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ONSOZ
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Yiiksek lisans tez danismanligimi iistlenerek, gerek konu se¢imi gerekse ¢alismanin
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TEZ BEYANNAMESI

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Hidrojen Peroksit On Muamelesinin Bakir
Stresi Tolerans1 Uzerine Etkisi” baslikli bu calismay1 bastan sona kadar danigsmanim Yrd.
Dog. Dr. Rabiye TERZI ‘nin sorumlulugunda tamamladigimi, verileri/drnekleri kendim
topladigimi, deneyleri/analizleri ilgili laboratuarlarda yaptigimi, baska kaynaklardan
aldigim bilgileri metinde ve kaynakcada eksiksiz olarak gosterdigimi, ¢alisma siirecinde
bilimsel arastirma ve etik kurallara uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi
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Yiiksek Lisans
OZET

HIDROJEN PEROKSIT ON MUAMELESININ BAKIR STRESIi TOLERANSI
UZERINE ETKISI

Sule GUZEL

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Rabiye TERZI
2011, 55 Sayfa,

Bakir stresine maruz birakilan misir (Zea mays L.) bitkisinin iki farkli ¢esidinde
(Akpmnar ve Pegaso) diisiik konsantrasyonda hidrojen peroksit 6n uygulamasinin bitki
yapraklarmin su icerigi, prolin ve ¢oziilebilir toplam protein miktarlari, indirgen seker
seviyesi, mineral madde miktarlari ile kuru agirliklar tizerine etkisi arastirildi.

Bu amagla bitkilerin yaprak su potansiyeli psikometrik, indirgen seker, prolin,
¢oziilebilir protein ve iyon miktarlari spektrofotometrik olarak incelendi.

Yapilan analizler sonucunda, bakir stresinin prolin ve indirgen seker miktarlarini
artirdigi, su icerigi, kuru agirlik, iyon ve ¢oziilebilir toplam protein igerigini azalttig
belirlendi. Distan uygulanan hidrojen peroksit 6n uygulamasinin, bitkilerin su igerigi, kuru
agirlik, iyon ve ¢oziilebilir protein miktarindaki kayb1 6nemli derecede azalttigi goriildii.
H20, 6n uygulamasinin, prolin ve indirgen seker miktarmi kontrollerine gore daha fazla
artirdig1 bulundu.

Elde edilen verilere gore, diisiik konsantrasyonda uygulanan hidrojen peroksitin

osmotik ayarlama saglayarak stresin olumsuz etkisini azaltabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Bakir Stresi, Hidrojen Peroksit (H,0>), indirgen Seker, Misir (Zea
mays L.), Prolin, Protein, Su Igerigi.
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Master Thesis
SUMMARY

THE EFFECT OF HYDROGEN PEROXIDE PRE-TREATMENT ON COPPER STRESS
TOLERANCE

Sule GUZEL

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program

Supervisor: Asisst. Prof. Dr. Rabiye TERZI
2011, 55 Pages,

The effect of low concentration of hydrogen peroxide pre-treatment on leaf water
potential, proline and total soluble protein contents, the level of reducing sugar, the amount
of ions and dry weight of plant leaves were investigated in two different species (Akpinar
and Pegaso) of maize (Zea mays L.) plants exposed to copper stress.

For this purpose, leaf water potential of plants were measured psychometrically, the
amount of reducing sugar, proline, soluble protein and ions were determined
spectrophotometrically.

Although copper stress increased the amount of reducing sugar and proline, it
decreased water content, dry weight, ions and total soluble protein contents compared to
control. Exogenous hydrogen peroxide pre-treatment significantly reduced the loss of
water content, dry weight, ions and soluble protein of plants. Hydrogen peroxide pre-
treatment increased the amounts of reducing sugar and proline more than control plants.

According to these results, it was concluded that low concentration of hydrogen
peroxide pre-treatment reduced the negative impact of stress by providing osmotic

adjustment.

Key Words: Copper Stres, Hydrogen peroxide (H,0O,), Maize (Zea mays L.), Proline,
Protein, Reducing Sugar, Water Content.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Toprak, su ve havada degisik oranlarda bulunan agir metaller belirli konsantrasyonun
tizerinde kirlilige yol agarlar. Agir metallerin ¢evrede yaygin bir sekilde birikmesi, tiim
canlilar i¢in boyutlar1 giderek artan bir tehlike olusturmaktadir. Cevreyi kirleten biitiin
unsurlar bitkilerde strese neden olmaktadir. Stres ise bitkilerin fizyolojisini etkiler, onlarin
genetik potansiyellerini degistirir, verimliliklerini kisitlar ve 6liimlerine yol agarak biiylik
oranlarda tirlin kayiplar1 olusturur (Kirbag Zengin ve Munzuroglu, 2003).

Bitkilerde stres olusturan faktorlerden biri agir metallerdir. Agir metallerin 6zellikle
belirli dozlardan itibaren bitkilerdeki fizyolojik fonksiyonlari ve biyokimyasal olaylar
direkt veya dolayli olarak etkiledigi bilinmektedir. Bitki dokularinda agir metal birikimi
fazla olursa mineral besin alinimi (Ouzounidou vd., 1992), transpirasyon (Poschenrieder
vd., 1989), fotosentez (Lidon vd., 1993), niikleik asit yapis1 (Doncheva vd., 1996), klorofil
biyosentezi (Somashekaraiah vd., 1992), ¢imlenme (Munzuroglu ve Gegkil, 2002),
membran hasar1 (Kennedy ve Gonsalves, 2002), enzim aktivitesi (Nussbaum vd., 1998) ve
hormon dengesinin bozulmasi, su iliskisinin degismesi gibi ¢ok sayida fizyolojik olay
olumsuz yonde etkilenir. Agir metaller yiiksek konsantrasyonda bitki biiyiimesini inhibe
edebilirler (Monni vd., 2000). Diinyada misir, bugday ve arpa gibi hububat bitkileri farkli
bliylime donemlerinde agir metal stresine maruz kalabilmektedir. Bitkilerin tohum ve diger
toprak tstii kisimlarinda biriken bu agir metaller tarim ve insan sagligi i¢in ciddi bir sorun
olusturmaktadir (Tanyolag vd., 2007).

Agir metallerden biri olan bakirin Karadeniz Bolgesi’nde bolca rezervi bulunmakta
ve ilkemiz bakir iiretiminde diinyada altinci sirada yer almaktadir. Maden Tetkik ve
Arama Bolge Miidiirliigii'nlin ¢alismalar1 sonucu ortaya ¢ikarilan isletilmis veya
isletilmekte olan maden yataklari Artvin-Murgul, Cayeli-Madenkdy, Siirmene-Kutlular,
Espiye-Killik, Espiye-Lahanos, Tirebolu-Hartkdy, Trabzon-Yomra-Kayabasi bakir yatagi
ile Tirebolu-Kopriibast  bakir-kursun yataklaridir (URL-1, 2011). Bu agir metal
rezervlerinin igletilmesi bu bdlgedeki tarim alanlarina agir metal bulasmasina neden

olmaktadir. Ayrica Karadeniz Sahil Yolu’ndaki motorlu tasitlarin egzoz gazlari, tarimda



giibreleme ve ilaglama, agir metal igeren sulama suyunun kullanilmas: gibi pek ¢ok etken
bitkilerde agir metal stresi olusturmaktadir (Tanyolag vd., 2007).

