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KURAKLIGA DUYARLI VE TOLERANSLI MISIR (ZEA MAYS L.)
BITKiSINDE KURAKLIK STRESi ALTINDA YAPILAN BAKIR
UYGULAMALARININ OLUSTURDUGU OKSIiDATIF HASAR VE SAVUNMA
CEVAPLARININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu calisma kuraklik stresine toleransh ve duyarli misir kiiltivarlaria (71May69,
Shemal) 5 giin siire ile kuraklik stresi (%20 PEG -0.40 MPa) altinda bakir (0.5 mM, 1
mM, 1.5 mM CuS0O4.5H,0) uygulamasmin misir yapraklarinda antioksidan enzim
aktiviteleri lizerine etkisini belirlemek igin yapildi. Bakir uygulamasi, kontrol gruplarina
gore; her iki kiiltivarda hidrojen peroksit (H,0,) ve malondialdehit (MDA) miktarini
azaltirken; bagil su igerigi (BSI), bagil biiyiime oram (BBO), stoma iletkenligi, ABA ve
prolin miktarini degistirmedi. Birlikte uygulama (kuraklik ve bakir) ise PEG kaynakli
kuraklik stresinin zararini azaltti. Kuraklik stresi altinda toleransl kiiltivarda; siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon reduktaz (GR), peroksidaz (POX) enzim
aktivitelerini arttirirken;  glutatyon -s- transferaz (GST) enzim aktivitesini azaltti.
Askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesini ise degistirmedi. Duyarli kiiltivarda
SOD, KAT, APX enzim aktiviteleri azaltti. GST ve POX enzim aktivitelerini
arttirirken; GR enzim aktivitesini degistirmedi. Bunun yaninda yalniz bakir uygulamasi
her iki musir kiiltivarinda; SOD, KAT ve APX enzim aktivitelerini arttirdi. Ayrica
birlikte uygulama, PEG uygulamasma goére duyarli kiiltivarda; SOD, KAT, APX
enzim aktivitelerini arttirirken, GR ve GST aktivitelerini sadece (PEG+ 1.5 mM)
uygulamasi ile arttirdi. POX enzim aktivitesi duyarli kiiltivarda degismedi. Sonug
olarak bu ¢alismada musir bitkisine disaridan uygulanan bakir metalinin; kurakliga bagl
olusan oksidatif hasarin iyilestirilmesinde, antioksidan enzim aktivitelerinin etkili

oldugu tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Bakir, misir, kuraklik stresi, antioksidan enzimler.



INVESTIGATION OF EFFECTS OF COPPER TREATMENTS UNDER
DROUGHT STRESS INDUCED OXIDATIVE DAMAGE AND ANTIOXIDANT
DEFENCE RESPONSES IN DROUGHT - SENSITIVE AND DROUGHT -
TOLERANT CORN (ZEA MAYS L.) PLANT

ABSTRACT

The present study was conducted to present the responses of drought-sensitive
(Shemal) and drought-tolerant (71may69) maize cultivars under drought condition (20
% Polyethylene glycol, -0.40 MPa) and three different copper concentrations (0.5 mM,
1 mM, 1.5 mM CuSO4.5H,0) for 5 days to determine the antioxidant enzyme responses
of copper treatment in maize leaves. Copper treatments alone did not change stomatal
conductance, relative water content and growth rate, proline, hydrogen peroxide (H20,),
malondialdehyde (MDA) content decreased and abscisic acid (ABA) level according to
control groups. Combined treatment (drought and copper) alleviated the damage of
PEG- induced drought stress in maize leaves. Superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutatione reductase (GR), peroxidase (POX) activity increased and glutathione
-S transferase (GST) activity decreased, while ascorbate peroxidase (APX) activity did
not change under drought stress in the tolerant cultivar. SOD, CAT and APX decreased
and GST, POX activities were increased while GR did not change in sensitive cultivar.
Also SOD, APX and CAT activity increased by copper treatment alone in both
cultivars. Otherwise combined treatment increased SOD, APX and CAT activity at all
concentrations, but GR and GST activity increased only by (PEG+1.5 mM) treatment
when compared with PEG treatment alone in sensitive ones. POX did not change in
Shemal. As a result, exogenous copper alleviated drought stress, while it induced an
oxidative damage by increasing antioxidant enzyme activities differently from drought

tolerance.

Keywords: copper, maize, drought stress, antioxidant enzymes.



TESEKKUR

Yiiksek lisans 0grenimim boyunca calismalarimi yonlendiren, arastirmalarimin
her asamasinda bilgi, oneri ve yardimlarini esirgemeyerek akademik ortamda engin
fikirleriyle yetismeme ve gelismeme katkida bulunan, akademik anlamdaki katkilarinin
yani sira; ¢ok yonlii, enerjik, sevgi ve merhamet dolu kisiligi ile kisisel gelisimime
bliyiik katkilarda bulunan, maddi ve manevi acgidan hakkini higbir zaman
ddeyemeyecegim ¢ok degerli hocam Yrd. Dog. Dr. Burcu SECKIN DINLER (Sinop
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Anabilim Dali)’e,

Laboratuvar calismalarim esnasinda bilgi aktarimi ve cihaz temini konusunda
yardimlarin1 esirgemeyen Sayin Dog. Dr. Yasar ERTURK (Bozok Universitesi, Tarim
ve Doga Bilimleri Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimii)’e, bilimsel anlamda destegini
esirgemeyen Sayin Dog. Dr. Yasemin OZDENER (Ondokuzmayis Universitesi, Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji bolimii)’ e,

Caligmalarim siiresince egitime verdikleri destek ve dnemi vurgulamis ve dolayisi
ile katki saglamis olan Sinop Universitesi Saglik Kiiltiir ve Spor Daire Baskan1 Hiimmet
DURAN ve Sube miidiirii Soner PEKTAS’a, yazim asamasinda bi¢imsel diizenlemede

bliyiik desteklerini gordiiglim diger mesai arkadaglarima,

Calismalarim esnasinda yardimlarini esirgemeyen sevgili Eda TASCI’ya, bilimsel
caligmalarim siiresince ilgi, anlayis, maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen sevgili
dostlarim Belgin AKALIN, Sefik VURAL, Ayben TURK ve ismini belirtmedigim bir

cok arkadagima,;

Hayatim boyunca ve ¢aligmamin her asamasinda bir¢ok fedakarlik gostererek beni
destekleyen aileme ve ismini zikredemedigim tiim arkadaslarima sevgi, saygi ve

siikranlarim1 sunarim.
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1.GIRIS

Agir metaller arasinda yer alan bakir; bitkiler tarafindan az miktarda ihtiyag
duyulmasma ragmen en Onemli iyonlardan biridir (Monni ve ark., 2000). Hiicresel
seviyede bakir, protein sentezi esnasinda; transkripsiyon faktorlerinin olusumunda
sinyal gorevini tstlenmektedir. Ayrica oksidatif fosforilasyon ve demir hareketinin
saglanmasinda onemli rol oynar (Yruela, 2005). Biyolojik sistemlerin yapisal bileseni
olarak karbonhidrat ve yag metabolizmasinda da 6nemli yer tutmaktadir (Kacar ve ark.,
2006). Bunun yaninda strese yanit olusturma esnasinda enzim aktivitelerinde kofaktor
gorevindedir. Bitki gelisimi i¢in mutlak gerekli element olmasinin yaninda fazla
miktarda bulunmast; bitkilerin doku ve organlardaki asir1 birikimi, vejetatif ve generatif
organlarinin gelisimini olumsuz yonde etkilemektedir (Giir ve ark., 2004). Bakir
metalinin toprakta yiiksek konsantrasyonda bulunmasi biiyiimeyi engelemektedir
(Ouzounidou, 1994; Monni ve ark., 2000). Toprakta 100 mg/kg, bitki kuru agirliginda
ise 15-30 mg/kg’dan fazla bakir toksik etkilidir. Bakir toksisitesi genellikle bitki kok
sistemlerinde agiga c¢ikar ve bitki biinyesinde protein sentezi, fotosentez, solunum, iyon
alim1 ve hiicre membran stabilitesi gibi bazi1 fizyolojik olaylarin bozulmasina neden olur

(Sossé ve ark., 2004).

Bitkisel tiretimi sinirlandiran abiyotik stres faktorlerinden biri olan agir metal
stresinin yaninda kuraklik stresi en onemlilerinden biridir (Sankar ve ark., 2008).
Siirekli kuraklik etkisinde kalan bitkilerde once solgunluk, ilerleyen dénemde kuruma
goriiliir. Kuraklik; bitkilerde metabolizma ve hiicre yapisinin bozulmasinin yaninda
enzimle katalizlenen reaksiyonlarin durmasina neden olacak diizeyde su kaybi olarak
ifade edilir (Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005). Fizyolojik kuraklik; toprakta yeterli
miktarda su olmasina karsin, bitkilerin gesitli nedenlerle kokleriyle yeterli suyu
alamamasi sonucu olusur. Kuraklik, bitkilerde fotosentezin engellenmesi sonucu
klorofil igerigi ve bilesenlerinde degisikliklere neden olur. Kelvin dongiisiinde gorevli
enzim ve fotokimyasal aktivitelerde aksakliklara yol agar. Bitkinin fotosentetik
diizeninde olusan aksamalar sonucu, aktif oksijen tiirleri (AOT) ile antioksidan savunma
mekanizmalar1 arasindaki denge bozulur. Stres sonucu, AOT birikimine neden olarak

proteinlerin ve diger hiicresel bilesenlerin yapist bozulmaktadir. Diger bir¢ok stres



faktoriinde oldugu gibi su stresi altindaki bitkiler su kaybini azaltmak ic¢in stomalarini

kapatmakta, boylece CO, gazinin girisi de engellenmektedir.

Kuraklik; diinya tarim alanlarmin biiyiik bir boliimiinde bitkisel iiretimi
sinirlandiran 6nemli faktordiir. Diinya iizerindeki ekilebilir alanlarda goriilen stres
faktorleri iginde kuraklik stresinin payr % 26’lik pay ile en biiyiikk dilimi almaktadir
(Kalafatoglu ve Ekmekei, 2005). Diinyada ve Tiirkiye’de kullanilabilir su miktarinda
meydana gelen azalma Ozellikle tarim sektoriini 6nemli Olgiide etkilemektedir
Yagislarin azalmasi ve su kaynaklarmin sinmirlanmasi kurakligi da beraberinde

getirmektedir (Anonymous, 2009).

Bitkilerde antioksidanlar; kuraklik stresi sonucu olusan AOT’nin oksidatif hasara
dontisiimiinii engelleyen en Onemli savunma mekanizmalar1 arasinda yer almistir.
Bunlardan enzimatik olmayanlar vitamin E, vitamin C, glutatyon ve karotenoidler
gelirken; enzimatik olan antioksidanlar ise siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat
peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (CAT), peroksidaz (POX) gibi

enzimler en etkin antioksidan enzimler arasinda yer almaktadir (Zabalza ve ark., 2008).

Kuraklik stresinden en ¢ok etkilenen bitki tiirlerinden biri olan misir genellikle
¢ok nemli iklim bélgelerinde yetistirilebilen, tek yillik bitkilerden olup, 6zellikle yag
icerigi acisindan doymamis yag asiti grubunda olan bir tarim bitkisidir. Tanesindeki
ham yag, yulaftan sonra en yliksek deger veren besin maddesidir. Meksika ve Orta
Amerika kokenli olup; 1600 yillarinda Suriye yoluyla Misir’dan iilkemize gelmistir.
Ulkemizde 2000’ 1i yillarda musir iiretimi en ¢ok yetistirilen bolgeler arasinda karadeniz
bolgesi ilk siralarda olmasina ragmen diger bolgelerde de yetistirmektedir. Son yillarda

karadeniz bolgesinde misir tariminin yerini sebze, meyve yetistiriciligi almustir.

Calismada iki farkli misir kiiltivart (71may69, Shemal) yapraklarinda; farkli
konsantrasyonlarda uygulanan bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) metalinin kuraklik stresi
altinda meydana getirdigi etkileri; fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde
aydinlatmaktir. Bunun yaninda besleyici olarak bitki biinyesinde ¢cok dnemli bir yere
sahip olan bakir metalinin disardan verildiginde; stres faktorlerine karsi etkilerini
karsilastirmali olarak incelemek, diger amaclardan biri olmustur. Ayrica daha onceki

yillarda bakir metalinin olusturdugu stres lizerine ve bakir metalinin olusturdugu



kuraklik tizerinde durulmus, fakat kuraklik stresi altindaki bakirin etkisine
deginilmemistir. Kuraklik stresine toleransi ve duyarliligi belirli misir kiiltivarlarinin,
bakir metaline karsi gostermis oldugu tepkiyi ortaya koymak; literatiirdeki agigi

gidermek a¢isindan 6nem tasidig1 diisiincesindeyiz.



2. GENEL BILGILER

Stres genel anlamda; bir veya birden fazla etmene bagli olarak canlinin
yasaminda biiyiime ve gelismesini olumsuz yondeetkileyen etmendir. Bitkilerde stres
kavrami ise; bitkinin yasadigi ortama biiyiime ve gelisimine olumsuz yonde etki eden,
verimin diismesine sebep olan nedenler biitiintidiir. Bitkilerin maruz kaldiklar1 ¢evre
faktorleri kalite ve verimlilik iizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir. Bitkiler allelopati,
rekabet, parazitizm, insan ve hayvan tahribi, hastaliklar gibi bir¢ok biyotik stresin
yaninda; radyasyon, 1sik, besleyici elementler, tuzluluk, yetersiz su, yiiksek sicaklik,
diistik sicaklik, agir metal ve bitki i¢in faydali suyun tarla kapasitesinin altinda olmasi
gibi ¢esitli abiyotik stres kosullarina maruz kalirlar. Son yillarda yapilan galismalarda
bitkilerin stres kosullar1 altinda %50 azalan verim kalitesinin arttirilmasi; fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler olarak meydana gelen degisimlerin gozlenerek olusturdugu
zararlarin azaltilmasi1 ve tarimsal iiretimde verimliligin arttirilabilmesi yolunda

calismalar yogunluk kazanmistir (Vij ve Tyagi, 2007).

Agir metal toksisitesi en biiyiik ¢evre sorunlarindan biri olmustur. Agir metal
stresi; dogal kaynaklar (riizgarla tasinan toz, ¢iiriiyen bitki Ortiisii, orman yanginlari) ve
insan faaliyetleri (madencilik, metal iiretimi, odun {iiretimi ve fosfat gilibre) sonucu
olusur. Agir metaller arasinda yer alan bakir (Cu)’ in ortamda yiiksek konsantrasyonda
bulunmasi, tiim organizmalar i¢in ciddi bir soruna yol agmaktadir. Bakir kirliligi insan
aktivitesi sonucu olusan emisyon ve atmosferik atiklar, pestisid kullanimi, kanalizasyon
atiklarimin ~ giibre  olarak  degerlendirilmesi, komiir ve maden yataklarindan

kaynaklanmaktadir.

Agir metaller arasinda yer alan bakir; bitkilerde biiyiime, gelisme ve c¢esitli
biyokimyasal siiregler i¢in olduk¢a ©Onemli mikro besleyicidir. Bakir metali
konsantrasyonu; toprakta 100 mg/kg, bitki dokularnin kuru agirlik iceriginde 10mg/g
degerindedir (Baker ve Senef, 1995). Bakir metali kok ve yaprak yapisinda birgok
morfolojik ve fizyolojik olaylarin olusumunda olduk¢a etkinlik saglamistir. Bakur;
bitkide enzim aktivasyonu, karbonhidrat ve lipid metabolizmas: gibi bircok biyolojik
olaylarda yer almasi nedeniyle 6nemli elementler arasinda yer almaktadir (Kacar ve

ark., 2006). Bakir metali, yapisal proteinlerin diizenlenmesinde, fotosentetik elektron



taginmasinda, mitokondrial solunumda, oksidatif stres cevaplarinda, hiicre duvari
metabolizmasinda ve hormon sinyallemesinde gorev almaktadir (Fernandes ve
Henriques, 1991; Marschner, 1995; Raven ve ark., 1999). Ayrica bakir iyonlari, Cu/Zn
stiperoksit dismutaz (SOD), sitokrom c oksidaz, amino oksidaz, plastosiyanin ve
polifenol oksidaz gibi birgok enzimin kofaktorii olarak rol oynamaktadir (Sekil 2.1).
Boylece antioksidan cevaplarin olusumunda oldukga etkili olmaktadir (van Assche ve
Clijsters, 1990; Meharg, 1994).

