 2010). Bu durum kuantum veriminde azalmaya sebep
olur. Boylece fotosentezdeki elektron akseptdrii NADP™ kisith hale gelir ve ferrodoksin
NADP yerine oksijeni rediikler ve PS I’in elektronlar1 O;’ye transferi sonucunda reaktif
stiperoksit radikali (O,"") tretilir (Mehler reaksiyonu) (Tambussi vd., 2000). Siiperoksit tek

basina ¢ok fazla reaktif olmayip, H,O, ve Hidroksil ("OH) radikallerini olusturmak suretiyle
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etkili olur (Halliwell ve Gutteridge, 1989). Siiperoksit ve hidrojen peroksitin hidroksil
radikalini olusturmak tizere tepkimesi sirasinda (Haber-Weiss reaksiyonu), artan demir ya da
bakir gibi diger gecis metalleri, bu reaksiyonlar1 hizlandirmak suretiyle oksidatif hasar1 daha
da artirabilir (Fenton reaksiyonu) (Smirnoff, 1993).

Serbest radikallerin hem indirgen hem de yiikseltgen olarak bazen de her iki etkiyi
birlikte gostererek hiicre hasarina neden oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, bitki
gelisiminde 6nemli rol oynayan hormonal sinyal iletiminde, hiicre duvari polimer yapisinin
degisiminde, bitkiyi abiyotik ve biyotik streslerden korumada, gen ekspresyonlarinda,
metabolik ve fizyolojik diizenlemelerde kritik rol iistlendigi ve oksidatif bir sinyal molekiilii

gibi hareket ettigi belirtilmistir (Swanson ve Gilroy, 2010).

_ o _ .
0, ——» (H) 0 —— H,0, ——» OH' > H,0
(H") (H) (H"

Superoksit Hidrojen  Hidroksil

(hidroperoksil Peroksit Radikali
radikali)

Sekil 2. Molekiiler oksijenin indirgenmesi ile ROS olusum basamaklar1 (Gechev
vd., 2006)

1.4.5.1. Serbest Radikaller
1.4.5.1.1. Siiperoksit Radikali (Oy*)

Stiperoksit radikali (O2¢"), oksijene bir elektronun aktarilmasiyla olusur. Bu reaksiyon
enzimatik olarak ¢esitli organellerde meydana gelebilir. Oksidatif fosforilasyon esnasinda
NADPH-oksidaz veya ksantin-oksidaz gibi enzimlerin katalizorliigiinde molekiiler oksijenden
stiperoksit radikali meydana gelir. Siiperoksit radikalinin yarilanma Omrii hiicrelerin farkli
yerlerinde bulunan siiperoksit dismutaz enziminin varligina baghdir (Stahl ve Sies, 2002).
Ayrica indirgeyici molekiiler oksijene tek elektron verip kendileri oksitlenirken siiperoksit

radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller, katekolaminler, ferrodoksinler gibi yiizlerce
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molekiil aerobik ortamda oksitlenirken siiperoksit olusumuna neden olurlar. Cesitli
dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere yiizlerce enzimin katalitik etkisi sirasinda triin
olarak siiperoksit radikali olusabilir. Plazma membranlarinda da siiperoksit iireten NAD(P)H
oksidaz enziminin varlig1 belirlenmistir (Vionella ve Macri, 1991). Ayrica siiperoksit
enzimatik olmayan reaksiyonlarla, érnegin kloroplast, mitokondri ve plazma membranindaki
elektron transport sisteminin yeterince diisiikk redoks potansiyeline sahip bilesenleri ve
ferrodoksin tarafindan da iiretilebilir. Ayrica kloroplastlarda PS I ve PS II tarafindan
stiperoksitin iiretildigi kaydedilmistir (Elstner ve Osswald, 1994). Siiperoksit radikali oldukca
reaktiftir ve lipidlerin yan1 sira diger biyokimyasal bilesenlerin de oksidasyonuna sebep olur.
Bu radikalin lipid peroksidasyonu, membran hasari, hiicresel toksisite ve DNA’daki tek zincir
kiriklariyla iligkisi oldugu belirtilmistir (Fridovich, 1995). Ayrica, siiperoksit radikali, yiiksek
katalitik etkiye sahip siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin etkisiyle dismutasyona girerek
konsantrasyonu azalir. SOD tarafindan katalizlenen bu reaksiyon dismutasyon tepkimesi
olarak adlandirilir (Halliwell, 1984).

1.4.5.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0)

Molekiiler yapist sekil 3°teki gibi olan hidrojen peroksit (H202), canli sistemde oksijenin
enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da siiperoksitlerin enzimatik veya
enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucu olusur. Siiperoksitin olustugu yerlerde
onemli miktarda H,O;’de iretilir. Fotosentetik elektron transport zinciri HO;’ nin iiretiminden
sorumludur. H,O;’nin iretildigi baska bir kaynak fotorespirasyonla glikolatin oksidasyonunun
meydana geldigi peroksizomlardir. Ayrica biyokimyasal olarak oksijenin iki elektronlu
indirgenmesinin gerceklestigi solunum islemleri sirasinda ve genellikle flavoproteinlerle
gerceklestirilen reaksiyonlarla da olugturulur. Diger taraftan, H,O2’nin tretildigi diger 6nemli
kaynaklar ise plazma membrani ve ekstrasellular matrikstir (Slesak vd., 2007). Bu yollarin
disinda apoplastik bakir amin oksidaz enziminin ABA tarafindan uyarilarak putresini
parcalamasi sonucu H,O; iiretimi gergeklestirilebilmektedir (An vd., 2008). Yapisinda
paylasilmamis elektron igermediginden radikal ozellik tasimaz. Ayrica, H,O, biyotik ve

abiyotik stres altinda bitki savunma mekanizmalarini harekete geciren bir sinyal olarak kabul
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edilmektedir (Doke vd., 1994; Prasad vd., 1994; Foyer vd., 1997). Diislik konsantrasyonda
uygulanan H,0,’in bitkilerde strese kars1 toleransi uyardig rapor edilmistir. Ornegin, diisiik
konsantrasyonlarda H,O, uygulamasinin Vigna radiata’da yiiksek sicakliga toleransi arttirdigi
ileri stirtilmistir (Yu vd., 2002; Yu vd., 2003). Aym sekilde diisiik konsantrasyonlarda
uygulanan H;O; ’nin musir fidelerinde asir1 bakir stresine karsi iyilestirme sagladigi rapor

edilmistir (Giizel ve Terzi, 2013).

H H
\ ¢

O0—0O

Sekil 3. Hidrojen Peroksitin (H20,) Molekiiler Yapisi

1.45.1.2.1. H,0, Uretiminden Sorumlu Enzim, NADPH Oksidaz

Strese maruz kalan bitki hiicrelerinde oksidatif patlamanin meydana geldigi ve olusan
ROS’larin hem sinyal molekiiller olarak hemde hiicreyi olusturan biitiin bilesenler icin tehdit
oldugu bilinmektedir. Hiicre i¢inde iiretilen ROS’larin hem stressiz hemde stresli sartlar
altinda hiicre zarina yerlesik (Sekil 4) NOX enzimi tarafindan kontrollii olarak iiretilmektedir
(Foreman vd., 2003). Klebanoff (1970)’te fagosit hiicrelerinde meydana gelen oksidatif
patlamanin NADPH oksidaz tarafindan gerceklestirildigini ifade etmistir. Babior vd.,
(1973)’te NADPH oksidaz aktivitesi sonucu olusan ilk iirlinlin hidrojen peroksit degil de
stiperoksit molekiiliiniin oldugunu rapor etmislerdir. Hayvanlar aleminde NOX enzimini ifade
eden dokuz gen (Bedard ve Krause., 2007), bitkilerde ise celtik fideleri iizerine yapilan bir
calisgamada onbir NOX enzimi kodlayan gen oldugu rapor edilmistir (Wang vd., 2013).
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Sekil 4. NADPH Oksidazin (NOX) Molekiiler Yapist (Bedard ve
Krause., 2007)

1.4.5.1.3. Hidroksil Radikali ("OH)

Hidroksil radikali, en aktif ve en toksik oksijen radikali olup iiretildigi her yerde bir¢cok
molekiil ile reaksiyon verir. Hidroksil radikali, iyonlastiric1 radyasyonun (x-1sinlari) etkisiyle
su molekiillerinin homolitik kirilmasi sonucunda olustugu gibi hidrojen peroksit molekiiliiniin
metaller ile reaksiyonu sonucunda eksik indirgenmesi ile de olusabilir (Stahl ve Sies, 2002).
Biyolojik sistemlerin tanidigi en reaktif tiir olan ‘OH, su dahil rastladigi her molekiille
tepkimeye girebilir. Biitiin bu tepkimeler ‘'OH’1n paylasilmamis elektron i¢eren dis orbitaline
elektron alma ilgisinden kaynaklanir (Halliwell, 1984).

Hidroksil radikalinin sebep oldugu en dnemli hasar, lipid peroksidasyonu olarak bilinen
serbest radikal zincir reaksiyonudur. ‘"OH’in baslica hedefi yag asitleri olup zar lipidlerinin
peroksidasyonu zarin yapisin1 bozar ve gecirgenligini artirip hiicre 6liimiine sebep olabilir
(Nishiyama vd., 1998).
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1.4.5.1.4. Singlet Oksijen (*0,)

Singlet oksijen, molekiiler oksijenin yiiksek enerji ile uyarilmis formu olup biyolojik
sistemlerde fotosentez reaksiyonlar1 sirasinda olusur. Bitkilerde '0,’nin  baslica kaynagi
fotosentetik elektron transport sistemindeki klorofil pigmentleridir (Foyer vd., 1997). Ayrica
singlet oksijen ¢ok cesitli yollarla kimyasal veya fotokimyasal olarak da iiretilebilir. Oksijenin
bu formunun reaktivitesi ¢ok yiiksektir. Singlet oksijenin yarilanma émrii 10° ile 10® saniye

arasinda olup karbon-karbon baglar ile tepkimeye girme egilimi yiiksektir (Stahl ve Sies,

2002).

1.4.5.2. Reaktif Oksijen Tiirlerine Karsi Gelistirilen Savunma Mekanizmalari

Stresli ortamlar bitkilerde siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri
gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu tetikler. Bununla birlikte stiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon rediiktaz
(GR), peroksidaz (POD), gibi enzimatik antioksidan sistem ve askorbat (Asc), glutatyon
(GSH), a-tokoferol, fenolik birlesikler ve karotenoidler gibi metabolitler ROS’larin etkilerine
karsi koruma saglarlar (Mittler, 2004; Chinnusamy vd., 2005; Kadioglu vd., 2012).
Antioksidan enzimler degisen cevresel sartlar altinda aktiflesirler ve birgcok bitkide stres
toleranst ile iligkilidirler (Kadioglu ve Terzi, 2007). Antioksidan enzimlerin, fonksiyonlar1 ve
bulunduklar1 kisimlar Tablo 1’de 6zetlenmistir (Gechev, 2006).

Asirt bakir siiperoksit, hidrojen peroksit, singlet oksijen ve hidroksil radikalleri gibi
reaktif oksijen tilirlerinin (ROS) olusmasina sebep olur (Tie vd., 2012). SOD, POX ve CAT
gibi antioksidan enzimler ise ROS’larin siipiiriilmesine katkida bulunurlar (Halliwell ve

Gultteridge, 2007).
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Tablo 1. ROS ile ilgili en 6nemli enzimler ve antioksidanlar (Gechev, 2006).

Enzimler/ Fonksiyon Lokalizasyon

Antioksidanlar

SOD 0,7 nin dismutasyonu ile HyO; olusumunu saglar. sit, klo, mit, per

CAT Indirgeyiciye gereksinim duymadan H,0,’i detoksifiye eder. mit, per, gli

APX Indirgeyici olarak askorbat ile HyO, detoksifikasyonu saglar. sit, klo, mit, per

MDHAR Indirgeyici olarak NAD(P)H ile monodehidroaskorbat | sit, klo, mit
radikallerini indirger.

DHAR Indirgeyici olarak GSH ile dehidroaskorbat radikallerini | sit, klo, mit
indirger.

GR Indirgeyici olarak NADPH ile yiikseltgenmis glutatyonu | sit, klo, mit, per
indirger.

POX Indirgeyici olarak cesitli substratlart  kullanarak H,O,'i | hd, sit, mit, vak
detoksifiye eder; hiicre duvann polimerleri ile etkilegim
icindedirler.

GPX Indirgeyici olarak GSH kullanarak lipitleri hidroperokside eder | sit, klo, mit, er
ve HyO7'1 detoksifiye eder.

GST Lipit hidroksiperoksitleri detoksifiye eder ve DHAR aktivitesi | apo, cit, klo, mit, nuk
sergiler.

Askorbat APXin substratidir, H,O,'1 detoksifiye eder. apo, sit, klo, mit, per, vak

Glutatyon Glutatyon transferazlar ve glutatyon rediiktazlarin substratidir. | apo, sit, klo, mit, per, vak
H,0, ve diger hidroksiperoksitleri detoksifiye eder.

a-lokoferol Membran lipitlerini peroksidasyondan korur, lipit peroksitlerini | membranlar
detoksifiye eder ve 'O, giderir.

Karotenoidler '0, giderir, ABA’min haberci molekiiliidiir, fotosentezde | klo, kro, ami
etkindir.

Flavonoidler Direk olarak H,0O;"1 temizler. vak

hd: hiicre duvari, apo: apoplast, sit: sitosol, klo: kloroplast, kro: kromoplast, ami: amiloplast, mit: mitokondri,
er: endoplazmik retikulum, vak: vakuol, per: peroksizom, gli: glioksizom, nuk: nukleus

1.4.5.2.1. Antioksidan Sistem

1.45.2.1.1. Antioksidan Sistemin Enzimatik Olmayan Bilesenleri

1.4.5.2.1.1.1. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH) glutamik asit ve sistein amino asitlerinden Y- Glutamil sistein sentetaz
enziminin katalizorliiglinde Y- Glutamilsistein sentezledikten sonra bu molekiile glutatyon
sentetaz enziminin araciligiyla glisin amino asidinin eklenmesiyle olusur. Iki peptid bag, iki
karboksilik asit grubu, bir amino grubu ve bir tiol grubundan olusmus bir molekiildiir (Sekil 5)

ve bitki savunma mekanizmasinda 6nemli rol oynayan endojen antioksidanlardan biridir.
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GSH’iIn  metabolizmada ve metabolizmanin diizenlenmesinde O6nemli rolii oldugu
belirlenmistir. GSH, DNA sentezinde ve hasarli DNA pargalarinin onarilmasinda, metabolik
fonksiyonlarin yerine getirilmesinde, zehirli maddelerin inaktif hale doniistiiriilmesinde ve
serbest radikallerin olas1 hasarlarinin 6nlenmesinde gorev yapmaktadir. GSH, kimyasal olarak
singlet oksijen, siiperoksit, hidroksil radikalleri ile reaksiyona girer ve bodylece direkt olarak
serbest radikal temizleyicisi olarak gorev yapar (Foyer vd., 1994; Creissen vd., 1996). Lipid
peroksidasyon reaksiyonlariyla olusan acil peroksitlerini uzaklastirarak membran yapisini
kararli kilar (Price vd., 1990). GSH’1n 6zellikle lignin ve fitoaleksin biyosentezi ile baglantili
savunucu gen irlnlerinin miktarlarin1 yiikselttigi belirlenmistir (Wingate vd., 1988). GSH
kiigiik peptidler olan fitoselatinlerin yapisina da katilir (Singla-Pareek vd., 2006). Birgok
bitkide metal stresine cevap olarak GSH igeriginin arttig1 kaydedilmistir (Wang ve Oliver
1996). Arabidopsis’te artan GSH igeriginin artan askorbik asit icerigi ile birlikte asir1 bakirin
uyardig1 oksidatif hasarlar iyilestirdigi bildirilmistir (May vd., 1998; Maksymiec vd., 2007).

Glutamat
P

e "‘\( Gsh-1)

™ 'r-GIutzngilsusiein sentetaz
ATP

_\\"
ADP#P — |

y ~Glutamilsistein

Glisin— 3

3 Glutatyon sentetaz (Gsh-2)
|
™~
-
ADP+P +

ATP —_

Indirgenmig glutatyon
v
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NADP 7 By /‘, 3
Ghutatyon redktaz Y Glutatyon peroksidaz

(GR) // M AN
NADPH GSSG - ~ 2H.0
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Sekil 5. Glutatyon (GSH) Biyosentez Yolu (Ulakoglu vd.,).
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Sekil 6. Glutatyonun (GSH) Molekiiler Yapist (Noctor vd.,).

A. thaliana bitkisinde glutatyon metabolizmasi ile iliskili yiiz yirmi dokuz genin oldugu
bilinmektedir. Bu genlerden bes tanesi glutatyonun yikima, iki gen (Sekil 5) ise sentezi lizerine
etkilidir. Glutatyon sentezinin son asamasini glutatyon sentetaz 2 enzimi Katalize etmektedir

(Noctor vd., 2011).

1.4.5.2.1.1.2. Salisilik Asit (SA)

Vaskiiler bitkilerde yaygin olarak bulunan salisilik asit bitki biiyiime ve gelisiminin
diizenlenmesinde ve bitkilerin cevresel streslere cevabinda onemli bir rol oynamaktadir
(Senaratna vd., 2000). SA etilen sentezini geciktirir, membran depolarizasyonunu etkiler,
fotosentezi, protein sentezini uyarir ve klorofil igerigini artirir (Khan vd., 2003; Shakirova vd,
2003). Distan SA uygulamasmin verimi artirabildigi bildirilmistir (Raskin, 1992). Ayrica
SA’nin agir metal, herbisist, diisiik sicaklik ve tuzluluk gibi bazi abiyotik strese karsi bazi
alisma cevaplarma aracilik ettigi rapor edilmistir (Janda vd., 1999; Metwally vd., 2003). SA
muamelesi arpa ve misir bitkilerinde kadmiyum toksikligini hafifletebilmektedir (Metwally vd
2003; Krantev vd., 2008). A. thaliana’da iki farkli SA sentez yolundan ilki izokorismat (IC)
yolu, ikinci yol ise fenilalanin amonya-liyaz (PAL) yoludur (Sekil 7).

Stres altindaki bitkilerin kullandigi SA sentez yolu IC yolu olup kloroplastta SA

sentezlenirken, PAL yolu aracilig1 ile ¢cok az dl¢lide SA sentezlenmektedir. SA’ nin biyosentezi
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sikimik asit {izerinden 16 farkli enzimin koordineli ¢alismasi ile gerceklestirilebilmektedir

(Dempsey vd.,2011).
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1.4.5.2.1.1.3. Stresin Poliaminler (PA) Uzerine Etkisi

Poliaminler (PA) biitiin bitki hiicrelerinde bulunurlar ve biyotik ve abiyotik stres
kosullarinda savunmada rol oynadiklar1 kadar biiylime ve gelisim islemlerine de karisirlar
(Alcazar vd., 2010; Minocha vd., 2010). PA’larin hiicre boliinmesi, DNA replikasyonu, hiicre
farklilagsmasi gibi birgok olayda ve sinyal iletiminde ikincil mesajc1 olarak rol oynadiklar
bilinmektedir (Galston ve Sawhney, 1990). Bitkilerde poliaminlerin agir metal (Groppa vd.,
2001) stresiyle ilgili oldugu kaydedilmistir. Yiiksek bitkilerdeki yaygin poliaminler bir diamin
olan putresin (Put), triamin spermidin (Spd) ve tetramin spermin (Spm)’dir. PA’lar serbest
formda bulunabilecegi gibi fenolik bilesikler gibi kiigiik molekiillere kovalent olarak
baglanarak ¢oziinebilir formda veya ¢oziinemeyen bagli formda bulunabilirler. Cézlinemeyen
bagli formdaki PA’lar genellikle niikleik asitler ve proteinler gibi makromolekiillere
baglanirlar (Gill vd., 2010). Bitkilerde PA sentezinin anahtar enzimleri arginin dekarboksilaz
(ADC), ornitin dekarboksilaz (ODC) ve S-adenozil metionin dekarboksilaz (SAMDC)’dir.
Putresin, arginaz ve ODC’1n katalizledigi ornitin yoluyla veya sirastyla ADC, agmatin imino
hidrolaz ve N-karbamoilputresin amidohidrolaz’in katalizledigi {i¢ ardisik reaksiyonla agmatin
yoluyla sentezlenir. Spd ve Spm ise SAMDC’nin aktivitesiyle dekarboksile olmus SAM’daki
aminopropil gruplariin ilavesiyle sentezlenir. PA degredasyonu ise diamin oksidaz ve
poliamin oksidaz tarafindan katalizlenir (Kusano vd., 2008; Tavladoraki vd., 2012). PA
biyosentezi, katabolizmasi, baglanmasi, ara bilesikleri ve taginimi birlikte PA hemoztazina
katkida bulunur. Ayrica PA katabolizmasi ve ara bilesikleri 6zellikle H,O, gibi ROS’lar
uiretirler. Bitkilerin stresi kontrol etme kabiliyetinin PA sentezleyebilme potansiyeli ile iligkili
oldugu da ileri siirtilmiistiir (Gupta vd., 2013). Yine, distan uygulanan PA’larin ¢esitli abiyotik
stres kosullarindaki kiiltiir bitkilerinin toleransimi artirdifi ve bdylece verimi iyilestirdigi
bilinmektedir (Zhao ve Yang, 2008; Yang vd., 2011). Bakir ve kadmiyum stresine maruz
kalan bitkilerde putresin miktarinin kontrole gore arttigi, spermidin ve spermin miktarinin ise

azaldig1 rapor edilmistir (Groppa vd., 2003).