Diger taraftan, Misir Tiirkiye’de bugday ve arpadan sonra ozellikle Karadeniz
Bolgesi’nde yaklasik 600.000 hektar alanda tarimi yapilmaktadir (Tanyolag¢ vd., 2007).
Misir tarimi, yukarida belirtilen nedenlerden dolay1r agir metal stresinden olumsuz
etkilenmektedir. Yine belirtildigi gibi agir metaller bitkilerde bazi olumsuz kosullar
Olusturabilmektedir. Bu olumsuz kosullar1 gidermek ig¢in bitkilere cesitli ekzojenik
uygulamalar yapilmaktadir. Bu uygulamalardan biri de son yillarda {izerinde calisilmakta
olan cesitli stres kosullarinda distan hidrojen peroksit uygulamalaridir. Ornegin, diisiik

konsantrasyonda uygulanan H,0,’in bitkilerde strese karsi toleransi uyardigi rapor
edilmistir. Arabidopsis ve tiitin bitkilerine 6n H,O, uygulamasin ise yiksek 11k

yogunlugunun sebep oldugu oksidatif zararlardan bitkileri korudugu kaydedilmistir
(Karpinski vd., 1999; Gechev vd., 2002). Benzer sekilde, diisiik konsantrasyonlarda HZO2

uygulamasinin Zea mays, Vigna radiata’da yiiksek sicakliga toleransi artirdigi ileri
strilmustir (Prasad vd., 1994; Yu vd., 2002, 2003). Parakuat piiskiirtiilmiis ve H,O, 6n
muamelesi yapilmis geng bezelye yapraklarindaki sag kalim oraninin sadece parakuat
uygulananlara gore ¢ok daha yiiksek oldugu gézlenmistir (Moskova vd., 2007). Ayrica,
H,0, 6n uygulamasinin, misir bitkilerinde tuz stresinin etkilerini azalttigi kaydedilmistir
(Dias de Azevedo Neto vd., 2005).

Bitkinin strese kars1 tolerans saglamasinda bazi bilesikler rol oynamaktadir. Nitekim
bir¢ok organizmanin diisiik ozmotik potansiyel ya da kuraklik altinda ozmotik bilesiklerin
hiicresel konsantrasyonunu artirdigi bilinmektedir. Bu ozmotik bilesikler genellikle
ozmolit olarak adlandirilirlar. Bilinen tiim ozmolitler basta prolin olmak {izere aminoasitler
ve tlirevleri, poliyoller, ¢oziilebilir sekerler ve iyonlardir. (Saglam vd., 2010). Ozmolitler
enzim aktivitesi ve membran yapisinin korunmasi, reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesi
gibi bir¢ok isleve sahiptirler. Literatiirde, agir metal stresi kosullarinda ozmolit ve
proteinlerdeki degisikliklerin arastirildigs bircok calisma mevcuttur. Ornegin, Lemma
minor da bakir muamelesi sonucunda prolin miktarinda artis oldugu goriilmiistiir (Bassi ve
Sharma, 1993a). Bakir stresine cevap olarak, bugday koklerindeki prolin birikiminde
dalgalanmanin oldugu belirlenmistir (Bassi ve Sharma, 1993b). Bakira maruz kalmis Vitis
vinifera’da nisasta ya da sakkarozda herhangi bir degisme olmaksizin ¢oziilebilir seker
miktarinda azalma goriilmiistiir (Romeu-Moreno ve Mas, 1999). Benzer sekilde, bakirin

arpa bitkisinde ¢oziilebilir sekerlerde artis meydana getirdigi belirlenmistir (Guo vd.,



2007). Kadmiyum uygulamas: altinda bugday yapraklarinin (Triticum aestivum L.) toprak
istii kisimlarinda demir, magnezyum, kalsiyum ve potasyum miktarlarinda azalma
goriilmiistiir (Ouzounidou vd., 1997). Bakir uygulamasi yapilmis musir bitkisinin kok ve
govdesinde onemli derecede azot, fosfor ve potasyum miktarinin azaldigi bulunmustur
(Ait-Ali vd., 2002). Bakira maruz birakilan misir bitkisinin ti¢lincii yapraklarinda kalsiyum
ve magnezyum miktarlarinda artig gézlenirken, magnezyum miktarinda ise hafif bir diisiis
kaydedilmistir (Mocquoti vd., 1996). Ayrica bakirin Triticum aestivum ve Zea mays’da
protein miktarini azalttig1 bildirilmistir (Lanaras vd., 1993; Stiborova vd., 1986).

Biitlin bu literatiir bilgileri 1s18inda, degisik stres kosullarinda HyO;’nin rolii
calisilmakla birlikte, agir metal stresi kosullarinda ise herhangi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle mevcut arastirmada, iki farkli musir ¢esidinde bakir stresi
kosullarinda H,O, 6n muamelesinin su igerigi, ozmolitler, protein seviyesi ve kuru agirlik

lizerine etkisinin aragtirilmasi amaglanmistir.

1.2. Agir Metaller
1.2.1. Agir Metallerin Genel Ozellikleri

Agir metaller atomik yogunlugu 6 g/cm® den biiyiik olan metal ve metaloidler grubu
icin kullanilan genel bir isimdir.

Bitkilerde stres olusturan agir metaller bakir, kadmiyum, kursun, civa, nikel,
selenyum, giimiis, ¢inko, talyum, antimon, arsenik, berilyum ve kromdur (EPA, 1990).
Baz1 agir metaller bitki beslenmesi i¢in 6nemli olduklar1 halde yiiksek konsantrasyonlarda
fitotoksiktirler. Bunlar bakir, demir, mangan, molibden, ¢inko, kobalt ve nikeldir. Bununla
birlikte kadmiyum, krom, civa ve kursun gibi agir metaller de ¢esitli yollardan tarimsal
ekosisteme girerler. Bunlarin bitki bilinyesinde bulunmalar1 konsantrasyonlarma ve
¢ozlinebilirliliklerine baglidir (Bergmann, 1920).

Biitiin atik su ve ¢amurlarda rastlanan agir metallerin baglica kaynaklar1 endiistriyel
ve ticari aktivitelerdir. Evsel atik sularda bile 6nemli miktarlarda metal bulunur.
Endiistriden gelen en 6nemli metaller bakir, nikel, kursun, ¢inko ve kadmiyumdur. En
onemli sorun bu metallerin besin zincirine girme ve kullanma suyuna karisma olasiligidir

(Dinges, 1982; Jamil vd., 1987).



1.2.2. Agir Metallerin Biyokimyasal Ozellikleri

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

Biyokimyasal diizeyde bu metallerin asir1 konsantrasyonlarinin neden oldugu
olumsuz etkiler ATP ve ADP’nin fosfat gruplariyla olan reaksiyonlari, hiicre
membranlarinin zarar gérmesi, SH gruplartyla olan reaksiyonlari, iyonlarin yerine gegmesi

ve metabolitlerle rekabet etmesidir (Alloway ve Ayres, 1993).