Bakir metali bitkide; diisiik konsantrasyonlarda bakir eksikligine, yiiksek
konsantrasyonlarda bakir toksisitesine neden olmaktadir (Geatke ve Chow 2003). Bakir
metali eksikliginde ilk olumsuz etkiler geng bitki yapraklarinda ve iireme organlarinda
goriilmektedir. Yapraklarin ug kisimlarinda kivrilma ve nekroz dokulari goriilmektedir
(Marschner, 1995). Bitki kuru madde agirliginda 15- 30 mg/kg’dan fazla bakir toksik
etki gostermektedir. Bakir toksisitesinde olusan AOT’i genellikle bitki kok sisteminde
aciga ¢ikmaktadir. Bunlar siiperoksit (O), hidroksil radikalleri (OH), singlet oksijen
(O,), hidrojen peroksit (H20,)’ den olugsmaktadir (Sekil 2.2). En zararlit AOT O3 olup,
H,0; digerlerine gore daha az zararlidir (Sossé ve ark., 2004). AOT bitki bilinyesinde
solunum, iyon alimi ve hiicre membran kararliliginin bozulmasina neden olmaktadir.
Ayrica bakir toksisitesi {iriin veriminde (Xu ve Zhou, 2006), fotosentez oraninda (Vinit-
Dunand ve ark., 2002) ve koklerden yapraklara kalsiyumun taginiminda azalmaya

neden oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur (Ouzounidou ve ark., 1997).

Fotosentezdeki azalma; fotosistem 1 (PS1)’de elektron tasima sisteminde
meydana gelen bozulmanin tilakoid membranlara zarar vererek koloroplastin
parcalanmasina neden olmaktadir Baszynski ve ark., 1978; Shikanai ve ark., 2003).
Gergeklesen pargalanma sonucunda fotosistem II (PSII)’de azalma oldugu bildirilmistir
(Droppa ve ark., 1987; Henriques, 1989). Fotosentezde meydana gelen azalma sonucu
klorofil pigmentlerinde azalma olmaktadir. Pigmentlerde meydana gelen bu azalmanin
doymamis yag asit iceriginin ve plastokinin sentezinin azalmasi ile baglantili oldugu

bildirilmistir (Baron ve ark., 1992).



Cu

Sekil 2.1. Bitki hiicresinde bakir toksisitesinin fotosistem Il (PS II) {izerindeki taginimu (Yruela,
2005)

Bakirin hiicre duvarina baglanmasi direk ya da kalsiyumu yerinden g¢ikarmak
suretiyle iki sekilde meydana gelmektedir. Bu durumda hiicre duvari elastikiyeti
bozulmus ve hiicrenin turgoru azalmaktadir. Boylece koklerden yapraklara kalsiyum
tasinimi engellenmektedir (Ouzounidou, 1994).
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Sekil 2.2. AOT’larin kimyasi. AOT’lar genellikle molekiiler oksijenin kademeli indirgenmesi ile olusur
(Desikan ve ark., 2005)’den degistirilerek.

Yiiksek bakir konsantrasyonlari, hiicresel seviyede proteinlerdeki siilfiir gruplarina
baglanarak, DNA, lipitler, enzim aktivitesi ve protein fonksiyonlarinin bozulmasina,
gerekli iyonlarin eksikligine veya fazlaligina, diger biyomolokiillerin hasari ile oksidatif
hasara neden olmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1984; Meharg, 1994; Guo ve ark.,
2009). Bakir, HabereWeiss ve Fenton reaksiyonlar1 araciligiyla aktif oksijen tiirlerinin

(AOT) iiretimini arttirdig1 tespit edilmistir (Aust ve ark., 1985).

Bakir metalinin reaktif oksijen tiirlerinin zararsiz hale getirilmesinde; Siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX), peroksidaz (POX),
glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon peroksidaz (GPX), monodehidroaskorbat rediiktaz
(MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) gibi ¢esitli antioksidan enzimler oldukg¢a
etkinlik saglamaktadir (Zabalza ve ark., 2008; Mittler ve ark., 2004).
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Sekil 2.3. Bitki hiicresinde AOT’lar1 enzimatik mekanizmalar ile yok etme yollar1 (Mittler ve ark., 2004)

SOD (EC.1.15.1.1) enzimi aktif bolgesi 3 kofaktérden (Mn,Fe veya CuZn) olusan
bir metaloenzimler simifinda yer almaktadir (Moran ve ark., 2003). Kloroplastlarda;
tilakoid membranlarda fotosentez esnasinda olusan AOT’in Mehler reaksiyonu ile
temizlenmesinde; SOD aktif oksijen tiirlerinin farkli forma donistiirmektedir (Rich,
1978). APX (EC.1.11.1.11); H,0; suya doniisiimiinii indirgenmis askorbat yardimi ile
zararli etkisinin ortadan kaldirarak saglamaktir (Noctor ve Foyer, 1998). APX, KAT’ a
gore daha biiyiik afiniteye sahip olup; AOT sinyallerinin algilanmasini saglayarak
kararli duruma ge¢mesinde etkindir. Ayrica KAT ile birlikte fotosentetik bitki
hiicrelerinde bulunan 6zel peroksizomlar tarafindan toplu halde AOT 1n siipiiriilmesinde
etkili olmaktadir. KAT (EC.1.11.1.6) fotorespirasyonla peroksizomlarda iiretilen H,0,’
nin doniisiimii i¢in etkinlik saglamaktadir (Chang ve ark., 1984). POX (EC.1.11.1.7),
hiicre olusumu, meyve gelisimi, etilen biyosentezi gibi biyokimyasal ve fizyolojik
stireclerde etkili oldugu gibi gevresel streslere cevapta etkindir (Matamoros ve ark.,
2003). GR(EC.1.6.4.2), Askorbat-glutasyon dongiisiiniin son enzimi olup; GSH olarak
birgok bitkide bulunan diisiitk molekiil agirlikli tiyol bilesigidir (Kunert ve Foyer, 1993).
Glutatyon olarak enzimlerin tiyol gruplarimi korumus; direk antioksidan enzim
gorevinde, okside olmus askorbik asit (AsA)’in geri doniisiimiinde, O, ve OH ile

reaksiyona girerek indirgeyici olarak gorev yapmaktadir (Sekil 2.3).



Suyun kisith oldugu déonemlerde vejetatif bitki dokularinda oksidatif stresin en
yaygin nedeni, kloroplastta ger¢eklesen 1sik-klorofil etkilesimleridir (Farrant, 2000). Su
kisitli hale gelirken, bitkiler daha fazla su kaybetmemek i¢in genelde stomalarini kapatir
(Stuhlfauth ve ark., 1990). Stomalarin bitki fizyolojisindeki 6nemi, yapragin hiicreler
aras1 boslugu ile atmosfer arasindaki gaz aligveriginin saglanmasi ve su buhari ¢ikisina
izin vermesinden kaynaklanmaktir. Kuraklik stresi altinda bitkilerin stomalarini
kapatmasi 6nemli adaptasyon mekanizmalarindan biridir. Bekg¢i hiicrelerinin su kithgina
bagli olarak turgorlarini kaybetmesi ile hidropasif olarak stomalarin kapanmasina sebep
olur. Bu durum hava neminin diisiik olmasi, bekgi hiicrelerinden suyun kaybi ile komsu
epidermis hiicrelerinden bekgi hiicrelerine su taginimini dengeleyemeyecek kadar hizli
olmasindan kaynaklanmaktir. Ayrica bitki kok ve yapraklari su kaybedince stomalarin
kapanmasina neden olur. Hidroaktif kapanma dedigimiz bu durum bekg¢i hiicrelerindeki
metabolik faaliyetlere baglidir. Bekg¢i hiicrelerindeki ¢6ziinmiis madde miktarinin azligi,
su kaybina, turgorun diismesine ve stomalarin kapanmasini neden olmaktadir.
Stomalarin kapanmasi rubisko aktivitesini azaltirken, buna bagli olarak da CO,
almmmimiminida azaltmis ve fotosentez orami diisiirmektedir (Bota ve ark., 2004). Bu
durum fotosentez fiksasyonu i¢in gerekli CO;’nin aliniminin kisitlanmasina neden olur
(Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005). Su stresi fotosentezin yaninda biiylimekte olan
yapraklardaki fotosentetik {riinlerinin tiiketimini azaltarak, yapraklardan diger bitki
kisimlarina suyun goénderiminin azalmasina neden olmaktadir (Malakouti ve ark.,
2005). Floemdeki tasinim su potansiyeline bagli oldugundan; stres esnasinda su
potansiyelinin azalmasi, fotosentez tiriinlerinin tasinimini engellemektedir. Su stresinin
erken donemlerinde bitkiler stomalarin1  kapatarak su kullanma etkinligini

arttirmaktadirlar.

Stomalarin kapanmasini kontrol eden iki mekanizma gelismistir. Bunlar hormonal
ve iyon kontrol mekanizmalaridir. Yapragin su igeriginin azalmast; bekgi hiicrelerindeki
¢oziinmiis madde miktarinin azalmasimi bagslatmaktadir. Bu olayin gergeklesmesinde;
absisik asit (ABA) hormonunun rolii olduk¢a dnemlidir. ABA bir stres hormonu olup;
ozellikle kuraklik stresi altindaki yapraklarda konsantrasyonu 50 kat artmaktir. ABA
biyosentezi; mezofil hiicrelerinde diisitk bir hizla siirekli sentezlenen ABA,
kloroplastlarda birikme egilimindedir. ABA’nin esit olmayan dagilimi, yaprak icindeki

gradientlerine, zayif asidik 6zellikte olusuna ve hiicre zarinin gecirgenligine bagli olarak



stomalarin kapanmasinda ¢ok etkili olmaktadir. Stresin algilanmasi ile ABA sentezinin
artmasi, yaprak apoplastinda daha fazla ABA birikimi ile daha 6nceki kapatict etkisinin
atmasina ya da siiresinin uzamasina neden olmaktadir. Yapilan ¢alismalarda; ABA
konsantrasyonu ¢igeklenmenin diizenlenmesine, vegetatif biiyiimeye, yapraklarin
yaglanmasina, kurumasina ve bitkinin kurakliga tolerans diizeylerine gore
degismektedir. Bitki hiicrelerinde genetik diizeylerde yapilan arastirmalarda, su
yetersizliginde olusacak olumsuzluklara karsi stresle miicadelede ABA hormonunun

anahtar rol oynadigi ortaya konmustur (Xiang ve ark., 2007).

Bitkilerde kuraklik stresinin diger bir etkisi vejetatif biiyiimenin, 6zellikle siirgiin
gelisiminin yavaslamasidir. Kuraklik stresine bagli olarak bitki yaprak yiizeyinin
kiigiilmesi ve transpirasyonun azalmasi, kuraklik stresine toleransi arttirmaktadir.
Kuraklik stresi; bir¢ok bitki yapraklarinda yaslanma siirecini ve yash yapraklarin
absisyonunu (ayrilma) hizlandirirken; koklerde topragin derin katmanlarindaki suya
ulagabilmek i¢in kok sistemini gelismine neden oldugu bildirilmistir (Mahajan ve
Tuteja, 2005).

Kuraklik stresi altinda genlerinin ifadesine ve protein diizeyinde meydana gelen
degisikliklere bakildiginda; fosfolipitlerin hidrolizi, denatiire proteinleri uzaklastiran
LEA (late embryogenesis abundant)/ dehidrin genleri ile molekiiler saparonlarin ve
proteazlarin ifade diizeylerinde degisiklikler gorilmektedir. Ayrica AOT’nin
uzaklastirllmasinda, diger detoksifikasyon proteinlerinin {iiretilmesinde rol oynayan

cesitli enzimlerin aktivasyonunun arttig1 tespit edilmistir (Zhu, 2002).

Kuraklik kosullar1 altinda ozmotik dengenin, membranlarin ve makromolekiillerin
korunmasinda anahtar rol oynayan ¢ok sayida bilesik sentezlenmektedir. Bu bilesiklerin
basinda prolin, glutamat, glisin-betain, karnitin, mannitol, sorbitol, fruktan, poliol,
trehaloz, siikroz, oligasakkarit ve K" gibi inorganik iyonlar: artmaktadir. Bu bilesikler,
dehidrasyon durumunda hiicrenin korunmasina yardim ederek kuraklik ve su kaybina
kars1 hiicrenin diren¢ kazanmasini saglamaktadir (Hoekstra ve ark., 2001; Ramanjulu ve
Bartels, 2002).

Karipgin (2009)’da kiiresel 1sinmanin artt1g1, iklim degisimlerinin belirgin sekilde

gozlendigi giiniimiizde su stresi iizerine yapilan ¢aligmalarin giderek artis gosterdigini
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bildirmistir. Bu alanda yapilan c¢aligmalar sadece tarla denemeleri ile kalmamis,
iklimlendirme odalarinda da yapilmaya baslanmistir. Aktif bir polimerin olan polietilen
glikol kuraklik olusturmak amaci ile iklimlendirme odalarinda en ¢ok kullanilan
kimyasal maddelerin basinda gelmektedir (Nepomuceno ve ark., 1998; Bhargava ve
Paranjpe, 2004). Belirli bir molekiil agirligi ve osmotik agidan nédtr olan bir gruptur.
PEG 6000 besin c¢ozeltilerinin  su potansiyelini azaltarak  dehidrasyonun
olusturulmasinda etkinlik saglamaktadir. Merrill ve Eckard (1971), PEG 6000’in biiyiik
molekiillii bir yapiya sahip oldugunu, daha kii¢iik molekiil yapilarina gore toprakta su

aciginin saglanmasinda daha etkin oldugunu bildirmislerdir.

Cevresel streslere bagl olarak ortaya ¢ikan su eksikliginde bitkilerin biiyiime ve
gelismeleri etkilenmektedir. Bitkilerde atmosforik karbondioksidin karbonhidratlara
dontisiimii esnasinda kullandiklar1 karbon kaynagina gore bitkiler C3, C4 ve CAM
bitkileri olarak smiflandirilmaktadir. C3 bitkileri, 15-25° C’ de karbondioksit
asimilasyonu yaparlar. Diinyanin Sicak bolgelerinde yetisen bitkilerdir. C3 bitkileri; C4
bitkilerine gore su eksikliginden daha fazla etkilenmektedir. C4 bitkilerinde iki
fotosentez yolu birlikte calisir ve bu bitkilerin fotosentez kapasiteleri daha fazladir.
Oldukga diisiik CO; yogunluklarinda ve stomalarin kapali oldugu durumlarda bile
fotosentez kapasiteleri daha fazla olmaktadir. C4 bitkilerinde CO,’ i yakalayan iki
enzim bulunmaktadir. Metabolik yolunda; mezofil hiicrelerinin kloroplastlarinda ve
ayni yapragin demet kini hiicrelerinin kloroplastlarinda fotosentez gerceklesmektedir.
PEP karboksilaz enzimi C4 bitkilerinde ¢ok yiiksek aktiviteye sahip olup, CO,’e
duyarlili ¢ok fazladir. PEP-karboksilazin bikarbonatla ilgisi rubisko enziminin CO;’e
olan ilgisinden daha fazla olmaktadir. Buna bagli olarak C4 bitkilerinin fotosentez
hizlar1; ¢ok diisitk CO, derisimlerinde bile yiiksek olmaktadir (Kadioglu, 2007).