26

1.4.5.2.1.1.4. Stresin Prolin Uzerine Etkisi

Prolinin esas olarak sitoplazmada ve son yillarda az da olsa kloroplastlarda sentezlendigi
gosterilmistir (Szekely vd., 2008). Bir ozmolit olan prolin yiiksek yapili bitkilerde glutamat
veya ornitinden sentezlenir. Arabidopsis thaliana’da glutamat yoluyla prolin biyosentezi, ¢ift
islevli Al-pirolin-5-karboksilat sentaz (P5CS) enzimi tarafindan denetlenir. P5SCS enzimi
glutamik asiti fosforile ederek glutamil-5-semialdehit (G5SA)’e doniistiiriir. Bu enzimin
P5CS1 ve P5CS2 olmak iizere iki izoformu bulunmaktadir. Prolin, G5SA’den pirolin-5-
karboksilat  (P5C) araciligiyla  Al-pirolin-5-karboksilat-rediiktaz ~ (P5CR)  enzimi
katalizorliigiinde sentezlenir (Delauney ve Verma, 1993). Bu reaksiyonun hizini belirleyen
basamak, P5CS enziminin y-glutamil kinaz aktivitesidir. Prolin katabolizmasi ise prolin
dehidrogenaz (PDH) ile pargalanir (Ozfidan 2010).

Prolin birikiminin, abiyotik streslerin olumsuz etkilerine karsi bitkilerde ozmotik
ayarlamaya katkida bulundugu, membranlarin, proteinlerin ve enzimlerin kararliligini
sagladig ve serbest radikalleri temizledigi kaydedilmistir (Kadioglu ve Terzi, 2007; Tiirkan ve
Demiral, 2009). Prolin birikimi stres toleransini Sekil 8’de oldugu gibi birgok yoldan
etkileyebilir (Szabados ve Savoure’, 2010). Yapilan ¢aligmalarda birgok bitki ¢esidinde strese
toleransh bitkilerde hassas olanlara gore prolin miktar1 fazla bulunmustur (Ashraf, 2007).
Ayrica prolin kuraklikta lipid peroksidasyonun 6nlenmesinde de rol oynamaktadir (Molinari
vd., 2007). Bakir stresine maruz kalan bitkiler, cesitli dokularinda prolin konsantrasyonunu
artirarak strese yanit vermektedirler. Bakir stresine maruz birakilan bir c¢ok bitkinin

dokularinda prolin biriktirdigi rapor edilmektedir (Ku vd., 2012).
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Sekil 8. Bitkilerde prolinin ¢ok yonlii fonksiyonlari (Szabados ve Savoure, 2010).

Xiong vd., (2001), bitkilerdeki prolin birikiminin ABA’ya bagimli veya ABA’dan
bagimsiz olabilecegini belirtmislerdir. Bunun yani sira, bitkilerde ozmotik strese cevapta ABA

birikiminin P5CS gen ekspresyonunu regule ettigi rapor edilmistir.

1.4.5.2.1.2. Antioksidan Sistemin Enzimatik Bilesenleri
1.4.5.2.1.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) siiperoksit serbest radikalinin hidrojen peroksit
ve oksijene doniisiimiinii katalizleyen bir enzimdir (Fridovich, 1986; Elstner, 1987). SOD, ilk
kez Mann ve Keilis (1938) tarafindan izole edilmis ve baslangicta bir bakir depo proteini
oldugu distiniilmiistiir. Bu enzimin katalitik fonksiyonu kesfedilene kadar eritrokuprein,
indofenol oksidaz ve tetrazolium oksidaz gibi isimlerle adlandirilmistir. Canli organizmalar
SOD ile stiperoksiti uzaklastirir ve Haber-Weiss reaksiyonuyla hidroksil radikalinin olusum

riskini azaltir. SOD, siiperoksit anyonlarini uzaklagtirmasina ragmen toksik bir oksijen tiirevini
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(0™) digerine (H20;) doniistiiriir (Mehlhorn vd., 1996). Bu reaksiyon sonucu olusan H,05,
fotosentezin giiclii bir inhibitoriidiir ve kloroplast fonksiyonu ig¢in risk olusturur. Bu toksik

iirlin peroksidazlar tarafindan temizlenebilir.

20, +2H" —® 5 H,0,+0, (1)

SOD biitiin aerobik organizmalarda ve aktiflesmis oksijen {iireten biitiin hiicre alt
yapilarinda bulundugu i¢in oksidatif strese karsi savunmada merkezi bir roliiniin oldugu
diistiniilmektedir (Bowler vd., 1992). SOD aktivitesinin su stresine cevabi tiirlere ve stresin
siiresine bagli olarak degistigi (Fu ve Huang, 2001) ve bu degisimlerin oksidatif strese
direnglilikle baglantis1 oldugu rapor edilmistir (Foyer vd., 1994). Lolium perenne L. bitkisinin
koklerinde SOD aktivitesinin bakir konsantrasyonundaki artisa paralel olarak uyarildigi
bildirilmistir ( Zhao vd., 2010). Yapilan ¢aligmalarda SOD aktivitesinde tek basina meydana
gelen artiglarin reaktif oksijen tiirlerine karsi yeterli koruma saglayamayacagi ve oksidatif
stresi tek basina engelleyemeyecegi ileri siiriilmiistiir (Pitcher vd., 1991). Diger taraftan,

SOD’un hiicre membran proteinleriyle iliskisi oldugu diistiniilmektedir (Ogawa vd., 1997).

1.45.2.1.2.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6), tabiatta ¢ok yaygin dagilim gostermektedir. Bu enzim,
aerobik mikroorganizmalarin hepsinde, omurgalilarda, omurgasizlarda, bitkilerde ve
mantarlarda bulunmaktadir (Bergmeyer ve Grabl, 1983). Katalaz ytliksek konsantrasyonlardaki
H,O’nin iki elektronunu kullanarak su ve oksijene indirgenmesini katalizleyen tetramerik
demir porfirin igeren yiiksek molekiil agirligina sahip bir enzimdir. Ayn1 zamanda katalaz,
diisiik H,O, konsantrasyonlarinda alkoller, askorbat ve fenol iceren indirgenmis substratlari
kullanarak peroksidatif aktivite gosterebilir (Chaudiere ve Ferrari-lliou, 1999). Katalazin

gorev aldig1 genel bir reaksiyon asagida gosterilmistir.

2H,0, — AT 5 2H,0+0, ()
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Katalaz kararli bir enzim degildir. Yiiksek 151k yogunlugu ve stresli bitki hiicrelerinde
olusan H,O’nin yiiksek konsantrasyonlariyla inhibe edilebilir (Feierabend vd., 1992; Streb
vd., 1993). Siyanid, azid, siliperoksit ve indirgenmis glutatyon tarafindan da katalaz
aktivitesinin inhibe edildigi rapor edilmistir (Fridovich, 1986). Ayrica H,O,’ye olan zayif
affinitesi bu enzimin etkinligini kisitlamaktadir (Foyer vd., 1994). Katalazin biiytlik bir kismi
peroksizomlarda ¢ok az miktarda da mitokondri matriksinde bulunur. Katalazin bitki
dokusunda H,0;’in uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir (Patykowski ve
Urbanek, 2003). Katalazin temel fonksiyonu, molekiiler oksijen mevcudiyetinde H,O,’in ve
ROOH gibi bir peroksitin radikalligini gidererek, 6zellikle membranlarda olusturabilecekleri
geri doniligiimsiiz hasarlar1 engellemektir (Chaudiere ve Ferrari-Ilioui, 1999). Bakir stresi
altindaki Spirodela polyrhiza (Upadhyay ve Panda, 2010), Atriplex halimus (Brahim ve
Mohamed, 2011) ve fasulye (Andrade vd., 2010) bitkilerinde CAT aktivitesinin uyarildigi
bildirilmektedir.

1.4.5.2.1.2.3. Peroksidaz (POD)

Peroksidazlar (POD, EC 1.11.1.17) bitkilerde yaygin olarak bulunan ve hem grubu
ithtiva eden oksidaz grubu enzimlerdir. POD’lar ¢oklu molekiiler formlara ve genis bir hiicre
alt1 dagilimina sahiptirler. Bitki hiicrelerinde POD esas olarak, hiicre ¢eperinde, vakuollerde,
membrana bagl ribozomlarda ve bitki dokularinin ekstrasellular alanlarinda bulunurlar. Hiicre
ceperine bagli olan peroksidazlar ¢oziinebilir, iyonik bagli ve kovalent bagli formlarda
mevcutturlar. Peroksidazlarin birgok fizyolojik olayla iligkili oldugu ve metabolizmada aktif
bir rol oynadig1 belirlenmistir. Bitki hiicrelerindeki ¢eperin uzama kabiliyeti, lignin
biyosentezi ve oksin katabolizmasiyla iligkisinin olmasmin yan sira en énemli fonksiyonu

H,0,’nin parcalanmasini katalizleyerek antioksidan savunma sistemine katki saglamalaridir.

Hy0, + AH, —22 5 2 H,0+A (3)

Stres altindaki bitkilerde peroksidaz aktivitesinin artti§i bilinmektedir (Gaspar vd.,
1991). Ornegin Arabidopsis bitkisinde yapilan bir ¢calismada, kuraklik stresine maruz birakilan
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bitkilerde peroksidaz aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. Peroksidaz aktivitesi, dis kaynakli
sinyallere ve zor ¢evre kosullarina cevap olarak hizli bir sekilde degisebilir. Peroksidazlar,
hidrojen vericisi olarak bir¢ok organik ve inorganik substrati kullanarak H,O;’y1 temizlerler
ve H vericisi olarak kullandiklar1 substrata goére isimlendirilirler. Guaiakol peroksidazlar
guaiakole olan yiiksek spesifikliklerine ragmen bagka bir¢ok substrati elektron vericisi olarak
kullanabilirler. Cesitli stres kosullarinda bitkilerde guaiakol peroksidaz aktivitesindeki
degisimler kaydedilmistir. Ornegin, pamuk bitkisinde guaikol peroksidaz enziminin tuz stresi
altinda arttig1 bildirilmistir (Parida ve Das, 2005). Benzer sekilde orta siddette kuraklik
stresine maruz birakilan celtik bitkisinde guaiakol peroksidaz aktivitesinin kontrole gore
arttigi, fakat agir kuraklik kosularinda aktivitenin azaldigi belirlenmistir (Sharma ve Dubey,
2005). L. perenne bitkisinde diisiik bakir konsantrasyonlarinda POD aktivitesi artmasina
ragmen, asirt bakir konsantrasyonu altinda POD aktivitesinin uyarilmadig: rapor edilmistir

(Zhao vd., 2010).

1.45.2.1.2.4. Askorbat Peroksidaz (APX)

Hidrojen peroksiti parcalarken substrat olarak askorbati kullanan enzimler, askorbat
peroksidazlar (APX, EC 1.11.1.11) olarak adlandirilirlar. APX’lerin bitki hiicrelerinin
sitoplazma ve kloroplastlarindaki H,O;’nin temizlenmesinde etkili olduklar diistiniilmektedir
(Dalton vd., 1987; Asada, 1992). Bu enzimin kloroplastlarda tilakoid membrana bagh ve
stromada bulunan formlar1 vardir (Chen ve Asada, 1989; Miyake ve Asada, 1992). Bu formlar
elektron verici olarak askorbat icin spesifik olup, askorbatin yoklugunda asir1 derecede
kararsizdirlar (Miyake ve Asada, 1996). Askorbat peroksidazlar guaiakol peroksidazlara
benzemesine ragmen H" vericisi olarak askorbata olan yiiksek spesifikliklerinden dolay
aralarinda farkliliklar vardir (Nakano ve Asada, 1987). Sitoplazmada bulunan askorbat
peroksidazlar, kloroplastakine benzer ancak askorbat yoklugunda daha fazla kararli olup
askorbattan baska elektron vericilerini de kullanabilir. Su stresine maruz kalan duyarli bugday
cesitlerinde askorbat peroksidaz aktivitesinin uyarildigi, toleransh bugdayda ise sadece yiiksek

stres yogunlugunda arttig1 kaydedilmistir (Sgherri vd., 2000). Uzun siire bakir muamelesine
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maruz birakilan Solanum lycopersicon bitkilerinde APX aktivitesinde 6nemli bir azalma

oldugu rapor edilmistir (Chamseddine vd., 2009).

1.4.5.2.1.2.5. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) elektron verici olarak NADPH’1 kullanan
oksitlenmis glutatyonun (GSSG), indirgenmesini (GSH) katalizleyen bir enzimdir (Scruton
vd., 1990; Creissen vd., 1994).

GSSG + NADPH + H* —R 5 2 GSH + NADP*  (4)

GR’nin hem prokaryotlarda hem de 6karyotlarda bulundugu belirlenmis olup (Creissen
vd., 1994) ilk defa eritrositlerde ve mayalarda tespit edilmistir (Meldrum ve Tarr, 1935). GR
hem Gimnospermler hem de Angiospermlerin dahil oldugu bircok bitkide caligilmistir
(Creissen vd., 1994). GSH’mn antioksidan 6zelliginden dolayi, glutatyon rediiktaz hiicrenin
antioksidan kapasitesinin devamliligi igin 6nemlidir (Meister, 1983; Creissen vd., 1994). GR,
bitkilerin kuraklik, yliksek oksijen basinci ve hava kirleticileri tarafindan iretilen oksidatif
stresin olumsuz etkilerinin diizeltilmesine ve strese karsi direng saglanmasina katkida bulunur
(Sairam vd., 1997). GR diger enzimlerle birlikte H,O,’nin temizlenmesinde de gorev alir.
Hayvanlarda substrat olarak GSH’1 kullanan glutatyon peroksidazla birlikte GR, H,0,’in
temizlenmesine katilir (Schirmer vd., 1989). Glutatyon peroksidaz H,0,’yi temizlerken
substrat olarak GSH’1 kullanir ve reaksiyon sonucu GSSG olusur. Olusan GSSG, GR
enzimiyle tekrardan GSH’a indirgenir ve bdylece glutatyon peroksidaz enziminin substrati
yeniden olusur. GR’nin benzer bir fonksiyonu bitkilerde mevcuttur. Oksitlenmis askorbik asiti
(dehdroaskorbat) tekrardan askorbik asite indirgeyen dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR)
enzimi de GSH’1 kullanmakta ve reaksiyon sonucu GSSG olusmaktadir. Ayrica GR enzimi
GSSG’yi GSH’a indirgerken, NADPH’1 kullanmakta ve bdylece CO, fiksasyonu azaldigi
zamanlarda, NADPH/NADP" oraninin ayarlanmasina yardimci olmaktadir. Bu nedenle GR
tarafindan GSSG’nin GSH’a indirgenmesi, oksidan temizlenmesinde biiyiik bir adim olarak

kabul edilmekte (Creissen vd., 1996) ve oksidatif strese karsi korunmada GR’nin 6nemli bir
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enzim oldugu disliniilmektedir (Aono vd., 1995). Nitekim, yapilan cesitli calismalarda
oksidatif stres durumunda bu enzim aktivitesinin arttig1 kaydedilmistir (Mehlhorn vd., 1987;
Pastori ve Trippi, 1992; Edwards vd., 1994). Farkli bakir konsantrasyonlarina maruz birakilan

musir bitkisinde GR aktivitesinin 6nemli miktarda arttig1 belirlenmistir (Tanyolag vd., 2007).

1.4.6. Stres ve Membran Hasar1

Stres etkisiyle olusan serbest radikaller bitkilerde lipid peroksidasyonunu baglatabilir
(Thompson vd., 1987). Lipid peroksidasyonunun bitkilerin strese toleransi ile iligkili oldugu
bilinir. Lipid peroksidasyonu oksidatif stres sonucunda olusan malondialdehit (MDA)
icerigine bakilarak belirlenir (Irigoyen vd., 1992) ve yaprak senesensi esnasinda énemli bir
degisim olarak diisiiniiliir (Dhindsa vd., 1981/82; Thompson vd., 1987). Stres altinda lipidlerin
oksidasyonu iki veya ii¢ kat artabilir. Ornegin, su stresine maruz birakilmis bugday ve musir
cesitlerinde su stresi sartlart altinda MDA igerigi artarken hassas genotiple karsilastirildiginda
strese toleransli genotiplerde diisiik oranda lipid peroksidasyonu meydana gelir (Pastori ve
Trippi, 1992; Sairam vd., 1998). Szafranska vd., (2011)’de farkli bakir konsantrasyonlar ile
muamele ettikleri Daucus carota bitkisinde, belirli bir konsantrasyona kadar (10 pM) lipit
peroksidasyon seviyesinin kontrole goére azaldigini, sonraki konsantrasyonlarda ise 6nemli

miktarda arttigini rapor etmislerdir.

1.4.7. Stres ve Absisik Asit

Bitki gelisimi ve tretkenligi pek cok abiyotik stres etmenleri tarafindan olumsuz
etkilenmektedir ve bitkiler bu olumsuz etkilerle basa ¢ikabilmek icin cok genis capta
adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Absisik asit, bitkilerde tohum dormansisi,
¢imlenmesi, olgunlasmasi, ¢iceklenme, senesens ve vejetatif gelisme gibi cesitli biyolojik
stireclerde, ayrica stomalarin kapanmasi ve gesitli genlerin ekspresyonu gibi abiyotik stres
cevaplarinda rol oynayan baslica bitkisel hormondur (Kuhn ve Schroeder, 2003; Umezawa

vd., 2011; Finkelstein, 2013). Ayrica ABA, brassinosteroidler, etilen, giberellin, sitokinin ve
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oksin gibi diger bitkisel hormonlarla etkileserek bitki gelisiminin diger pek c¢ok 6zelligini
etkilemektedir (Taiz ve Zeiger, 2008).

Bugiine kadar ABA ile ilgili birgok ¢alisma yapilmis ve ABA’nin kuraklik (Tuchi vd.,
2001) soguk (Kumar vd., 2008), donma (Zhou vd., 2006), agir metal (Hsu vd., 2006) ve tuz
stresi (Etehadnia vd., 2008; Ozfidan vd., 2013) gibi farkli abiyotik streslere karsi koruyuculuk

ozelligi oldugu rapor edilmistir.

1.4.7.1. Absisik Asitin Yapisi

ABA’nin cis ve trans olmak ftizere iki tane geometrik izomeri vardir. ABA’nin 2 nolu
karbonundaki karboksil grubunun yerlesimi ABA’nin cis ya da trans izomerlerini belirler.
Dogal olarak olusan ABA, cis formundadir. C15 atomu igeren ABA, izoprenoidler
(terpenoidler) olarak bilinen metabolitlerin bir sinifina sahiptir (Ozfidan, 2010). ABA’nin
yapist Sekil 9°da gosterilmistir.

CH3

'cooH

Sekil 9. ABA’nin yapis1 (Finkelstein, 2013).

1.4.7.2. ABA Biyosentezi ve Katabolizmasi

ABA’nin yaprak, kok, govde, tohum ve meyve dokularinda mevalonik asitten
sentezlendigi belirtilmistir. Bu dokularda ABA’nin biiyiikk bir c¢ogunlugu plastidlerde
sentezlenmektedir (Kadioglu, 2011). Yiiksek bitkilerde, ABA biyosentezi C40 formundaki
karotenoid yapisinin bir seri enzimatik basamak sayesinde ayrilmasi ile baslatilir (Soto vd.,

2013). Violaksantin sentezi, zeaksantin epoksidaz (ZEP) enzimi ile katalizlenir (Chernys ve
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Zeevaart, 2000). Bu enzimin Arabidopsis’te ABA1 lokusu tarafindan kodlandigi bulunmustur.
Violaksantin bir C40 bilesigi olan 9’-cis-neoksantine doniistiiriilerek, daha sonra C15 bilesigi
olan ksantoksali olusturmak igin ortasindan ikiye ayrilir. Ayrilma 9-cis epoksikarotenoid
dioksigenaz (NCED) tarafindan katalizlenir (Taiz ve Zeiger, 2008). Ksantoksinin absisik asit
aldehite doniisimii ise, kisa zincirli bir dehidrogenaz/rediiktaz benzeri enzim tarafindan
katalizlenir ve Arabidopsis’te ABA2 lokusu tarafindan kontrol edilmektedir. Absisik aldehit
ABA’y1 olusturur ve bu son basamak kofaktor olarak molibdene ihtiya¢ duyan aldehit oksidaz
(AAO) tarafindan katalizlenmektedir. aba3 mutantlan da AAO yoklugunda ABA
sentezleyemez (Daszkowska-Golec ve Szarejko, 2013; Finkelstein, 2013).

ABA sentezine ek olarak, katabolizmasi da ABA diizeyinin regiilasyonu i¢in énemli bir
mekanizmadir. Arabidopsis baslica iki katabolizma yolu kullanmaktadir: : 1) ABA’nin P-450
tip monoksigenaz ile hidroksilasyonu ile faseik asitin izomerizasyonu (8'-OH-ABA’nin
kararsiz formu), 2) ABA’nin bir monosakkaritle kovalent bag kurarak, serbest yapidan ABA-
B-D-glukozil esterine (ABA-GE) doniiserek inaktivasyonudur. Serbest ABA sitoplazmada
yerlesmisken, ABA+GE ise vokuollerde birikmektedir (Schroeder ve Nambara, 2006).