1.2.3. Agir Metallerin Bitkiler Tarafindan Alinimi ve Tasinmasi

Bitkilerde agir metal alinimi ve taginmasi kokler tarafindan gergeklestirilir.

1.2.3.1. Agir Metallerin Koklerle Alinimi

Topraktaki metallerin bir kism1 bitkiler tarafindan alinip depolanirken bir kismi da
toprakta kalir. Bu metalleri depo eden bitkiler oncelikle metalleri toprakta harekete
gecirmelidir. Ilk olarak metal selatlandirici molekiiller (fitosiderofor) rizosfere salinir.
Bunun amaci1 topraga bagli olan metalleri topraktan koparmak igindir. Ornegin mugineik
asit ve avenik asit Gramine tiirlerinin fitosideroforu olarak gorev yaparlar (Kinnersely,
1993). Bu fitosideroforlar demir ve ¢inko eksikliginde serbest birakilirlar ve bakir, ¢inko
ve manganin toprakta hareketini saglarlar (Romheld, 1991). ikinci olarak kokler spesifik
plazma membranma bagl metal rediiktazlar ile metal iyonlarmni azaltabilirler. Ugiincii
olarak da bitki kokleri saldiklar1 protonlar ile toprak ortamini asitlestirerek agir metalleri
cOzebilirler. Diisiik pH toprak icindeki bagli metal iyonlarinin serbest kalmasina neden
olur. Kok i¢ine intraseliiler veya ekstraseliiler yollarla giren metal iyonlar1 spesifik veya

genel iyon tasiyicilar1 vasitasiyla ya da kanallarla bitki hiicrelerine girerler (Clarkson ve



Luttge, 1989). Bitki i¢in gerekli olmayan agir metaller de ayni1 transmembran tasiyicilarini

kullandiklarindan dolay1 aralarinda rekabet ederler (Salt vd., 1995).

1.2.3.2. Agir Metallerin Koklerle Tasinmasi

Metal iyonlar1 koke girdiginde ya akiimiile edilirler ya da siirgiinlere tasinirlar.
Siirgiinlere metal tasinimi ksilem veya floem yoluyla gergeklesebilir (Stephan ve Scholz
1993). Ksilem kanallarina giren metal iyonlari, ilk olarak endodermis ve epidermisi bélen
kaspari seridine girerler. Kaspari seridi nedeniyle ekstraseliiler gecis bloke edildiginden
suyun hareketi engellenir ve metal iyonlari intraseliiler olarak hareket ederler (Salt vd.,
1995).

Brassica juncea gibi belirli metal akiimiilatorii olan bitkilerin ksilem 6zlerinin analizi
yapildiginda metal gegisinde organik asitlerin iligskisi oldugu ortaya ¢ikmistir (Baker ve
Brooks, 1989). Floemde de metaller ya organik asitlerle selatli olarak ya da fitoselatinlerle
veya metalotiyoninlerle taginabilirler (Salt vd., 1995).

1.3. Bakir

Atmostfer kosullarinda metalik gri tonunda bulunmayan iki metalden biri olan bakar,
M.O. 5000 yilindan beri tanminmaktadir ve adim ilk bulundugu yer olan Kibris’m
latincesinden (aes cyprium = Kibris cevheri, cyprium ve daha sonra cuprum) almustir. ilk
kez Misirlilar tarafindan iiretilen bakir, M.O. 3000 yilindan itibaren (Bronz Cag1) Anadolu,
Yunanistan ve Hindistan’da mekanik o6zellikleri alasimlandirma yolu ile artirilarak
kullanilmistir. Dogada 200°den fazla bakir minerali bulunmakla beraber sadece 20 tanesi
bakir cevheri olarak endiistriyel dneme sahiptir. Diinya bakir rezervlerinin % 681 $ili,
ABD, Sovyetler Birligi, Zambiya, Peru, Zaire ve Kanada, % 32'si ise diger iilkeler olmak
lizere yaklasik 650x10° ton oldugu tahmin edilmektedir. Yillik iiretim miktar1, 14 milyon
ton (2001 yili1) civarindadir (URL-2,3,4,5,6, 2011; Mertz, 1987; Geneva, 1996; Habashi,
1997).

Bakar, ¢esitli kaya ve minerallerde bol bulunan esansiyel mikrobesin elementlerinden
biridir ve hem prokaryot hem de 6karyotlardaki metabolik siireclerin genis bir yelpazesi
icin gereklidir (Bowen, 1985). Oksijen tastyicilar (hemosiyanin) ya da redoks katalizorleri

(sitokrom oksidaz, nitrat rediiktaz) gibi fonksiyonlar1 olan, bilenen en az 30 tane bakir



iceren enzim vardir (Weser, 1979). Bakir; Cu®, Cu™ ve Cu*? degerlikli ii¢ oksidasyon
durumu ile bir gecis metalidir. Ayrica 5g/cm?® den daha agir bir yogunluga sahip

olmasindan dolay1 agir metal olarak siniflandirilmistir (Forstner ve Wittmann, 1979).

1.3.1. Bakirm Ozellikleri ve Kullanimlari

Endiistride bakirin 6nemli rol oynamasinin ve gesitli alanlarda kullanilmasinin nedeni
cok farkli ozelliklere sahip olmasidir. Bakirin en 6nemli 6zelliklerinin arasinda yiiksek
elektrik ve 1s1 iletkenligi, korozyon ve asinmaya direnci, g¢ekilebilme ve doviilebilme
ozellikleri sayilabilir. Ayrica alasimlar1 ¢ok cesitli olup endiistride (otomotiv, basingh
sistemler, borular, vanalar, elektrik santralleri ve elektrik, elektronik vd.) degisik amacl

kullanilmaktadir (URL-2, 2011).

1.3.2. Bakirin Bitkilere Toksik EtKisi

Yapraklar aras1 klorozis, bakir toksisitesinin yaygin baglangi¢ belirtilerinden birisidir
(Taylor ve Foy, 1985). Klorozis genellikle krem rengi veya beyaz noktalar ya da lezyon
halini alir (Lee vd., 1996). Artan stres etkiyle birlikte, yaprak uglari ve kenarlarinda
nekrotik alanlar olusabilir (Taylor ve Foy, 1985). Asir1 bakir toksisitesinde, yapraklarda
nekrotik olmadan once solgunluk olabilir (Yau vd., 1991). Ayrica bakir toksisitesi
yapraklarin morlagmasiyla da alakali olabilir (Choi vd., 1996) ama bu biitiin tiirlerde
belirgin degildir (O’Sullivan vd., 1997).