C4 bitkilerinde rubisko enzim aktivitesi yiiksek CO, konsantrasyonunda,
fotorespirasyonu baskilamaktadir. PEP-karboksilaz enzimi diger bir¢cok enzim gibi
biiyiikk degisikliklere adaptasyon saglayarak, yliksek fotosentez olusumu ile CO;
fiksasyonu ve karbonhidrat sentezini olusturur (Leegood ve Osmond, 1990). PEP
karboksilaz kinaz aktivitesini diizenleyen mekanizmalar1 ortaya ¢ikarmak icin birgok

calisma yapildig: bildirilmistir (Chollet ve ark., 1996; Huber ve ark., 1994).
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Misir bir C4 bitkisi oldugu bilinen ve binlerce yildan beri tarimi yapilan birkag
ender bitkiden biri oldugu bildirilmistir (Berry ve Bjérkman, 1980; Edwards ve Walker,
1983). Anavatani Amerika kitasi olup buradan diinyanin her yerine yayildigi
bilinmektedir. A.B.D’ nin New Mexico eyaletinde yapilan arkeolojik kazilarda,
kayalardan olugsmus barinaklarda ve magaralarda bulunan misir taneleri ve misir kogani
parcalarmin yaklasik 5000 yillik olduklar1 tespit edilmistir. Ote yandan 1954 yilinda,
Meksika’nin baskenti Mexico City’ de yapilan arkeolojik kazilarda ise, topragin 50-60
m derinliginde, yaklasik 7000 yillik oldugu belirlenen misir ¢igegi tozlarina
rastlanmistir. Yabani misir bugiine kadar bulunamadigi i¢in, misirin orijini ve tarihine
iligkin kesin bir bilgi elde edilememis, bu konuda ¢esitli teoriler tiretilmis ve hepsi de
giiniimiizde hala tartisilmaktadir. Ancak, yapilan tiim arkeolojik kazilardan elde edilen
bulgular, misir bitkisinin 8.000 ile 10.000 yillik bir ge¢misi oldugunu gostermektedir.
Misirin iilkemize girisi ise, kuzey Afrika iizerinden girmistir. Bu bitkiye misir adinin
verilmis olmasi iilkemize Misir ve Suriye lizerinden girdiginin bir gostergesidir. Misir,
tropik, subtropik ve 1liman iklim kusaklarinda yetisebildigi i¢in, diinyanin hemen hemen
tim {llkelerinde az c¢ok musir tarimi yapilmaktadir. Bugiin, Antartika haricinde,
diinyanin her yerinde musir yetisebilmektedir. Diinya tizerinde, 58 kuzey ve 40 giiney
enlemleri arasinda kalan alanlarda, deniz seviyesinden baslayarak 4000 m’ ye kadar

yetistirilebilmektedir.

Elde edilen veriler iilkeye ve yetistirilen misir ¢esitlerinr bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Ortalama tane verimi yaklasik dekara 50-60 kg olan {ilkelerin yaninda,

yine dekara 1 ton ve lizerinde verimlerin alinabildigi tilkeler de mevcuttur.

Diinyada ve Tirkiye’de musir firetimiyle ilgili rakamlar Sekil 2.4’ de

gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Diinya misir, arzi ve kullanimi (milyon ton), (Tasdan, 2013)

Diinya musir ithalati ve baslica ithalat yapan tilkeler (Bin Ton) Sekil 2.5° de verilmistir.
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Sekil 2.5. Diinya nmusir iiretiminde 6nemli tilkeler ve tiretimdeki paylar1 (Tagdan ve ark., 2011)

Misir, diinyada bugday ve c¢eltikten sonra en fazla tarimi yapilan bir tahil
bitkisidir. Diinya tizerinde, 70 milyon cift¢i ailesi, ki bunun yaklasik % 80’1 gelismekte
olan iilkelerdedir, misir tarimi ile ugrasmaktadir. Diinya musir {iretimi 813.4 milyon
ton, arz1 ise 1050.9 milyon tondur. Misir kullanimi1 810.2 milyon ton ve % 59.6’s1 yem
sanayinde kullanilmaktadir (Sekil 2.4). Diinya misir ticaret hacmi yaklasik 187.2 milyon



tondur. Tiirkiye’de ise misir iiretimi 4.3 milyon ton ve musir kullanimi 4.7 milyon ton
olmustur (Sekil 2.6). Tirkiye musir ithalatt 570 bin tondur (Sekil 2.7), ( Tasdan ve ark.,
2011).
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Sekil 2.6. Tiirkiye musir ekim alam, tiretimi ve verimi (Tasdan ve ark., 2011)
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Sekil 2.7. Tirkiye’nin musir ve musir iiriinleri dis ticaretinin ilkelere gore dagilimi 2010/2011 (musir
esdegeri olarak), (Tasdan ve ark., 2011)

Literatiirde, bitki tiirlerinin stres toleransi ve antioksidan enzimi ile ilgili bir¢ok
calisma vardir. Bakir stresi ile ilgili olarak, birbirinden farkl: bitki tiirleri bakir metaline
maruz kalma siiresi ve konsantrasyon farkliligina bagli antioksidan cevaplarda,
farkliliklara neden oldugu rapor edilmistir (Rama ve Prasad, 1998; Luna ve ark., 1994;

Vangronsveld, 1993; Weckx ve Clijsters. 1996).
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Daha onceki yillarda; birgok stres faktorii, bitkilerin dogal ortamlarinda maruz
kaldiklar1 gibi ¢alisilmaya baslanmigtir. Son yillarda artan kuraklik stresi ve bitkilerde
metal iyonlariin birikimi en ¢ok tartisilan konular arasindadir. Artan diinya niifusu ile
birlikte besin kitlig1 sorunu giindeme gelmekte; stres kosullarina uyum saglamis

bitkilerin liretimini arttirmak 6n plana ¢ikmaktadir.

Bitkilerde oksidadif hasara karsi olusan antioksidan cevaplarda bakir metalinin
rolii yapilan bir¢ok ¢alismada belirlenmistir. Fakat Sgherri ve ark. (2001)’de
bildirdiklerine gore; bitkilerde kuraklik stresine toleransin saglanmasinda bakir metali
ile olan iligkisini ortaya koyan herhangi bir literatiir ¢caligmasina rastlanmamistir. Buna
bagli olarak; calismamizda kurakliga duyarli ve toleransli misir bitkisinde; kuraklik
stresi altinda bakir uygulamasi ile kurakliga duyarli ya da toleransli bir bitkinin bakir
metaline olan toleransin1 ortaya koymak amaglarimizdandir. Calismamizda muisir
bitikini segmemimizin en 6nemli sebepleri arasinda; iilkemiz ekonomisinde 3. 6nemli
tahil grubu icerisinde yer almasi, yem, besin maddesi, yag ve biyodizel olarak
kullanilmasidir. Bu nedenle ¢alismamizda musir bitkisinin kuraklik stresi altinda bakir
uygulamasi ile verdigi antioksidan cevaplarin ortaya konulmasi olduk¢a onemlidir.
Ayrica farkli kiiltivarlardaki misir bitkilerine disaridan farkli konsantrasyonlarda
uygulanan bakir metalinin kuraklik stresi altinda oksidatif hasarin iyilestirilmesindeki

roliinii ortaya koymak amaglarimiz arasinda yer almistir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Bitki materyali ve Deneme diizenegi

Denemede kurakliga toleransli (71May69) ve kurakliga duyarli (Shemal) iki
farkli musir kiltivar1  kullanilmigtir.  Misir  tohumlart Bursa MAY-Agro tohum
sirketinden alinmistir. 3 tekrarli toprak kiiltiiriinde bitki yetistirilmesi yapilmistir.
Denemede kullanilan PEG soliisyonlar1 ve uygulanan bakir konsantrasyonlari; literatiir

destegi ile 6n denemeler kurularak uygun konsantrasyonlar tespit edilmistir.

TOLERANSLI

Sekil 3. 1. Bitkilere ait genel goriiniim

Plastik saksilar (10cm x14cm) igine her saksiya 5 tane olmak iizere misir
tohumlar1 ekilmistir. Daha sonra 23 °C £ 1°C de 3-5 giin boyunca ¢imlenmeye
birakilmistir. Cimlenme siiresince deiyonize su ile sulama yapilmistir. Cimlenen
tohumlar 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta 23 °C + 1°C de 500pmol m?s*
151k altinda % 60 nem oranina sahip iklim odasinda toprak kiiltliriinde yetistirilmistir

(Sekil 3.1).

Bitkilerin genel beslenmesi, uygulama asamasina kadar Hoagland besin ¢dzeltisi

ile saglanmigtir (Hothem ve ark., 2003).

Deneme diizenegi asagidaki gibi diizenlenmistir:
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1. Kontrol (PEG icermeyen grup) + Besin ¢ozeltisi
2. PEG + Besin ¢ozeltisi

3. Besin ¢ozeltisi+ 0.5 mM Cu **

4. Besin ¢ozeltisi+ 1 mM Cu ™"

5. Besin ¢ozeltisi+ 1.5 mM Cu **

6. PEG + Besin ¢ozeltisi+ 0.5 mM Cu ™"

7. PEG + Besin ¢ozeltisi+ 1 mM Cu ™"

8. PEG + Besin ¢ozeltisi+ 1.5 mM Cu **

Bitkilere 5 giin boyunca bakir metali (0.5 mM, 1 mM ve 1.5 mM) Houglound
icinde ¢oziindiiriilerek topraga uygulanmistir. Kuraklik stresi olugturmak amactyla % 20
PEG 6000 (Polietilen glikol 6000 MA) osmotik potansiyeli -0.40 MPa (Tiirkan ve ark.,
2005) kullanilmis ve Houglound i¢inde c¢oziindiiriilerek topraga uygulanmistir.
PEG+Bakir uygulamasi yapilan gruplara uygulama es zamanli olarak uygulanmigtir.
Bitkiler uygulama sonrasi (5. giin) hasati yapilmistir. Alinan 6rnekler yapilacak

analizlere uygun sekilde -20° C de derin dondurucuda saklanmustir.
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3.2. Biiyiime parametreleri

3.2.1. Uzunluk ol¢iimii

Kuraklik ve bakir uygulamasinin 5. giiniinde her bitki grubundan bitki drnekleri
alinarak govdeleri ve kokleri birbirinden ayrilmistir. Kok ve govde uzunluklar

Olgiilmiistiir.

TOLERANSLI

KONTROL ; Cu, : Cu+PEG Cu,+PEG Cu,+PEG

A

VA

1

(s
\

= 3 (|

KONTROL Cu +PEG Cu,+PEG Cu+PEG

Sekil 3.2. Bitki gruplarina ait kok ve gévde uzunluklari (61¢iim 30 cm ‘lik cetvel ile yapilmistir)

3.2.2. Yas, Kuru Agirhiklan

Her grup i¢in 6 tekrarli yas agirliklari tartildiktan sonra drnekler 70 °C de 72 saat

bekletilerek kuru agirliklar1 da tartilmistir.

3.2.3. Bagil Biiyiime Oram

Kuraklik ve bakir uygulamasinin 0. ve 5. giiniinde yapraklara ait baslangic ve son
kuru agirlik degerleri (70 °C’ de 72 saat kurutulmus ) 6lgiilerek bagil biiyiime oranlart
hesaplanmistir (Venus ve Causton, 1979).
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BBO= (Kuru agirlik 2- Kuru agirlik1) / (t2-t1) t2: Son hasat zamani,

3.2.4. Bagil Su Icerigi

Kuraklik uygulamasinin 0. ve 5. gilinlerinde her iki kiiltivarin tiim gruplart i¢in 6 ¢
1 yaprak O6rnegi alinarak yas agirliklar1 Ol¢iilmistiir. (Smart ve Binghan 1974). 6saat
boyunca dlI-H,0 iginde petrilerde bekletilerek turgorlu hale gelmeleri saglanmistir. Daha
sonra turgorlu halleri 6lgiildii. 70 °C de 72 saat bekletilerek kurutulduktan sonra kuru

agirliklar1 saptanmustir.

Bagil su igerikleri % olarak (YA-KA)/ (TA-KA)x100 baglantisina gore
hesaplanmustir.

3.3. Klorofil icerigi

Bitki yapraklarindan 100 mg alinmistir. Ornekler porselen havanda 1-2 mL %
80’lik aseton ile yapraktan tiim klorofil alinincaya kadar homojenize edilmistir. Daha
sonra ekstraktin son hacimi 10 ml olacak sekilde % 80’lik asetonla tamamlanmis ve
3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Klorofil a i¢in 662 nm, klorofil b i¢in 645 nm

Shimatzu UV mini tip spektrofotometrede asetona kars1 (tanik) okunmustur.

Klorofil a ve klorofil b hesaplamalari Lichtentaler ve Wellburn (1983)’e gore

asagidaki formiiller kullanilarak yapilmistir.

Klorofil a= 11.75A662 — 2.35A645
Klorofil b = 18.61A645 — 3.96A662

3.4. Stoma iletkenligi
Stoma iletkenligi kuraklik ve bakir uygulamasinin 5. giinii stoma odlger (SC-1)

cthazi1 yardimai ile 6 tekrarli olarak tiim gruplarda 6l¢tiim yapilmastir.

3.5. Lipit peroksidasyonu (MDA)

Lipit peroksidasyonun son iiriinii olan MDA miktari, tiobarbiturik reaksiyonunu
kullanarak Madhavo ve Stresty (2000) yontemine gore belirlenmistir. Bunun i¢in her
gruptan 0.5 gr yaprak 6rnegi TCA (trikloroasetik asit) ile homojenize edilmistir.
Santrifiijjden sonra siipernatanta TBA (tiobarbitiirik asit) ve TCA iceren reaksiyon
karisimi pipetlenmistir. Tiim deney tiipleri 95 °C’ de 30 dakika isitilmigtir. Karigim
10.000g X 15 dakika santrifiijlendi. Olusan siipernatantin 532 ve 600 nm’deki
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absorbans degerleri okunmustur. Malondialdehid (MDA) konsantrasyonu, ekstinksiyon
katsayist (€= 155 mM 1 em ™) kullanilarak hesaplanmastir.

3.6. Hidrojen peroksit (H,O,) Miktari

H,0, diizeyi Velikova ve ark., (2000) yontemine gore belirlenmistir. Bu yonteme
gore her gruptan 0.1 gr yaprak ornegi 5 ml TCA (trikloroasetik asit) ile homojenize
edilmistir. 15 dakika boyunca 12.000 rpm'de santrifiijlenmistir. Stipernatant 0.5 ml,
buffer (potasyum fosfat 10 mM, pH: 7) solusyonu 0.5 ml ve 1 ml, 1M KI tampon
maddesi ile karigtirildi.  UV-VIS spekrofotometre yardimi ile 390 nm’de absorbans

degerleri ol¢lilmiistiir.

3.7. ABA Hormon Diizeyi

ABA hormon seviyesine Flores ve ark., (2011) yontemine uygun olarak UHPLC-
MS/MS cihazi ile yapilmistir. Bilesiklerin stok standart ¢ozeltileri (200 ile 300 mg / L
arasinda degisen konsantrasyonlarda) ayri ayri tartilarak hazirlanmistir. Bitki materyali

Sigma dan alinan metanol (HPLC-igin ) i¢erisinde ¢oziindiiriilmiistiir.

3.8. Prolin Miktan

Kuraklik stresi uygulanmis misir bitkisinin yapraklarinda serbest prolin miktarlar
Bates ve ark. (1973)’nin saptadigi yonteme gore belirlenmistir. Taze bitki materyalinin
0.5 gr’1 tartilmis ve % 3(w/v)’ lik 5 mL siilfosalisilik asit kullanilarak homojenize
edilmistir. Homojenatlar filtre kagidindan stiziilmiistiir. Elde edilen siipernatanl ml
ninhidrin ve 1 ml glasiyel asetik asit ilave edilerek karistirmistir. Bu karisim 100 °C’de
1 saat su banyosunda bekletilmistir. Bu siire sonunda tiipler alinarak buz igerisine
sokulmus ve reaksiyon sonlandirilmistir. Reaksiyon karistmi 4 mL toluen ile ekstrakte
edilmis ve 15-20 saniye tlip karistiricida (vorteks) calkalanmistir. Toluen igeren renkli
stvi oda sicakliginda bekletilmis ve karigimin toluen igeren iist fazi 520 nm dalga
boyunda spektrofotometrede okuma yapilmistir. Bitki dokularindaki prolin miktarlar

(umol/g taze agirlik) kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmaistir.

3.9. i¢sel Kalsiyum ve Bakir Miktar:

Bitki yapraklarinda i¢sel Kalsiyum ve Bakir metali Hanlon (1998) (AAS), Isaac ve
Johnson, (1998) (ICP-OES) yontemine gore kurumus yaprak orneklerinin yas yakma
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metodu ile Jhonson ve Ulrich (1959) nitrik ve perklorik asit kullanilarak belirlenmistir.
Siiziintii 0.1 N perklorik asit ile sulandirilip atomik absorbsiyon spekrofotometresinde

tespit edilmistir.

ICP okuma (ppm)* SF(100)

3.10. Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Antioksidan enzimlerin ekstraksiyonu i¢in derin dondurucuda saklanmis olan
yapraklardan 0.5 gr yaprak 6rnegi 1 mM EDTA.Na; ve % 2 polivinil —polipirolidin
(PVPP) igeren 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH: 7.8) ile homojenize edilir.
Homojenatlar, 12.000g’de 30 dakika 4°C’ de santrifiij edilmistir. Bu siipernatantlar
enzim aktivitesi dl¢iimlerinde kullanilmistir. Ekstraksiyon prosediiriiniin tiimii + 4 °C de

gergeklestirilmistir.