Arabidopsis’te ABA katabolizmasinda gorev alan ABA-8'-hidroksilaz1 kodlayan genler
At CYP707A 1, 2, 3 ve 4 (CYTOCHROME P450, FAMILY 707, SUBFAMILY A,
POLYPEPTIDE 1, 2, 3, 4) olarak tanimlanmistir (Daszkowska-Golec ve Szarejko, 2013). Bu
genler, Arabidopsis bitkisi disinda ¢eltik (Saika vd., 2007), arpa (Millar vd., 2006), bugday (Ji
vd., 2011) ve soya fasulyesinde de (Zheng vd., 2012) belirlenmistir. ABA’nin biyosentez ve

katabolizma yollar1 Sekil 10°da 6zetlenmistir.
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1.5, Misir (Zea mays L.) Hakkinda Genel Bilgiler

Misir (Zea mays L.), Poaceae (bugdaygiller) familyasina ait monokotiledon bir bitkidir.
Poaceae familyasi igerisinde ¢igeklenme bi¢imi bakimindan diger tiirlerden farklidir. Cigekleri
monoik yapida olup, erkek (tepe piiskiilii) ve disi ¢igekler (kogan) ayni bitki {izerinde fakat
farkli yerlerde bulunmaktadir. Misir bitkisi 2009 yilinda genetik sekansi tamamlanan, 2n=20
kromozomlu diploid bir bitki olmasina ragmen 10 tane haploid kromozomu iizerinde
yerlesmis 39469 gen bulunduran ve 2,4 milyar bazdan olusan biiyiik bir genoma sahiptir
(Schnable vd., 2009; Zhang vd., 2009). Genis adaptasyon kabiliyeti nedeniyle Diinya’nin
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farkli bolgelerinde kiiltiirii yapilabilmektedir. 50° kuzey enleminden 50° giiney enlemlerine,
deniz seviyesi ile 3000 m’ye kadar olan yiiksekliklerde ve ayrica bir¢ok toprak tipinde tarimi
yapilabilmektedir (Morris, 2002).

Gelismekte olan diinyada, misir iiglincii 6nemli besin kaynagidir. 2020 yilina kadar
gelismekte olan iilkelerde misira olan talebin bugday ve pirincin 6niine gegmesi ve yillik misir
ihtiyacinin 837 milyon tona kadar artmasi beklenmektedir (Rosegrant vd., 2001). Artan
ihtiyacin ¢ogu, mevcut islenebilir topraklardaki yogunlastirilmig liretim ile yerel kaynaklardan
karsilanacaktir (Rosegrant ve Cline, 2003). 2013 yili verilerine gore Diinya’daki misir iiretimi
yaklagik olarak 1.016,4 milyon tona ulasmistir. A.B.D. 353,7 milyon ton musir iiretimi ile
Diinya birincisi olmusken, Cin 217,7 milyon ton ve Brezilya 80,5 milyon ton misir {iretimi
gerceklestirmislerdir (Url-3, 2015). Tiirkiye, 2010 yilinda yaklasik 9 milyon dekar alanda 17
milyon ton misir iiretimi gergeklestirmis, 2014 yilinda ise misir iiretimi 10,7 milyon dekar
alanda 24,77 milyon tona ulasarak misir tiretimini her y1l kademeli olarak artirmistir (Url-4,
2015). 2011 yili verilerine gore, Diinya’da hasadi yapilan misirin %32’sinin genetik yapisi
degistirilmigken, A.B.D.’de bu oranin %86’y1 buldugu ve 25 musir ¢esidinin ticari olarak
tiretiminin yapildigi ifade edilmektedir (Url-3, 2015).

Misir, genis bir kullanim alan1 olmasi nedeni ile diger tahillara gére oldukga farkli bir
konuma sahiptir. Igerdigi zengin besin maddeleri ile misir, hem insan hem de hayvan
beslenmesinde kullanilabilmektedir. Hayvan beslenmesinde yem hammaddesi olarak
kullanilan musir, insan beslenmesinde ise dogrudan kullaniminin yani sira birgok gida
maddesinin liretiminde hammadde olarak kullanilmaktadir. Misir danesinin yapisinda ticari
degere sahip bir¢ok kimyasal bilesik vardir. Olgun bir dane %70-75 nisasta, % 8-10 protein ve
% 4-5 yag igerir (Earle vd., 1946).



2. YAPILAN CALISMALAR

Misir (Zea mays) cesitlerine ait bakira dayanikli (31G98) ve bakira hassas (Akpinar)
tohumlar, Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii, Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisii ve Pionneer 6zel tohumculuk sirketinden temin edildi. Tohumlar toprak igeren
25x18%12 cm’lik saksilara ekilerek, kontrollii kosullarda (22 °C giindiiz/18 °C gece
sicakliginda, %60—-65 bagil nemde ve 400 pmol m?s™ 11k yogunlugunda) bitki biiyiitme
odasinda biiyiitiildii. Bu amagcla saksilara yaklasik 8’er tohum ekildi ve fideler topraktan
ciktiktan 1 hafta sonra seyreltme islemi yapildi. Saglikli olanlar segilerek fide sayist her bir
saksida dorde indirildi. Bitkiler, dort yaprakli asamaya kadar biiyiitiildiikten sonra, toprak tistii
kisimlarindan kesilerek, ortama adaptasyonlari icin, igerisinde saf su bulunan tiipler icerisine
aktarildi ve 1 saat saf suda bekletildi.

Deneysel calismalarin ilk asamasinda her iki misir ¢esidine uygulanacak olan bakir
konsantrasyonunu tespit etmek icin 0,01; 0,05; 0,1; 0,5 ve 1 mM’lik bes farkli bakir
(CuSQ,4.5H,0) konsantrasyonu 12, 18 ve 24 saaat siireyle kesilmis fidelere uygulandi. H,O;
ve MDA igerigindeki degisimler belirlenerek bitkilere 0,5 mM konsantrasyondaki bakirin 12
saat silireyle uygulanmasmma karar verildi. GSH, H;O, ve SA’nin muamele
konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in ise fidelere 0,01; 0,05; 0,1 ve 0,5 mM GSH, 1, 5, 10 ve
20 mM H;0; ve 0,005; 0,01; 0,1 ve 0,5 mM SA 6 saat uygulandiktan sonra, fideler 12 saat
bakir stresine maruz birakildi. Yine 6rneklerin H,O, ve MDA igerigine bakilarak 0,05 mM
GSH, 10 mM H;0; ve 0,01 mM SA’nin stres etkisini iyilestirici etki yaptigi goriildii ve
sonraki denemeler i¢in bu konsantrasyonlarin kullanilmasina karar verildi.

Uygulamalar Giizel ve Terzi (2013) ve Tanyola¢ vd., (2007)’e benzer olarak yapildi.
Daha sonra saksilar her bir gesit i¢in 8 gruba ayrildi. Birinci grup; toplam 18 saat saf suda
bekletildi ve “Kontrol” grubu olarak adlandirildi. Ikinci grup ise yine 6 saat saf suda
bekletildikten sonra, 12 saat 0.5 mM CuSO,4.5H,0 igeren soliisyonda tutuldu. Bu gruptaki
bitkiler “Cu” grubu olarak isimlendirildi Uciincii grup; 6 saat 0,05 mM GSH soliisyonunda
tutulduktan sonra 12 saat saf suda bekletildi ve bu gruptaki bitkiler ‘“GSH’’ grubu olarak
adlandirildi. Dordiincii grup bitkiler, 6 saat 0,05 mM GSH 6n muamelesinden sonra, 12 saat

0,5 mM bakir igeren soliisyonda bekletildi ve “GSH+Cu” grubu olarak adlandirildi. GSH
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uygulamalarina benzer olarak, besinci grup bitkiler 6 saat, 10 mM H,0O, soliisyonunda
tutulduktan sonra 12 saat saf suda bekletildi ve bu gruptaki bitkiler “H,0,“ grubu olarak
adlandirildi. Altinct gruptakiler ise 6 saat 10 mM “H»0,’ 6n muamelesinden sonra, 12 saat
0,5 mM bakir igeren soliisyonda bekletildi ve “H,0,+Cu” grubu olarak adlandirildi. H20; ve
GSH o6n muamelelerine benzer olarak yedinci ve sekizinci gruptaki bitkiler 0,01 mM SA
uygulamalari i¢in kullanild1 ve yedinci grup SA grubu, sekizinci grup “SA+Cu” grubu olarak
adlandirildu.

Orneklemeler igin iistten 3. ve 4. yapraklar segildi. Su potansiyeli, klorofil floresansi ve
gaz degisim parametreleri ayni1 yapraklar kullanilarak, yapraklar bitkilerden koparilmadan

Olcldii.

2.2. Stres Parametrelerinin Belirlenmesine Yonelik Ol¢iimler

2.2.1.Su Potansiyeli Belirlenmesi

Yaprak su potansiyeli C52 termocouple psikometre cihazi ile belirlendi (Wescor, Inc.,
Logan, UT USA). Yapraklarin genis yiizeyinden 6 mm ¢apinda alinan diskler, cithazin C52
sensOriine yerlestirildi. Numunelerin yaprak su potansiyelleri belirlenmeden 6nce cihaz 45
dakika kalibre edildi.

2.2.2. Fotosentetik Pigmentlerin Tayini

Fotosentetik pigmentler karotenoid ve klorofil tayini Arnon (1949)’a gore belirlendi.
Taze yaprak ornekleri (0.25 g) 5 ml % 80 aseton icerisinde homojenize edildi. Homojenat
5000 g’de oda sicakliginda 5 dk santrifiij edildi. Siipernatantin absorbanst 663, 645 ve 450
nm’ lerde spektrofotometrede (Nicolet evolution 100, Thermo Scientific, USA) olciildii.
Pigment igeriklerinin belirlenmesi i¢in Lichtenthaler (1987), tarafindan gelistirilen denklemler

kullanildi.
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2.2.3. Lipid Peroksidasyonu Tayini

Lipid peroksidasyon seviyesi, lipid peroksidasyonun bir {iriinii olan malondialdehid
icerigine dayanarak Heath ve Packer (1968), metodunu takiben 6l¢iildii. Ekstraksiyon % 0.1
trikloro asetik asit (TCA) igerisinde yapildi. Homojenat 15,000 g’de 5 dk santrifiyj edildi.
Stipernatantin 1 ml’sine 4 ml, % 20 TCA igerisinde hazirlanmis % 0.5 tiobarbiturik asit (TBA)
ilave edildikten sonra, siipernatantin absorbansi 532 nm de kaydedildi. 600 nm de spesifik
olmayan absorbsiyon i¢in okunan deger hesaptan ¢ikarildi. Elde edilen sonug¢ formiilde (A =

E.c.1) yerine konularak malondialdehit (MDA) konsantrasyonu hesaplandi. ( € =155 mM™cm’
1
).

2.2.4. Prolin Tayini

Kurutulmus numunelerden (0,2 g) alinarak 10 ml % 3’liik siilfosalisilik asit ile
homojenizasyonun ardindan filtre edildi. Siiziintii 22 °C’de 5,000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Stipernatant kisimlarindan 1 ml alinarak tizerine 1 ml asetik asit ve 1 ml ninhidrin konuldu.
Ninhidrin, asetik asit ve orto-fosforik asit kullanilarak hazirlandi. Daha sonra tiiplere konulan
ornekler 1 saat 100 °C’de su banyosunda tutuldu ve reaksiyon buzda sonlandirildi. Soguyan
orneklerin tizerine 3 ml toluen eklenerek, vorteksle karistirildi. Agz1 kapakli tiiplere alinan
ornekler 4.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi pipetle iist faz sarsilmadan kiivete
alind1 ve 520 nm’de spektrofotometrede okundu (Bates vd., 1973). Sonuglar gram taze agirlik
(TA) basina pg olarak ifade edildi.

2.2.5. Poliamin Tayini

Poliamin igerigi Flores ve Galston (1982) metoduna gore olgiildii. Taze yaprak dokusu
(5 g) 10 ml 0,4 M perklorik asit ile homojenize edildi. Homojenat, 4 °C de 3000 g de 10 dk
santrifiij edildi. Siipernatant toplandi, tizerine 10 ml 0,4 M perklorik asit ilave edildi ve tekrar
santrifiijlendi. Stipernatantlar birlestirildi ve son hacim perklorik asit ile 25 ml’e tamamland.

Stipernatant Whatmann filtre kagidi ile siiziildii. Stipernatantin 1 ml’si tizerine 200 pul 1 M
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NaOH ve 300 pl sodyum hidrojen karbonat ilave edildi ve karisim 30 saniye vorteksle
karistirildi. Bu karigimin {izerine 2 ml dansil klorit ilave edildi. Karisim 40 °C sicakliginda 45
dk inkiibe edildi. Reaksiyon 100 pl % 25 amonyum hidroksit ile durduruldu. Karisim 30 dk
oda sicakliginda bekledikten sonra hacim asetonitril ile 5 ml’e tamamlandi. Bu karisim 2500
g’ de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant 0,22 um’lik filtrelerden gecirildi ve HPLC’ye yiiklendi.
Poliamin igerigi UV/VIS detektor ile HPLC cihaziyla (Shimadzu, LC 20 AT/Prominence,
Japan) okundu. Coziicii miktarlar1 amonyum asetat: asetonitril (65:35 v/v), akis hiz1 0,70 ml
dk* ve 50 °C bigiminde olacak sekilde kullanildi. 20 pul ekstre, C18 (4.6 x 250 mm) kolonuna
enjekte edildi ve 254 nm dalga boyunda belirleme yapildi. Piklerin alanlar1 kaydedildi ve bir
bilgisayar yazilimi ile putresin, spermin ve spermidin konsantrasyonlar1 hesaplandi. Sonuglar

gram taze agirlik basina pg olarak ifade edildi.

2.3. Distan Uygulanan Maddelerin I¢sel iceriklerinin Belirlenmesi
2.3.1. Bakir Analizi

Yaprak numuneleri firinda kurutulup toz haline getirildi. Toz halindeki numuneler 550
°C’ye ayarli firinda 4 saat tutularak kiil haline getirildi. Kalan bakiye 1 M HNOjs ile standart
bir  hacime  getirildi.  Ekstrakttaki Cu  konsantrasyonu atomik  absorbsiyon
spektrofotometresiyle belirlendi (Unicam, 929 AAS)

2.3.2. H,O; I¢eriginin Belirlenmesi

H,0; igerigi Velikova vd., (2000), metoduna gore belirlendi. Yaprak numunelerinden
0,25 g alinarak 0,1 g aktif komiir ile birlikte 5 ml % 0,1 TCA igerisinde homojenize edildi.
Homojenat 15.000 g’de 4 °C’de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatanttan 1000 pl alinarak tizerine
1000 pul 10 mM potasyum fosfat tamponu ve 1500 pl 1 M Kl ilave edildikten sonra olusan sar1
renk 390 nm’de spektrofotometredeki kayitli standart grafikten okundu.
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2.3.3. GSH Iceriginin Belirlenmesi

GSH igeriginin belirlenmesi i¢in dncelikle GSH ekstraksiyonu yapildi. Alinan numuneler
(0,5 g) s1v1 azotta toz haline getirildikten sonra, 5 ml 1 mM EDTA igeren % 5’lik metafosforik
asit icerisinde ekstrakte edildi. Ekstrakt 4 °C’de 10.000 g’de 10 dk santrifiij edildi ve elde
edilen siipernatant GSH igeriginin belirlenmesi i¢in kullanildi.

Glutatyon igerigi spektrofotometrik olarak Griffith (1980) yontemine gore belirlendi.
Glutatyon (GSH+GSSG) 250 mM K;HPO4/KH,PO,4 (pH 7.5), 200 uM NADPH, 600 uM
DTNB, 25 ul ekstrakt ve 0,3 U GR igeren reaksiyon karigiminin kullanilmasiyla olg¢tildi. 412
nm’de absorbanstaki degisim 3 dakika boyunca 6l¢iildii. GSSG igerigini belirlemek igin 25 pl
ekstrakt 2-vinylpyridine ile 25 C%de 1,5 saat boyunca inkiibe edildi. Glutatyon
konsantrasyonu 0-5 uM konsantrasyonlarda GSH’1n kullanilmasiyla elde edilen standart grafik

tizerinden hesaplandi.

2.3.4. SA Iceriginin Belirlenmesi

Salisilik asit miktar1 Raskin vd., (1989), metoduna gore belirlendi. Numuneler (0,5 g), 3
ml % 90’lik methanolde homojenizer (IKA labortechnik, Ultraturrax T25) ile homojenize
edildi. Elde edilen ekstrakt 12.000 g’de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatant 5 dk 68 °C’de
evapore edildi. Siipernatanttan geriye kalan kisim 2,5 ml % 5°lik trikloroasetik asit (TCA)’de
¢oziildi ve 12.000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatanta 5 ml etilasetat, siklopentan ve
ispropanol (100:99:1 w/w) eklendi. Siipernatant 10 dk 90 °C’de evapore edildikten sonra
siipernatanttan geriye kalan kistm 2,5 ml % 20 metanolde ¢6ziildii ve bundan 100 pl HPLC
sistemine enjekte edildi. SA analizi icin HPLC pompasi, mikro vakum degasser’t (MVD),
termostadli kolon boliimii (TTC), refraktif (RID) dedektor, floresans dedektor standart mikro
ve preparatif otomatik numune yiikleyici modiiler sistemden kurulu LC 20 AT/Prominence
(Shimadzu, Japan) marka yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) cihaz1 kullanilarak
yapildi. SA tanimlanmasi ve ayirimi, Lichrosorb SI-60 (250 mm x 4.0 mm i.d., 5 pum particle
size, Teknorama, Barcelona, Spain) kolon kullanilarak metanol/su, 50:50, (v/v) mobil fazinda

izokritik olarak 1ml/dk akis hizinda belirlendi. SA miktar1 yukarida belirtilen sartlarda
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autentik standartlar yardimiyla onlarin alikonma zamanlar1 kullanilarak karsilastirma yoluyla
tanimlandi. SA’nin uygun konsantrasyonlar1 hazirlanip sulandirma yoluyla belirlenen farkli
konsantrasyonlar1 kolona enjekte edilerek pik alanlari Shimadzu LC solution Software

yardimiyla belirlendi.

2.4. Fotosentezle Ilgili Parametrelerin Olgiilmesi

2.4.1. Kuru Agirhk

Alman numunelerden kuru agirlik ve biiylime inhibisyonunun dl¢iimii Giizel ve Terzi
(2013)’e gore yapildi. Biiyiime inhibisyonu (BI) 6l¢iimii icin asagidaki formiil kullanilarak
biitiin muameleler kontrol grubuyla karsilastirild1 (kontrol igin Bi=0, yani %100 biiyiime).

Bi = [(C-T) / C] x 100 (C; kontroliin kuru agirhig, T; muamele yapilan bitkilerin kuru
agirlign)

2.4.2. Fotosentetik CO, Oram ve Transpirasyonun Olgiilmesi

Maisir bitkilerinin fotosentez orani ve transpirasyon bir infrared gaz analizorii vasitasi ile
olgiildii (KU vd., 1977). Olgiimler igin yapraklar, fotosentez sisteminin yaprak kiiveti arasina

yerlestirildi.

2.4.3. Klorofil Fliioresans Analizleri

Klorofil floresans oOlgiimleri OS1-FL, florometre ile Nar vd., (2009)’a gore
gerceklestirildi. (OptiScience Corporation, Tyngsboro, MA, USA). Olgiimler, karanlk
adaptasyon Klipsi ile 20 dakika karanliga maruz birakilan 6 farkli yapraktan alindi. Minimum
klorofil floresansi (Fp) modiile edilmis, zayif 151k (A660, <0,1 umol m—2 s—1) altinda Sl¢iildii.
Maksimum klorofil floresansi (Fr,), PS2 yi doyuran 2690 beyaz 1s18in (8000 umol m—2 s-1),
0,8 s uygulanmasi ile elde edidi. Karanlik dlgiimlerinin ardindan, yapraklara giines 15181 ile

beraber aktinik 151k (5,5 W’a halogen lamp, ML S990, Micron, Tokyo, Japan) uygulanarak
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kararli hal klorofil floresansi (F;) elde edildi. Aktinik 15181 yogunlugu 120 umol m?s?® di
Aydinliktaki maksimum klorofil fluresansini (Fyy) belirlemek i¢in doyurucu beyaz 11k (8000

2 Sfl), 0,8 s stireyle uygulandi. Klorofil floresans parametrelerinin tanimlar1 Van

umol m™
Kooten ve Snel (1990) tarafindan belirtildigi gibi kullanildi. Fv/Fm ve ®PS2, sirasiyla
PS2’nin maksimum ve etkili kuantum verimliligidir. NPQ (F—Fn)/Fry denklemi ile Bilger ve
Bjorkman (1990)’a gore hesaplandi. Fv/Fm ve ®PS2 ise florometre cihazi tarafindan, (F/Fr =
(Fm—F0)/Fm ve ®PS2 = (Fm'-Fs)/Fm') denklemleri kullanilarak Genty vd., (1989)’a gore
hesaplandi. ETR, 6zel bir Fotosentetik Aktif Radyasyon (PAR) klipsi ile 6l¢iildii ve ETR =
(®PSII x PAR x 0.5 x 0.84) formiiliine gore hesaplandi. Boylece fliioresans ile ilgili olarak

fotosistem hakkinda bakir stresi ve n muamele kosullarinda degerlendirmeler yapildi.

2.4.4. Rubisco Aktivitesi ve Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Rubisco  ekstraksiyonu i¢in  alinan numuneler sivi  azot ve insoluble
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) ile toz haline getirildikten sonra ekstraksiyon, 50 mM Tris-
HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA, 10 mM MgCl,, % 12 gliserol, % 0,1 B-merkaptoetanol ve %1
PVPP-40 (soluble PVPP) igeren ekstraksiyon tamponu kullanilarak yapildi.