Toksik miktardaki bakirin, dikotil fidelerde kisa radikulaya, koyu kahverengi-siyah
renklenmeye (nekrotik), kiit u¢lara ve mantar saldirilarina kars1 bir egilime sebep oldugu
goriilmiistiir (Patterson ve Olson, 1983). Citrus paradisi ve Poncirus trifoliata hibrit
tohumlarinin bakir stresine maruz birakildiginda birkag¢ tane yeni kok trettigi ve kalin bir
kazik koke sahip oldugu belirtilmistir (Zhu ve Alva, 1993). Kok kalinlasmast Pinus
fidelerinde de goriilmiistiir (Arduini vd., 1995). Betula papyrifera ve Lonicera tatarica
fidelerinde ise asir1 bakir konsantrasyonunda sagak koklerin inhibe edildigi rapor edilmistir
(Patterson ve Olson, 1983). Diger taraftan, asir1 bakir varliginda demir aliniminin azaldigi
belirlenmistir (Lexmond ve Van der Vorm, 1981). Bakir toksisitesinin yasandigi bitkinin
geng yapraklari lizerindeki klorotik semptomlarin demir eksikligiyle iligkili oldugu ileri

strilmistir (Luo ve Rimmer, 1995). Ayrica, asir1 bakir bulunan ortamda biiyiitiilen



Banksia ericifolia, Casuarina distyla ve Eucalyptus eximia da klorozis goriilmiistiir
(Mitchell vd., 1988).

1.4. Stres ve Stres Cesitleri

Stres ¢ogunlukla bitkinin {izerinde olumsuz etki olusturan digsal bir etmen olarak
tanimlanir. Bitkilerin maruz kaldigi baslica stres faktorleri, biyotik ve abiyotik olmak {izere
ikiye ayrilabilir (Sekil 1). Biyotik ve abiyotik stres etmenlerinin etkisi altinda bitkilerde
ortaya ¢ikan degisimler de stres olarak ifade edilir. Stres, 6nemli fizyolojik ve metabolik
degisimlere yol agarak bitkilerde biliylime ve gelismeyi olumsuz sekilde etkilerken, iiriinde
nitelik ve nicelik kaybina (iiriin kalitesinin ve miktarinin azalmasina), bitkinin veya

organlarinin 6liimiine neden olur.

[ CEVRESEL STRESLER ]
1
Abiyotik [ Biyotik (mantar, bocek, ]
1 1 1 1 1

] [ Isik ] [ Kimyasal ] Diger; basing,
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[ Asiri (sel) ] Gorinir pH

Ultraviyole Gazlar

iyonize

K
i o [

Herbisitler

Kirleticiler

Agir Metaller

Sekil 1. Baslica ¢evresel stres tipleri



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

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

yasamlarini siirdiirmektedirler (URL-7, 2011).

1.4.1. Agir Metal Stresi

Atik maddelerle topraklar, yer alti ve yer isti sulari giderek daha fazla
kirlenmektedir. Ozellikle agir metal kirliligi uzun siireli sorunlara neden olmaktadir.
Organizmalarda birikerek besin zincirinde yer almakta ve zararlarini yillarca
stirdiirmektedirler.

Cinko, kursun, nikel, kobalt, krom, bakir, mangan, kadmiyum, selenyum, arsenik ve
aliminyum gibi metaller belirli bir miktar1 astiklarinda zehir etkisi yapan kirleticilerdir.
Bunlarin bir¢ogu belirli bir miktarda bitkiler i¢in hayati dneme sahip olsalar da fazla
miktarda bulunmalari bir¢ok zarara yol agmaktadir.

Agir metaller genellikle elektron aktariminda devreye girerek solunum ve fotosentez
tizerine olumsuz etki yaparlar. Hayati 6neme sahip enzimleri inhibe ederler ve boylece

bitkilerin enerji iiretme ve kaliteli iiriin olusturma yeteneklerini de engellerler (URL-7,
2011).

1.5. Stres Dayamkhihg:

Tiim bitkiler belirli derecelerde stres hasarlarina karsi koyma ve canli kalabilme
ozelligindedirler. Bir bitkinin bazi kisimlar1 (tohumlar, tomurcuklar ve dormant hiicreler)
strese dayanikli iken, diger kisimlar1 (meristemler, sukkulent organlar ve fideler) duyarli
olabilir. Ayrica bitkiler yasamak zorunda olduklar1 ¢evreye adapte olabilme veya tam
olarak uyabilme 6zelligine sahiptirler (Bidwell vd., 1987).



Strese dayaniklilik sakinma ve tolerans olmak iizere ikiye ayrilir (Lewitt, 1980). Eger
bir bitki fiziksel ya da metabolik bir engellemeyle olusan stresi disarida birakabiliyorsa, bu
olay stres sakinmasi olarak adlandirilir. Kisaca stres sakinmasi bitkiye distan uygulanan
olumsuz bir faktdriin etkisini, stres olusturmadan onleme yetenegidir (Street ve Opik,
1984). Ornegin bir bitkinin yaprag, transpirasyon yaparak i¢ sicakligini korur ve bdylece
sicakliktan sakimir (Ayaz, 1999). Benzer sekilde kaktiis bitkisi su stresi esnasinda hiicre
igindeki su miktarin1 koruyarak kurakliktan sakinabilir (Bidwell vd., 1987). Eger bir bitki
stres sonucu olusan hasarlar1 azaltabilme veya hi¢ hasar olusturmama 06zelliginde ise bu
durum stres toleransit olarak isimlendirilir. Diger bir deyisle stres toleransi distan
uygulanan bir strese canlmin dayanabilme yetenegidir (Street ve Opik, 1984). Ornegin;
bir¢cok organizmanin yasayamadigi sicakliklarda hayatlarin1 devam ettirebilen yosun, alg
ve bakteriler sicaklik toleransina sahiptirler. Yukarida belirtilen sakinma ve tolerans
mekanizmalart bir¢ok stres durumunda gelisebilir ve her ikisi de ayni bitkide bulanabilir

(Bidwell vd., 1987).

1.5.1. Agir Metal Stresine Dayanikhilik

Bitkiler agir metal stresini bazi enzimleri sentezleyerek, vakuol igerisinde biriktirerek
ya da selatlanma olusturarak ortadan kaldirma yoluna giderler. Toksik etkili agir metallere
dayanikli olan bir bitki, ya hiicreye giren agir metalleri derhal detoksifiye etmeli ya da
hiicreye alinimini sinirlamalidir (Cumming ve Taylor, 1990). Agir metaller hiicre iginde
alindiklarinda detoksifiye edilmeleri gerekir. Bu da metale bagli olan selatlanma, alinimin
sinirlanmast ve ¢oktiirme seklinde olur. Ornegin, ¢inkonun organik asitlerle selatlanip
vakuolde biriktirildigi tespit edilmistir (Brooks vd., 1981). Kursun detoksifikasyonu i¢in
ise Brassica juncea’nin koklerinde oldugu gibi fitoselatinlerin tiretildigi belirlenmistir (Salt
vd., 1995). Ayrica, agir metallerle kirlenmis topraklarda yetisen bazi endemik bitkilerin

asit fosfatazlar gibi agir metale dayanikli enzimler {irettigi goriilmiistiir (Thurman, 1981).