3.10.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD; EC: 1.15.1.1.) Enzim ve izoenzim
Aktiviteleri

SOD aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich (1971)’e gore, SOD’un fotokimyasal
olarak nitro blue tetrazolium’un (NBT) indirgenmesini inhibe etme yeteneginin
Olgiilmesiyle tayin edilmistir. 3 ml reaksiyon karigimi; 50 mM fosfat tamponu (pH: 7.8),
33 mM NBT, 10 mM L-metionin, 0.66 mM EDTA. Nay, 0.0033 mM ribofilavin
icermektedir. Siipernatant seyreltildikten sonra karistm 10 dk 300 mmol m?s! 151k
siddeti altinda bekletilmis ve daha sonra reaksiyon karistminin 560 nm’de verdigi
absorbans degerleri okunmustur. SOD i¢in 1 enzim birimi; 1s1kla indirgenmenin % 50
engellenmesine neden olan protein miktar1 (mg) olarak tanimlandigindan, yaprak

orneklerindeki SOD aktiviteleri buna gore belirlenmistir.

SOD izoenzim aktivitesi; Laemli (1970)’ e gore esit miktarda protein igerigi,
sodyum dodesil siilfat disinda denatiire edici olmayan poliakrilamit jel elektroforez
(PAGE)’e yiiklenmistir. SOD izozimlerinin ayrimi i¢in; % 4.5 staking ve % 12.5
separating soliisyonlar1 kullanilmis ve sabit akimda (60 mA), 0-4 °C’ de jeller
yiriitilmiistir. SOD aktivitesinde jeller Beauchamp ve Fridovich (1971)" e gore
riboflavin ve NBT ile fotokimyasal boyama yapilarak tespit edilmistir. Boyanmis olan
jeller; Software (4.6.00.0; UVP Biolmaging systems, UK) programina gore

goriintiilenmigtir. SOD aktivitelerinin densitometrik analizleri icin; kontrol gruplar
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%100 olarak alinmis ve elde edilen degerler % olarak gosterilmistir. Elde edilen veri;

birbirinden bagimsiz 3 jelin ortalamasi alinarak elde olusturulmustur.

3.10.2. Katalaz (KAT; EC 1.11.1.6) Enzim Aktivitesi

Katalaz enziminin aktivitesi Bergmeyer (1970)° in metoduna gore
gergeklestirilmistir.  H,O,’in  miktarinda olusan azalma; 240 nm’de gosterdigi
maksimum absorbanstaki diisiisle belirlenmistir. 1 ml’lik son hacime sahip kuvartz
kiivetlerdeki reaksiyon karisimi; 0.1 mM EDTA, 50 mM Na-fosfat tamponu (pH: 7), dlI-
H>O ve %o 0.3 H,O,’den olugmaktadir. Reaksiyon boyunca absorbansta olusan diisiis
180 sn boyunca takip edilmistir. KAT aktivitesi dakikada harcanan umol H,0, olarak

ifade edilmistir.

3.10.3. Askorbat Peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) Enzim Aktivitesi

APX aktivitesinin tayini Nakano ve Asada (1981)’ya gore yapilmistir. Askorbat
okside oldukga spektrofotometreden 290 nm’deki absorbansta olugsan azalma okunmus
ve hesaplamalar askorbatin ekstinksiyon katsayist kullanilarak (2.8 mM™ cm™)
yapilmistir. Reaksiyon karigimi 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH:7), 0.5 mM
askorbat, 0,1 mM EDTA Na, ve 1.2 mM H,0, den olusmustur. Askorbatin oksidasyonu,
enzim ekstraktinin ek ilave edilmesiyle baslatilmis ve absorbanstaki diisiis 180 sn
boyunca izlenmistir. 1 birim APX aktivitesi dakikada okside olan 1 mmol ml™ askorbat

ifade edilmistir.

3.10.4. Glutatyon Rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) Enzim AKktivitesi

Glutasyon rediiktaz aktivitesi, 340 nm’deki absorbanstaki diisiis goz Oniine
almarak hesaplanmistir (Foyer ve Halliwell, 1976). NADPH varliginda, okside
glutasyon miktarindaki azalma, kuvartz kiivette, kore karst 180 sn boyunca takip
edilmistir. Hesaplamalar glutasyon rediiktaz enziminin ekstinksiyon Kkatsayist
kullanilarak (6.2 mM™ cm™) yapilmistir. Spesifik enzim aktivitesi, dakikada indirgenen

1 mmol mI™ GSSG miktar1 olarak ifade edilmistir.
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3.10.5. Glutatyon S- Transferaz (GST; EC 2.5.1.18) Enzim Aktivitesi

Glutatyon S- transferaz aktivitesi Habig ve ark. (1974) yontemine gore
belirlenmistir. Glutatyon S-transferaz, 1-kloro- 2.4-dinitrobenzen (CDNB) ile
glutatyonun —SH grubu arasindaki tepkimeyi Katalizlemistir. Enzim aktivitesi 340
nm’de GSH ve CDNB kullanilarak dakikada olusan S-2.4-dinitrofenilglutatyonun 1
mikro moliinii katalizleyen enzim miktarmin Olgiilmesiyle belirlenmigtir. GST
aktivitesi, CDNB ekstinksiyon katsayist (€= 9.6 mmol L* cm™) kullanilarak

hesaplanmustir.

3.10.6. Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) Enzim Aktivitesi

POX aktivitesi Herzog ve Fahimi (1973)’ ye gore belirlenmistir. Aktivite 465
nm’de 3.3’-diaminobenzidin tetrahidrokloroid (DAB)’in oksidasyonuyla absorbansta
meydana gelen artis izlenerek hesaplanmistir. Polystren kiivetteki reaksiyon karigimi,
DAB soliisyonu, % 0.6’lik H,O,, dI-H,O ve enzim ekstraktindan olusturulmustur.
Reaksiyon H,O;’nin ilave edilmesiyle baslatilmis ve 180 sn boyunca absorbans artisi
izlenmistir. Spesifik enzim aktivitesi dakikada tiiketilen pmol ml? H,0, olarak ifade

edilmistir.
3.11. istatistik Analizler

Elde edilen veriler Tek-Yonlii Varyans Analizi (One — way ANOVA) ile analiz edilmis
ve ortalamalar arasindaki farkliliklar Lowest Standard Deviations (LSD) test, ile

karsilastirilmistir. P< 0.05 olan degerler istatistiksel bakimdan anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biiyiime Parametrelerinin Sonuglari

4.1.1. Kok ve Govde Uzunluklar:

Iki farkli musir kiiltivarma (71May69,Shemal) PEG uygulamasi altinda bakir (0.5

mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi 5 giin siire ile yapilmistir. Uygulamayi takiben 5. giin

hasatt yapilmis olan bitkilerin kdk ve govde uzunluklarinda (cm) meydana gelen

degisimler Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Iki farkli musir kiiltivarinin (71May69, Shemal), PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM)
uygulamasini takiben 5. giinde kdk ve govde uzunluklarinda (cm) gozlenen degisimler

Kultivarlar 71may69 Shemal
Kontrol 21.7+0.87°2 23.140.86
PEG 25.240.66" 16.9£0.66°
0.5mM Cu 22.6+0.96° 24.4+0.74°
1mM Cu 22.5+0.89 2 24.4+1.04°
KOK 1.5mM Cu 30.8£0.74°¢ 24.3+0.66"
PEG+0.5mM Cu 22.4+0.63 2 24+0.54"°
PEG+1 mM Cu 21.8+0.25°% 24+0.89°
PEG+1.5mM Cu 22.2+0.81% 28.2+0.74°
Kontrol 42.3+0.20° 46+0.70 ¢
PEG 41.7+0.66° 38.4+0.8°
0.5 mM Cu 42.9+0.53° 45.5+0.70°¢
GOVDE 1mM Cu 42.7£0.7° 45.140.6
1.5 mMCu 42.8+0.35° 45.2+0.85¢
PEG+0.5mMCu 37.6+0.232 41.5+0.892
PEG+1 mMCu 37.4£031° 42.240.352
PEG+1.5mMCu 37.8+0.22° 42+0.63%
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PEG uygulamasi, kontrol gruplarina goére her iki kiiltivarda kok ve govde
uzunluklarin1 farkl etkilemistir. Kok uzunlugunu; 71May69’da % 16.1 oraninda

arttirirken; Shemal’de ise % 26.9 oraninda azaltmustir.

PEG uygulamasinin kontrol gruplarma gore govde uzunlugunu; 71May69’da
degistirmezken, Shemal’de ise % 16.5 oraninda azalmaya neden oldugu tespit

edilmistir.

Bakir uygulamasi, kontrol gruplarina gore her iki kiiltivarda kok uzunlugunu
farkli etkilemistir. 71May69°da en fazla artis bakir (1.5 mM) uygulamasi ile % 41.9

oraninda oldugu tespit edilirken, Shemal’de ise degisime neden olmadig1 gdzlenmistir.

Bakir uygulamasi, kontrole gore her iki kiiltivarda (71May69, Shemal) govde

uzunlugunu degistirmedigi tespit edilmistir.

PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasinin, PEG uygulamasina gore
her iki kiiltivarda kok uzunlugunu iyilestirdigi tespit edilmistir. Bu iyilesme orani;
71May69°da en fazla PEG+bakir (0.5 mM) uygulamasi ile % 21.8, Shemal’de ise en
fazla PEG+bakir (1.5 mM) uygulamasi ile % 66.2 oraninda oldugu tespit edilmistir.

PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, PEG uygulamasina gore
govde uzunlugunu her iki kiiltivarda (71May69, Shemal) azalttig1 gézlenmistir.

4.1.2. Yas ve Kuru agirhk

Iki farkli musir kiiltivarma (71May69, Shemal) PEG uygulamas: altinda bakir (0.5
mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi 5 giin siire ile yapilmistir. Uygulamayi takiben 5.giin
hasati yapilmis olan bitkilerin siras1 ile kok ve govdeye ait yas, kuru agirlik degerleri

Cizelge 4. 2 ve 4. 3’te verilmistir.
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Cizelge 4.2. Iki farkli musir kiiltivarinin (71May69, Shemal), PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM)

uygulamasini takiben 5. giinde kok yas ve kuru agirliginda (gr) gézlenen degisimler

Gruplar 71may69 Shemal
Kontrol YA. 0.338+0.031°¢ 0.224+0.031°
KA. 0.022+0.003 ¢ 0.036+0.008 ¢
%20 PEG YA. 0.101+0.003° 0.086+0.016°
KA. 0.014+0.0042 0.015+0.004*
0.5 mM Cu YA. 0.365+0.017° 0.246+0.081¢
KA. 0.028+0.007¢ 0.044+0.006¢
1 mM Cu YA. 0.369+0.104° 0.2444+0.033¢
KA. 0.027+0.009¢ 0.044+0.008 ¢
1.5mM Cu YA. 0.375+0.128° 0.2544+0.054¢
KA. 0.024+0.007¢ 0.043+£0.074¢
220 PEG+0.5mMCu YA. 0.246+0.067° 0.1804+0.085°
KA. 0.018+0.011° 0.026+0.010°
%20 PEG+1mMCu YA. 0.224+0.016° 0.186+0.071°
KA. 0.016+0.004° 0.0214+0.004°
%20 PEG+1.5mM Cu YA. 0.206+0.005"° 0.184+0.054°
KA. 0.017+0.003" 0.018+0.004°
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PEG uygulamasi, kontrole goére her iki kiiltivarda kok yas ve kuru agirhigini
azaltmistir. Bu azalma orani; kok yas agirligint 71May69°da % 71, Shemal’de ise % 59
olarak gozlenmistir. Kok kuru agirhginda ise; 71May69°da % 45, Shemal’de ise % 55

oraninda azalmaya neden olmustur.

Bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, kok yas ve kuru agirligini her iki
kiiltivarda arttirmigtir. Kok yas agirliginda en fazla artis bakir (1.5 mM) uygulamas: ile
71May69’da % 12, Shemal’de ise % 13.6 oraninda olarak tespit edilmistir. Kok kuru
agirhiginda, 71May69°’da % 45.5, Shemal’de ise % 27.7 oraninda artisa neden

olmustur.

PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasinin PEG uygulamasina gore; her
iki kiiltivarda kok yas ve kuru agirhigini iyilestirdigi tespit edilmistir. Kok yas agirliging;
71May69’da en fazla bakir (1.5 mM) uygulamasi ile 1.4 kat arttirmistir. Shemal’de ise
en fazla bakir (1 mM) uygulamasi ile 1.1 kat arttirdig: tespit edilmistir. Kok kuru
agirhiginda ise PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi PEG uygulamasina
gore; 71May69°’da % 28.5, Shemal’de ise % 66 oraninda artisa neden oldugu

gozlenmistir.
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Cizelge 4.3. Iki farkli musir kiiltivarinin (71May69, Shemal), PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM)

uygulamasini takiben 5. giinde govde yas ve kuru agirliginda (gr) gézlenen degisimler

Gruplar 71may69 Shemal
Kontrol YA. | 1.370+0.536° 1.3214+0.323°
KA. | 0.132+0.017" 0.132+0.032°
%20 PEG YA. 0.684+0.299* 0.830+0.01°
KA. 0.1344+0.017° 0.083+0.008*
0.5mM Cu YA. 1.369+0.166" 1.32940.270°
KA. | 0.135+0.007" 0.138+0.025"
1 mM Cu YA. 1.376+:0.429° 1.31940.274°
KA. | 0.132+0.028" 0.135+0.010°"
1.5mM Cu YA. 1.368+0.261° 1.32340.301°
KA. 0.132+0.016" 0.13540.027°
9020 PEG+0.5mMCu YA. 1.090+0.327° 0.954+0.147°
KA. |0.107+£0.010" 0.116+0.0392
%20 PEG+1mMCu YA. 0.99+0.426° 0.936+0.1232
KA. 0.108+0.024° 0.112+£0.0312
%20 PEG+1.5mM Cu YA. |0.94+0.156"° 0.89+0.2132
KA. 0.106+£0.010° 0.104+0.008*

PEG uygulamasinin kontrole gore her iki kiiltivarda govde yas agirligim

azaltmistir. Bu azalmanm; 71May69°’da % 50, Shemal’de ise % 37 oraninda oldugu
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gozlenmistir. Govde kuru agirliginda ise PEG uygulamasinin kontrole gore;

71May69’da degisime neden olmazken; Shemal’de ise % 30 oraninda azaltmistir.

Bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasinin kontrole gore her iki kiiltivarda
(71May69, Shemal) govde yas ve kuru agirhigini degistirmedigi gdzlenmistir.

PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasimin PEG uygulamasina gore
govde yas agirligini; 71May69’da % 37 oraninda arttirmig,  Shemal’de ise
degistirmedigi tespit edilmistir. Govde kuru agirliginda ise PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM,
1.5 mM) uygulamasinin PEG uygulamasina gore; 71May69°da % 14.9, Shemal’de %

36.1 oraninda arttirdig1 gozlenmistir.
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4.2. Bagil Biiyiime Oram ve Bagil Su Icerigi

Bagil biliyiime orani ve bagil su icerigi Cizelge 4. 4’te gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Iki farkli musir kiiltivarinin (71May69, Shemal), PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM)
uygulamasini takiben 5. giinde bagil biiyiime oraninda (mg'd™) ve yaprak bagil neminde (%) gozlenen
degisimler

Kultivarlar 71may69 Shemal
Kontrol 92.48+3.12° 94.09+1.95°
PEG 87.84+4.74° 90.68+5.07*
0.5 mM Cu 92.79+1.73° 92.44+4.17°
1 mM Cu 91.85+3.85° 94.60+2.37°
BSi
1.5 mMCu 91.80+3.07° 94.07+1.39°
PEG+0.5mMCu 90.54+1.01° 92.94+2.52°
PEG+1 mMCu 90.7+4.13" 93.30+2.54°
PEG+1.5mMCu 91.12+1.97° 93.8943.76°
Kontrol 0.15+0.03° 0.12+0.01°
PEG 0.08+0.012 0.07+0.006°
0.5 mM Cu 0.130.00° 0.15+0.01°
BBO
1 mM Cu 0.1420.01° 0.1240.005°
1.5 mMCu 0.10+0.01" 0.14+0.01°
PEG+0.5mMCu 0.10+0.01° 0.1340.008°
PEG+1 mMCu 0.14+0.01° 0.15+0.008°
PEG+1.5mMCu 0.1120.02° 0.10+£0.04°

PEG uygulamasi kontrol gruplarina gore; her iki kiiltivarda bagil biiylime oranini
azaltmistir. Bu azalma; 71May69°’da % 48.8, Shemal’de ise % 35.3 oraninda oldugu
tespit edilmistir. PEG uygulamasi, kontrole gore her iki kiiltivarda (71May69, Shemal),

bagil su icerigini azaltmistir.
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Bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi1 kontrol gruplarina goére her iki
kiiltivarda (71May69, Shemal) bagil biiyiime oranint degistirmemistir. Bakir (0.5 mM, 1
mM, 1.5 mM) uygulamasi, kontrole gore her iki kiiltivarda (71May69, Shemal), bagil su
icerigini degistirmemistir.