2.4.4.1. Rubisco Aktivitesi

Rubisco aktivitesi radyoaktif 14C kullanilmasina ihtiya¢ duymayan bir metot olan Sawada
vd., (2003)’e gore belirlendi. 100 mM Bisin (PH 8,2), 5 mM MgCl,, 20 mM NaHCOs;, 5 mM
kreatin fosfat, 1 mM ATP-2Na, 0.2 mM NADH, 0.6 mM RuBP, 10 Unite fosfokreatin kinaz,
10 unite gliseraldehid 3-fosfat dehidrogenaz ve 10 unite fosfogliserat kinaz igeren reaksiyon
ortaminda 25 °C de olgiildii. Enzimatik aktivitenin dogrulugu RuBP icermeyen reaksiyon
ortaminda 340°’nm de absorbanstaki azalis yolu ile belirlendi. Baglangi¢ aktivitesi reaksiyon
ortamina homojenat ilave edilmesi ile yapildi. Rubisco, 75 mM HEPES-KOH (pH 7,8), 10
mM MgCl, ve 10 mM NaHCOj; igeren ortamda, 0 °C de 20 dk aktive edildi. Maksimum
aktivite siipernatantin 0,5 M Na,SO, icerinde 30 dk 0 °C de inkiibasyondan sonra belirlendi.
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2.4.4.2. Rubisco Konsantrasyonu

Rubisco konsantrasyonu Rubisco quantitasyon kiti (Agrisera) ile belirlendi. Yaklasik 20
ng/20ul total protein, rubisco standard (0,5 pg/20 ul) ve protein molekiiler agirlik standardi
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) poliakrilamid jele yiiklendi. Elektroforez Laemmli,
(1970)’ e gore SDS varliginda gergeklestirildi. Yigma jelinin akrilamid konsantrasyonu % 5
iken, ayirma jelinin konsantrasyonu ise % 12,5 olacak sekilde ayarlandi (Ferreira vd., 1996).
Jel 80 mA’de 30-40 dk elektroforez tamponunda kosturuldu. Proteinler, elektroblotting
tamponu (12 mM Tris base, 96 mM glisin, ve % 20 metanol) ile poliviniliden florid (PVDF)
membrana transfer edildi. Immun belirleme i¢in blotlanmis membran, durdurma soliisyonuna
(% 5 yagsiz kuru siit, 24,8 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NaCl, 2,7 mM KCI, ve % 0,5 Tween 20
[TBST]) alindi. Membran sallayicida 30 dk boyunca 5 dk araliklarla 4 kez TBST ile yikandi.
Ardindan 1 saat siire ile poliklonal tavsan anti rubisco antikoru (Agrisera) ile inkiibe edildi.
TBST ile 2,5 dk 4 yikamanin ardindan blot, alkalin fosfataz bagli keg¢i anti tavsan
immunoglobulin G (IgG) poliklonal antikoru ile 30 dk muamele edildi. iki buguk dakikalik 4
yikamanin ardindan, ortama, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium
chloride (BCIP/NBT) substrat1 eklendi ve reaksiyon i¢in yaklasik olarak 15 dk beklendi. Blot
su ile 2 dk araliklarla 3 kez yikandi. Blotlanmig membran, temiz filtre kagitlar1 arasinda
kurutuldu ve -20 °C de saklandi. Protein bantlarinin Western Blot goriintiileri, jel goriintiileme
sistemi (BIO-RAD) ile elde edildi.

2.5. Enzim Aktivitelerinin Tayini

2.5.1. Antioksidan Enzimler i¢in Ekstrakt Hazirlanmasi

Yapraklardan 0,1 g’lik alinan numuneler sivi azot igerisinde toz haline getirildi. Daha
sonra 5 ml ekstraksiyon tamponu (50mM K;HPO,;, 1 mM EDTA pH 7,0, % 1 PVPP)
icerisinde ekstrakte edildi. Ekstrakt 4 °C’de 20000 g’de 20 dakika santrifiij edildi. Elde edilen

siipernatant enzim aktivitesinin tayini i¢in kullanildi.
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2.5.1.1 Guaiakol Peroksidaz (GPX) Aktivitesinin Tayini

Guaiakol peroksidaz (EC 1.11.1.7) aktivitesi, Urbanek vd., (1991)’in yontemine gore
belirlendi. Enzim aktivitesi, 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 0,1 mM EDTA, 5
mM guaiakol, 15 mM H,0; ve 50 pul enzim ekstrakti igeren 2 ml’lik reaksiyon karsiminin 470
nm’de 1 dakika siireyle dl¢iilmesiyle belirlendi. Guaiakol peroksidaz (GPX) aktivitesi €=26,6

mM™cm™ ekstriksiyon katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi.

2.5.1.2. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Tayini

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) aktivitesi, Aebi (1983)’nin yontemine goére belirlendi.
Enzim aktivitesi, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 30 mM H,0, ve 20 ul enzim
ekstraktt iceren 1 ml’lik reaksiyon karsiminin 240 nm’de 5 dakika siireyle Olciilmesiyle
belirlendi. Katalaz aktivitesi, H,0, i¢in €=39,4 mM™cm™ ekstriksiyon katsayisinmn

kullanilmastyla hesaplandi.

2.5.1.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini

Siiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich (1971)
metoduna gore belirlendi. 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,8), 0,1 mM EDTA, 13 mM
metiyonin, 75 uM nitro blue tetrazolyum ve 50 pl ekstrakt ihtiva eden 1 ml reaksiyon
ortamina 2 puM riboflavin ilave edilerek reaksiyon baslatildi, bu karisim 10 dakika boyunca
375 pmol m? s? siddetinde beyaz 1s13a maruz birakildiktan sonra 560 nm’de absorbans

degerleri belirlendi.

2.5.1.4. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Tayini

Askorbat peroksidaz (APX, EC 1.11.1.11) aktivitesi, 290 nm’de absorbansdaki azalisa
bagl olarak belirlendi (Nakano ve Asada, 1981). Enzim aktivitesi, 50 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 7,0), 250 uM ASC, 5 mM H,0; ve 20ul enzim ekstraktr igeren 1 ml’lik
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reaksiyon karigiminin 6l¢iilmesiyle belirlendi. Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290 nm’de ASC

icin e=2,8 mMem™ ekstriksiyon katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi.

2.5.1.5. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesinin Tayini

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) aktivitesi spektrofotometrik olarak Foyer ve
Halliwell (1976)‘e gore belirlendi. Substrat olarak 0,25 mM NADPH ve 1 mM oksitlenmis
glutatyon (GSSG) kullanildi. Yiikseltgenmis glutatyonun enzim tarafindan indirgenmesi igin
indirgeyici faktor olarak NADPH kullanildi. Aktivite tayini i¢in, 200 pl 0,5 mM EDTA
icerisinde hazirlanmis 50 mM Tris-HCI (pH 7,8), 250 ul GSSG ve 500 ul NADPH ihtiva eden
karisima 50 pl enzim ekstrakti ilave edildi. NADPH‘in oksidasyonu 340 nm‘de 5 dakika

boyunca azalmanin 6l¢iilmesiyle belirlendi.

2.5.2. NADPH Oksidaz (NOX) i¢in Ekstrakt Hazirlanmasi

Yapraklardan 0,1 g alinan numuneler sivi azot icerisinde toz haline getirildikten sonra
1,8 ml ekstraksiyon tamponu (100 mM K;HPQO,4, 0,1 mM EDTA pH 7,0, % 0,1 Triton)
icerisinde ekstrakte edildi. Ekstrakt 4 °C’de 15000 g’de 20 dakika santrifiij edildi. Elde edilen

slipernatant enzim aktivitesinin tayini i¢in kullanildu.

2.5.2.1 NADPH Oksidaz (NOX) Aktivitesinin Tayini

NADPH oksidaz (EC 1.6.3.1) aktivitesi NADPH’n 340 nm’deki (¢=6.2 mM cm™)
oksidasyonuna gore (Cakmak ve Marschner, 1988) belirlenmistir. Enzim aktivitesi, 100 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 0,1 mM EDTA ve 100 uM NADPH’dan olusan reaksiyon

ortaminda 3 dakika siireyle absorbansdaki azalisa bagli olarak belirlendi.
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2.6. Protein Tayini

Protein tayini Bradford (1976)’a gore spektrofotometrik olarak yapildi. Bovin serum
albumin (BSA) standartlar1 hazirlanarak, Coomassie Brillant Blue G250 boyar maddesi ile
proteinlerin olusturdugu kompleks 595 nm o6lciildii. Protein konsantrasyonu mg cinsinden

hesaplanarak, enzim aktivitelerinin belirlenmesinde kullanildi.

2.7. NOX, GSHSY ve AAOX Gen ifadelerinin Belirlenmesi

2.7.1. Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Iclerinde iki tane metal bilye olan ependorflara konulan doku hemen sivi azota atild: ve
doku parcalayic1 cihaza (Qiagen, Germany) konularak 4 dakika boyunca pargalanmasi
saglandi. RNAeasy plant mini kiti (Qiagen, Germany) ile lretici firmanin talimatlarina gore
yapildi.

RNA konsantrasyonu bir Nano Drop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)
cihazt  kullanilarak  olgiildii  ve  gerekli  hesaplamalar yapilarak, biitin RNA
konsantrasyonlarinin esitlenmesi saglandi. cDNA sentezi i¢in herbir 6rnek i¢in, 1pg total RNA
kullanildi. RNA bir tek zincir cDNA sentez kiti (Applied, USA) ile sentromer primerleri

kullanilarak, tiretici firmanin talimatlarina gore revers transkribe edildi.

2.7.2. Real Time PCR (qQRT-PCR)

Elde edilen cDNA’lar Solis BioDyne 5x HOT FIRE Pol EvaGreen qPCR Siiper Mix
(low ROX) (Medibena, Austria) kullanilarak gerceklestirildi ve gen ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesi i¢in CFX96 connect Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, USA) gRT-
PCR cihaz1 kullanildi. Real time PCR i¢in 95,0 °C’de 12 dakika, 95.0 °C’de 0:15 i¢in 45
dongii, 60.0 °C’de 0:30, 72.0 °C’de 0:30, melt curve i¢in 65.0 °C’den 95 °C’ye 0,5 °C’lik
artiglarla program gerceklestirildi. Her biyolojik tekerriir 2 teknik tekerriir seklinde analiz
edildi. Ortalama teknik hata 0,5(x1) Cq degerleri seklinde bulundu.
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Ayrica, bu metodda kontrol geni olarak Aktin (ACT1Zm-F: GAAGATCACCCTGTGC
TGCT ve ACT1Zm-R: ACCAGTTGTTCGCCCACTAG) housekeeping geni kullanildi.
Cikan sonuglar kullanilan CFX96 connect Real-Time PCR cihazinin Bio-Rad CFX Manager

programi ile gen ekspresyonu seviyesinde kiyaslanarak, normalize edilmis Cq degerleri

tizerinden bir grafik olusturuldu.

gRT-PCR metodunda AAOX, NOX, GSHSY genleri test edildi.

Tablo 2. gRT-PCR Bilesenleri

Reaksiyon Bileseni Miktar (ul)
Stiper Miks 4
Forward Primer 1
Reverse Primer 1
cDNA 1
Niikleaz igermeyen su 13
Toplam 20
Tablo 3. gRT-PCR’da kullanilan primerlerin baz diziligleri
Primerler Primer Dizilimleri Islevi
1-) Absisik Aldehit oksidaz
Zea mays LOC542228 AAOXZmF:
(cl1856_2(520)), mRNA “CCTGACAAGAAGCGTGTCCT” ABA
(Genbank, AC number: AAOXZmR: biyosentezinde

NM_001111838.1)

“GAATGTGACGGCGGATTTCG”

gorevli gen

2-)Glutatyon sentetaz:

“AAGCTTCACCAGGCTACGAC”?

Zea mays clone 324517 GSHSYZmF: GSH Sentezinde
glutathione synthetase mRNA, | “TCTCGTTCGTGGTGGTGTTT” gorevli gen
complete cds ( GSHSYZmR:

Genbank, AC number: | “TACGCCACCTTCGTCTGATG”

EU968846.

3-) NADPH Oksidaz (NOX) NOXZmF: NADPH oksidaz
(Genbank, AC number: | “GGGCCAGTACTTCGGTGAAA” sentezinde
NM_001062650) NOXZmR: gbrevli gen
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2.8. i¢sel ABA Tayini

100 mg taze yaprak ornegi 3 saat liyofilize edildi. Liyofilize 6rnekler, MilliQ (Su/doku
orani ratio 50:1, v/w) igerisinde 16 saat boyunca 4 °C’de ckstre edildi. Kantitatif ABA
analizleri Phytodetek ABA ELISA kiti ile gergeklestirildi. (+) cis-trans ABA (Sigma, St.

Louis), standart olarak kullanildi. Sonuglar gram taze agirlik basina pmol olarak ifade edildi.

2.9, istatistik Analizler

Denemeler, tesadiif parseller deneme deseni planinda kurulmus olup, 3 paralel ve en az 3
tekrarli olarak yapildi. Stres ve 6n muamele islemlerine bagli olarak yapilan 6rneklemeler ve
ekstraksiyonlar sonucu elde edilen sayisal ve oransal degerler, Windows tabanli, lisansli bir
paket program olan Statistic Package for Social Sciences (SPSS for Windows 17.0) paket

programi icerisinde yer alan Duncan Coklu Karsilastirma Testine gore belirlendi.



3. BULGULAR

3.1. ESSH, H,0, ve SA Uygulamalarinin Bakir igerigi ve Cesitli Stres Parametreleri
Uzerine Etkisi

3.1.1. i¢sel Bakar icerigi Uzerine Etkisi

Bakar stresi kosullarinda her iki misir ¢esidinde de igsel bakir igeriginde 6nemli artislarin
oldugu belirlendi. 31G98 ¢esidindeki i¢sel bakir igeriginin Akpinar ¢esidine gore ¢ok daha
fazla arttign gorildi. Akpmar c¢esidinde GSH+Cu ve SA+Cu uygulanan fideler bakir
uygulanan fidelerle kiyaslandiginda, bakir iceriginin daha fazla arttig1 bulundu. Her iki cesitte
de H;0,+Cu uygulamasinda bakir igeriginin kontrole gore (bakir uygulamasi) azaldigi

belirlendi (Sekil 11-12).
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Sekil 11. Akpmar g¢esidinde GSH, H,O, ve SA uygulamalarmin igsel bakir igerigi
tizerine etkisi. Kolonlar {izerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir
(n=3). Ayn1 harfle gésterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde
onemsizdir.
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Sekil 12. 31G98 ¢esidinde GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin i¢sel bakir igerigi {izerine
etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayn
harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.

3.1.2. Su Potansiyeli Uzerine Etkisi

Bakir stresi kosullarinda her iki musir ¢esidinde yaprak su potansiyelinin (V)
kontrollerine gore istatistiki agidan onemli derecede azaldigi belirlendi. S6z konusu azaligin
31G98 ¢esidinde ¢ok daha fazla oldugu gozlendi. Yine her iki misir ¢esidinde GSH, H,0,
veya SA uygulamalarinin kontrollerine gore bitkilerin su potansiyelini (V) farkli oranlarda
arttirdigr goézlendi. Su potansiyeli lizerine her iki ¢esitte GSH uygulamasinin, H,O, ve SA
uygulamalarina gore daha etkili oldugu gorildii (Sekil 13-14).
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Sekil 11. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
yaprak su potansiyeli iizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar, standart
sapmadir (n=3). Ayn harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05)
seviyesinde onemsizdir.
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Sekil 12. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
yaprak su potansiyeli iizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart
sapmay1 gostermektedir (n=3). Aym1 harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark
%5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
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3.1.3. Lipid Peroksidasyonu Uzerine Etkisi

Bakar stresi kosullarinda her iki musir ¢esidinin lipid peroksidasyonunda kontrollerine
gore Onemli artislar belirlendi. Her iki misir ¢esidinde lipid peroksidasyon durumu gerek
stresli gerekse de stressiz kosullarda GSH, H20; veya SA uygulamalartyla kontrollerine gore
onemli Olciide azaldigi goriildii. Her iki musir ¢esidinde H,0; uygulamasinin GSH ve SA

uygulamalarina gore lipid peroksidasyonu iizerine daha etkili oldugu bulundu (Sekil 15, 16).
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Sekil 13. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0O, ve SA uygulamalarinin
lipid peroksidasyonu {lizerine etkisi. Kolonlar {iizerindeki barlar standart
sapmay1 gostermektedir (n=3). Aymi harfle gdsterilen siitunlar arasindaki fark
%5 (P<0.05) seviyesinde onemsizdir (TA= Taze Agirhk).
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Sekil 14. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
lipid peroksidasyonu {izerine etkisi. Kolonlar {izerindeki barlar standart
sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark
%5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.

3.1.4. I¢sel Hidrojen Peroksit (H,O,) Icerigi Uzerine Etkisi

Her iki misir ¢esidinde de bakir stresi kosullarinda igsel H,O; igeriginin kontrole gore
istatistiki olarak arttig1 belirlendi. Stressiz GSH, H,0, ve SA uygulamalarinda her iki ¢esitte
de igsel H,O; iceriginde kontrole gore (saf su uygulamasi) 6nemli artiglar gbzlendi. Bakir
stresli GSH, H,0, ve SA uygulamalarinda ise igsel H,O, igeriklerinin kontrole gore (bakir
uygulamasi) onemli miktarda azaldigi bulundu. GSH uygulamasiin diger uygulamalara gore

daha etkili oldugu gozlendi (Sekil 17-18).
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Sekil 15. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0; ve SA uygulamalarinin
igsel H2O; igerigi lizerine etkisi. Kolonlar {izerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Aymi harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde énemsizdir.
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Sekil 16. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
igsel H,0, igerigi iizerine etkisi. Kolonlar tizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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3.2. GSH, H,0; ve SA Uygulamalarinin Fotosentetik Parametreler Uzerine Etkisi

3.2.1. Kuru Agirhik Uzerine Etkisi

Yapilan kuru agirlik 6l¢iimlerinde bakir stresinin her iki ¢esitte de kuru agirlik miktarini
kontrole gore onemli miktarda azalttigi, bakir stresi altindaki her iki ¢esidin fidelerinde ise
GSH, H,0; veya SA uygulamalarinin kuru agirlik miktarint kontrole gore (bakir uygulamasi)
onemli miktarda arttirdig1 bulundu. Stressiz GSH, H,0, veya SA uygulamalarinda ise kontrole
gore (saf su uygulamasi) 6nemli bir degisiklik belirlenemedi (Sekil 19, 20).
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Sekil 17. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0; ve SA uygulamalarinin
kuru agirlik tizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmayi
gostermektedir (n=3). Aymi harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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Sekil 18. 31G98 c¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H;0, ve SA uygulamalarinin
kuru agirlik tizerine etkisi. Kolonlar tlizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Aymi harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.

3.2.2. Fotosentetik Pigment icerigi Uzerine EtKkisi
3.2.2.1. Toplam Klorofil icerigi Uzerine Etkisi

Bakir stresi kosullarinda yapilan analizler sonucunda toplam klorofil iceriginde her iki
misir ¢esidinin kontrollerine gore 6nemli azalislarin oldugu belirlendi. GSH, H,0, ve SA
uygulamalarinin her iKi ¢esidin toplam klorofil igerigini stresli kosullarda kontrollerine gore
onemli miktarda arttirdigt gozlendi. Stressiz kosullarda ise GSH toplam klorofil igerigini

azaltirken H,O, ve SA’nin kontrollerine gore dnemli miktarda arttirdigi gozlendi (Sekil 19,
20).
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Sekil 19. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0; ve SA uygulamalarinin
klorofil igerigi iizerine etkisi. Kolonlar {izerindeki barlar standart sapmayi
gostermektedir (n=3). Aymi harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde énemsizdir.

1,8 +
< 1,75 - 2
(o c d b
F"bb 1,7 A
e
en 1,65 -
E 16 - f
oY) 4
.E 1,55 H g
o 1,5 -
o
= 1,45 -
g 1,4 -
Z 1,35 -
§ 1,3 -
= 20z 53| &8 | 8|3
< (U] N (U] N +
) T + T 3
3 +
(&) o}
(@]
Stressiz Uygulamalar Stressiz Uygulamalar

Sekil 20. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
klorofil igerigi lizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
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3.2.2.2. Karotenoid I¢erigi Uzerine Etkisi

Bakir stresi kosullarinda toplam klorofil icerigine benzer olarak, toplam karotenoid
iceriginde her iki cesitte kontrole gére dnemli bir azalisin oldugu belirlendi. Stresli kosullarda
GSH, H;0; ve SA uygulamalarmin her iki ¢esidin karotenoid igerigini kontrollerine gore
arttirmasina ragmen H,O, uygulamasinin diger uygulamalara gore daha etkili oldugu goriildii.
31G98 ¢esidinde Akpinar gesidine gore karotenoid igerigi bakimindan daha az dalgalanma
gorildii (Sekil 21, 22).

_. 03~
< c b a a
0,25 - d
- e €
Y
on 0,2 -
£ f
N’
35p 0,15
=
S 01
o
=
S 0,05 -
=
2
s 97
3 2| 5! 8| 513|358/ ¢
e U} (] (U] N ;
T b T 3
O >
O
Stressiz Uygulamalar Stresli Uygulamalar

Sekil 21. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
karotenoid igerigi iizerine etkisi. Kolonlar lizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Aynmi harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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Sekil 22. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
karotenoid igerigi tizerine etkisi. Kolonlar {izerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.