1.6. Stresin Yaprak Su Icerigi Uzerine Etkisi

Stresle ilgili ¢calismalarda yaprak su potansiyelinin Ol¢iilmesi onemlidir. Biiyiime
periyodundaki musir bitkisinde yaprak su potansiyelinin -0,6 ile -0,7 MPa’dan diisiik

olmamas1 gerektigi ileri siiriilmiistiir (Padurariu vd., 1969). Ornegin, sekerpancarinda bu
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deger -0,5 MPa olarak kaydedilmistir. Yaprak su potansiyeline en fazla etki eden
olaylardan biri transpirasyondur. Kobalt, nikel ve kadmiyum etkisi altinda lahana
bitkisinde, su stresinin gelismesini gosteren yayilma direncindeki artisla iligkili olarak
transpirasyon hizi ve su potansiyeli azalmistir (Pandey ve Sharma, 2002). Karnabahar
bitkisinde de bakir stresi kosullar1 altinda transpirasyon hizinda ve su potansiyelinde

onemli 6l¢iide azalma gozlenmistir (Chatterjee ve Chatterjee, 2002).

1.7. Oransal Su I¢erigi (RWC)

Oransal su igerigi (Ingilizce kaynaklarda relative water content’in kisa yazilisi olan
RWC, Tirkge kaynaklarda da yaygin olarak kullanilmaktadir), bitkinin su durumunun
genel bir ifadesidir (Sivaramakrishnan vd., 1988). Diger bir deyisle yapragin su durumunu
ve dokunun metabolik aktivitesini yansitan, bitkideki su miktarimnin alternatif bir
ol¢timiidiir (Flower ve Ludlow, 1986). Su potansiyeline benzer olarak oransal su igerigi de
bir¢ok cevresel parametreden etkilenen, transpirasyon ve topraktan su alinimi arasindaki
dengenin saglanmasina karsi olduk¢a duyarhidir (Sivaramakrishnan vd., 1988). Stres
calismalarinda RWC’nin belirlenmesi olduk¢a Onemlidir. Kadmiyum stresine maruz
birakilan fasulye bitkisinin yapraklarinda oransal su igeriginde kontrol bitkilerine gore
azalma gorilmistir (Poschenrieder vd., 1989). Diisiik nikel konsantrasyonuna maruz
birakilan bugday govdelerinin oransal su igeriginde onemli bir degisme goriilmezken,
yiiksek nikel konsantrasyonunda azalma bulunmustur (Gajewska vd., 2006). Bununla
beraber, karnabahar bitkisinin yapraklarinda bakir ve kadmiyum stresi altinda oransal su
iceriginde O6nemli derecede artis oldugu, bakira maruz birakilan ¢eltik yapraklarindaki
oransal su iceriginde herhangi bir degisim goriilmedigi de rapor edilmistir (Chatterjee ve
Chatterjee, 2002; Chen vd., 2001).

1.8. Streste Prolinin Rolii

Birgok bitki kuraklik ya da tuz stresine maruz birakildigi zaman prolin, glisin-betain
ve seker alkolleri gibi uygun osmolitleri biriktirir (Yordanov vd., 2000). Bu ¢oziilebilir
bilesikler arasinda yaygin olarak bilinen prolindir. Prolin birikimi sadece bitkilerde degil,
Obakterilerde, protozoalarda, denizel omurgasizlar ve alglerde de gozlenmistir (Yordanov

vd., 2000).
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Bitki dokularindaki prolin birikiminin prolin degredasyonundaki azalistan, prolin
sentezindeki artistan, proteinlerin hidrolizinden, protein sentezindeki ya da prolin
kullamimindaki azalistan kaynaklandigi bilinmektedir (Charest ve Phan, 1990). Prolin
birikimi, ¢evresel stresin bir indikatorii olarak kabul edilmistir. Prolin birikimi su stresi
kosullart altinda bitkiler arasinda yaygin bir olgudur ve ¢ogu kez osmoregiilasyon ile
baglantihidir (Henda vd., 1986). Boylece, bitkilerdeki agir metal stresi ve prolin
mekanizmasi arasinda da makul bir baglant1 vardir. Hatta agir metal stresine maruz kalmig
bircok bitkide strese cevap olarak serbest prolin birikiminin oldugu gorilmustir (Alia-
Saradhi, 1991). Ornegin, bakir stresine maruz birakilan Oryza sativa’da prolin miktarmin
artigr kaydedilmistir (Chen vd., 2001). Silene vulgaris’in metale toleransli olan ve
olmayan ekotipleri bakir, kadmiyum ve ¢inkoyla muamele edildiginde yapraklarda prolin
miktarinin oldukca arttigi ve Ozellikle de metale toleransli olan ekotipte bu miktarin
toleransli olmayan ekotipe gore 5-6 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir (Schat vd.,
1997). Bugday bitkisine ¢inko ve bakir uygulamasiyla prolin miktarinin arttig
bildirilmistir (Bassi ve Sharma, 1993a). Lemma minor’da bakir muamelesi sonucunda
prolin miktarinda artis oldugu goriilmiistiir (Bassi ve Sharma, 1993b). Saradhi ve Saradhi
(1991) kadmiyum, kobalt, ¢inko ve kursuna maruz birakilmig Cajanus cajan, Vigna mungo
ve Triticum aestivum’un koklerinde prolin biriktigini bulmustur. Chen ve Kao (1995)
kadmiyuma maruz birakilan geltik koklerinde prolin miktarinin arttigini belirlemislerdir.
Bassi ve Sharma (1993a) ise ¢inko ve bakir stresine cevap olarak, bugday koklerindeki

prolin birikiminde dalgalanma gozlemlemislerdir.

1.9. Stresin Indirgen Sekerler Uzerine Etkisi

Fehling ve Tollens reaktiflerini indirgeyen karbohidratlara “Indirgen Sekerler” denir.
Biitiin monosakkaritler, aldoz ve ketozlar ile disakkaridlerin bir¢ogu indirgen sekerlerdir.
Polihidroksi aldehidler “Aldozlar” ve polihidroksi ketonlar “Ketozlar” olarak tanimlanirlar.
Gerek aldozlar gerekse ketozlar “Sakkaridler” olarak bilinen bir grup karbohidratin temel
bilesiklerini olustururlar. Disakkaritler ise esdeger ya da farkli monosakkarit molekiiliinden
olusmus bilesiklerdir. Bunlarin en 6nemlileri sakkaroz, maltoz, laktoz ve sellobioz’dur.
Sakkaroz, adi seker olarak bilinir. Sulu asitlerle ya da invertaz adi verilen enzim
yardimiyla hidrolizinden esit miktarda glukoz ve fruktoz olusur. Nisastanin sulu asitlerle

kismi hidrolizinden ele gegen maltoz bir indirgen sekerdir. Arpa sekeri olarak adlandirilan
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maltozun sulu asitlerle tam hidrolizinden sadece iki glukoz olusur. Laktoz siit sekeri adini
alir. Bir indirgen seker olan laktoz un hidrolizi ile esit miktarda glukoz ve galaktoz olusur.
Seliilozdan hidroliz yoluyla ele gegen Sellobioz da bir disakkarittir ve iki molekiil glukoz
molekiiliiniin birbirine maltozda oldugu gibi glukozit halinde baglanmasiyla olusur.