PEG+bakir uygulama, PEG uygulamasma gore bagil biiylime oranini her iki
kiiltivarda arttirmistir. Bu artig; 71May69°’da % 21.2, Shemal’de ise % 39.1 oraninda
oldugu goézlenmistir. PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi PEG

uygulamasina gore her iki kiiltivarda (71May69, Shemal) bagil su igerigini arttirdigi

tespit edilmistir.

4.3. Klorofil Miktar1
Klorofil miktar1 Sekil 4.1 ile gosterilmistir.

90 - Klorofil(mg g YA)
C
80 -
mK
70 -
mP
60 A mCul
50 - mCu2
40 J mCu3
WmP+Cul
30 -+
W P+Cu 2
20 1 WP+Cu 3
10
0 -
71lmay69 Shemal

Sekil 4.1. iki farkli musir kiiltivar1 (71May69, Shemal), PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM)
uygulamasini takiben 5. giinde klorofil igeriginde (mg g Y A) gozlenen degisimler

PEG uygulamasi kontrol grubuna gore; klorofil igerigini her iki kiiltivarda
azaltmistir. Bu azalma; 71May69°’da %10, Shemal’de ise % 14.6 oraninda oldugu

belirlenmistir.

Bakir (0.5 mM,1 mM,1.5 mM) uygulamas: kontrol grubuna gore; klorofil
igerigini her iki kiiltivarda (71May69, Shemal) degistirmemistir.
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PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, PEG uygulamasina gore
klorofil igerigini her iki kiiltivarda arttirdigr gézlenmistir. Bu artma; 71May69’da %
27.4, Shemal’de ise % 32.9 oraninda oldugu tespit edilmistir.

4.4. Stoma Iletkenligi

Stoma iletkenliginde meydana gelen degisimler Sekil 4.2 ile gosterilmistir.

50 gs(mmol m2st)
h b

45 -
40 - mK

mCul
30 -

WmCu?2
25 -

mCu3
20 1 mP+Cul
15 7 mP+Cu 2
10 - W P+Cu 3
5 -
0 —

71may69 Shemal

Sekil 4.2. iki farkli musir kiiltivarimin (71May69, Shemal), PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM)

uygulamasini takiben 5. giinde stoma iletkenliginde (gs) gézlenen degisimler

PEG uygulamasi, kontrol grubuna gore stoma iletkenligini; 71May69 ‘da %

23.6, Shemal’de ise % 8.3 oraninda azaltmistir.

Bakir uygulamasi, kontrol grubuna gore her iki kiiltivarda (71May69, Shemal)

stoma iletkenligini degistirmemistir.

PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, PEG uygulamasina gore her
iki kiiltivarda (71May69, Shemal) stoma iletkenligini degistirmemistir.
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4.5. Lipit Peroksidasyonu (MDA)
Lipit peroksidasyonun (malondialdehid)’ da meydana gelen degisimler Sekil

4.3’de gosterilmistir.

4,50 - MDA(nmol g-! YA)
b

4,00 -

mK
3,50 -+ mP
3,00 + mCul
2,50 - WCu?

mCu3
2,00 +

mP+Cul
1,50 A mP+Cu 2
1,00 - W P+Cu 3
0,50 -
0,00 4

71lmay69 Shemal

Sekil 4.3. iki farkli musir kiiltivarinda (71May69, Shemal), PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM)
uygulamasini takiben 5. giinde malondialdehid miktarinda (nmol/g! YA) gozlenen degisimler

PEG uygulamasi, kontrol gruplarima gore MDA miktarini; 71May69 'da % 45,

Shemal’ de ise % 75.5 oraninda arttirmistir.

Bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, kontrol gruplarmma goére her iki
kiiltivarda MDA miktarini degistirmemistir.

PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, PEG uygulamasina gore her
iki kiiltivarda MDA miktarini azaltmistir. Bu azalis; 71May69°da % 42.1, Shemal’de

ise % 52 oraninda oldugu tespit edilmistir.
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4.6. Hidrojen Peroksit (H,0,) Miktari

Hidrojen peroksit miktarinda meydana gelen degisimleri Sekil 4.4te

gosterilmistir.
8,00 - H,0, (umol/g™ YA)
c
7,00 - m K
6,00 - mP
mCul
2,00 7 mCu?2
4,00 - mCu3
mP+Cul
3,00 -
mP+Cu 2
2,00 - mP+Cu3
1,00 -
0,00 -
71may69 Shemal

Sekil 4.4. iki farkli musir kiiltivarinda(71May69, Shemal), PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM)
uygulamasini takiben 5. giiniinde hidrojen peroksit (H,0,) miktarinda (umol/g™ YA) gozlenen degisimler

PEG uygulamasi, kontrol grubuna gore H,O, miktarini; 71May69°da % 47.4,
Shemal’de ise %?27.2 oraninda arttirdigi tespit edilmistir.

Bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, kontrole gore her iki kiiltivarda

hidrojen peroksit miktarini degistirmedigi gézlenmistir.

PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, PEG uygulamasina gére her
iki kiiltivarda hidrojen peroksit miktarini azaltmistir. Bu azalmanin; 71May69°da % 69,

Shemal’de ise % 50.6 oraninda oldugu tespit edilmistir.
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4.7. Absisik Asit (ABA) Hormon Diizeyi
ABA diizeyi ile ilgili her iki kiiltivara ait veriler Sekil 4.5 te gosterilmistir.

10 ABA (pg mg! YA)

9 -

8 - mK

7 | mP

6 a mCul
mCu2

> ] mCu3

4 7 mP+Cul

3 mP+Cu 2

2 - mP+Cu3

1

o -

71may69 Shemal

Sekil 4.5. iki farkli musir kiiltivarinda (71May69, Shemal), PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM)

uygulamasini takiben 5. giiniinde ABA diizeyinde (pg mg ' YA) gozlenen degisimler

PEG uygulamasi, kontrole gore ABA diizeyini; 71May69°da % 59, Shemal’de ise
% 45.4 oraninda arttirdig1 tespit edilmistir.

Bakir uygulamasi, kontrole gore her iki kiiltivarda ABA diizeyini degistirmedigi

gozlenmistir.

PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, PEG uygulamasina gére her
iki kiiltivarda ABA diizeyini arttirmistir. 71May69°da en fazla artis PEG+bakir (1.5
mM) uygulamasi ile % 36.5 iken, Shemal’de en fazla artiy PEG+bakir (1 mM)

uygulamasi ile % 18.9 oraninda oldugu tespit edilmistir.

35



4.8. Prolin miktar

Prolin miktar ilgili her iki kiiltivara ait veriler Sekil 4.6” da gosterilmistir.

80 - Prolin(nmol g1 YA)
70 -
d mx

60 - mP

mCul
50 -

mCu2
40 - mCu3

mP+Cul
30

m P+Cu 2
20 mP+Cu 3
10 -
0 —

71may69 Shemal

Sekil 4.6. iki farkli misir kiiltivarinda (71May69, Shemal), PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM)
uygulamasini takiben 5. giiniinde prolin miktarinda (umol/g™® YA gozlenen degisimler

PEG uygulamasinin kontrol gruplarina gore prolin miktarini; 71May69°’da %
34.4, Shemal’de ise % 14.9 oraninda arttirdig1 tespit edilmistir.

Bakir uygulamasi, kontrol gruplarina gore her iki kiiltivarda prolin miktarini

degistirmemistir.

PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, PEG uygulamasina gore her
iki kiiltivarda prolin miktarin1 en fazla PEG+bakir (1.5 mM) uygulamasi ile arttirmistir.
Bu artig; 71May69°da % 12.5, Shemal’de ise % 10.7 oraninda oldugu tespit edilmistir.
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4.9. I¢sel Kalsiyum ve Bakir Miktar
Icsel bakir seviyesi ile ilgili her iki kiiltivara ait veriler ¢izelge 4.5° da
gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Iki farkli musir kiiltivarinin (71May69, Shemal), PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM)
uygulamasini takiben 5. giiniinde i¢sel bakir ve kalsiyum miktarinda (%) gozlenen degisimler

Kultivarlar 71may69 Shemal
Kontrol 0.47+0.002° 0.54+0.004°
PEG 0.46+ 0.002° 0.54+0.004
0.5 mM Cu 0.46+0,003° 0.49+0,003"
Co 56) 1 mM Cu 0.45+0.003° 0.53+0.003°
a 0
1.5 mM Cu 0.50+0.01° 0.48+0.003°
PEG+0.5mM Cu 0.39+£0.002° 0.44+0.003°
PEG+1 mM Cu 0.38+0.004° 0.370.006"
PEG+1.5mM Cu 0.29+0.004° 0.324+0.004°
Kontrol 7.3+0.02° 13.8+0.05°
PEG 7.7+0.04° 7.7+0.005%
Cu*™ (%) 05 mM Cu 13.4+0.05° 15.9+0.022
1 mM Cu 11.7£0.02° 15.9+0.03°
1.5mM Cu 23+0.05° 39.7+0.04°
PEG+0.5mM Cu 20.5+0.05¢ 29.6+0,03°
PEG+1 mM Cu 19.8+0.01° 23.7+0.04°
PEG+1.5mM Cu 21+0.01° 20.7+0.09°

PEG uygulamasi, kontrole gore her iki kiiltivarda igsel bakir miktarini;

71May69°da degistirmemis; Shemal’de ise % 44.2 oraninda arttirmistir. PEG
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uygulamasi, kontrol gruplarina goére her iki kiiltivarda icsel kalsiyum miktarin

degistirmemistir.

Bakir uygulamasi, kontrol gruplarina gore her iki kiiltivarda igsel bakir miktarini
arttirmistir. Bu artig; 71May69°da 2.3 kat, Shemal’de ise 1.8 kat olarak tespit edilmistir.
Bakir uygulamasi, kontrol gruplarina goére her iki kiiltivarda igsel kalsiyum miktarini

degistirmemistir.

PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, PEG uygulamasina gore her
iki kiiltivarda bakir miktarin1 71May69°da 1.7 kat, Shemal’de ise 2.8 kat artiga neden
olmustur. PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, PEG uygulamasina gore
her iki kiiltivarda kalsiyum miktarin1 azaltmistir. Bu azalmanin 71May69°’da % 17.3,
Shemal’de ise % 40.7 oraninda oldugu tespit edilmistir.
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4.10. Antiosidant Enzim Aktiviteleri

4.10.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim ve izoenzim Aktivitesi

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi ile ilgili her iki kiiltivara ait veriler

Sekil 4.7° de gosterilmistir.

120 - SOD (linite mg™! protein)
e
100 - mK
mP
80 - mCul
mCu2
60 - b
mCu3
mP+Cul
40 -
= P+Cu 2
mP+Cu 3
20
0 -
71may69 Shemal

Sekil 4.7. iki farkli musir kiiltivariin(71May69, Shemal), PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM)
uygulamasini takiben 5. giinde SOD enzim ve izoenzim aktivitesinde (iinite/mg 'protein) gdzlenen
degisimler
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Sekil 4.8. Misir kiiltivart (71May69)’ nin PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasini takiben 5.

giinde SOD izoenzim aktivitesinde (iinite/mg * protein) gézlenen degisimler
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Sekil 4.9. Misir kiiltivart (Shemal)’nin PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasini takiben

5.giinde SOD izoenzim aktivitesinde (iinite/mg ! protein) gdzlenen degisimler

PEG uygulamasi, kontrole gore her iki kiiltivarda SOD enzim aktivitesini farkli
etkilemistir. 71May69’da % 34.7 oraninda arttirirken; Shemal’de % 50 oraninda

azalttig1 gozlenmistir.

Bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, kontrole gére her iki kiiltivarda
SOD enzim aktivitesini arttirmistir. Bu artigin; en fazla bakir (1.5 mM) uygulamas: ile

71May69°da 1.3 kat, Shemal’de ise % 53 oraninda oldugu tespit edilmistir.

PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, PEG uygulamasina gore her iki
kiiltivarda SOD enzim aktivitesi; 71May69’ da en fazla PEG+bakir (1 mM) uygulamasi
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ile % 14.4 oraninda azaltmistir. Shemal’ de ise en fazla PEG+bakir (1 mM) uygulamasi
ile 1.6 kat arttirmustir.

Kuraklik stresi altinda bakir uygulamas: ile iki fakli misir kiiltivarinda SOD
izoenzimlerinde meydana gelen degisimde; 71May69’ da iki izoenzim (SOD1, 2),
Shemal’de ise bes izoenzim (SOD 1, 2, 3, 4, 5) belirlenmistir. PEG uygulamas: ile
71May69’ da SOD 1 (% 10.25) ve SOD 2’ de (% 35.2) oraninda artmaya neden
olurken; Shemal’de ise SOD 1, 2 ve 5 izoenziminde artma, SOD 3 ve 4 izoenziminde
azalma oldugu tespit edilmistir. PEG+bakir uygulamasit 71May69’ da SOD
izoenziminde azalma; Shemal’de ise SOD izoenziminde artmaya neden oldugu tespit

edilmistir.

4.10.2. Katalaz (KAT) Enzim aktivitesi
Katalaz (KAT) enzim aktivitesi ile ilgili her iki kiiltivara ait veriler Sekil 4.10° da

gosterilmistir.
a5 _ KAT(linite mg! protein)
40 -
mK
35 7 mP
30 - mCul
55 a mCu?2
mCu3
20 -
mP+Cul
15 - mP+Cu 2
10 MW P+Cu 3
5 -
0 —
71may69 Shemal

Sekil 4.10. iki farkli musir kiiltivarmin (71May69, Shemal), PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM)
uygulamasini takiben 5. giiniinde KAT enzim aktivitesinde (iinite/mg ! protein) gozlenen degisimler

PEG uygulamasiin kontrol gruplarina gore katalaz aktivitesini, 71May69’da %

43.5 oraninda arttirirken, Shemal’de ise % 33.8 oraninda azaltmis oldugu gozlenmistir.
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Bakir (0.5 mM,1 mM,1.5 mM) uygulamasi, kontrole gore her iki kiiltivarda
katalaz enzim aktivitesini arttirmisgtir. Bu artis; 71May69°da en fazla bakir (1 mM)
uygulamasi ile % 43.5, Shemal’de ise en fazla bakir (1.5 mM) uygulamasi ile % 40.1
oraninda oldugu gozlenmistir.

PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, PEG uygulamasina gore her
iki kiiltivarda katalaz enzim aktivitesini arttirmigtir. Bu artig; 71May69°da en fazla
PEG+bakir (0.5 mM) uygulamas: ile % 18.5 oraninda, Shemal’de ise en fazla
PEG+bakir (1 mM) uygulamasi ile 1.8 kat oldugu tespit edilmistir.

4.10.3.Askorbat Peroksidaz (APX) Enzim aktivitesi

Askorbat peroksidaz enzim aktiviteleri ile ilgili her iki kiiltivara ait veriler Sekil

4.11’ te gosterilmistir.

4 N
APX(linite mg! protein) f

mK

mPpP
mCul
mCu?2
mCu3
mP+Cul
W P+Cu 2
mP+Cu3

- J

Sekil 4.11. iki farkli musir kiiltivarmin (71May69, Shemal), PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM)
ugulamasini takiben 5.giiniinde APX enzim aktivitesinde (iinite/mg ' protein) gdzlenen degisimler

PEG uygulamasi, kontrol gruplarina goére her iki kiiltivarda APX enzim
aktivitesini 71May69°da degisime neden olmamis, Shemal’de ise % 15.3 oraninda

azaltmistir.
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Bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, kontrol gruplarina gére her iki
kiiltivarda APX enzim aktivitesini arttirmistir. 71May69°da en fazla artig; bakir (1 mM)
uygulamasi ile % 45.6, Shemal’de ise en fazla artig; bakir (1.5 mM) uygulamasi ile %

41.9 oraninda oldugu tespit edilmistir.

PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasinin PEG uygulamasina gére her
iki kiiltivarda APX aktivitesini arttirdigi belirlenmistir. Bu artisin; 71May69°da % 80

oraninda, Shemal’de ise 1.9 kat oldugu gozlenmistir.

4.10. 4. Glutatyon Rediiktaz (GR) Enzim Aktivitesi

Glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesi Sekil 4.12° de gosterilmistir.