3.2.3 Klorofil Floresans Parametreleri Uzerine Etkisi

3.2.3.1. PSI1 Maksimum Kuantum Verimi (F,/Fy,) Uzerine Etkisi

Bakir stresi kosullarinda her iki ¢esitte PSII maksimum kuantum veriminde (F./Fp)
kontrole gore onemli azalmalar kaydedildi. Bakir stresi altindaki GSH, H,O, veya SA
uygulamalarminda her iki g¢esitte de bu azalislar1 degisik oranlarda arttirdigi bulundu. Stressiz
GSH, H,0, veya SA uygulamalarinda ise Akpimnar’daki H,O;, uygulamasi disinda kontrole
gore onemli farklar kaydedilemedi (Sekil 23, 24).
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Sekil 23. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
Fv/Fm {izerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmayi
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde énemsizdir.
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Sekil 24. 31G98 c¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
Fv/Fm {izerine etkisi.  Kolonlar {izerindeki barlar standart sapmayi
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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3.2.3.2. Fotokimyasal Verim (®ps;) Uzerine Etkisi

Bakir stresi kosullarinda fotokimyasal Verim (®ps;)’de her iki ¢esitte de kontrollerine
gore onemli bir azalis bulundu. Bakir stresi altindaki her iki ¢esidin fidelerinde ise H,0,, GSH
veya SA uygulamalarinin fotokimyasal verimi kontrollerine gore arttirdigi saptandi. Her iki
cesitte fotokimyasal verim iizerine H,O; uygulamasinin GSH ve SA uygulamalarindan daha
etkili oldugu goriildii. Stressiz H,O,, GSH veya SA uygulamalarinda Akpimar cesidinde

kontrole gore (saf su uygulamast) istatistiki olarak dnemli bir farklilik belirlenemedi (Sekil 25,
26).
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Sekil 25. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
@®PS2 iizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Aymi harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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Sekil 26. 31G98 c¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
®PS2 iizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Aymi harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.

3.2.3.3. Fotokimyasal Olmayan Floresans Kullanimi (NPQ) Uzerine Etkisi

Bakir stresi kosullarinda fotokimyasal olmayan floresans kullaniminin (NPQ) Akpinar
ve 31G98 ¢esidinde kontrole gore dnemli oranda arttigi kaydedildi. Akpinar’da bu artiglarin
H20,, GSH veya SA uygulamalariyla 6nemli oranda azalmasina ragmen, 31G98’de 6nemli bir
degisiklik belirlenemedi. Stressiz GSH, H,O, veya SA uygulamalarinda ise fotokimyasal

olmayan floresans kullaniminda kontrole gore hafif artiglar meydana geldigi kaydedildi (Sekil
27, 28).
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Sekil 27. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
NPQ iizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmay:
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde énemsizdir.
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Sekil 28. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
NPQ iizerine etkisi. Kolonlar {izerindeki barlar standart sapmayi
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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3.2.3.4. Elektron Tasimm Oram (ETO) Uzerine EtKisi

Elektron tasinim orani (ETO)’nin bakir stresi kosullarinda her iki ¢esitte de kontrole
gore onemli oranda azaldigi saptandi. Her iki misir ¢esidinde stres sartlarinda H,O,, GSH ve
SA uygulamalarinda ETO degerinin kontrole gore daha yiiksek oldugu belirlendi. 31G98
cesidinde ilging olarak stressiz kosullarda HyO,, GSH veya SA uygulamalart ETO degerini
kontrole gore degisik oranlarda diisiirmesine ragmen Akpinar ¢esidinde H,O,, GSH veya SA
uygulamalarinin ETO degerini arttirdigi saptandi (Sekil 29, 30).
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Sekil 29. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
ETO {izerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Aynmi harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5

(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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Sekil 30. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
ETO lizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.

3.2.4. Fotosentetik Gaz Degisim Parametreleri Uzerine Etkisi

3.2.4.1. Transpirasyon Oram (E) Uzerine Etkisi

Bakir stresi kosullarinda yapilan analizler sonucu, her iki misr c¢esidinde de
transpirasyon oraninda kontrole gore 6nemli 6l¢iide azalmalar kaydedildi. Stressiz kosullarda
ozellikle H,O,, uygulamasinda her iki ¢esitte de transpirasyon oraninin kontrole gore (saf su
uygulamasi) Onemli oranda azaldigi saptandi. Stresle birlikte GSH, HO, veya SA
uygulanmasi ise transpirasyon oranini bakir uygulamasina gore onemli seviyede arttirdigi

kaydedildi (Sekil 31, 32).
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Sekil 31. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0; ve SA uygulamalarinin
transpirasyon (E) orani iizerine etkisi. Kolonlar {izerindeki barlar standart
sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark
%5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
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Sekil 32. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
transpirasyon orani (E) tizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart
sapmay1 gostermektedir (n=3). Aymi1 harfle gdsterilen siitunlar arasindaki fark
%5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
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3.2.4.2. i¢sel CO; (Cj) Miktar1 Uzerine Etkisi

I¢sel CO, miktarinda bakir stresi kosullarinda hem Akpinar’da hemde 31G98 ¢esidinde
kontrollerine gore onemli azaliglar kaydedildi. Her iki musir gesidinde bu azaliglarin distan
H20,, GSH veya SA uygulamalariyla arttigi gortildii. Her iki gesitte de stressiz GSH veya SA
uygulamalarinda i¢sel CO; miktar1 iizerinde hafif bir artig belirlenmesine ragmen H,O;

uygulamasinda kontrole gore (saf su uygulamasi) 6nemli bir azalis gozlendi (Sekil 33, 34).
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Sekil 33. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
icsel CO2 konsantrasyonu iizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart
sapmay1 gostermektedir (n=3). Aymi harfle gdsterilen siitunlar arasindaki fark
%5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
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Sekil 34. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
icsel CO; konsantrasyonu lizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart
sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark
%5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.

3.2.5. Fotosentez Hizi (Pn) Uzerine Etkisi

Fotosentez hizinin bakir stresinin etkisiyle her iki misir ¢esidinde kontrole gore dnemli
Ol¢iide azaldigr gozlendi. Bununla beraber GSH, H,0, veya SA uygulamalari sonucunda her
iki misir ¢esidinin fotosentez hizinda istatistiki olarak onemli artiglar goriildii. Stressiz GSH,
H,0; veya SA uygulamalar1 ise Akpinar’in fotosentez hizi lizerinde donemli bir artiga neden

olurken 31G98’de herhangi bir degisiklik belirlenemedi (Sekil 35, 36).



70

w £~y w [e)}
1 1 1 )
(@]
o
o

Fotosentez Hizi (umol m2.s1)
N

d d
e
N f . '
0 -
Z.% 38 % 3|3 3|3
O N L] N +
T + T =
S + O
@] 5
O
Stressiz Uygulamalar Stresli Uygulamalar

Sekil 35. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0; ve SA uygulamalarinin
fotosentez hizi (Pn) iizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart
sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark
%5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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Sekil 36. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
fotosentez hizi (Pn) tizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart
sapmay1 gostermektedir (n=3). Aymi harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark
%5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
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3.2.6. Rubisco Aktivitesi ve Konsantrasyonu Uzerine Etkisi

3.2.6.1. Rubisco Aktivitesi Uzerine Etkisi

Yapilan analizlerde, rubisco aktivitesinin bakir stresinin etkisiyle Akpinar’da kontrole
gore dnemli Olciide azaldigi, 31G98’de ise kontrole gore dnemli dlgiide arttig1 belirlendi. Bakir
stresi altinda Akpinar ¢esidinde ki H,O,, GSH ve SA uygulamalarinin rubisco aktivitesini
kontrole gore arttirdigi gozlendi. 31G98 cesidinde ise GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
rubisco aktivitesini kontrole gore (bakir uygulamasi) azalttigi belirlendi. Stressiz Akpinar
cesidinde GSH ve SA uygulamalarindaki rubisco aktivitesi kontrole gore (saf su uygulamasi)
artmakla beraber, H;0,.uygulamasinda rubisco aktivitesinin azaldigi belirlendi. 31G98
cesidinde ise GSH uygulamasinda aktivite artarken, HyO, ve SA uygulamalarinda ise rubisco

aktivitesinin kontrole gore (saf su uygulamasi) azaldigi gézlendi (Sekil 37, 38).
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Sekil 37. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
rubisco aktivitesi iizerine etkisi. Kolonlar lizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
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Sekil 38. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
rubisco aktivitesi iizerine etkisi. Kolonlar tizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.

3.2.6.2. Rubisco Konsantrasyonu Uzerine EtKisi

Rubisco iceriginin her iki misir ¢esidinde bakir stresi ile kontrole gore dnemli Slgiide
azaldig1 belirlendi. Akpinar ¢esidinde Ozellikle GSH’1n bakir stresi kosullarinda iyilestirici
etkiye sahipken stressiz kosullarda olumsuz etkiye sahip oldugu, stresli kosullarda H,O, ve SA
uygulamalar1 rubisco igerigini olumsuz etkilelerken stressiz kosullarda SA uygulamasinin
kontrole gore olumlu etkiledigi gorildi. 31G98’de ise H,O, ve SA’nin bakir stresi
kosullarinda 1yilestirici etkiye sahipken stressiz kosullarda olumsuz etkiye sahip oldugu

GSH’1n ise her iki durumda da olumsuz etki yaptig1 tespit edildi (Sekil 39, 40).
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Sekil 39. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
rubisco konsantrasyonu iizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart
sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark
%5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
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Sekil 40. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
rubisco konsantrasyonu iizerine etkisi. Kolonlar {izerindeki barlar standart
sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark
%5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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Rubisco’nun bakir stresi, GSH, H,O, ve SA uygulamalarinda degisimini gdsteren

western blot analizleri de Sekil 41 ve 42°de goriilmektedir.

¥

Sekil 42. 31G98 ¢esidinde Rubisco western blot analizleri.

3.3. GSH, H,0; ve SA Uygulamalarimin Antioksidan Sistem Uzerine Etkisi

Antioksidan sistem hiicrelerin mitokondri, kloroplast ve stoplazmasinda meydana gelen
metabolik reksiyonlar sonucu olusan ROS’larin siipiiriillmesinden ve hiicrei¢i molekiillerin
korunmasindan sorumlu 6nemli bir sistemdir. Bu sistemin enzimatik bilesenleri SOD, CAT,
APX, GPX ve GR gibi 6nemli enzimlerdir. Enzimatik olmayan bilesenler ise GSH ve

antioksidan 6zellikleri son ¢aligsmalarla ortaya konulan SA, prolin ve poliaminlerdir.

3.3.1. Antioksidan Enzimler Uzerine Etkisi

Mevcut calismamizda bakir stresi altinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz, katalaz, askorbat peroksidaz, glutatyon rediiktaz
ve guaikol peroksidaz enzimlerinin aktivitelerini nasil etkiledigine bakilarak fotosentetik

verim lizerine etkileri ortaya konulacaktir.
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3.3.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Uzerine Etkisi

SOD aktivitesinin bakir stresinin etkisiyle her iki ¢esittede kontrole gére dnemli Slgiide
arttig1 belirlendi. Bakir stresi kosullarinda her iki misir ¢esidindeki H,O,, GSH ve SA
uygulamalarinin bitkilerdeki SOD aktivitesinde kontrole gore (bakir uygulamasi) énemli bir
artisa neden oldugu gozlendi. Akpinar’in stressiz GSH uygulamasinda SOD aktivitesi kontrole
gore (saf su uygulamasi) onemli 6l¢iide azalirken, H,O, ve SA uygulamalarinda aktivitenin
onemli oranda arttig1 gozlendi. 31G98’in stressiz H,O; ve SA uygulamasinda SOD aktivitesi
saf su uygulamasina gore onemli 6l¢iide artarken, GSH uygulamasinda aktivitede istatistiki

olarak 6nemli bir farkin olmadig tespit edilmistir (Sekil 43, 44).
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Sekil 43. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0; ve SA uygulamalarinin
SOD aktivitesi iizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Aymi harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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Sekil 44. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
SOD aktivitesi iizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.

3.3.1.2. Bakir Stresinin Katalaz (CAT) Aktivitesi Uzerine Etkisi

Yapilan analizlerde, CAT aktivitesinin bakir stresi kosullarinda her iki ¢esitte de
kontrole gore dnemli olgiide arttig1 belirlendi. Akpinar’da bakir stresi kosullarinda GSH ve SA
uygulamalarinin CAT aktivitesini bakir uygulamasina gore arttirmasina ragmen, H,O;
uygulamasinin azalttig1 gozlendi. 31G98°de ise GSH, H,O;, ve SA uygulamalar1 sonucunda
CAT aktivitesinin kontrole gére 6nemli oranda arttifi gozlendi. Akpimar’da stressiz GSH
uygulamasinda CAT aktivitesinde 6nemli bir azalma gozlenirken, H,O, ve SA ugulamalarinda
CAT aktivitesinin saf su uygulamasina gore degismedigi belirlendi. 31G98’de ise GSH
uygulamasinda CAT aktivitesi kontrole gore artarken HpO, ve SA uygulamalari sonucunda

CAT aktivitesinde istatistiki olarak fark olmadigi saptandi (Sekil 45, 46).
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Sekil 45. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
CAT aktivitesi lizerine etkisi. Kolonlar {izerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde énemsizdir.

__ 0,003 -
= a
[5]
20,0025 b b
- C
o
< 0,002 - d
o0
£ de
¢ 00015 4 € e
h—
=
2 0,001 -
i
= 0,0005 -
2
> A % S) S 3 5 S g
< U} [ (U] N -'3-
&) - 5 I O
O >
(&)
Stressiz Uygulamalar Stresli Uygulamalar

Sekil 46. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
CAT aktivitesi lizerine etkisi. Kolonlar tizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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3.3.1.3. Bakir Stresinin Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi Uzerine Etkisi

Yapilan dl¢iimlerde, APX aktivitesinin bakir stresinin etkisiyle Akpinar ve 31G98’de su
uygulamasina gore onemli Olcilide arttigr belirlendi. Bakir stresi kosullarinda, her iki misir
cesidinde H,O2, GSH ve SA uygulamalarinin APX enzim aktivitesini bakir uygulamasina gore
Oonemli oranda arttirdig1 gozlendi. Akpinar ¢esidinin stressiz H,O, ve GSH uygulamalar1 APX
aktivitesinde su uygulamasina gore istatistiki olarak 6nemli bir degisiklige neden olmazken,
SA uygulamasimin APX aktivitesini arttirdig1 saptandi. 31G98 ¢esidinde ise su uygulamasina
gore APX enzim aktivitesinin GSH uygulamasiyla azaldigi, H,O;, uygulamasiyla arttig1 ve SA
uygulamasiyla da istatistiki olarak degismedigi kaydedildi (Sekil 47, 48).
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Sekil 47. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0; ve SA uygulamalarinin
APX aktivitesi ilizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmayi
gostermektedir (n=3). Aymi harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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Sekil 48. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
APX aktivitesi iizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.

3.3.1.4. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesi Uzerine Etkisi

Yapilan analizlerde, GR enzim aktivitesinin bakir stresinin etkisiyle Akpmar ve
31G98°de kontrollerine gore onemli olglide arttig1 belirlendi. Bakir stresi kosullarinda her iki
misir ¢esidinde de SA, H,O, ve GSH uygulamalarinda kontrole gore (bakir uygulamasi) GR
enzim aktivitesinde dnemli bir artis belirlendi. Stressiz uygulamalarda Akpinar ¢esidinin GSH
uygulamasi ile 31G98 ¢esidinin H,O, uygulamasinda goriilen aktivite artist digindaki diger
stressiz uygulamalar arasinda kontrollerine gore istatistiki olarak onemli bir farkin olmadigi

tespit edildi (Sekil 49, 50).
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Sekil 49. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
GR aktivitesi lizerine etkisi. Kolonlar {lizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5

(P<0.05) seviyesinde énemsizdir.
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Sekil 50. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
GR aktivitesi iizerine etkisi. Kolonlar {izerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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3.3.1.5. Bakir Stresinin Guaikol Peroksidaz (GPX) Aktivitesi Uzerine Etkisi

Yapilan analizlerde, GPX aktivitesinin bakir stresinin etkisiyle Akpimar ve 31G98’de
kontrole gére 6nemli dlciide arttig1 belirlendi. Akpinar ¢esidinde H,O; ve SA uygulamalarinin
stressiz kosullarda kontrole gore GPX aktivitesini arttirdigi, GSH uygulamasiin ise GPX
aktivitesini azalttig1 gozlendi. 31G98 ¢esidinin stressiz kosullarinda H;O, ve SA’nin kontrole
gore aktiviteyi arttirdigi, GSH uygulamasinda ise degismedigi belirlendi. Buna karsin bakir
stresi kosullarinda yapilan GSH, H,0; ve SA uygulamalarinimn her iki ¢esitte de GPX enzim
aktivitesini kontrole gore (bakir uygulamasi) arttirdigi belirlendi (Sekil 51, 52).
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Sekil 51. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
GPX aktivitesi iizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmayi
gostermektedir (n=3). Ay harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.



82

16
= a
3] 1,4 - b a a
21,2 c ¢
o 4 q
H'%n 1 - d
§0,8
=§ 0,6
N’
‘% 0,4
2
£ 02
c 2 F 8 % 3§ § %
E‘S T + T 3
5] 5
(&)
Stressiz Uygulamalar Stresli Uygulamalar

Sekil 52. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
GPX aktivitesi lizerine etkisi. Kolonlar {lizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.

3.3.2. Antioksidan Maddeler Uzerine Etkisi

3.3.2.1. icsel GSH icerigi Uzerine Etkisi

Her iki misir ¢esidinde bakir stresi kosullarinda i¢sel GSH igeriginin kontrole gore
(bakir uygulamasi) 6nemli seviyede arttigi goriildi. Her iki musir ¢esidinde i¢sel GSH
seviyesinde farkli degisimler gozlendi. Akpinar’da gerek stresli gerekse de stressiz kosullarda
H,0, uygulanan fidelerde i¢csel GSH igeriginin kontrollerine gore arttigi, 31G98’de ise
azaldig1 bulundu. Stres altindaki her iki misir ¢esidinde GSH veya SA uygulamalarinin ise
kontrole gore igsel GSH seviyesini diistirdiigti saptandi (Sekil 53, 54).
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Sekil 53. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
icsel toplam GSH igerigi lizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart
sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark
%5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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Sekil 54. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
i¢gsel toplam GSH igerigi iizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart
sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark
%5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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3.3.2.2. Glutatyon Sentetaz (GSHSY) Gen ifadesi Uzerine Etkisi

Yapilan qPCR analizlerinde, bakir stresinin etkisiyle GSHSY gen ifadesinin Akpinar ve
31G98’de kontrole gore dnemli dlciide arttigr belirlendi. Bakir stresine maruz kalan Akpinar
fidelerinin H,0, ve GSH uygulamalarinda ve 31G98 fidelerinin her ii¢ uygulamasinda GSHSY
gen ifadesi kontrole gore (bakir uygulamasi) dnemli oranda azalirken, SA uygulamasinda gen
ifade seviyesinde beklenenden daha fazla artis oldugu gozlendi. Akpinar ¢esidinin stressiz
GSH ve H,0; uygulamalarinda kontrole gore istatistiki olarak onemli bir farkin olmadigi, SA
uygulamasinin gen ifadesinde 6nemli bir artis belirlendi. 31G98 ¢esidinde ise GSH, H,0, ve
SA uygulamalarinda 6nemli artislar saptandi (Sekil 55, 56).
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Sekil 55. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0; ve SA uygulamalarinin
GSHSY gen ifadesi tizerine etkisi. Kolonlar lizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Aym harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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Sekil 56. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
GSHSY gen ifadesi lizerine etkisi. Kolonlar tizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.

3.3.2.3. i¢csel SA icerigi Uzerine Etkisi

Her iki misir ¢esidinde bakir stresinin igsel SA igerigini kontrole gore istatistiki olarak
Oonemli miktarda arttirdigi gozlendi. Bununla beraber stressiz kosullarda uygulanan GSH,
H20, ve SA’nin Akpinar’da, SA uygulamasinin ise 31G98’de igsel SA igerigini kontrole gore
(saf su uygulamasi) 6nemli miktarda arttirdigi goriildii. Akpinar’da 6zellikle H,O, veya SA,
31G98’de ise oOzellikle H,O, veya GSH uygulamalarinin igsel SA seviyesindeki artiglari
giderdigi belirlendi (Sekil 57, 58).
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Sekil 57. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
icsel SA igerigi lizerine etkisi. Kolonlar {izerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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Sekil 58. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
icsel SA igerigi lizerine etkisi. Kolonlar {izerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde onemsizdir.



87

3.3.2.4. Prolin I¢erigi Uzerine EtkKisi

Yapilan ol¢iimlerde, prolin igeriginin bakir stresinin etkisiyle Akpimar ve 31G98°de
kontrole gore (saf su uygulamasi) énemli dlglide arttigi belirlendi. Stressiz GSH, H,0, ve SA
uygulamalarinin Akpinar ¢esidinde prolin igerigini istatistiki olarak kontrole gore (saf su
uygulamasi) O6nemli miktarda arttirdigi, 31G98 g¢esitinde ise H2O, uygulamasinda prolin
iceriginin arttig1 bulundu. Her iki gesitte bakir stresli GSH ve H,0, uygulamalarinda prolin
icerigi kontrole gore (bakir uygulamasi) 6nemli miktarda artarken, SA uygulamasinda 6nemli
bir farkin olmadigi gozlendi (Sekil 59, 60).
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Sekil 59. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0; ve SA uygulamalarinin
prolin igerigi iizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Aymi harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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Sekil 60. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
prolin igerigi lizerine etkisi. Kolonlar {lizerindeki barlar standart sapmayi
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.