Seker birikimi membran ve biyomolekiilleri korumaya ve ig¢sel ozmolaritenin
diizenlenmesine miimkiin oldugunca katkida bulunur (Hayashi vd., 1997; Sinniah vd.,
1998). Stres esnasinda indirgen sckerlerdeki artis birgok ¢alismada rapor edilmistir.
Ornegin, kavak ve sogiit yapraklarinda kadmiyumun indirgenmis seker miktarmni arttirdigi
ileri stirilmistiir (Lunackova vd., 2003). Greger ve Bertell (1992), Vassilev vd., (1997) ve
Stoyanova ve Tschakalova (1997), kadmiyumun ¢oziilebilir sakkarit veya nisasta miktarini
arttirdigin belirlemislerdir. Iki celtik kiiltivarinda, agir metallerin etkisiyle indirgen seker
miktarimin kok ve govdelerde arttigi kaydedilmistir (Verma ve Dubey, 2001). Bakira maruz
kalmig Vitis vinifera’da nisasta ya da sakkarozda herhangi bir degisme olmaksizin
¢oziilebilir seker miktarinda azalma gorilmistir (Romeu-Moreno ve Mas, 1999).
Alimunyum, kadmiyum ve bakirin arpa bitkisinde ¢oziilebilir sekerlerde zayif bir artis
meydana getirdigi belirlenmistir (Guo vd., 2007).

1.10. Stresin Proteinler Uzerine Etkisi

Bitkiler iizerindeki agir metallerin en onemli etkilerinden biri, protein sentezini
inhibe ederek protein miktarin1 azaltmalaridir. Agir metallerin bitkilerdeki protein
miktarini azalttig1r hususunda ¢ok sayida rapor mevcuttur. Sicaklik, metal ve soguk stresi
etkisiyle hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinde bazi1 stres proteinlerinin sentezlendigi
belirlenmistir (Oktem vd., 1992). Kursun, ¢inko ve kadmiyumun Hordeum vulgare’de
(Stiborova vd., 1986), kobalt, krom ve bakirin karnabahar fidelerinde (Chatterjee ve
Chatterjee, 2000), bakir ve kursunun Zea mays’da (Stiborova vd., 1986); kursun ve
kadmiyumun Lemna minor’da (Mohan ve Hosetti, 1997), bakir ve ¢inkonun Scenedesmus
acutus’da (Abd-El Monem vd., 1998) ve ayrica bakirin Triticum aestivum’da protein
miktarini azalttigi bildirilmistir (Lanaras vd., 1993). Gen¢ Zea mays bitkisinde, kadmiyum
stresinin yapraklardan ziyade koklerde protein miktarini1 daha ¢ok azalttig1 kaydedilmistir

(Lagriffoul vd., 1998).
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1.11. Stresin Kuru Agirhk Uzerine Etkisi

Stres esnasinda kuru agirlik miktarindaki azalis birgok ¢alismada rapor edilmistir.
Ornegin; bakir stresine maruz birakilan musir bitkisinin kuru agirlik miktarinda hafif bir
oranda azalma goriilmiistiir (Mocquoti vd., 1996) Kadmiyum, nikel ve kursuna maruz
birakilan bitkilerde kuru agirligin artan stres yogunluguyla onemli derecede azaldig
gozlenmistir (Ewais, 1997). Soya fasulyesinin yapraklarinda kuru agirlik, nikel stresinin
varligiyla dnemli derecede azalmistir (Ewais, 1997). Geng musir bitkisi kadmiyum stresiyle
birlikte 6nemli derecede kuru agirlik kaybetmistir (Lagriffoul vd., 1998). Kontrol
bitkilerine oranla, tuz stresine maruz birakilan 1spanak bitkisinin kok ve govde kuru
agirhiginda % 50’lere kadar azalma goriilmiistiir (Robinson vd., 1983). Diger taraftan, tuz
stresine maruz birakilan Phaseolus vulgaris, Atriplex patula ve Panicum virgatum
bitkilerinin kuru agirhiginda da bir azalma oldugu rapor edilmistir (Seman ve Critchley,
1985; Ungar, 1996; Bernstein vd., 1995).

1.12. Stresin Iyonlar Uzerine Etkisi

Bakir uygulamasi yapilmis musir bitkisinin kdk ve govdesinde 6nemli derecede azot,
fosfor ve potasyum miktarinin azaldigi bulunmustur (Ait-Ali vd., 2002). Kadmiyum
uygulamasi altinda bugday yapraklarinim (Triticum aestivum L.) toprak iistii kisimlarinda
demir, magnezyum, kalsiyum ve potasyum miktarlarinda azalma goriilmistiir (Ouzounidou
vd., 1997). Bakira maruz birakilan musir bitkisinin ti¢lincii yapraklarinda kalsiyum ve
magnezyum miktarlarinda artis gozlenirken, magnezyum miktarinda ise hafif bir diisiis
kaydedilmistir (Mocquoti vd., 1996). Iyonlarmn diger stres kosullarindan da etkilendikleri
bircok raporda sunulmustur. Ornegin, tuz stresi altindayken bitkilerin, sitosoliinde diisiik
konsantrasyonda Na* ve yiiksek miktarda da K* bulundugu bilinmektedir (Zhu, 2003). Tuz
stresine maruz birakilan seker pancari kiiltivarlarmin yapraklarinda K* konsantrasyonunda
azalis, Na* ve CI” konsantrasyonlarinda ise yiiksek derecede artis gdzlenmistir (Ghoulam
vd., 2002). Kuraklik stresi altinda yetistirilmis olan kurakliga dayanikli Vicia faba
kiiltiivarinin yapraklariin apoplastik kisimlarinda, kontrol bitkilerine gore daha diisiik
konsantrasyonlarda Na*, K* ve Ca*? oldugu gosterilmistir (El-Tayeb ve Ahmed, 2007). Su
stresine birakilmis Sesuvium portulacastrum’da Na*, K* ve CI” konsantrasyonlarinda artis

oldugu belirlenmistir (Slama vd., 2006). Benzer sekilde, kurakliga maruz birakilan asma
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bitkisinde CI", Na*, Mg*? ve K" miktarlarinda énemli 8lgiide artis oldugu kaydedilmistir
(Patakas vd., 2002).

1.13. Hidrojen Peroksit ( H,0,)

Hidrojen peroksit, canli sistemde oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile
indirgenmesiyle ya da siiperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyon
tepkimeleri sonucu olusur. Siiperoksitin olustugu yerlerde 6nemli miktarda H,0,’de
iretilir. Fotosentetik elektron transport zinciri H,O, nin {iretiminden sorumludur. H,O,’nin
tiretildigi baska bir kaynak fotorespirasyonla glikolatin oksidasyonunun meydana geldigi
peroksizomlardir. Ayrica biyokimyasal olarak oksijenin iki elektronlu indirgenmesinin
gerceklestigi solunum islemleri sirasinda ve genellikle flavoproteinlerle gergeklestirilen
reaksiyonlarla da olusturulur. Diger taraftan, H,O, nin iretildigi diger 6nemli kaynaklar ise
plazma membran1 ve ekstrasellular matrikstir (Slesak vd., 2007). Yapisinda paylasiimamis
elektron igermediginden radikal 6zellik tasimaz. Ayrica, H,O, biyotik ve abiyotik stres
altinda bitki savunma mekanizmalarini harekete gegiren bir sinyal olarak kabul
edilmektedir (Doke vd., 1994; Prasad vd., 1994; Foyer vd., 1997). Diisiikk konsantrasyonda
uygulanan H,0y’in bitkilerde strese karsi toleransi uyardigi rapor edilmistir. Ornegin,
diisiik konsantrasyonlarda H,O, uygulamasinin Vigna radiata’da yiiksek sicakliga toleransi
arttirdi@r ileri stirilmiistir (Prasad vd., 1994; Yu vd., 2002; Yu vd., 2003). Ayn1 sekilde
diisiik konsantrasyonlarda uygulanan H;O, ’nin patates goz eksplantlarinda yiiksek
sicakliga dayanikliligi arttirdigi rapor edilmistir (Foyer vd., 1997; Lopez-Delgado vd.,
1998).