0,16 -
GR(linite mg! protein)

0,14 - c

0,12 - mK
mP

0,1 7 mCul

0,08 - mCu2
mCu3

0,06 -

’ mP+Cul

0,04 - mP+Cu2
mP+Cu3

0,02 -

0 -
71may69 Shemal

Sekil 4.12. iki farkli misir kiiltivarimin (71May69, Shemal), PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM)
ugulamasini takiben 5. giiniinde GR aktivitesinde (iinite/mg 'protein) gdzlenen degisimler

PEG uygulamasi, kontrol grubuna gore GR enzim aktivitesini, 71May69’da %
52.6 oraninda arttirirken; Shemal’de degistirmedigi gézlenmistir.

Bakir uygulamasi, kontrole gore her iki kiiltivarda GR enzim aktivitesini; en fazla
bakir (1.5 mM) uygulamas: ile 71May69°da % 52.6 oraninda, Shemal’de ise 3 kat
arttirdigi tespit edilmistir.
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PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, PEG uygulamasina gore her iki
kiiltivarda GR enzim aktivitesini arttirmistir. Bu artig; 71May69°da % 42.2 oraninda;

Shemal’de ise 3.8 kat olarak gozlenmistir.

4.10.5. Glutatyon s- transferaz (GST) Enzim Aktivitesi

Glutatyon s- transferaz (GST) enzim aktivitesi ile ilgili her iki kiiltivara ait veriler

Sekil 4.13” de gosterilmistir.

1 - GST(iinite mg™! protein)
0,9 - f
0,8 - mK
07 - 4 mP

mCul
0,6 -
mCu?2

0,5 -
mCu3

0.4 1 mP+Cul
03 | W P+Cu 2

0,2 - WP+Cu 3

0,1 -

71may69 Shemal

Sekil 4.13. iki farkli musir kiiltivarinin (71May69, Shemal), PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM)
uygulamasini takiben 5. giiniinde GST enzim aktivitesinde (iinite/mg 'protein) gdzlenen degisimler

PEG uygulamasi, kontrol gruplarmma gore her iki kiiltivarda GST enzim
aktivitesini 71May69’da % 33.9 oraninda azaltirken; Shemal’de % 45.8 oraninda

arttirdig1 gézlenmistir.

Bakir uygulamasi kontrol gruplarina gore her iki kiiltivarda GST enzim
aktivitesini; 71May69°da % 33 oraninda azaltirken, Shemal’de ise 1 kat arttirdig1 tespit

edilmistir.
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PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, PEG uygulamasina gore her iki
kiilltivarda GST enzim aktiviteside farkli tepki vermistir. 71May69’da degisim

gozlenmezken; Shemal’de 1.4 kat arttirmis oldugu gozlenmistir.

4.10.6. Peroksidaz (POX) Enzim Aktivitesi

POX enzim aktivitesi ile ilgili her iki kiiltivara ait veriler Sekil 4.14’de

gosterilmistir.

8000 - POX(linite mg™! protein)

7000 -
mK

6000 - mP
mCul
5000 -
mCu?2
4000 - mCu3
mP+Cul
3000 -
mP+Cu 2
2000 - mP+Cu 3

1000

71may69 Shemal

Sekil 4.14. iki farkli misir kiiltivarinda(71May69, Shemal), PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM)
uygulamasini takiben 5. giiniinde POX enzim aktivitesinde (iinite/mg 'protein) gozlenen degisimler

PEG uygulamasi, kontrol grubuna gore her iki kiiltivarda POX enzim aktivitesini

arttirmigtir. Bu artig; 71May69’da % 64, Shemal’de ise % 62 oraninda oldugu

gozlenmistir.

Bakir uygulamasi, kontrol grubuna gore her iki kiiltivarda POX enzim aktivitesini,
71May69°da en fazla artis bakir (1 mM) uygulamasi ile % 56.9 iken, Shemal’de ise en
fazla artigin bakir (1.5 mM) uygulamasi ile % 40.8 oraninda oldugu tespit edilmistir.

PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, PEG uygulamasina gore her iki
kiiltivarda POX enzim aktivitesinde farkli tepki vermistir. 71May69’da en fazla
PEG+bakir (1.5 mM) uygulamasi ile % 20.9 oraninda azaltirken; Shemal’de degisime

neden olmadig1 gozlenmistir.
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5. TARTISMA

5.1. Biiyiime Parametreleri

5.1.1. Uzunluk

Bitkide kuraklik stresi altinda ortaya c¢ikan oksidatif hasar sonucu morfolojik,
fizyolojik ve molekiiler yapilarda bozulmalar olmustur (Schmidhalter ve Oertli, 1991;
El-Tayeb ve Hassanein, 2000; Le Thiec ve Manninen, 2003). Bitkiler kuraklik stresi ile
basa ¢ikmak i¢in birtakim stratejiler gelistirmislerdir (Farooq ve ark., 2009).

Calismamizda PEG wuygulamasi kontrol gruplarina goére kok uzunlugunu,
toleransli misir kiiltivarinda arttirmis, duyarli misir kiiltivarinda ise azaltmistir. Bunun
yaninda govde uzunlugunu her iki kiiltivarda degistirmemistir. Tiirkan ve ark. (2005)’de
yaptiklar1 calismada; kurakliga duyarli ve toleranshi fasulye (Phaseolus vulgaris,
Phaseolus acutifolius) bitkilerinde PEG uygulamasinin; kok ve govde uzunluklarini
toleransh kiiltivarda arttirmis, duyarl kiiltivarda ise azaltmis oldugu rapor edilmistir.
Diger bir caligmada ise, kuraklik stresine bagli olarak {i¢ farkli misir kiiltivarinda fide
uzunluklarinin azaldigi bildirilmistir (Efeoglu ve ark., 2009). Benzer sekilde domates
bitkisinde kuraklik stresi altinda yaprak su iceriginde meydana gelen azalmanin; kok ve
govde gelisimini engelledigi bildirilmistir (Sanchez-Rodriguez ve ark., 2010). Aslam ve
ark. (2013)’ te kuraklik stresi altinda misir (Zea mays L.) bitkisinde yaptiklar
caligmada; kok gelisiminde artis gozlenirken, govde gelisiminin azaldig1 tespit
edilmistir. Bu sonuglara bagl olarak ¢alismamizda; kurakli§a toleransli olan musir
kiiltivar1 tolerans mekanizmalarimi gelistirerek kok uzunlugunu arttirmis ve daha derin
su kaynaklarmma ulasma seklinde adaptasyon mekanizmasi gelistirmis oldugu

distiniilebilir.

Dogal olarak toprakta bulunan bakir metalinin; yiiksek konsantrasyonlarda
bulundugunda bitkide fotosentez ve solunum gibi hiicresel faaliyetleri etkileyerek
biiyiimeyi engelledigi rapor edilmistir (Prasad ve Strzalka, 1999; Marschner, 1995).
Caligmamizda bakir (1.5 mM) uygulamast kdk uzunlugunu en fazla toleransli musir
kiiltivarinda arttirirken; duyarli misir kiiltivarinda kék uzunlugunu degistirmemistir
(Cizelge 4.1). Bakir uygulamasinin kontrol gruplarima gore her iki kiiltivarda gévde

uzunlugunu degistirmedigi gézlenmistir. Ayrica bakir uygulamasinin bagil su igerigi ve
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bagil biiylime oranini degistirmemis olmasi; uygulanan bakirin bitkide stres olusturacak
diizeyde olmayisi ile agiklanabilir. Bunun yaninda igsel bakir miktarinda artisin yalnizca
bakir (1.5 mM) uygulanan grupta goézlenmesi; kokte bakirin tutularak, govdeye
tasinimin engellenmesi sonucu oldugu diisiincesindeyiz. Domates bitkisinde yapilan bir
calismada; topraktan (kontrol, 1000 ve 2000 ppm) ve yapraktan (bakir oksiklorid ve
metalik bakir) artan diizeylerde bakir uygulamasi; sadece toprak ya da sadece yapraktan
uygulamalara gore toprak ve yapraktan birlikte uygulandiginda; toplam verim, meyve
sayisi, kok kuru agirligr ve bitki boyunda azalmanin daha fazla oldugu bildirilmistir
(Sonmez ve ark., 2006). Tanyolag ve ark. (2007)’de yaptiklar1 caligsmada; iki farkli misir
kiiltivarina disardan bakir uygulamasi ile duyarli kiiltivarda kék uzunlugunun
degismedigi, gévde uzunlugunun ise azaldigi tespit edilmistir. Thounaojm ve ark.
(2012)’de pringte (Oryza sativa L. var. MSE-9) yaptiklar1 ¢alismada; bakir (10, 20, 100
uM) uygulamasi kok ve govde gelisimini engellemistir. Bu sonuglarin ¢alisma
sonuglarimiza zit olmasi; uygulama yapilan bitki farkliliginin yani sira uygulama stiresi

ve konsantrasyon farkliligindan kaynakli oldugu seklinde diisiiniilebilir.

PEG+bakir uygulamasi, her iki kiiltivarda kok uzunlugunu kontrole gore arttirmas,
gévde uzunlugunu degistirmemistir (Cizelge 4.1). Kalefetoglu ve Ekmekg¢i, (2009)’da
nohut (Cicer arietinum L.) bitkisinde yaptiklari ¢alismada, kuraklik+tuz stresi altinda
bitki kok ve gévde uzunlugunun azaldigi tespit edilmistir. Ayrica Li ve ark. (2004)’te
yaptiklar1 ¢alismada; bakira toleranst olan bitkilerin, koklerde bakir1 biriktirerek
bliyiimeyi arttirirken; bakira duyarlit olan bitkilerin ise govdeye tasmniminin
engellenemedigi i¢in biiylimeyi arttirmadigini bildirmislerdir. Bu sonuglara bagl olarak;
calismamizda PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi ile kok uzunlugunda
meydana gelen artisin, kokten govdeye bakir tasinimini engelleyerek sagladigr seklinde

yorumlanabilir.

5.1.2. Agirhk

Su stresi, bitkilerde hiicre boliinmesi ve hiicre genislemesini engelleyerek; bitkinin
fotosentez kapasitesi, solunum mekanizmasi, iyon alinimi, karbohidratlar ve diger besin
metabolizmalar1 gibi bir ¢ok fizyolojik ve biyokimyasal siirecleri engellemektedir
(Blum, 1996; Chaitanya ve ark., 2003; Bhatt ve ark., 2005). Calismamizda PEG

uygulamasi her iki kiiltivarda kok ve govde yas, kuru agirliklarini kontrole gore
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azaltmistir. Daha Once yapilmis olan birgok ¢alismada kuraklik stresine bagli kok ve
govde agirhiginin azaldigi bildirilmistir (Alexieva ve ark., 2001; Hamayun ve ark.,
2010). Ayrica Jbir ve ark. (2001)’de yaptiklar1 ¢alismada iki farkli bugday (Triticum
durum var. Ben Béchir-Triticum aestivum var. Tanit)’da tuz stresine bagli olarak kok ve

govde agirliginin azaldigi rapor edilmistir.

Daha once yapilmis olan bir¢ok ¢alismada; bitkilere uygulanan yiiksek diizeyde
bakirin; bitkide metal stresi olusturup agirligi azalttig: bildirilmistir (Elisa ve ark., 2007;
Andrade ve ark., 2010; Thounaojam ve ark., 2012). Calismamizda bakir uygulamasi
kontrol gruplarina gore her iki kiiltivarda kok agirligmmi arttirmis, govde agirligmi
degistirmemistir (Cizelge 4.2). Bu sonuglara zit olarak; bakir uygulamasi kabak
(Cucumis sativus)’ta Ca™", Mg ve K" iizerine olumsuz etki yaparak; kok ve govde
agirligint azalttigi bildirilmistir (Alaoui-Sosse ve ark., 2004). Fidalgo ve ark. (2013)’de
patlican (Solanum nigrum L.)’ da yaptiklart ¢alismada; bakir (100 pm, 200 um)
uygulamasin kok ve govde agirliginda azalmaya neden oldugunu tespit etmislerdir.
Calismamizda bakir uygulamasinin her iki misir kiiltivarinda; Bagil biiylime oranini ve
klorofil icerigini degistimemis olmasi; bakirin kdkten govdeye tasinimi engellenmesi
sonucu gergeklestirdigi diisiiniilebilir. Bunun yaninda BSI, MDA ve ABA hormon
seviyelerinde herhangi bir degisimin olmamasi; olusan AOT’in stres olusturacak

diizeyde olmaysi ile ilgili oldugu sdylenilebilir.

PEG+bakir uyulamasi; her iki kiiltivarda kok ve govde yas, kuru agirligim
artirmistir (Cizelge 4.2, Cizelge 4.3). Buna paralel olarak; biberiye (Rosmarinus
officinalis) bitkisine tuz stresi (50 mM) + bakir (1 um)’in birlikte uygulanmasi, kok ve
govde kuru agirliklarinda degisim gézlenmemesi; uygulanan tuz ve bakirin bitkide stres
olusturacak diizeyde olmayisi ile iliskilendirilmistir (Hejazi-Mehrizi ve ark., 2012).
Calismamizdan farkli olarak bugday (Triticum aestivum L.) fidelerine sicaklik stresi
altinda bakir ve kadmiyum uygulamasi ile ¢oziinlir protein igeriklerinde azalma
gozlenmistir. Bu azalmanin kadmiyum uygulanan grupta daha fazla oldugu
bildirilmistir (Muslu ve Ergilin, 2012). Bu sonuglara baglh olarak; PEG-bakir
uygulamasinin PEG uygulamasina gore kok ve govde agirliginmi arttirmasi, uygulanan

bakirin bitkide prolin ve bakirin kokte birikerek su dengesini korudugu diisiiniilebilir.
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5.1.3. Bagil Biiyiime Oran1 (BBO)

Calismamizda PEG uygulamasi, kontrol gruplarina gére Bagil biiyiime oranini her
iki kiiltivarda azaltmistir. Buna paralel olarak; fasiilye (Phaseolus vulgaris) bitkisinde
kuraklik stresi altinda yapilan ¢alismada; BBO’da azalma oldugu bildirilmistir (Costa
Franga ve ark., 2000). Olszewska ve ark. (2008)’da Ingiliz ¢imi (Lolium perenne L.) ve
Domuz ayrig (Dactylis glomerata L.) bitkilerinde tuz stresi altinda yaptiklar
calismada; uygulanan tuz konsantrasyonlarinin BBO’nini1 azaltti§ini tespit etmislerdir.

Bakir uygulamasi, kontrole gére BBO’m1 her iki kiiltivarda degistirmemistir.
Calismamiza paralel olarak hardal (Brassica sp.) yapraklarina disaridan uygulanan
bakirin BBO ‘n1 engellemedigi bildirilmistir (Li ve ark., 2009). Calismamizdan farkl
olarak; Lombardini ve Sebastiani, (2005)’te Prunus cerasifera’da yaptiklari ¢alismada;
disaridan uygulanan bakirin biiylimeyi engelledigi rapor edilmistir. Ayrica piring (Oryza
sativa)’te disaridan kadmiyum uygulamasi ile yapilan ¢alismada; biiylimenin
engellendigi bildirilmistir (Chun-hua ve Ying, 2008). Calismamizda musir kiiltivarlarina
uygulamis oldugumuz bakir metalinin MDA, H;0, miktarini arttirmayip, biiyiimeyi
engellememis olmast; bitkide stres olusturmamasi ile iligkilendirilebilir.

PEG+bakir uygulamasi, PEG uygulamasina gore her iki kiiltivarda bagil biiylime
oranini arttirmustir (Cizelge 4.4). Anjum ve ark. (2011)’de yaptiklar1 ¢aligmada; dogal
bir giibre olan fulvik asitin kuraklik stresi altinda misir bitkisine uygulandiginda; bitkide
kokte membran gegirgenligini arttirmis ve su agigini azaltarak ve bagil biiylime oranini
arttirdig1 tespit edilmistir. Bu sonuglara bagli olarak uyguladigimiz bakir metali bitkide
stres olusturmayip; kuraklik stresi altinda bitki su dengesini ABA hormonundan

bagimsiz prolin artisi ile saglayarak biiytimegi arttirdig1 seklinde yorumlanabilir.