3.3.2.5. Poliamin i¢erigi Uzerine Etkisi

Bakir stresi altindaki Akpinar ¢esidinde poliaminlerden putresin ve spermidin igeriginin
kontrole gére 6nemli olglide arttigi, Spermin igeriginin ise azaldigr gozlendi. Stresli GSH
uygulamasinda her {i¢ poliamin miktarinin kontrole goére (bakir uygulamasi) arttigi, stresli
H20, uygulamasinda putresin ve spermin miktar1 artarken spermidin miktarinin kontrole gore
degismedigi, stresli SA uygulamasinda ise her {i¢ poliamin igeriginin kontrole gore onemli
miktarda arttigi belirlendi. Bakir stresi altindaki 31G98 c¢esidinde putresin ve spermidin
iceriginin kontrole gore istatistiki olarak Onemli Olglide arttigi, spermin igeriginin ise
degismedigi belirlendi. Stres altindaki GSH uygulamasinda putresin miktarinin kontrole gore
(bakir uygulamasi) istatistiki olarak degismedigi, spermin ve spermidin miktarinin ise arttigi
tespit edildi. Stresli H,O, uygulamasinda putresin miktarinin azaldigi, spermin ve spermidin
miktarinin kontrole gore arttigi, stresli SA uygulamasinda ise kontrole gore putresinin

azaldigi, spermidinin arttig1 ve spermin miktarinin ise degismedigi gozlendi (Sekil 61, 62).
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Sekil 61. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
poliamin igeri8i lizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmayi
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5

(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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Sekil 62. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
poliamin igerigi iizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5

(P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
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3.4. GSH, H,0; ve SA Uygulamalarimin NOX ve ABA Uzerine Etkisi

3.4.1. NADPH Oksidaz (NOX) Aktivitesi Uzerine Etkisi

Yapilan 6lgiimlerde, NOX aktivitesinin bakir stresinin etkisiyle Akpimar ve 31G98’de
kontrole gore onemli Ol¢iide arttigr belirlendi. Bakir stresi kosullarindaki Akpinar ¢esidinde
GSH uygulamasinda NOX aktivitesi azaldi, H;O, uygulamasinda NOX aktivitesi
degismezken, SA uygulamasinda NOX aktivitesinin kontrole gore arttigi belirlendi. 31G98
cesidinde ise GSH ve H,O; uygulamalarinda NOX aktivitesi artarken, SA uygulamasinda
NOX aktivitesinin kontrole gore azaldigi gozlendi. Akpinar’da stressiz H,O,, GSH ve SA
uygulamarinda NOX aktivitesinin kontrole gore (saf su uygulamasi) onemli 6l¢iide arttigi
gozlendi. 31G98’de ise GSH uygulamasinda aktivitenin arttig1, H,O, ve SA uygulamalarinda
istatistiki olarak 6nemli bir farkin olmadig gozlendi (Sekil 63, 64).
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Sekil 63. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
NOX aktivitesi lizerine etkisi. Kolonlar {izerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde onemsizdir.
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Sekil 64. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
NOX aktivitesi lizerine etkisi. Kolonlar lizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.

3.4.2. NADPH Oksidaz (NOX) Gen Ifadesi Uzerine Etkisi

Yapilan qPCR analizlerinde, bakir stresinin etkisiyle NOX gen ifadesinin Akpinar ve
31G98’de kontrollerine gore onemli Olgiide arttigr belirlendi. Bakir stresi kosullarindaki
Akpmar ¢esidinde H2O, ve GSH uygulamalarinda NOX gen ifadesi kontrole gore onemli
oranda azalirken, SA uygulamasinin gen ifade seviyesinde kontrolden daha fazla artis
meydana geldigi gozlendi. 31G98 c¢esidinde H,0,, GSH ve SA stresli uygulamalarinin
kontrole gore gen ifade seviyesinde artig oldugu gozlendi. Akpinar stressiz GSH ve H,0,
uygulamalarinda NOX gen ifadesi kontrole gore (saf su uygulamasi) 6nemli oranda azalirken,
SA uygulamasinin gen ifade seviyesinde kontrolden daha fazla artig gozlendi. 31G98’in
stressiz GSH ve SA uygulamalarinda gen ifade seviyesi azalirken H,O; uygulamasinda artis

belirlendi (Sekil 65, 66).
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Sekil 65. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0, ve SA uygulamalarinin
NOX gen ifadesi tizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde énemsizdir.
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Sekil 66. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
NOX gen ifadesi lizerine etkisi. Kolonlar tizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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3.4.3. Absisik Asit (ABA) icerigi Uzerine Etkisi

Yapilan oOlgiimlerde ABA igeriginin bakir stresinin etkisiyle Akpinar ve 31G98°de
kontrole gore onemli Olclide arttig1 belirlendi. Bakir stresi kosullarinda H,O,, GSH ve SA
uygulamalarinin her iki cesitte de ABA igerigindeki artis1 kontrole gore (bakir uygulamasi)
hafiflettigi gozlendi. Stressiz kosullardaki H,O,, GSH ve SA uygulamalarinin Akpinar
fidelerinin ABA igeriginde kontrole gore (saf su uygulamasi) istatistiki olarak 6nemsiz artislar
olusturdugu belirlendi. 31G98’in SA wuygulamasinda istatistiki olarak Onemli bir fark
gozlenemezken GSH ve H,0, uygulamalarinin ABA igeriginde onemli bir artis kaydedidi
(Sekil 67, 68).
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Sekil 67. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
ABA igerigi lizerine etkisi. Kolonlar {izerindeki barlar standart sapmayi
gostermektedir (n=3). Aymi harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
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Sekil 68. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
ABA Igerigi iizerine etkisi. Kolonlar {izerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir

3.4.4. Absisik Aldehit Oksidaz (AAOX) Gen ifadesi Uzerine Etkisi

Yapilan qPCR analizlerinde, bakir stresinin etkisiyle AAOX gen ifadesinin Akpinar ve
31G98°de kontrole gore onemli Olclide arttigi belirlendi. Bakir stresi kosullarindaki H,O,,
GSH ve SA uygulamalarinda ise AAOX gen ifadesindeki artisin kontrole gére 6nemli oranda
hafifledigi gozlendi. Stres altinda olmayan her iki misir ¢esidi fidelerinde de H,O,, GSH ve
SA uygulamalarinda AAOX gen ifadesinde saf su aygulamasina gore dnemli artislarin oldugu
kaydedildi (Sekil 69, 70).
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Sekil 69. Akpinar ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,0; ve SA uygulamalarinin
AAOX gen ifadesi tizerine etkisi. Kolonlar lizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5

(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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Sekil 70. 31G98 ¢esidinde bakir stresi kosullarinda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin
AAOX gen ifadesi lizerine etkisi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Aymi harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.



4. TARTISMA

Bakir stresinin fotosentetik verim iizerindeki olumsuz etkilerinin H,O,, GSH ve SA 6n
muameleleri ile azaltilmasimin konu alindigi bu tez ¢aligmasinda; s6z konusu uygulamalarin
bakir stresinin etkilerini azaltip azaltmadigini tespit etmek amaciyla bazi stres parametreleri
Olclilmiistiir. Bu parametrelerden birisi bakir birikimidir. Bakir birikiminin bitkilerde toksik
etkileri oldugu bilinmektedir (Lin ve Aarts, 2012). Bakir uygulamasi, misir fidelerinde bakir
birikimini artirirken, GSH, H,0; veya SA uygulamalarinin igsel bakir seviyesini kontrole gore
azalttig1 goriilmiistiir. Tanyolag vd., (2007), bakir stresine maruz birakilan misir fidelerinin
kok ve yapraklarinda igsel bakir i¢eriginin arttigini rapor etmislerdir. Benzer bigimde Lin vd.
(2003) Helianthus annuus L. bitkisinin kok, hipokotil, kotiledon ve yapraklarindaki bakir
birikimini rapor etmislerdir. Diger taraftan, agir metal (Cd) stresine maruz birakilan geltik
fidelerine H,0, uygulamasinin siirgiinlerdeki agir metal icerigini azalttigi kaydedilmistir (Hu
vd., 2009). Calismamiza benzer olarak kadmiyum stresi kosullarindaki ¢eltik fidelerine GSH
uygulamasmin Cd alimiminmi belirgin sekilde azalttigi belirlenmistir (Cai vd., 2010). Ayrica
calismamizda bakir stresine maruz kalan 31G98 fidelerinin Akpinar’a goére ¢ok daha fazla
bakir biriktirdigi goriilmiistiir. Bu durum 31G98’in vakuollerinde bakir biriktirme, Akpinar’in
ise bakir alimin1 engelleyen bir mekanizmaya sahip olabilecegini diislindiirmektedir. Diger
taraftan, Akpimar ¢esidinde GSH uygulanan fideler Cu uygulanan fidelerle kiyaslandiginda,
bakir iceriginin daha fazla arttigi belirlenmistir. Bakir stresi altindaki GSH uygulanan
fidelerdeki bu artisin muhtemelen GSH’1n bakir1 selatlayarak alinimini arttirdigi sdylenebilir.
Sonug olarak uygulamalar bakir birikimini azaltarak stresin etkisini hafifletmistir.

Cevresel streslerden en cok etkilenen parametre su potansiyelidir. Bakir stresinin su
potansiyelinde azalmaya sebep oldugu daha onceki ¢alismalarla bildirilmistir (Chatterjee ve
Chatterjee, 2000). Mevcut ¢alismada digaridan yapilan uygulamalarin bakir stresinin etkilerini
hafifletip etmedigini belirlemek i¢in yaprak su potansiyeli Ol¢iilmiistiir. Bakir stresi ile su
potansiyelinin azaldigi, H,O,, GSH ve SA uygulamalarmin bakir stresi kosullarinda hem
Akpmar hem de 31G98 c¢esidinde yaprak su potansiyelini artirdigi belirlenmistir. Su
potansiyelinde gbzlenen bu artis, osmolit birikiminin bu uygulamalarla artirilmasi sonucu

meydana gelen osmotik diizenleme ile ilgili olabilir. Nitekim Giizel ve Terzi (2013), bakir



97

stresine maruz biraktiklar1 misir fidelerinde H,O, 6n muamelesi sonucu biriken bazi osmotik
diizenleyicilerin misir bitkilerinin yaprak su potansiyelini arttirdigini ileri stirmiislerdir.
Bitkilerin stres durumunun diger bir indikat6rii lipid peroksidasyonudur. Calismamizda
bakir stresi kosullarinda her iki musir ¢esidinde de lipid peroksidasyonunun arttigi tespit
edilmistir. Asir1 bakira maruz kalan bitkilerde lipid peroksidasyonunun arttig1 bilinmektedir
(Szafranska vd., 2011). Diger taraftan, calismamizda disarindan yapilan uygulamalarin MDA
igerigini  azalttigit  gdzlenmistir. Ayrica, HyO,’nin yiiksek konsantrasyonlarda lipid
peroksidasyonuna ve hiicre membranlarinda hasara yol agtigi bilinmektedir (Munne-Bosch
vd., 2001). Bununla beraber, ¢caligmamizda distan uygulanan diisiik konsantrasyondaki H,0,
ile GSH ve SA’nin asir1 bakir kosullarinda lipid peroksidasyonunu iyilestirdigi belirlenmistir.
Bu iyilestirmenin antioksidan sistemin uyarilmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Benzer sonuglar asir1 krom stresine maruz birakilan ve GSH uygulanmis ¢eltik fidelerinde
(Zeng vd., 2012), kadmiyum stresi kosullarinda H,O, uygulanmis ¢eltik fidelerinde (Hu vd.,
2009) ve kadmiyum stresine maruz birakilan SA uygulanmis bugdayda (Moussa ve ElI-Gamal,
2010) ve musir bitkilerinde (Krantev vd., 2006) gozlenmistir. Son yillarda yapilan bir
calismada ise kadmiyum stresine maruz birakilan geltik fidelerinde Cd’un neden oldugu lipid
peroksidasyonunun GSH veya SA uygulamasiyla giderildigi rapor edilmistir (Cao vd., 2013).
Yukaridaki veriler degerlendirildigine disaridan uygulanan SA, GSH ve H,O;’nin bakir
stresinin olumsuz etkilerini azalttig1 sonucuna varilabilir. Bu uygulamalarin fotosentetik verim
tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla oncelikle bakir stresinden en c¢ok etkilenen
fotosentetik pigment icerigi belirlenmistir. Calismalarimizda, bakir stresi kosullarinda
fotosentetik pigment igeriginin her iki musir ¢esidinde azaldigi, H,O,, GSH veya SA
uygulamalarinin ise bakirin pigment icerigi izerine olumsuz etkilerini hafiflettigi goriilmiistiir.
Ormegin Tanyolag¢ vd., (2007), asir1 bakira maruz birakilan musir fidelerinde klorofil ve
karotenoid igeriginin azaldigim1 rapor etmislerdir. Ayrica, asirt bakirin pigmentlerin ve
membran lipidlerinin peroksidatif bozulmasi ve pigment igeriginin azalmasi nedeniyle yaprak
klorozisini uyardigr belirlenmistir (Shainberg vd., 2001; Pétsikkd vd., 2002). Bakirin
fotosistemlerdeki anten kompleksi ve reaksiyon merkezindeki Kklorofillerde bulunan
magnezyum atomunun yerini alabildigi ve bdylece klorofilin yap1 ve fonksiyonuna hasar
verdigi kaydedilmistir (Kupper vd., 1996). Diger taraftan, ¢alismamiza benzer olarak Moussa

ve El-Gamal (2010), Cd stresine maruz birakilan bugday fidelerinde fotosentetik pigmentlerin
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azaldigini, bununla beraber SA uygulamasmin stresin pigment icerigi iizerine olumsuz
etkilerini azalttigini ileri siirmiislerdir. Son vd., (2014), kadmiyum ve bakir gibi agir metal
stresi kosullarindaki tiitiin bitkilerinde klorofil igeriginin azaldigini, GSH uygulamasinin ise
bitkilerin klorofil igerigini arttirdigim1 ifade etmislerdir. Cao vd., (2013), ise asir1 Cd
kosullarindaki ¢eltik fidelerine GSH veya SA wuygulamasimin fotosentetik pigmentleri
uygulama yapilmamis fidelere gore artirdigini rapor etmislerdir. Mevcut calismada fidelere
uygulanan H,O, ve SA’nin GSH gibi dogrudan bakira baglanarak klorofilin porfirin
halkasinin merkezi atomu olan Mg*? yerine Cu*®> nin daha fazla baglanmasini engelleyebildigi
soylenebilir (Mishra ve Dubey, 2005). Ayrica, bu uygulamalarin bakir birikimini saglayan
bakir tastyicilarinin aktivitelerini azaltmak veya ROS siipiiriiciilerini aktive ederek lipid
peroksidasyonunu azaltmak suretiyle fideleri stresin etkilerinden koruyabilecegi
disiiniilmektedir. Calismamizda SA, H>O, ve GSH uygulamalari sonucu karotenoid
iceriklerinin arttig1 da tespit edilmistir. Bilindigi gibi karotenidler ROS’lar1 temizleyerek
fotosentetik sistemi koruyabilirler.

Caligmamizda disaridan yapilan uygulamalarin PSII iizerindeki etkilerini incelemek igin
bakir stresi altindaki misir fidelerinde PSII’'nin maksimum fotokimyasal etkinligi (Fv/Fm)
Olciilmistiir. Fv/Fm‘deki degisim bakir stresi altinda fotosentetik aygitin durumunu gosterir.
Bakir ve ¢esitli agir metal streslerinin Fv/Fm’yi azalttigi pek ¢ok calismada gosterilmistir
(Tanyolag¢ vd., 2007; Ekmeke¢i vd., 2008). Mevcut ¢alismada disaridan yapilan uygulamalar
bakir stresinde Onemli derecede azalan Fv/Fm degerini arttirmistir. Bu da s6z konusu
uygulamalarin bakir stresi altinda fotosentetik aygiti korudugunu gostermektedir. Caligmamiza
benzer olarak, GSH uygulanan ¢eltik bitkilerinde Fv/Fm’nin arttig1 rapor edilmistir (Cai vd.,
2011).

Calismamizda olgiilen baska bir klorofil floresans parametresi ise NPQ’dur. Bakir
stresinin NPQ‘da artisa neden oldugu bilinmektedir (Tanyolag vd., 2007). Calismamizda bakir
stresi ile beraber artan NPQ, foto-hasar1 engellemek i¢in yapraklar {izerindeki enerji yiikiiniin
termal olarak dagilmasina isaret edebilir. Nitekim artan NPQ‘nun, fotosistemi bakir stresinin
olumsuz etkilerinden koruyucu fonksiyon gordiigii rapor edilmistir (Tanyolag vd., 2007).
Diger taraftan, karotenoidlerin (ksantofil) fotosistem tizerindeki enerji yiikiiniin dagitilmasina
katki sagladiklar1 bilinmektedir (Demmig-Adams ve Adams, 1992). SA, GSH ve H,0;

uygulamalar1 ile NPQ daki azalma ve karotenoid igerigindeki artis, enerji yiikiiniin
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dagitildigint ve fotokimyasal enerjinin fotosentetik reaksiyonlarin devami i¢in kullanildigini
gostermektedir. Bu durum; SA, GSH ve H,0; uygulamalarinin fotosistemi koruyucu bir rol
iistlendigini desteklemektedir.

Calismamizda PSII‘nin fotokimyasal verimi (®PS2)‘nin bakir stresi ile azaldigi
belirlendi. ®PS2°deki azalmanin NPQ iligkili olabilecegi bilinmektedir. Calismamizda bakir
stresi ile NPQ‘da meydana gelen artis fotokimyasal verimin azalmasinda rol oynayabilir.
Nitekim Qiu vd. (2003) artan NPQ ile fotosistemdeki yiikiin 1s1 ile dagitilmasiin fotosentetik
verimi diisiirerek sistemi 151k hasarindan korudugunu ileri slirmiistiir. Bununla beraber,
calismamizda disaridan yapilan uygulamalar ile fotokimyasal verimin daha fazla arttig1
gbzlenmistir. Bu durum elektron taginim orani (ETO)’ndaki artisla ilgili olabilir. Bakirin PSII
ye zarar vererek fotosentetik elektron transportunu engelledigi bilinmektedir. Calismamizda
GSH, H,0; ve SA uygulamalari ise ETO’yi bakir stresi kosullarinda arttirmistir. Bu artig, s6z
konusu uygulamalarin bakirin PSII’ye verdigi zarar1 azalttig1 fikrini desteklemektedir.

SA, GSH ve H,;0; uygulamalarinin fotosentetik karbon fiksasyonunu etkileyerek verimi
koruyup korumadiginin belirlenebilmesi i¢in fotosentetik gaz degisimi parametreleri incelendi.
Bilindigi gibi, stoma kapanmasi, strese verilen ilk cevaplar arasindadir ve CO; alinimini
siirlandirdigr igin azalan fotosentezin temel nedenlerinden birisi olarak kabul edilir (Chaves,
1991; Zanella vd., 2004). Calismamizda fotosentez hizinda bakir stresi ile beraber azalis
oldugu belirlenmistir. Fotosentez hizindaki diisiisle beraber transpirasyon oranin da azalislar
meydana gelmistir. Akpinar ¢esidinde transpirasyon oraninin (E) bakir stresi kosullarinda
onemli miktarda azaldigi, 31G98 ¢esidinde ise istatistiki olarak Onemli bir fark olmadig
gorildii. Benzer olarak Vasilev vd., (2003), arpa bitkisi lizerine yaptiklar1 ¢alismada Akpinar
cesidindeki sonuglara benzer olarak bakir stresinin transpirasyon oranini 6nemli miktarda
azalttigin1 rapor etmislerdir. Ayrica ¢alismamizda Akpinar ¢esidinde H;O,, GSH ve SA
uygulamalarinin transpirasyon oranini strese gore Onemli seviyede arttirdigi belirlendi. Bu
artigin, so6zkonusu uygulamalarin poliamin ve prolin igerigini arttirarak osmoregiilasyon
etkisiyle stomalarin agilmasini uyararak sagladigi sdylenebilir.

Mevcut ¢aligmada ayrica bakir stresinin net fotosentez hizini (Pn) ve igsel CO; igerigini
heriki misir ¢esidinde belirgin bir sekilde distirdiigi, distan GSH, H,O, veya SA
uygulamalarinin ise bu diisiisii hafiflettigi belirlenmistir. Cesitli agir metallerin fotosentez

hizin1 olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Ornegin kadmiyum stresine maruz birakilan celtik
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fidelerinde stres etkisiyle net fotosentez hizinin azaldigi rapor edilmistir (Cai vd., 2011).
Benzer olarak ¢esitli bakir konsantrasyonlarina maruz birakilan arpa bitkilerinde
konsantrasyon artigina paralel olarak net fotosentez oranin azaldigi rapor edilmistir (Vasilev
vd., 2003). Bununla beraber, stres kosullarinda ¢esitli uygulamalarla stresin fotosentez hizi
iizerindeki olumsuz etkilerinin giderilebilecegi de belirlenmistir. Ornegin, elde edilen
verilerimize benzer olarak Cd toksikligine maruz kalan musir bitkilerine SA uygulamasinin
CO, fiksasyon hizini artirdig ileri siirtilmiistiir (Krantev vd., 2006). Yine ¢alismamiza benzer
olarak Gondim vd., (2013), tuz stresine maruz birakilan musir bitkilerinde igsel CO;
konsantrasyonunun azaldigin1 ancak H,O, muamelesi yapilan fidelerde bu azalisin ¢ok daha
diistik oldugunu rapor etmislerdir. Calismamizda disaridan yapilan uygulamalarla, tim gaz
degisim parametrelerinde (Pn, gs, Ci ve E) bakir stresine maruz kalan fidelere gore dnemli
artislarin olmasi, SA, H2O, ve GSH’1n fotosentetik verimi koruyucu bir fonksiyon gosterdigi
fikrini desteklemektedir.