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyalin Saglanmasi ve H,0O,/CuSO, Uygulanmasi

Kuraklik stresine hassas (Akpinar) ve dayanikli (Pegaso) oldugu bilinen iki farkli
misir (Zea mays L.) c¢esidine ait tohumlar sirasiyla Karadeniz Tarimsal Arastirma
Enstitii’sii ve Advanta Tohumculuk’dan temin edildi. Tohumlar dere kumu igeren esit
biiyiikliikteki saksilara (yiikseklik 14 cm, iist ¢ap 16 cm, alt ¢ap 11 cm ) dikildi. Saksilara
iki giinde bir 15 giin boyunca Hoagland (pH:6.0) besin ¢06zeltisi verilerek fideler
biiyiitiildii. Her iki musir gesidi i¢in saksilar dort gruba ayrildiktan sonra, birinci gruptaki
saksilara deney siiresince (25 gilin) sadece Hoagland besin ¢ozeltisi uygulandi ve kontrol
grubu olarak belirlendi. ikinci gruptaki saksilara ise 17. ve 19. giinlerde olmak iizere 2 kez,
1 mM H,0; igeren Hoagland besin ¢dzeltisinin 6n uygulamasi yapildi. 21. ve 25. giinler
arasnda 5 giin boyunca sadece Hoagland verildi. Ugiincii gruptaki saksilara, 21. giine
kadar iki giinde bir Hoagland verildikten sonra, 21. ve 25. giinler arasinda 5 giin boyunca

0,5 mM CuSO, uygulandi. Dérdiincii gruptaki saksilara ise 17. ve 19. giinlerde 1 mM HZO )

On uygulamasi yapildir ve saksilar, 21. ve 25. giinler arasinda 5 giin boyunca 0,5 mM
CuSOy stresine maruz birakildi. Bakir uygulamalar1 0,5, 1 ve 1,5 mM olmak iizere ii¢ farkli
konsantrasyonda denendi ve en etkili konsantrasyonun 0,5 mM oldugu saptand.
Bitkilerden yaprak numuneleri alinarak asagidaki fizyolojik ve biyokimyasal analizler

yapildi.

2.2. Yaprak Su Potansiyeli

Yaprak su potansiyeli C52 termokapil psikometre ile 6lgiildii (Terzi vd., 2010).
Yaklastk 6 mm capindaki diskler yapraklardan kesildi ve C52 psikometre kiiveti igine
yerlestirildi. Ornekler 60 dakika boyunca kalibrasyon igin bekletildikten sonra okumalar
psikometrik modunda Wescor PSYPRO su potansiyeli veri kayit cihazi ile kaydedildi.
Yaprak su potansiyel degerleri MPa olarak ifade edildi.
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2.3. Oransal Su Icerigi (RWC)

Oransal su igerigi (RWC) tayini Castillo’ya gore yapild1 (Castillo 1996). Bitkilerin
yapraklarinin taze agirliklart 6lciildiikten sonra gece boyunca suda bekletilerek turgid
agirliklar1 alindi. Daha sonra 80 °C’ye ayarli firinda 2 giin bekletilerek kuru agirliklar

kaydedildi ve asagidaki formiilde yerine koyularak oransal su icerikleri belirlendi.

RWC (%) = (Taze agirlik-Kuru agirlik/Turgid agirlik-Kuru agirlik)x100

2.4. Proteinlerin Analizi

2.4.1. Protein Ekstraksiyonu

Protein ekstraksiyonu icin, bitkilerin yapraklarindan alinan numuneler (0.5 g), 4 ml
fosfat tamponu (pH:6.0) ile buz iizerinde homojenize edildi. Elde edilen homojenat kalin
tilbentten stiziildi. Siiziinti 4 °C’de 14000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Bu

islemlerden sonra elde edilen siipernatant protein miktari tayinleri i¢in kullanildi.

2.4.2. Coziilebilir Protein Tayini

Zea mays bitkisinde ¢oziilebilir protein miktarinimn tayini Bradford Metodu’na gore
yapildi (Bradford, 1976). Bu yontem, fosforik asitli ortamda proteinlerin coomassie brillant
blue (CBB G-250) reaktifi ile kompleks olusturmasi, olusan kompleksin 595 nm’de
maksimum absorbans gostermesi gergegine dayanir. Bu yOntemin diger protein
yontemlerinden iistiin tarafi, ¢ok kisa siirede uygulanmasi, bozucu faktorlerin s6z konusu
olmamasi ve protein boya kompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire kalmasidir. Ayrica proteine
boyanin baglanmasi, 2 dakika gibi ¢ok kisa siirede gerceklesir.

Protein tayini i¢in 100 ml’sinde 0.01 ug protein ihtiva eden standart BSA (Bovin
Serum Albumin) ¢ozeltisinden tiiplere 0.2; 0.4; 0.6; 0.8; 1.0; 1.2; 1.4; 1.6 ml alind1. 0.05 M
fosfat tamponu (pH:6.0) ile tiiplerin hacimleri 2 ml’ye tamamlandi. 1.5 ml coomassie
brillant blue G-250 reaktifi ile her bir tiipe ilave edildi. Tiipler vorteksle karistirildi. 2

dakika sonra 595 nm’de kore kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak 2 ml tampon ve
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1.5 ml boya ¢ozeltisi i¢ine konmus olan tiip kullanildi. 595 nm’de okunan absorbanslara
karsilik gelen pg protein degerleri belirlendi.

Numunedeki ¢oziilebilir protein miktarini bulmak i¢in hazirlanan protein 6ziitiinden
0.1 ml alinarak tizerine 0.05 M fosfat tamponu (pH:6.0) ilave edildi ve 1.5 ml Coomassie
reaktifi kullanilarak vortekste karistirildi. 2 dakika sonra 595 nm’de spektrofotometrede
absorbanslart olciildii. Numunedeki protein miktarlart “mg protein/g taze agirlik” olarak
ifade edildi.