5.1.4. Bagil Su Icerigi (BSI)

Bagil su igerigi; bitkide yaprak oransal su icerigini % olarak ifade eder.
Calismamizda iki farkli misir kiiltivar1 (71May69,Shemal)‘na PEG uygulanmasi sonucu
BSI kontrol gruplarina gére azaldig1 gézlenmistir. Buna paralel olarak; Abdalla ve El-
Khoshiban, (2007)’de yaptiklar1 c¢alismada; bugday bitkisine uygulanan kuraklik
stresinin BSI’ni azalttig1 tespit edilmistir. Tiirkan ve ark.(2005)’te fasiilye bitkisinde,
Romanello ve ark. (2008)’de hint kamigi (Acorus americanus) bitkisinde yaptiklari
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caligmalarda; kuraklik stresine bagli bagil su igeriginin azaldigi rapor edilmistir.
Calismamizda PEG uygulamasi; duyarl kiiltivarda toleransl kiiltivara gore yaprak su
igerigini daha fazla azaltmis olmasi; ABA artisina bagli olarak stoma iletkenliginin
azalmasi ile iligkilidir. Caligmamiza benzer sekilde Kramer ve Boyer, (1995)’te
yaptiklar1 ¢aligmada; kuraklik stresinin stomalarin kapanmasina neden olarak,
fotosentezi engelledigi bildirilmistir.

Calismamizda bakir uygulamasi, kontrol grubuna gore BSI’ni degistirmemistir
(Cizelge 4.4). Piringte yapilan g¢alismada disaridan uygulanan bakirin; bagil su
icerigini degistirmedigi bildirilmistir (Chen ve ark., 2001). Bu sonuclardan farkli olarak;
Hejazi-Mehrizi ve ark. (2012)’ de biberiye (Rosmarinus officinalis L.) bitkisinde
yaptiklart ¢aliymada bakir (0.5 ve 1 mM) uygulamasmnin BSI ‘ni azalttidi rapor
edilmistir. Diger bir ¢alismada ise aygigegi (Heliantus annus) bitkisinde; disaridan
uygulanan bakir; BSI” ni azaltmistir (Kastori ve ark., 2008).

PEG+bakir uygulamasi; PEG uygulanan gruba gore her iki kiiltivarda BSI’ ni
arttirmistir. Bu sonuglardan farkli olarak bir ¢ok calismada; tuz (50, 100 mM)-+bakir
uygulamas1 BSI’ ni azaltmistir (Izzo ve ark., 1991; Villora, 2000; Hejazi-Mehrizi ve
ark., 2012). Calismamizda farkli konsantrasyonlarda uygulamis oldugumuz bakirin;
bitkide agir metal stresi olusturacak diizeyde olmayisi, MDA ve hidrojen peroksit
miktarinda artma olmadigi, bitki tarafindan besleyici mineral olarak kullanildig

seklinde yorumlanabilir (Cizelge 4. 4).

5.2. Klorofil Miktar1

Calisgmamizda PEG uygulamasi, kontrol gruplarina gore her iki kiiltivarda klorofil
miktarini azaltmistir. Buna paralel olarak; deniz semizotu (Sesuvium portulacastrum)’na
uygulanan PEG’in olusturdugu kuraklik stresine bagh olarak yapraklarda prolin artisi,
yaprak su igerigi ve klorofil iceriginde azalma ile K" iyonu arasinda pozitif iliski oldugu
bildirilmistir (Slama ve ark., 2007). Diger bir ¢alismada PEG uygulamasinin bugday
(Triticum durum) bitkisi yapraklarinda klorofil pigmentlerinde ve prolin igeriginde
azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (El Houssine ve ark., 1997).

Bakir uygulamasi, kontrole gore her iki musir kiiltivarinda klorofil igerigini
degistirmemistir (Sekil 4.1). Calismamizdan farkli olarak; biber (Capsicum annuum)
fidelerine disardan uygulanan bakirin, toplam klorofil igerigini azalttig1 bildirilmistir

(Kog ve ark., 2009).

51



PEG+bakir uygulamasi, PEG uygulamasma gore her iki kiiltivarda klorofil
icerigini arttirmigtir. Bu sonuglara bagli olarak uygulamis oldugumuz bakir metali
kurakliga tolerans saglamada; ABA hormonun etkisine bagli olarak degil; prolin

aminoasiti ve diger osmolitlerin sentezini arttirarak sagladigi seklinde yolumlanabilir.

5.3. Stoma Iletkenligi

PEG uygulamasi; kontrole gore her iki kiiltivarda stoma iletkenligini azaltmistir.
Bagil Su lgeriginin azalmasi; stoma hiicrelerinin turgorunu kaybederek stomalarin
kapanmasina neden olmustur. Daha 6nce yapilan ¢alismada; stoma iletkenligi ve yaprak
su iceriginde meydana gelen degisimlerin, bitkinin i¢inde bulundugu stresin
yogunluguna gore degisim gosterdigi bildirilmistir (Reddy ve ark., 2004). Bu sonuclara
bagli olarak kuraklik stresi altinda ABA diizeyinde meydana gelen artig, stomalarin
kapanmasini saglamig, fakat su dengesini koruyamamistir. Buna baglh olarak bagil su

icerigini azaltti1 seklinde yorumlanabilir.

Bakir uygulamasi, kontrol gruplarina gore stoma iletkenligini degistirmemistir.
Bundan farkli olarak; Carcamo ve ark. (2012)’ de tuzluluk stresi (100 mM NaCl) altinda
musir bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada; stoma iletkenliginin azaldigini tespit etmislerdir.
Bu sonuglara bagli olarak musir bitkisine uyguladigimiz bakirin; bitkide stres
olusturmamis olmas;; MDA klorofil, stoma, ABA ve BSI’ nin degismemesi ile

agiklanabilir.

PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, PEG uygulamasina gore her iki
kiiltivarda stoma iletkenligini arttirmistir (Sekil 4.2). Buna paralel olarak; Waraich ve
ark. (2011)’de yaptiklar1 ¢alismada besleyici elementlerden olan bakir (Cu) ve bor
(B)’un kuraklik stresine tolerans saglamada stomalar iizerine pozitif etki yaparak;
diizgiin ¢aligmasini sagladig: tespit edilmistir. Bu sonuglara bagli olarak uyguladigimiz
bakir metali; kuraklik stresinin stoma tizerinde olusturdugu olumsuz etkinin ortadan
kaldirilmasin1 sagladigi diisiiniilebilir. Bunu ABA artisin1 belirli bir seviyede tutarak

basarmistir.

5.4. Lipit Peroksidasyonu (MDA)
Bitkilerde AOT’ in lipitleri peroksidasyona ugratarak; MDA miktarinda artis

gozlenmesi stresin bir belirtecidir. Caligmamizda musir yapraklarindaki oksidatif hasar,
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lipit peroksidasyon {iriinii olan malondialdehid (MDA) miktarina gore belirlenmistir.
PEG uygulamasi, kontrol gruplarina gore her iki kiiltivarda MDA miktarini arttirmistir.
Buna paralel olarak kuraklik stresi altinda iki farkli musir kiltivarinda yapilan
calismada; MDA miktarmin arttigi tespit edilmistir (Moussa ve Abdel-Aziz, 2008).
Reedy ve ark. (2004)’ de yaptiklar1 calismada; kuraklik stresinin bitki kok ve
yapraklarda MDA miktarini arttirdigi rapor edilmistir.

Bakir uygulamasi, kontrole gore her iki kiiltivarda MDA miktarim
degistirmemistir (Sekil 4.3). Bu sonuglardan farkli olarak; Posmyk ve ark. (2009)’da
kirmizi lahana (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) fidelerine disardan uygulanan
bakir (2.5 mM)’ in MDA miktarini arttirdigr tespit edilmistir. Diger bir caligmada ise
tiziim (Solanum nigrum L.)’e disaridan uygulanan bakirin prolin ve MDA miktarin
arttirdig1 bildirilmistir (Fidalgo ve ark., 2013).

PEG+bakir uygulamasi, PEG wuygulamasina gore her iki kiiltivarda MDA
miktarmi azaltmistir (Sekil 4.3). Bu sonuglara bagli olarak; musir bitkisine kuraklik
stresi altinda disaridan uygulanan bakir (1 mM, 1.5 mM)’1n yapraklarindaki MDA ve
H,0, miktarin1 azaltarak oksidatif hasarin iyilestirilmesinde etkinlik sagladigi

distiniilebilir.

5.5. Hidrojen Peroksit (H,O,) Miktari

Kuraklik stresine bagli olarak ortaya cikan reaktif oksijen tiirlerinden olan; H,O»,
OH" ve O, oksidatif hasara sebep olmaktadir. H,O,, hiicre metabolizmas1 i¢in olduk¢a
zararli olan AOT tiirlerinden biridir (Azevedo Neto ve ark., 2005). Calismamizda PEG
uygulamasi, kontrol gruplarina gore her iki kiiltivarda H,O, miktarini arttirmistir. Buna
paralel olarak misir bitkisinde kuraklik stresine bagli olarak H,O, miktarinin; duyarh
misir kiiltivarinda, toleransli misir kiiltivarina gore daha fazla arttigi bildirilmistir
(Chugh ve ark., 2011; Hossain, 2013; Chugh ve ark., 2013). Ayrica arpa (Hordeum
vulgare L.)’da kuraklik stresine bagli olarak H,O, miktarmin arttigi bildirilmistir
(Haluskova ve ark., 2009).

Calismamizda bakir uygulamasi kontrol grubuna gore her iki kiiltivarda hidrojen
peroksit miktarin1 degistirmemistir. Bu sonuglardan farkli olarak piring (Oryza

sativa)’te bakir (50 uM, 100 uM) uygulamasi ile H;O, miktari, artan bakir
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konsantrasyonuna paralel olarak artis gosterdigi bildirilmistir (Thounaojan ve ark.,

2012).

PEG+bakir uygulamasi, PEG uygulamasina gore her iki kiiltivarda H,O, miktarini
azaltmistir (Sekil 4.4). Calismamizdan farkli olarak; lahana (Brassia campestris)’da
tuzluluk ve kuraklik stresinin birlikte uygulanmasi1 H,O, miktarinda artisa neden oldugu
bildirilmigtir (Hossin ve ark., 2013). Bu sonuglara bagli olarak kuraklik stresi altinda
uygulanan bakir metali H,O, indirgenmesinde; bazi antioksidan enzim aktivitelerini
uyararak, kuraklik stresinin olusturdugu hasari ortadan kaldirmada etkinlik sagladigi

seklinde yorumlanabilir.

5.6. ABA Diizeyi

ABA dehidrasyon kosullar1 altinda {iiretilen ve kuraklik stresine yanit olusturmada
oldukg¢a 6nemli role sahip fito hormon oldugu bildirilmistir (Shinozaki ve Yamaguchi-
Shinozaki, 2000). Daha 6nce yapilmis olan ¢aligmada; biitkide stres kosullari altinda
ABA hormonu ile stoma iletkenligi arasinda dogrudan bir iliski oldugu bildirilmistir
(Socias ve ark., 1997). Koklerde sentezlenen ve bekg¢i hiicrelerine tasinan absisik asit
(ABA), bekgi hiicrelerindeki hipotetik ABA reseptoriine baglanarak, kuraklik stresi
kosullar altinda stomalarin kapanmasini saglar (Taiz ve Zeiger, 1998). Bu ¢alismada,
ABA diizeyi her iki musir kiiltivarinda kuraklik stresine bagli olarak artmis ve
stomalarin kapatilmasina yol agmistir. Ayrica prolin miktarinda da her iki kiiltivarda
artis gozlenmistir (Sekil 4.6). Bu sonuclar, Garcia-Mata ve Lamattina, (2001)’da
kuraklik stresi altinda bugday (Triticum aestivum)’da yaptiklari ¢alisma ile benzer

sonuglar igerdigi tespit etmislerdir.

Bakir uygulamasi, kontrole gore her iki misir kiiltivarinda igsel ABA ve prolin
diizeyini degistirmemistir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6). Calismamizdan fakli olarak; Zengin
ve Kirbag (2007)’de aygicegi (Helianthus annuus L.) bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada,
disaridan bakir uygulamasi, ABA diizeyini arttirdigi rapor edilmistir. Bu calismada,
yalniz bakir uygulamast misir yapraklarinda stes olusturmamasi; ABA diizeyinde artis

gbzlenmemesi ile desteklenebilir.

PEG+bakir uygulamasi, PEG uygulamasina goére toleransl kiiltivarda ABA

diizeyini azaltmis olmasma ragmen, stoma iletkenligini degistirmemistir (Sekil 4.5).
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Duyarli kiiltivarda ise ABA diizeyinde artis olmasina ragmen, stoma iletkenliginde
degisim gozlenmemistir. Bu durumda PEG+bakir uygulamasit ABA diizeyini arttirmus,
fakat bu artis stoma hiicrelerini kapatacak dilizeyde olmamis ve fotosentezi
engellememistir. Ayrica birlikte uygulama ile ABA diizeyinde meydana gelen artis,
bakir uygulamasindan bagimsiz kurakligin etkisiyle ortaya ¢iktigi diisiiniilebilir. Bunun
yaninda birlikte uygulama, PEG uygulamasina gére klorofil icerigi ve BSI’ni arttirirken;
bakir uygulamasi yapraklarda prolin igerigini arttirarak su dengesini korudugu seklinde
yorumlanabilir. Calismamizdaki bakir uygulamasinda ABA artisindan bagimsiz, prolin
icerigini ve diger ozmolitlerin birikimine neden olarak kuraklik stresine tolerans
saglamada etkin oldugu diisiiniilebilir. Bu sonuglar Chen ve ark. ( 2001)’de yaptiklari

calisma ile uyum igerisindedir.

5.7. I¢sel Bakar ve Kalsiyum Miktari
Kalsiyum (Ca'™) iyonunun, stresin algilanmas1 esnasinda sinyal molekiil olarak

hareket ederek hasarini iyilesmesine yardimci oldugu bildirilmistir (Palta, 2000).

Kuraklik uygulamasi, kontrole gore her iki kiiltivarda Ca™ miktarini
degistirmemistir (Cizelge 4.5). Fakat igsel Cu’" miktarni; toleranshi kiiltivarda

degistirmemis, duyarl kiiltivarda ise azaltmistir.

Bakir uygulamasi, kontrole gore igsel Ca’ miktarimi her iki kiiltivarda
degistirmemis, igsel Cu™" miktarin1 yalmz bakir (1.5 mM) uygulamasi ile arttirmistir
(Cizelge 4.5). Buna paralel olarak Sénmez ve ark. (2006b) ‘da domates (Lycopersicon
esculentum) bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada; topraktan uygulanmis olan bakir (1000 ve

2000 ppm)’in igsel bakir miktarini arttirdigi rapor edilmistir.

PEG+bakir uygulamasi, PEG uygulamasina gore her iki kiiltivarda i¢sel Ca™"
miktarim azaltirken; i¢sel Cu™™ miktarm arttirmustir (Cizelge 4.5). Alaoui-Sosse ve ark.
(2004) salatalik (Cucumis sativus) bitkisinde artan bakirm igsel Ca’™ miktarini
azalttigin tespit etmiglerdir. Bu sonuglara bagli olarak; kuraklik stresi altinda uygulanan

2

bakirm igsel Ca'" miktarim1 azaltarak Ca'™ un roliinii istlendigi seklinde

yorumlanabilir.
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5.8. Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Bitkilerde strese bagli meydana gelen hasarin ortadan kaldirilmasinda antioksidan
enzimler; AOT larin olusum siirecinin degisik asamalarinda ortaya ¢ikan ve bir sonraki
enzime doniisebilen kimyasal maddelerdir (Anderson ve ark., 1995; Scebba ve ark.,
1999). SOD enzimi, ilk once olugsup gorevini tamamladiktan sonra meydana gelen
H,0,’ in ortadan kaldirilmasinda etkindir. Burada ilk etkin olan enzim KAT, es zamanli
ve daha sonra GR ile APX devreye girer. Stresi takip eden farkli giinlerdeki 6l¢timlerde
enzim aktivitesi en yiiksek olan bazen SOD, bazen KAT veya diger iki enzim

olabilmektedir (Sgherri ve ark., 2001; Posmyk ve ark., 2009; Fidalgo ve ark., 2013).

5.8.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim ve Izoenzim Aktivitesi

Bitkiler AOT’lar1 temizlemek icin enzimatik ve enzimatik olmayan genis
antioksidan sistemler gelistirmislerdir. Enzimatik mekanizmalar arasinda Siiperoksit
Dismutaz (SOD) 6nemli bir rol oynar. SOD (EC1.15.1.1), AOT’lar1 atma sistemlerinde
ilk adim olarak, siiperoksit dismutasyon iki molekiil oksijen ve hidrojen peroksiti
katalize eder (Fridovich, 1975). SOD enzimi metal kofaktorlerine gére mitokondride;
Cu/FeSOD, kloroplastta;, Cu/MnSOD ve sitozolde; Cu/ZnSOD olarak smiflandirilir
(Bowler ve ark., 1992).