Bakir stresi kosullarinda SA, GSH ve H,0, uygulamalarinin fotosentetik verimdeki
tyilesmeyi karbondioksit fiksasyon enzimlerinin aktivitelerini etkileyerek gergeklestirdiginin
belirlenebilmesi i¢in ¢alismamizda rubisco aktivitesi ve igerigi calisgilmistir. Asir1 bakir
stresine maruz kalan Akpinar g¢esidinde rubisco aktivitesi kontrole gore azalirken, 31G98
¢esidinde rubisco aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. Bununla birlikte H,O,, GSH veya SA
uygulamalarinin bakir stresi altinda her iki cesitte de iyilesme sagladig goriilmiistiir. Bakir
toksisitesi tarafindan rubisconun karboksilaz ve oksigenaz aktivitesi inhibe edilmektedir
(Lidon ve Henriques, 1991). Bu etkinin rubisco enziminin yapisindaki sistein aminoasitlerinin
uyarilmis metallerle etkilesiminden kaynaklandigini ifade edilmistir (Sibirova, 1998). Schafer
vd., (1992)’de asir1 bakir stresi altindaki bitkilerde rubisco aktivitesinin Akpiar ¢esidindeki
gibi azaldigini belirlemislerdir. Bu durumun tersi olarak Son vd., (2014), 31G98 ¢esidindeki
bulguya benzer olarak bakir stresi altindaki tiitiin bitkisinde rubico igeriginin azalmasina
ragmen rubisco aktivitesinin arttigini rapor etmislerdir. Calismamizda hassas ¢esitte aktivite
azalmasinin, rubiconun Cu*? iyonlarinin distilfit baglarint kirmasi sonucunda ya da enzimin
yapisinda yer alan Mg*? iyonlar ile yer degistirmesi sonucunda olusabilecegi, bununla birlikte
direngli ¢esidin bu olumsuz etkinin iistesinden gelebilecek savunma mekanizmasinin etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Calismamizda her iki musir ¢esidinde stres esnasinda rubisco

igeriginin azaldigi, distan uygulamalarin ise her iki misir ¢esidini farkli sekilde etkiledigi
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belirlenmistir. Bakir stresi altindaki arpa yapraginda rubisco igeriginin azaldig: ifade edilmistir
(Simova-Stoilova vd., 2002). Akpinar’daki bulgularimiza benzer olarak son yillarda yapilan
bir ¢alismada, asir1 kadmiyum ve bakira maruz kalan tiitiin bitkilerinde GSH ve agir metallerin
rubisco igerigini azalttig1 ve agir metaller nedeniyle azalan rubisco igeriginin GSH muamelesi
ile giderildigi ileri siiriilmiistiir (Son vd., 2014). Agir metal kosullarinda SA muamelesi
lizerine yapilan bir ¢alismada da 31G98 c¢esidine benzer sekilde, stresin rubisco aktivitesi
tizerindeki inhibitor etkisinin SA uygulamasiyla ortadan kaldirildigi belirlenmistir (Moussa
vd., 2010). Ote yandan Rubisco aktivitesinin ve iceriginin azalisi, bakir stresinin neden oldugu
stoma kapanmasi sonucunda da olabilir. Zira ¢aligmamizda bakir stresi sonucu
transpirasyondaki azalis bunu desteklemektedir. Clinkii stoma kapanmasi dokunun fazla
1sinmasina, fotosentetik iiriinlerde ve igsel CO, (Ci) konsantrasyonunda azalmaya yol acabilir
(Baczek-Kwinta vd., 2010). Diisiik seviyedeki Ci rubisconun deaktivasyonuna ve sukroz
fosfat sentazin baskilanmasina yol agabilir (Chaves ve Oliveira, 2004). Calismamizda Ci
miktarinda bakir stresi altinda meydana gelen azalma da bu fikri destekler niteliktedir. Ote
yandan disaridan yapilan uygulamalarla gerek rubisco aktivitesinde ve gerekse igeriginde
bakir stresine maruz kalan bitkilere kiyasla meydana gelen dikkate deger artislar, SA, GSH ve
H202’nin  Calvin devri enzimleri {izerinde koruyucu bir etkiye sahip olabilecegini
gostermektedir.

Calismamizda H,0,, GSH ve SA’nin antioksidan sistemi etkileyerek fotosentezi
koruyup korumadigini anlayabilmek i¢in ROS’lar1 siipiiren antioksidan enzim sisteminin
Oonemli bilesenlerinden olan GPX, CAT, SOD, GR ve APX aktiviteleri arastirilmistir.
ROS‘larin birikimi hiicrelerin zarar gérmesine neden olur (Mittler, 2002). ROS’larin sitotoksik
etkilerinden hiicre ve hiicre alt yapilarim1 korumada ve bitkinin ¢evresel streslere
dayanikliliginda antioksidan enzimlerdeki degisimlerin etkili oldugu bilinmektedir. Bununla
birlikte bitkinin strese dayanikliligi ROS {iretimi ve hiicrenin antioksidan yetenegiyle denge
halindedir (Pastori ve Trippi, 1993). Bitkileri oksidatif hasardan korumak i¢in ROS’larin
antioksidan sistem tarafindan kontrol altinda tutulmasi gerekir (Ros Barcelo vd., 1987).

Mevcut galismada kontrole (su uygulamasi) gore bakir stresi altindaki musir fidelerinde
GPX enziminin aktivitesi olusan asir1 H,O;’yi siipirmek icin 6nemli miktarda artmistir.
Benzer sekilde, GSH, H,O; veya SA uygulamalar1 GPX aktivitesini bakir uygulamasina gore

Oonemli oranda artirmistir. Mevcut bulgulan destekler nitelikte, Thounaojam vd., (2012), bakir
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stresi altindaki ¢eltik fidelerinde GPX aktivitesinde ©Onemli bir artisin oldugunu rapor
etmislerdir. Ayrica Tanyolac¢ vd., (2007) bakir stresi altindaki misir fidelerinde peroksidaz
enzim aktivitesinin arttigini ifade etmislerdir.

Bakir stresi altinda CAT aktivitesinin her iki c¢esitte arttigi saptanirken Akpinar
cesidinde H,0, uygulamasiyla azalmistir. Bu dislisin  H,O, ile CAT enziminin
inhibisyonundan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Bununla birlikte GSH, H,O, ve SA
uygulamalarinda her iki cesitte de bakir stresine gore 6nemli artiglar belirlendi. Xu vd., (2011)
aliminyum stresi altindaki bugday fidelerinde CAT aktivitesinin ¢alismamizdaki gibi arttigini
ifade etmektedirler. Hu vd., (2009) kadmiyum stresi altindaki celtik fidelerinde CAT
aktivitesinin azaldigin1 ve H,O; uygulamasinin stresin olumsuz etkisini iyilestirdigini rapor
etmislerdir. Bir baska calismada kadmiyum stresine maruz kalan arpa fidelerinde katalazi
kodlayan genlerin ifade seviyesi kontrole gore artmigtir. Ayrica GSH uygulamasimin genin
ifade seviyesindeki artis1 azalttigr ifade edilmistir (Chen vd., 2010). Dolayisiyla ¢alismamizda
igsel HO, miktarinda uygulamalar sonucu meydana gelen azalis CAT aktivitesinde goriilen
artistan kaynaklanabilir.

Mevcut ¢alismada bakir stresi altindaki musir fidelerinde SOD aktivitesinin her iki
cesitte kontrole gore istatistiki olarak onemli oranda arttig1 belirlendi. Bu durumun NADPH
oksidaz tarafindan iretilen siiperoksit molekiiliiniin {iretiminin artigina bagli olarak SOD
aktivitesinin de artmasina neden oldugunu diisiindiirmektedir. Bakir stresinin ¢esitli
konsantrasyonlarina maruz birakilan musir bitkisinde c¢aligmamiza benzer olarak SOD
aktivitesinin bakir konsantrasyonunun artigina paralel olarak arttig1 rapor edilmistir (Tanyolag
vd., 2007). Hu vd., (2009) da yaptiklar1 ¢calismada kadmiyum stresine maruz birakilan geltik
fidelerinde ise ¢alismamizda kullandigimiz Akpinar ve 31G98 c¢esitlerine benzer olarak SOD
aktivitesinin onemli oranda arttii, ayrica H,O, uygulamasmin stresin olumsuz etkilerini
tyilestirdigi ifade edilmistir. Benzer bir ¢alismada asir1 bakirin ¢esitli konsantrasyonlarina
maruz birakilan ¢eltik fidelerinde ise hem kdkte hem de govdede bakir konsantrasyon artigina
paralel olarak SOD aktivitesinde de bir artisin oldugu belirtilmistir (Thounaojam vd., 2012).

Cesitli bakir konsantrasyonlarina maruz birakilan celtik ve misir fidelerinde bakir
konsantrasyon artigina paralele olarak APX aktivitesinde de artisin oldugu rapor edilmistir
(Thounaojam vd., 2012; Tanyolag vd., 2007). Bakir stresine uzun siire maruz kalan Solanum

lycopersicum bitkisinde ise APX aktivitesinin azaldigi ifade edilmistir (Chamseddin vd.,
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2009). Mevcut ¢alismamizda ise bakir stresi altinda misir fidelerinin her iki ¢esidinde de APX
aktivitesinin istatistiki olarak énemli oranda arttig1 belirlenmistir. Ayrica GSH, H,O, veya SA
uygulamalarinin APX aktivitesini énemli oranda artirdigi goriilmistiir. Bu sonuglar bakir
stresi kosullarinda APX aktivitesinin koruyucu ve oksidatif hasar1 azaltici bir rol tistlendigini
gostermektedir.

Mevcut calismada askorbat-glutatyon siklusunun diger bir antioksidan enzimi olan GR
aktivitesinde meydana gelen degisimler arastirilmistir. GR, GSSG’nin GSH’a indirgenmesine
aracilik eder ve GSH’1n GSSG’ye oraninin yiiksek kalmasini saglayarak oksidatif hasara karsi
kloroplastlarin korunmasinda énemli bir rol oynar (Gamble ve Burke, 1984; Pilon-Smits vd.,
2000). Calismamizda bakir stresi altindaki misir fidelerinin her iki ¢esidinde de kontrole gére
GR aktivitesinde artis belirlenmistir. GSH, H»O0, veya SA uygulamalarinin ise GR
aktivitesinde onemli oranda artis sagladigi goriilmiistiir. Dolayisiyla stres altinda askorbat-
glutatyon yoluna GSH saglamak ve GSH/GSSG oranmin yiikksek tutulmast igin GR
aktivitesinde artig olmasi bir ihtiya¢ olabilir. Diger taraftan, GR aktivitesindeki artis,
glutatyon seviyesinin artmis olmasindan kaynaklanabilir. Nitekim mevcut ¢alismamizda stres
altindaki misir bitkisinin her iki ¢esidinde GSH seviyesinin arttig1 bulunmustur. Diger taraftan
kullandigimiz her iki ¢esitte de H,O,, GSH veya SA uygulamalarinin GR aktivitesi {izerine
olumlu etkisi oldugu belirlendi. Benzer olarak, Thounaojam vd., (2012) ve Tanyolag vd.,
(2007) bakirin cgesitli konsantrasyonlarina maruz birakilan ¢eltik ve misir fidelerinde bakir
konsantrasyon artigina paralele olarak GR aktivitesinde de artigin oldugunu rapor etmislerdir.
Caligmamiza paralel olarak aliiminyum stresine maruz kalan bugday fidelerinde de GR
aktivitesinin arttig1 ifade edilmistir (Xu vd., 2011). Bu sonuglar bakir stresi kosullarinda
APX’e benzer olarak GR’nin de koruyucu ve oksidatif hasar1 azaltic1 bir rol {istlendigini
gostermektedir.

Mevcut calismamizda her iki musir ¢esidinde bakir stresi kosullarinda i¢sel GSH
iceriginin arttif1, stres kosullarinda GSH uygulamasinin ise igsel GSH seviyesini azalttigi
gorilmiistiir. Calismamiza benzer olarak, Chen vd., (2010), asir1 Cd’a maruz birakilan arpa
fidelerinde GSH igeriginin kontrole gore arttigini ve stresle birlikte GSH uygulamasinin
(Cd+GSH) uygulama yapilmamis fidelere gére GSH igerigini azalttigini ileri siirmiislerdir.
Ayrica stressiz kosullarda distan uygulanan GSH’1n da kontrole gore GSH igerigini artirdig

belirtilmistir. Diger taraftan, ¢alismamizda H,O, uygulamasinin Akpinar’da stressiz ve stresli
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kosullarda GSH igerigini artirdigi, aksine 31G98’de ise stressiz ve stresli kosullarda GSH
icerigini azalttigi goriilmistiir. Akpimnar ¢esidindeki verilere uygun olarak, H,O, igerigindeki
artiglar birgok bitki tiiriinde GSH birikimini tetikledigi rapor edilmistir (Smith vd., 1984; May
ve Leaver.,1993; Willekens vd., 1997; Queval vd., 2009). Calismamizda ayrica SA
uygulamasinin stres kosullarinda artan GSH igerigini azalttig1 belirlenmistir. Elde ettigimiz
verilerden farkli olarak tuz veya kuraklik stresi kosullarindaki bugday fidelerine SA (0.5 mM)
uygulamasiin fidelerin abiyotik stres toleransini uyardigi ve GSH igerigini artirdigr ileri
stiriilmistiir (Kang vd., 2013; Li vd., 2013). GSH icerigindeki azalisin nedeni muhtemelen
glutatyon sentetaz geninin disaridan yapilan uygulamalarla baskilanmasindan kaynaklanmis
olabilir. Bu fikrimizi test etmek igin glutatyon sentezinin son asamasindaki GSHSY-2
enzimini ifade eden GSHSY-2 geninin ifade seviyesi Ol¢iildii. Yapilan dlgtimler sonucunda
bakir stresi altindaki her iki misir ¢esidinde de GSHSY-2 genin ifadesinin 6nemli oranda arttig
(up-regiilasyon) belirlendi. H,O,, GSH veya SA uygulamalarinda ise iki gesitte ayni genin
ifadesinde azalmalar tespit edildi. Bilindigi gibi agir metaller tarafindan uyarilan glutatyon
sentez genlerinin transkriptleri ¢ok belirgin sekilde uyarilmaktadirlar (Xiang ve Oliver., 1998;
Sung vd., 2009). Bircok bitki tiirlinde H;O, artisinin glutatyon birikimini tetikledigi
bilinmektedir (Smith vd., 1984; May ve Leaver, 1993; Willekens vd., 1997; Queval vd.,
2009). Bununla birlikte Arabidopsis bitkisi ile yapilan ¢aligmalarda distan uygulanan ve igsel
iretilen H,O,’nin glutatyon sentezinden sorumlu olan GSHSY-1 ve GSHSY-2 genlerinin
ifadelerinde herhangi bir artiga sebep olmadigi rapor edilmistir (Xiang ve Oliver, 1998;
Sanchez-Fernandez vd., 1998; Queval vd., 2009).

Calismamizda yukarida belirtilen SA, GSH ve H,0, uygulamalarinin fotosentez
tizerinde olusturduklar: olumlu etkinin hem antioksidan hem de osmotik diizenleyici role sahip
prolin ve poliaminler tarafindan gergeklestirilip gergeklestirilmedigini belirlemek amaci ile
prolin ve poliamin igerikleri belirlenmistir. Prolin igeriginin her iki musir ¢esidinde bakir
stresinin etkisiyle belirgin bir sekilde arttig1 tespit edilmistir. ilave olarak GSH, H,0, veya SA
uygulamalarinin da kontrole gore prolin igerigini 6nemli miktarda artirdii saptanmistir.
Ayrica bakir stresi varliginda her iki misir ¢esidinde de GSH, H,0, veya SA uygulamalarinin
kontrole gore (bakir uygulamasi) prolin i¢erigini dnemli miktarda artirdigi belirlenmistir. Elde
ettigimiz bu sonuglarimiz1 destekler nitelikte yapilan galismalarda kadmiyum stresine maruz

birakilan musir bitkilerinde stres etkisiyle prolin igeriginin arttig1 rapor edilmistir (Boussama
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vd., 1999). Ayrica osmotik strese maruz kalan Duagigegi (Ctenanthe setosa) bitkilerine SA
uygulamasinin prolin igerigini artirdigi ileri siirilmistiir (Demiralay vd., 2013). Yine
calismamiza benzer olarak Thounaojam vd., (2012), bakir stresinin ¢esitli konsantrasyonlarina
maruz birakilan celtik bitkilerinde prolin igeriginin bakir konsantrasyonun artisina paralel
olarak arttigini rapor etmislerdir. Bu durum, GSH, H,0; veya SA uygulamalarinin bakir stresi
altindaki misir bitkilerinde prolini uyararak ROS’larin siipiiriilmesini sagladiklar1 sdylenebilir.
Buna ilaveten prolin birikimiyle stres kosullarinda bir osmotik diizenleme de yapilmis olabilir.
Nitekim prolin birikiminin, abiyotik streslerin olumsuz etkilerine karsi bitkilerde ozmotik
ayarlamaya katkida bulundugu, membranlarin, proteinlerin ve enzimlerin kararliligini
sagladigi ve serbest radikalleri temizledigi kaydedilmistir (Kadioglu ve Terzi, 2007; Tiirkan ve
Demiral, 2009).

Agir metal stresleri sirasinda biriktirilen diger bir osmotik diizenleyici poliaminler, SA,
GSH ve H;0; muamelelerini takiben misir bitkilerinde ol¢lilmiistiir. Calismamizda Akpinar
¢esidinde putresin igeriginin, GSH’1n stressiz uygulamasi diginda kalan biitiin uygulamalarda
kontrole (saf su uygulamas1) gore yiikseldigi, GSH, H,O, veya SA’nin stresli uygulamalarinin
ise kontrole (bakir uygulamasi) gore artti1, 31G98 cesidinde ise bakir stresi uygulamasinda
putresin iceriginin en fazla arttigi diger uygulamalarda ise nispeten azaldigi gozlenmistir.
Spermidin igeriginin her iki cesitte de kontrole gore 6nemli miktarda arttigir belirlenmistir.
Spermin igeriginin ise her iki ¢esitte de uygulamalara bagl olarak dalgalanmalar gosterdigi
saptanmistir. Genellikle bitkilerin kuraklik gibi abiyotik stres kosullarinda poliamin
biyosentezini artirma kapasitesine sahip olduklar1 kaydedilmistir (Erdei vd., 1996).
Calismamizda bakir stresi kosullarinda vejetatif asamada GSH, H,O, ve SA 6n muamelelerinin
yaygin poliaminlerin igerigini genel olarak artirdig: tespit edilmistir. Benzer olarak, Abass ve
Mohamed (2011) fasiilye tohumlarina yapilan H,O, muamelesinin kuraklik kosullarinda
sirglinlerin poliamin igerigini uyardigini ileri siirmiislerdir. Calismamizda GSH, H,0; veya
SA uygulamalarinin sonucu olarak, artan poliamin igeriginin H,O, gibi ROS’lar1 temizleyerek
membranlar1 koruyabilecegi ifade edilebilir. Nitekim poliaminlerin antioksidan veya ROS
temizleyicisi olarak rol oynadigi, protein ve hiicresel yapilarin kararliligina katkida bulundugu
ve boylece bitkilerin stres dayanikliligini artirdigi bilinmektedir (Bartels ve Sunkar, 2005).
Ayrica c¢aligmamiza benzer olarak bakir ve kadmiyum stresine maruz kalan aycice§i ve

bugday bitkileri kontrolleri ile karsilastirildiginda bugdayda putresin miktarinin arttigi,
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ayciceginde ise putresin, spermin ve spermidin miktarlarinin azaldig1 rapor edilmistir (Groppa
vd., 2003). Mevcut calismamizda GSH, H,O, ve SA uygulamalarinin ardindan bakir stresi
altindaki bitkilerin i¢sel poliamin miktarlarini arttirma egiliminde olmasi, bitkilerin ozmotik
diizenleyici ve/veya ROS temizleyicisi olarak poliaminleri tercih ettigini gostermektedir.

Icsel SA’nin cesitli stres kosullarinda arttigi bilinmektedir (Scott vd., 1999). Diger
taraftan, tiitlin yapraklarinda 6zellikle 6 mM H»O; konsantrasyonunun etkili bir sekilde SA
birikimini artirdi@i kaydedilmistir (Leon vd., 1995). Benzer sekilde ¢alismamizda her iki
cesitte de asir1 bakirin igsel SA seviyesini arttirdigi bulunmustur. Bakir stresi kosullarinda
uygulanan H,O;’nin ise i¢gsel SA seviyesini her iki misir ¢esidinde azalttigi gozlenmistir. Bu
azalmalar, muhtemelen daha once ifade edildigi gibi H,O, uygulamasinin, antioksidan sistemi
uyararak bakir stresine tolerans sagladigi, boylece SA seviyesinin artisina gerek duyulmadigi
seklinde agiklanabilir.