Calismamizda PEG wuygulamasi, kontrole gore SOD enzim aktivitesini
71May69°da arttirmis, Shemal’de ise azaltmustir (Sekil 4.7). Buna paralel olarak
aycicegi (Helianthus annuus), boriilce (Vigna sinensis ), bugday (Triticum ) bitkilerinde
kuraklik stresi altinda SOD enzim aktivitesinde artma oldugu bildirilmistir (Giines ve

ark., 2008; Manivannan ve ark., 2007, Csiszar ve ark., 2005)

Bakir uygulamasi, kontrole gore her iki kiiltivarda SOD aktivitesini arttirmistir.
Toleranslt kiiltivarda en fazla artig bakir (1.5 mM) uygulamasinda oldugu gdzlenmistir.
Duyarl: kiiltivarda ise bakir (0.5 ve 1 mM)’ de degisim gozlenmezken; bakir (1.5 mM)
uygulamasi SOD aktivitesini arttirmistir (Sekil 4.7). Tanyolag ve ark. (2007)’de yapmis
olduklar1 c¢alismada bakir (1.5 mM) uygulamasi; toleransh kiiltivarda SOD enzim
aktivitesini arttirdig1 rapor edilmistir. Fidalgo ve ark. (2013)’ de képek iiziimii (Solanum
nigrum)’da disiik dozda bakir uygulayarak yaptiklart calisgmada; SOD enzim

aktivitesinin degismedigi gozlenmistir. Bugday (Triticum sp.)’ da disaridan uygulanan
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bakir metalinin SOD enzim aktivitesini degistirmedigi gozlenmistir (Sgherri ve ark.,
2001). Calismamizdan farkli olarak yonca (Medicago sativa L.) bitkisinde bakir
uygulamasi ile SOD aktivitesinin degismedigi gozlenmistir (Wang ve ark., 2011). Bu
sonuglara bagl olarak ¢alismamizda SOD enzim aktivitesindeki artis1 saglayan en etkin

konsantrasyonun bakir (1.5 mM) oldugu tespit edilmistir.

PEG + bakir uygulamasi, PEG uygulanan gruplara gore SOD enzim ve izoenzim
aktivitesi toleransl kiiltivarda azaltmis, duyarli kiiltivarda ise arttirmistir. Calismamiza
paralel olarak; iki fakli yonca (Medicago sativa)’ da  kuraklik + tuz stresi
uygulandiginda; koklerde SOD enzim aktivitesinin arttig1 gézlenmistir (Wang ve ark.,
2009). Thounaojam ve ark. (2012)’ de yaptiklar1 ¢alismada bakir uygulamasi; piring
(Oryza sativa) koklerinde SOD enzim aktivitesini arttirmis, fakat bu artis konsantrasyon
farkliliklarina gore degismedigi rapor edilmistir. Calismamizda SOD izoenzim
aktivitesinde gozlenen degisimler; total aktiviteyi destekler nitelikte oldugu tespit
edilmistir ( Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9). Calismamizda her iki kiiltivar arasinda
gozlenen farkliliklarin bakir metaline olan duyarliliktan kaynaklandigi seklinde
diistintilebilir. Bu sonuclara bagli olarak duyarli misir kiiltivar1 yapraklarina uygulanan
bakir metalinin; SOD enzim ve izoenzim aktivite artisini saglayarak kuraklik

uygulamasinin olusturdugu hasara kars1 koruyucu etki yaptig1 diisiiniilebilir.

5.8.2. Katalaz (KAT) Enzim Aktivitesi

Antioksidan enzimler, hiicre zarlarina zarar veren serbest oksijen radikallerini
etkisiz hale getirmekte ve boylece koruyucu bir kalkan olarak hareket etmektedir. Bu
enzimlerden biri olan KAT (EC.1.11.1.6.) fotosentetik bitki hiicrelerinde bulunan 6zel

peroksizomlar tarafindan toplu halde AOT’ larin siipiiriilmesinde etkilidir.

Bu calismada; kuraklik stresi uygulamasi kontrol gruplarma goére KAT enzim
aktivitesini toleranslt misir kiiltivarinda arttirmis, duyarli misir kiiltivarinda azaltmistir.
KAT, bitki hiicresinde hidrojen peroksitin ortadan kaldirilmasinda olduk¢a 6nemli bir
enzimdir (Li ve ark., 2009). Duyarli musir kiiltivarinda SOD ve KAT enzim
aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksit miktarinin artmasina neden oldugu

gozlenmistir (Sekil 4.4). Chugh ve ark. (2011)’de kuraklik stresi altinda yaptiklar
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calismada KAT aktivitesinin; toleransli misirda artisa neden olurken; duyarli misirda

azalmaya neden oldugu goriilmistiir.

Bakir uygulamasi, kontrol grubuna goére her iki musir kiiltivarinda, KAT
aktivitesini artirmistir (Sekil 4.10). Benzer sekilde, Posmyk ve ark. (2009) ve Brahim ve
Mohamed, (2011)’ de kirmizi lahana (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) ve
sarmak (Atriplex halimus)’de yaptiklari ¢alismalarda; disardan uygulanan bakirin KAT
aktivitesini arttirdigini rapor etmislerdir. Calismamiza paralel olarak Posmyk ve ark.,
2009’ da lahana (Brassica oleracea L. var. rubrum )’ da yaptiklar1 ¢alismada; bakir
uygulamasinin KAT aktivitesini arttirdigini tespit etmislerdir. Ayrica lahana (Brassica
junicea) ve aygicegi (Helianthus annuus) bitkilerinde bakir uygulamasi ile yapilan
caligmalarda; KAT aktivitesinin engellendigi bildirilmistir (Wang ve ark., 2004; Jouili
ve Ferjani, 2003).

PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, PEG uygulamasina gore her iki
musir kiiltivarinda KAT aktivitesini arttirmistir. Fakat duyarli misir kiiltivarinda PEG
uygulamasi ile KAT aktivitesi artis gostermezken; PEG+bakir uygulandiginda KAT
enzim aktivitesi artmistir (Sekil 4.10). Bu sonuglara bagli olarak; duyarli misir
kiltivarinda kuraklik uygulamasi ile azalan KAT aktivitesi birlikte uygulandiginda
artisin  gozlenmesi; uygulanan bakirin KAT enzim aktivitesini uyarict etki yaptigi

seklinde yorumlanabilir.

5.8.3. Askorbat Peroksidaz (APX) Enzim Aktivitesi

APX (EC.1.11.1.11) hidrojen peroksitin suya doniisiimiinii; indirgenmis askorbat
yardimu ile zararl etkisinin ortadan kaldirilmasinda 6nemli rol oynar (Noctor ve Foyer,
1998). PEG uygulamasit kontrole gore APX enzim aktivitesini; toleransli misir
kiiltivarinda degistirmezken; duyarli muisir kiiltivarinda azaltmistir (Sekil 4.11).
Calismamiza paralel olarak; kuraklik stresi altinda sert ¢imen (Agrostis canina L.)’de
APX enzim aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (DaCosta ve Huang, 2007). Diger bir
caligmada ise kuraklik stresine bagli olarak; APX aktivitesinin toleransli musir
kiiltivarinda artarken; duyarli misir kiiltivarinda ise azaldigi bildirilmistir (Chugh ve

ark., 2011). Caligmamizda her iki misir kiiltivarinda hidrojen peroksit miktarinin daha
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fazla artiginin nedeni olarak; APX enzim aktivitesindeki azalma ile iliskili oldugu

diisiincesindeyiz.

Bakir uygulamasi, kontrole gére APX enzim aktivitesini her iki misir kiiltivarinda
arttirmis, fakat uygulanan bakir konsantrasyonlar1 arasinda aktivite farklilig
gozlenmemistir. Benzer sekilde, Tewari ve ark. (2006)’da, Andrade ve ark.
(2010)’da bakir uygulamasi ile jack fasiilye (Canavalia ensiformis) ve karadut (Morus
alba L.) bitkilerinde yaptiklart ¢alismada APX enzim aktivitesinin arttii rapor
edilmistir. Tanyolag ve ark. (2007)’da misir (Zea mays L.)’da bakir uygulamasi ile APX
enzim aktivitesinin artmis olmasi ¢alismamiza paralellik gostermektedir. Bu sonuclara
bagli olarak ¢alismamizda uygulamis oldugumuz bakirin her iki misir kiiltivarinda APX
enzim aktivitesini arttirmis olmasi; MDA ve H;0, miktarin1 degistirmemis olmasi ile

aciklanabilir.

PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasimin, her iki kiiltivarda APX
enzim aktivitesini arttirdigi gozlenmistir. APX enzim aktivitesindeki artisin en fazla
duyarli misir kiiltivarinda (1.9 kat) oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.11). Bu sonuglara
bagli olarak PEG uygulamasi altinda uygulanan bakirin; APX enzim aktivitesinin
artisinda daha etkin oldugu sdylenebilir. KAT ve SOD enzim aktivitesinde oldugu gibi,
APX enzim aktivitesindeki artis hidrojen peroksit miktarinin azaltilmasinda oldukca

etkili olmustur.

5.8.4. Glutatyon Reduktaz (GR) Enzim Aktivitesi

Glutatyon RediiktazR, oksidatif strese yanit olarak AOT’ larin ortadan
kaldirilmasinda olduk¢a etkin olan antioksidan enzimlerden biri oldugu bildirilmistir
(Yousuf ve ark., 2012). PEG uygulamasi kontrole gére GR enzim aktivitesini; toleransh
musir kiiltivarinda arttirmis, duyarlt misir kiiltivarinda ise degistirmemistir. Sekiz farkl
genotipteki bamya (Hibiscus esculentus L.) bitkilerinde kuraklik stresi uygulamasi
altinda yapilan ¢alismada GR ve APX aktivitesindeki artig; toleransli genotiplerde
duyarl genotiplere oranla daha fazla olmus olmasi, sonuglarimiza benzerlik gostermistir
(Kusvuran, 2012).

Bakir uygulamasi, kontrole gore her iki kiiltivarda GR aktivitesini en fazla bakir

(1.5 mM) uygulamasi ile arttirmistir. Calismamiza paralel olarak Tanyolag¢ ve ark.
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(2007) iki farkli misir kiiltivarinda disardan bakir uygulayarak yaptiklari ¢alismada; GR
enzim aktivitesi, toleransli misir kiiltivarinda en fazla bakir (1.5 mM) uygulamasi ile
artmis, duyarli musir kiiltivarda ise en fazla bakir (ImM) uygulamasi ile artmis

oldugunu rapor etmislerdir.

PEG+bakir (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM) uygulamasi, PEG uygulamasina gore her iki
kiiltivarda GR enzim aktivitesini arttirmistir. Bu artis yalnizca PEG+bakir (1.5 mM)
uygulamasi ile olmustur (Sekil 4.12). Bu sonuglara bagli olarak; her iki muisir
kiltivarinda kuraklik stresi altinda yalnizca bakir (1.5 mM) uygulamasinin GR enzim
aktivitesinin artisini tetikledigi diisiincesindeyiz. Bu artisin stresten koruma amagh

degil, stresin varligini belirtme amagli olabilecegi seklinde yorumlanabilir.

5.8.5. Glutatyon S-Transferaz (GST ) Enzim Aktivitesi

Glutatyon S-transferaz (GST, EC 2.5.1.18) dimerik yapida ve ¢ok fonksiyonlu bir
enzimler grubudur. Glutatyon (GSH) detoksifikasyonu icin ksenobiyotik bilesikler ile
konjugasyona girerek katalize eder (Tausz ve ark., 2004).

Calismamizda PEG uygulamasi, kontrole gére GST enzim aktivitesini toleransli
musir kiiltivarinda azaltirken, duyarli misir kiiltivarinda arttirmistir (Sekil 4.13). Csiszar
ve ark. (2005)’ da yaptiklar ¢alismada; sogan (Allium sp.)’da topraktaki su miktarinin

azalmasina bagli olarak GST enzim aktivitesini arttirdig1 rapor edilmistir.

Bakir uygulamasi, kontrole gore GST aktivitesini toleransli misir kiiltivarinda
azaltirken; duyarli misir kiiltivarinda en fazla artis bakir (1.5 mM) uygulamasinda
gozlenmistir (Sekil 4.13). Bizim sonuglarimiza paralel olarak; Gajewska ve
Sktodowska, (2005)’ te bugday (Triticum sp.) fidelerinde yaptiklar1 ¢alismada bakir
uygulamasinin GST enzim aktivitesini degistirmedigini tespit etmislerdir. Bu sonuglara
bagl olarak; musir yapraklarinda, yalnizca en yiiksek bakir (1.5 mM)’da GST enzim

aktivitesinin uyarildig tespit edilmistir.

PEG-+bakir uygulamasi, PEG uygulamasina gore GST enzim aktivitesini toleransh
misir kiiltivarin1  degistirmezken, duyarli musir kiiltivarinda PEG+bakir (1.5 mM)

uygulamas ile 2.4 kat arttirdig1 gozlenmistir (Sekil 4.13). Bu sonuclara bagli olarak
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toleransli musir kiiltivarinda kuraklik stresine toleransin saglanmasinda GST enzim

aktivitesinin etkinligine gerek duymadigi soylenebilir.

5.8.6. Peroksidaz (POX) Enzim Aktivitesi

Kuraklik stresine bagl olarak meydana gelen AOT’ larin temizlenmesinde etkili
olan enzimler arasinda POX enzim aktivitesi olduk¢a etkindir (Srivalli ve ark., 2003).
Kuraklik stresi uygulamasi kontrole gore her iki kiiltivarda POX aktivitesini arttirmistir.
Chugh ve ark., (2013)’de yaptiklar1 ¢alismada iki farkli misir kiiltivarinda kuraklik
stresine bagli olarak toleransli olan kiiltivarda; POX enzim aktivitesini daha fazla
arttirmistir. Calismamizda kuraklik stresine bagli olarak meydana gelen H,O, ve MDA
miktarindaki artig ile stresin algilanip hiicre zarinda kararliligin saglanmasinda POX

enziminin oldukg¢a etkin oldugu diisiiniilebilir.

Bakir uygulamasi, kontrole gére POX enzim aktivitesini her iki kiiltivarda
arttirmigtir. Tanyolag ve ark. (2007)’de musir bitkisine disaridan bakir uygulamasi ile

yaptiklari ¢alismada; POX enzim aktivitesinin arttig1 rapor edilmistir.

PEG+bakir uygulamasi, PEG uygulamasina goére POX enzim aktivitesinin
toleransli musir kiiltivarinda azalma en fazla PEG+bakir (1.5 mM) uygulamasinda
gozlenirken; duyarli kiiltivarda ise degisime neden olmamustir (Sekil 4.14). Bu
sonuglara bagl olarak her iki misir kiiltivarinda GR, APX ve KAT enzimlerinin stresin
uzaklastirllmasinda POX enziminden daha oOnce etkinlik saglayip, POX enziminin
aktivitesini arttirmaya gerek duymadigi seklinde yorumlanabilir. Bu durumu H,O, ve

MDA miktarindaki azalis desteklemektedir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Calisma sonuglarina bagli olarak, farkli konsantrasyonlarda disaridan uygulanan
bakir metali; misir bitkisinde herhangi bir hasara neden olmamistir. Bunun yaninda
ozellikle duyarli musir kiiltivarinda; kuraklik stresinin olusturdugu oksidatif hasari
iyilestirmistir. Ote yandan, SOD, APX, KAT, POX, GR ve GST enzim aktiviteleri bakir
uygulamasi ile artarken, kuraklik uygulamasinda ise yalniz SOD, APX ve KAT enzim
aktivitelerini azaltmistir. Bununla beraber, duyarli olan kiiltivarda GST ve GR enzim
aktivitesinin bakir (1.5 mM) ve PEG uygulamasi altinda artisinin en fazla oldugu
gozlenmistir. Bu artis, icsel ABA diizeylerinin artisi ile iliskilendirilse bile, sadece bakir
uygulamasi altinda ABA, hidrojen peroksit, prolin ve MDA miktarlarinin degismedigi
gbzlenmistir. Calismamizda misir bitkisinde bakir toleransinin kuraklik toleransindan
bagimsiz olup ortak bir cevap icermedigi tespit edilmistir. Bu nedenle ortaya konulan
verilerin literatiirdeki eksikligi gidererek bakirin kuraklik toleransi {izerine etkisinin

arastirilacagi calismalara yol gosterecegi kanisindayiz.
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