Hiicre i¢i molekiiler atmosferde ROS’larin konsantrasyonunu transkripsiyonel ve
aktivite artisindaki diizenlemelerle kontrol altinda tutan en énemli merkezlerden biri de hiicre
zarinda integral bir enzim kompleksi oldugu bilinen NADPH oksidaz (NOX)’dir. Molekiiler
oksijene redoks tepkimesiyle elektron eklenmesi sonucu olusan siiperoksit molekiilii
zincirleme tepkimelerle c¢esitli ROS’lara doniisebilmektedir (Vionella ve Macri, 1991).
Mevcut ¢alismada bakir stresi altindaki her iki misir ¢esidinde NOX aktivitesinin istatistiki
olarak onemli oranda arttig1 ve bu sonucun i¢sel H,O;, konsantrasyonuyla uyumlu oldugu
belirlendi. Her iki gesitte de H,O2, GSH veya SA uygulamalarinin NOX aktivitesi lizerine
etkilerinde farkliliklar gbzlendi. Akpinar cesidinde stres altindaki SA uygulamasinda ciddi
aktivite artist gozlenirken, 31G98 cesidinde stres altindaki GSH uygulamasinda diger
uygulamalara gore onemli bir aktivite artisi saptandi. Duagigegi ile yapilmis bir ¢alismada
kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerde SA uygulamasinin NOX aktivitesini 6nemli
oranda artirdig1 rapor edilmistir (Demiralay vd., 2013). Ayrica Tiirkan vd., (2013), asir1 su ve
tuzluluk kombine stresine maruz biraktiklart kazdili bitkisinin (Plantago spp.) iki tiiriiniin,
strese ragmen NOX aktivitesinde istatistiki olarak bir fark olmadigimi ifade etmislerdir.
Lubaina vd., (2013), zamana bagli olarak kuraklik stresine maruz biraktiklari karayosununda
NOX aktivitesinin stres boyunca kademeli olarak arttigini rapor etmislerdir. Bunlarin disinda
kurakliginda dahil oldugu bircok stres kosullar1 altinda NOX aktivitesinin uyarildig
kaydedilmistir ( Duan vd., 2009).
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Bakir stresi altindaki misir bitkilerinde H,O,, GSH veya SA uygulamalarinin absisik
aldehit oksidaz (AAOX), glutatyon sentetaz-2 (GSHSY-2) ve NADPH oksidaz (NOX) genleri
tizerindeki etkileri belirlenerek, bu genlerin ifadesi sonucu olusan iriinlerinin birlikte
degerlendirilmesi amaglanmistir. Absisik aldehit oksidaz (AAOX), ABA sentezini son
asamada katalileyen bir enzimdir. Bu nedenle bu gen aktivitesinin yanisira ABA igerigi de
Ol¢iilmiistiir. Yapilan analizlerde bakir stresine maruz kalan her iki misir ¢esidinde de igsel
ABA igeriginin istatistiki olarak onemli oranda arttig1 belirlendi. Stres altindaki H,O,, GSH
veya SA uygulamalarinda ise igsel ABA artisinin azaldig goriildii. Benzer olarak Zengin ve
Kirbag (2007) bakir stresi altindaki aycicegi fidelerinde ABA igerinin arttigini ifade
etmislerdir. Ayrica bakir stresi uygulanan bugday tohumlarinda i¢csel ABA igeriginin 6nemli
oranda arttig1 gosterilmistir (Munzuroglu vd., 2008). Ilave olarak bakir stresine maruz kalan
titlin fidelerinin yapraklarinda ABA igerigindeki artisin metal alinimini azalttigin1 rapor
etmislerdir (Ku vd., 2012). Bakir stresi altinda her iki ¢esitte artan ABA igerigi ile AAOX gen
ifadesi arasindaki paralel artiglarin ve GSH, H,O, veya SA uygulamalarindan elde edilen
sonuglarla uyum i¢inde olmasi bakir stresi, AAOX gen ifadesi, ABA igerigi ve uygulamalar
arasinda giiclii bir etkilesimin oldugunu géstermektedir.

NADPH oksidaz aktivitesi sonrasinda iiretilen ROS’larin ABA ile etkilesime girerek
antioksidan sistemi etkinlestirdigi bilinmektedir (Jiang ve Zhang, 2002). Mevcut ¢alismadan
elde edilen veriler 151831nda bakir stresi altindaki GSH, H,O, veya SA uygulamalarinin
antioksidan sistemi uyararak fidelerin genel durumunu iyilestirmek suretiyle AAOX gen
ifadesini etkiledigi ve igsel ABA igerigini azalttigi sdylenebilir. Caligmamizda bakir stresi
altindaki her iki misir ¢esidinde de AAOX gen ifadesinin istatistiki olarak dnemli oranda arttig1
(up-regiilasyon) ve her iki gesitte de gen ifadesindaki artisa paralel olarak i¢sel ABA
konsantrasyonun arttig1 goriildii. Ayrica stres altindaki her iki misir ¢esidinde H,0,, GSH veya
SA uygulamalarinda da kontrole gére AAOX gen ifadesinin artisin1 azalttigi belirlendi.
Calismamizdaki verileri destekler nitelikte bakir stresine maruz birakilan ¢eltik fidelerinin
yapraklarinda yapilan mikro-array c¢alismasinda 305 genden 159 genin ifadesi azalirken
(Down-regiilasyon), 146 genin ifadesinin arttig1 ve ABA sentezinden sorumlu genin ifadesinin
yaklagik iki kat arttig1 rapor edilmistir (Sudo vd., 2008).

NADPH oksidaz (NOX) aktivitesi ile liretilen H2O’nin stres kosullarinda antioksidan
sistemi tesvik ettigi cesitli ¢alismalarla bildirilmistir (Rejeb vd., 2015). Ornegin Wang vd.,
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(2013), ¢eltik fidelerindeki NOX geninin aktivitesi iizerine yapmis olduklar1 molekiiler bir
calismada 11 farkli NOX geninden dokuzunun tipik NOX, ikisinin de arkeik NOX oldugu ve
kuraklik stresi altindaki ¢eltik fidelerinde bes gen ifadesinin arttigi (NOX 1, 2, 9 ve OsFRO-1
ve 7) bir gen ifadesinin azaldigi (NOX-6), yiiksek sicaklik stresi altinda iki gen ifadesinin
arttigt (NOX-5 ve 9) ikisinin de gen ifadesinin azaldigi (NOX-1 ve 3), tuz stresi altinda dort
gen ifadesinin arttigt (NOX-2 ve 8 ile OSFRO-1 ve 7) dordiiniinde gen ifadesinin azaldigini
(NOX-1, 3, 5 ve 6) rapor etmislerdir. Mevcut ¢alismamizda bakir stresine maruz kalan her iki
misir ¢esidinde de NOX geninin ifadesinin kontrole goére onemli oranda arttig1 belirlendi.
H,0,, GSH veya SA uygulamalarinda ise NOX geninin ifadesi misir cesitlerinde oldukca
farkli yanitlar elde edildi. Hassas ¢esitte NOX gen ifadesi kontrole gére énemli oranda azaldi.
Bununla birlikte direngli ¢esitte ise gen ifadesi artti. Bilindigi tizere hidrojen peroksit ve
stiperoksitler, enzimatik olarak NADPH oksidaz tarafindan indirgenmesi sonucunda olusurlar
(Torres vd., 2005). Calismamizda H,0; igerigi ele alindiginda H,0,, GSH veya SA
uygulamalar1 sonucunda i¢sel H,O, miktar1 her iki g¢esitte de azalmistir. Akpinar’daki bu
azalis NOX gen ifadesi ile uyum ig¢indedir. Bununla birlikte 31G98 ¢esidinde NOX gen ifadesi
artmistir. 31G98 ¢esidinde igsel H,O, miktarindaki azalmanin nedeni antioksidan sistemin
uyarilmasi olabilir.

Sonug olarak bakir stresine maruz birakilan musir fidelerinde H,O,, GSH veya SA
uygulamalarinin antioksidan sistemi ve bazi osmotik diizenleme mekanizmalarini uyararak
stresin olumsuz etkilerini azalttigi sonucuna varilmistir. Elde ettigimiz verilere gore bu
uygulamalarin antioksidan sistemi ve osmotik mekanizmayi diizenleyerek fotosentetik verimin
devamliligin1 sagladigi soylenebilir. Ayrica ¢alismamizda distan H,O,, GSH veya SA
uygulamasinin bakira dayanikli ve hassas misir ¢esitlerinde, incelenen parametreler agisindan

konsantrasyon bagimli olarak farkli sekilde etkileyebilecegi belirlenmistir.



5. SONUCLAR

1. Bakir stresi kosullarinda yaprak su potansiyelinin olumsuz etkilendigi, H>O»,
GSH ve SA uygulamalarinin hem Akpinar hem de 31G98 ¢esidinde yaprak su potansiyelini
tyilestirdigi ve iki misir ¢esidini kendi i¢inde karsilastirdigimizda ise 31G98 ¢esidinde yaprak
su potansiyelinin bakir stresinden daha fazla etkilendigi gozlendi.

2. Asirt bakir kosullarinda fotosentetik pigment iceriginin her iki misir ¢esidinde
azaldigi, H,O2, GSH veya SA uygulamalarinin ise bakirin pigment igerigi lizerine olumsuz
etkilerini hafiflettigi belirlendi.

3. Bakir stresi kosullarinda her iki misir ¢esidinde de lipid peroksidasyonunun
arttigl ve distan uygulanan diisiik konsantrasyondaki H,O,, GSH veya SA’nin asir1 bakir
kosullarinda lipid peroksidasyonunu iyilestirdigi sonucuna varildi.

4. Prolin igeriginin bakir stresinin etkisiyle Akpimar ve 31G98’de saf su
uygulamasina gore énemli Olciide arttigi belirlendi. Her iki ¢esitte bakir stresli GSH ve H,0;
uygulamalarinda prolin icerigi kontrole gore (bakir uygulamasi) 6nemli miktarda artarken, SA
uygulamasinda énemli bir farkin olmadig1 sonucuna ulasildi.

5. Akpmar ¢esidinde putresin igeriginin, GSH’in stressiz uygulamasi disinda
kalan biitlin uygulamalarda kontrole gore arttigi, GSH, H;O, veya SA’nin stresli
uygulamalarinin ise kontrole gore arttigi, 31G98 cesidinde ise bakir stresi uygulamasinda
putresin iceriginin en fazla arttig1 diger uygulamalarda nispeten azaldig1 gézlendi. Spermidin
iceriginin her iki ¢esitte de kontrole gore Onemli miktarda arttifi belirlendi. Spermidin
iceriginin ise her iki ¢esitte de uygulamalara bagl olarak dalgalanmalar gosterdigi sonucuna
varildi.

6. Bakir stresi kosullarinda GSH, H»O; veya SA uygulamalariin igsel bakir
seviyesini azalttigi goriildii. Bakir stresine maruz kalan 31G98 fidelerinin Akpinar’a gore ¢ok
daha fazla bakir biriktirdigi goriildi. Akpmar g¢esidinde GSH+Cu uygulanan fideler Cu
uygulanan fidelerle kiyaslandiginda, bakir iceriginin daha fazla arttig1 belirlendi.

7. Her iki misir ¢esidinde bakir stresi kosullarinda i¢sel H,O; igeriginin arttigi,

distan GSH, H,0, veya SA uygulamalarinin ise bu artis1 hafiflettigi kaydedildi.
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8. Her iki misir gesidinde bakir stresi kosullarinda igsel GSH igeriginin arttigi,
stres kosullarinda GSH uygulamasinin ise igsel GSH seviyesindeki artig1 hafiflettigi belirlendi.
Distan stressiz kosullarda uygulanan GSH’in da kontrole gore GSH igerigini artirdig1 tespit
edildi. Diger taraftan, H,O, uygulamasimnin Akpinar’da stressiz ve stresli kosullarda GSH
icerigini artirdigi, aksine 31G98’de ise stressiz ve stressli kosullarda GSH igerigini azalttig1
goriildii.

9. Her iki gesitte de asir1 bakirin igsel SA seviyesini artirdigi bulundu. Stressiz
kosullarda H2O; uygulanan fidelerde 6zellikle Akpinar’da igsel SA igeriginin artig1 goriildii.
Bakir stresi kosullarinda uygulanan H,O,’nin ise igsel SA seviyesini her iki misir ¢esidinde
azalttig1 gozlendi.

10. Bakir stresi biyomas artisinda énemli azaliglara neden olmakla birlikte, GSH,
H20, veya SA 6n muameleleri kontrole gore biyomas artisinda 6nemli iyilestirmelere neden
oldugu belirlendi.

11. Akpinar g¢esidinde Transpirasyon oraninin (E) asir1 bakir kosullarinda 6nemli
miktarda azaldig1, 31G98 cesidinde ise istatistiki olarak dnemli bir fark olmadig: goriilmiistiir.
Akpnar ¢esidinin H,0,, GSH ve SA uygulamalariin transpirasyon oranini strese gore dnemli
seviyede iyilestirdigi belirlendi.

12. Bakir stresinin fotosentez hizini (Pn) ve igsel CO;z igerigini her iki misir
¢esidinde belirgin bir sekilde diislirdiigii, distan GSH, H,0; veya SA uygulamalarinin ise bu
diisiisii hafiflettigi sonucuna varildi.

13. Bakir stresi altinda misir bitkisinin her iki ¢esidinde de PSII’nin maksimum
fotokimyasal etkinliginin (Fv/Fm), fotokimyasal verimin (®ps;) ve elektron taginim oraninin
(ETR) azaldig1, fotokimyasal olmayan fliioresans (NPQ) kullaniminda ise artisa neden oldugu
belirlenmistir. Bakir stresine maruz kalan GSH, H,0, veya SA uygulamalarinin ise kontrole
gore istatistiki olarak 6nemli iyilestirmeler sagladig1 gozlendi

14. Asint bakir stresine maruz kalan Akpinar ¢esidinde rubisco aktivitesi kontrole
gore azalirken, 31G98 ¢esidinde rubisco aktivitesinin arttigi belirlendi. Bununla birlikte H,0,,
GSH veya SA uygulamalarmin bakir stresi altinda her iki ¢esitte de iyilestirme sagladig:
sonucuna varildi.

15. Her iki musir ¢esidinde bakir stresi esnasinda rubisco konsantrasyonunun

azaldigi, distan uygulamalarin ise her iki misir ¢esidini farkl sekilde etkiledigi belirlendi.
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16. GPX aktivitesinin bakir stresinin etkisiyle Akpinar ve 31G98’de kontrole gore
onemli olgiide arttig1 belirlendi. Buna karsin bakir stresi kosullarinda yapilan GSH, H,0O, ve
SA uygulamalarinin her iki ¢esitte de GPX enzim aktivitesini kontrole gore (bakir uygulamasi)
arttirdigi sonucuna varildi.

17. CAT aktivitesinin bakir stresi kosullarinda her iki ¢esittede kontrole gore
onemli Olciide arttigi belirlendi. Akpinar’da bakir stresi kosullarinda GSH ve SA
uygulamalarinin CAT aktivitesini bakir uygulamasina gore arttirmasina ragmen, H»O-
uygulamasinin azalttigi gozlendi. 31G98°de ise GSH, H,O; ve SA uygulamalar1 sonucunda
CAT aktivitesinin kontrole gore dnemli oranda arttig1 gozlendi.

18. SOD aktivitesinin bakir stresinin etkisiyle her iki ¢esittede kontrole gére 6nemli
Olciide arttig1 belirlendi. Bakir stresi kosullarinda her iki misir ¢esidindeki H,O,, GSH ve SA
uygulamalarinin bitkilerdeki SOD aktivitesinde kontrole gore (bakir uygulamasi) 6nemli bir
artisa neden oldugu belirlendi.

19. APX aktivitesinin bakir stresinin etkisiyle Akpmar ve 31G98’de su
uygulamasina gore onemli Olclide arttigr belirlendi. Bakir stresi kosullarinda, her iki misir
cesidinde H,O2, GSH ve SA uygulamalarinin APX enzim aktivitesini bakir uygulamasina gore
onemli oranda arttirdig1 kaydedildi.

20. GR enzim aktivitesinin bakir stresinin etkisiyle Akpmar ve 31G98’de
kontrollerine gore onemli Olglide arttigi belirlendi. Bakir stresi kosullarinda her iki misir
cesidinde de SA, H,0O, ve GSH uygulamalarinda kontrole gore (bakir uygulamasi) GR enzim
aktivitesinde onemli bir artis belirlendi.

21. Bakair stresi altindaki her iki misir ¢cesidinde NOX aktivitesinin istatistiki olarak
onemli oranda arttig1 belirlendi. Her iki ¢esitte de H,O,, GSH veya SA uygulamalarinin NOX
aktivitesi lizerine etkilerinde farkliliklar gozlendi. Akpinar gesidinde stres altindaki SA
uygulamasinda ciddi aktivite artis1 gozlenirken, 31G98 c¢esidinde stres altindaki GSH
uygulamasinda diger uygulamalara gore 6nemli bir aktivite artis1 kaydedildi.

22. Bakir stresi altindaki her iki misir ¢esidinde de AAOX gen ifadesinin istatistiki
olarak onemli oranda arttig1 (up-regiilasyon) ve her iki ¢esitte de igsel ABA konsantrasyonu
ile uyumlu oldugu goriildii. Stres altindaki her iki musir ¢esidinde H,O,, GSH veya SA
uygulamalarinda da AAOX gen ifadesinin artisin1 hafiflettigi belirlendi. Bununla birlikte
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stressiz bitkilerdeki H,O2, GSH veya SA uygulamalarinin, AAOX gen ifadesini 6nemli oranda
artirmasi dikkate deger bir veri olarak tespit edildi.

23. Bakir stresi altindaki her iki musir ¢esidinde de GSHSY-2 genin ifadesinin
Oonemli oranda arttig1 (up-regiilasyon) belirlendi. H,O,, GSH veya SA uygulamalarinda iki
cesitte farkli sonuglar elde edildi.

24. Bakir stresine maruz kalan her iki misir gesidinde de NOX geninin ifadesinin
kontrole gore dnemli oranda arttig1 belirlendi. H»O,, GSH veya SA uygulamalarinda ise NOX
geninin ifadesi misir ¢esitlerinde oldukga farkli yanitlar kaydedildi.

25. Bakir stresine maruz kalan misir bitkisinin her iki ¢esidinde de igsel ABA
iceriginin istatistiki olarak dnemli oranda arttig1 belirlendi. Stres altindaki H,O,, GSH veya SA
uygulamalarinda ise igsel ABA artisinin hafifledigi goriildii. Stres altinda olmayan her iki
musir ¢esidinde H>O,, GSH veya SA uygulamalarinda da igsel ABA igeriginin kontrole gore
artis egiliminde oldugu belirlendi.



6. ONERILER

Diinya niifusunun artigina paralel olarak olusan saglikli besin ihtiyacinin karsilanmasi
insanoglunun giliniimiizde ve gelecekte listesinden gelmesi gereken en 6nemli problemlerden
birisi olarak giincelligini korumaktadir. insanoglunun cesitli faaliyetleri sonucu atmosfer,
hava, su ve toprakta olusan kirliligin ekilebilir alanlarin gittik¢e azalmasina neden oldugu
bilinmektedir. Misir, i¢erdigi zengin besin maddelerinden dolayr hem insan hem de hayvan
beslenmesinde kullanilan ve ¢ok genis alanlarda tarimi yapilan 6nemli bir bitki ile madencilik
ve endiistriyel faaliyetler sonucu bir¢cok bolgede toprak kirliliginin nedenlerinden olan agir
metallerden bakirin asir1 konsantrasyonuyla etkilesimi sonucu olusan cevaplarin anlasilmasi
onemlidir. Bununla birlikte bitkilerin metabolizmasinda 6nemli fonksiyonlar1 oldugu bilinen
H,0,, GSH veya SA’nin belirli konsantrasyonlarda digtan muamelesinin bakir stresinin
olumsuz etkilerini iyilestirdigi mevcut ¢alisma ile belirlendi. Bakir eser miktarda bitkiler i¢in
onemli bir metal olmasindan dolay1 bitkiler gelistirdikleri savunma, sakinma ve tolerans
mekanizmalari ile bir dereceye kadar bakir toksisitesi kosullarinda yagamlarini siirdiirebilirler.
Her bitki metabolizmasinda H,O,, GSH veya SA konsantrasyonlarmin farkliligindan dolay1
H20,, GSH veya SA muamelesinin iyilestirici konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra zirai
amaglar icin kullanimi1 Onerilmektedir. Giiniimiizde biyoteknolojik yaklagimlarla stres
toleransinda yer alan genlerin Ozellikle tarimsal degeri olan baska bitkilere aktarimina
olanaklar imkan vermektedir. Bu amagcla i¢sel H,O,, GSH veya SA konsantrasyonlarinin
artirilmasini saglayacak molekiiler veya genetik diizenlemelerle stres toleransinin artirilmasi
Onerilmektedir.

Mevcut ¢alisma ile bakir stresi altindaki misir fidelerinde asir1 bakir birikimi gozlendigi
icin H,0,, GSH veya SA muamelesi sonucu olusan yanitlarin birgogu aydinlatilmis olmasina
ragmen, mekanizmalarin altinda yatan sebepleri daha iyi anlamak i¢in kok ve siirgiinlerde
bakir tagimimini saglayan kanal proteinlerin microarray ve transkriptomik analizleri
Onerilebilir. Ayrica agir metal stresine maruz kalan bitkilerin agir metali vakoullerde zararsiz
hale getirmeye calistiklar1 bilinmesine ragmen, Vakouller lizerinde bakirin igeri alinmasini

saglayan kanal proteinlerin gen ifade seviyesinin ¢alisilmasi onerilmektedir.



114

Calismamizda kullanilan 31G98 c¢esidinin  yiiksek miktarda bakir biriktirme
potansiyelinden dolayr alinan bakirin meyveye tasiip tasinmadiginin aragtirilmasi, eger
yiiksek miktarda tasinip biriktiriliyorsa tariminin yapilmasinin insan sagligi ag¢isindan
engellenmesi tavsiye edilmektedir.

Bakirin sitoplazma ve vakoulde depolanmasini saglayan fitoselatin sentaz enziminin
aktivitesine ve gen ifade seviyesine bakilmasi 6nerilmektedir.

Biyogiderim ¢alismalarinda topraktaki agir metalin daha fazla emilerek bitki biinyesinde
depolanmasini saglamak i¢in GSH uygulamasinin yapilmasi tavsiye edilmektedir.

Mevcut calismanin sonucu olarak, bakir stresi altinda misirin her iki ¢esidi lizerinde
belirlenen konsantrasyonlarda ki H,O,, GSH veya SA uygulamasinin incelenen parametreler

acisindan iyilestirici etkisi oldugu sdylenebilir.
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