2.5. Prolin Tayini

Prolin miktar1 spektrofotometrik olarak Asit-Ninhidrin Metodu ile belirlendi (Bates
vd., 1973). Bu amagla once saf prolin kullanilarak standart hazirlandi. Bunun igin 1
ml’sinde 100 pg prolin igeren ¢ozeltiden 0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5 ml alinarak siilfosalisilik
asitle 1 ml’ ye tamamlandi1. Uzerine 1 ml glasiyal asetik asit ve 1 ml asit-ninhidrin ¢ozeltisi
(1.25 g ninhidrin, 30 ml glasial asetik asit ve 20 ml 6 M fosforik asit i¢inde hafif 1sitilarak
¢oziildii) ilave edildi. Numuneler 100 °C’ye ayarli etiivde 1 saat bekletildikten sonra
reaksiyonu durdurmak i¢in buz banyosunda 10 dakika tutuldu. Her tiipe 3 ml toluen ilave
edip, vorteksle karistirildiktan sonra 520 nm dalga boyunda absorbanslari dlgiildii. Kor
olarak toluen kullanild.

Stres etkisi ile prolin degisimini belirlemek icin yukarida belirtilen bitkilerden alinan
yaprak numuneleri 60°C’ye ayarli etiivde kurutuldu. Bunlardan 0.6 g alinarak 10 ml
%?3’liik siilfosalisilik asit i¢ginde homojenize edildi ve homojenat 4 kat tiilbentten siiziildii.
Siizlinti 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siiziintiiden 1’er ml alinip yukaridaki ayni
islemlerden gecirildi. Elde edilen absorbans degerleri spektrofotometrede hazir olan
standart grafik ilizerinden pg prolin olarak belirlendi ve buradan 1 g kuru agirliktaki prolin

miktar1 hesaplandi.

2.6. Yapraklarda Indirgen Seker Tayini

Toplam ¢oziilebilir seker miktart fenol-siilfirik asit metoduna gore belirlendi (Dubois
vd., 1956). Kuru yapraklar (0,1g) 5 ml % 80’lik etanol igerisinde ekstrakte edildi.
Ektraksiyonlar cam tiipler icerisinde 10 dakika boyunca 95°C’ lik su banyosunda
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kaynatildi. Ekstraksiyondan sonra, tiipler 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve elde
edilen stipernatantlar seker 6l¢timii i¢in kullanildi. 100 ml 6rnege 900 ml saf su eklendi ve
daha sonra bu karisim vortekslendi. Bu karisima 1 ml % 5°lik fenol ile 5 ml H,SO4 eklendi
ve iyice karistirildi. 15 dakika oda sicakliginda sogumaya birakildiktan sonra, 6rneklerin

absorbanslar1 490 nm’de kaydedildi.

2.7. Yapraklarda Kuru Agirhik Tayini

Toplam kuru yaprak agirligr 24 saat boyunca 80 °C’lik etlive birakilan yapraklarla
belirlendi. Veriler g kuru agirlik bagina mg olarak ifade edildi.

2.8. Tyon Ol¢iimii

Yukarida belirtilen her bir bitkiden 0,5 g taze yaprak 6rnegi alinarak, 5 ml deiyonize
su igerisinde sivi azot ile homojenize edildi. Elde edilen homojenat 10 dakika su
banyosunda kaynatildi. 5000 rpm’de oda sicakliginda 15 dakika santrifiij edilerek
siipernatantlar elde edildi (Schroppel-Meier ve Kaiser, 1988). Iyon igerigi (Na*, Ca™?, K*
ve Mg+2) pH/mV/Sicaklik metre ile 6l¢iildii (JENCO 6230N).

2.9. istatistiksel Analiz

Biitlin analizler bagimsiz {i¢ ayr1 ekstraksiyon ile ii¢ tekerriir olarak yapildi. Elde
edilen ortalamalarin varyansi, % 5’ lik 6nemde (p< 0.05) Microsoft Windows versiyon
11.5 SPSS yazilimi kullanilarak Duncan Coklu Karsilastirma Testi kullanilarak kontrol
edildi.



3. BULGULAR

3.1. H,0, On Muamelesinin Kuru Agirhk Miktar1 Uzerine EtKisi

Diistik konsantrasyonda H,O, 6n muamelesinin bakir stresinin etkisini hafifletmedeki
rollinii belirlemek amaciyla oncelikle kuru agirlik miktarindaki degisimler incelendi.
Dayanikli (Pegaso) ve hassas (Akpinar) misir ¢esitlerinin her ikisinde de sonuglarin benzer
oldugu bulundu. Bakir uygulanmis her iki ¢esitte kuru agirlik miktar1 kontrol bitkilerine
gore istatistiki olarak onemli derecede azaldi. Yine her iki ¢esitte H,O, 6n muamelesinin
kuru agirlik miktarin1 6nemli derecede artirdigi belirlendi (Sekil 2 ve 3). Akpinar ¢esidine
ait kontrol bitkilerinde kuru agirlik miktar1 0,067 mg iken, H,O, 6n uygulanmasi yapilmis
olan bitkilerde bu deger 0,073 mg’a kadar yiikseldi. Agir metal stresine maruz birakilan
bitkilerde kuru agirhik 0,051 mg’a diiserken, stres ve H;O;’ nin birlikte uygulandig:
bitkilerde bu deger 0,06’ ya kadar artt1 (Sekil 2).

Akpinar

0,08 -
0,07 -

£ 005 1
0,04 -
0,03 -
0,02 -
0,01 -

Kuruagirh

Kontrol H.O Bakir Bakir + H202

2-"2
Uygulamalar

Sekil 2. Bakir stresi altindaki Akpinar’da H,O, 6n muamelesinin kuru agirlik iizerine
etkisi. Kontrol; Hoagland, H,O,; 1 mM H;0; igeren Hoagland, Bakir; 0,5 mM
CuSQq igeren Hoagland, Bakir + H,O,; 1 mM H,0; igeren Hoagland + 0,5 mM
CuSOq4. Barlar 3 tekerriirli olarak yapilan Ol¢limlerin standart sapmasini
gostermektedir. Ayn1 harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde onemsizdir.
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Pegasoya ait kontrol bitkisinde kuru agirlik miktart 0,073 mg iken, H2O; 6n
uygulamasi yapilmis bitkide 0,083 mg’a kadar yiikseldi. Bakir stresine maruz birakilan
bitkilerde bu deger 0,05 mg’a diiserken, bakir stresi ve H,O;’in birlikte uygulandigi
bitkilerde 0,06 mg olarak belirlendi (Sekil 3).

Pegaso

Bakir Bakir + H,0,
Uygulamalar

Kontrol

Sekil 3.  Bakir stresi altindaki Pegaso’da H,O, 6n muamelesinin kuru agirlik {izerine
etkisi. Kontrol; Hoagland, H,0,; 1 mM H,0; igeren Hoagland, Bakir; 0,5 mM
CuSQq igeren Hoagland, Bakir + H,0,; 1 mM H,0; igeren Hoagland + 0,5 mM
CuSOq4. Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan Ol¢limlerin standart sapmasini
gostermektedir. Ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde onemsizdir.

3.2. H,O; On Muamelesinin Yaprak Su Potansiyeli Uzerine Etkisi

Diisiik konsantrasyonda H,O, 6n muamelesinin bakir stresinin etkisini hafifletmedeki
roliinii belirlemek amaciyla yaprak su potansiyelindeki degisimler arastirildi. Dayanikli
(Pegaso) ve hassas (Akpinar) musir gesitlerinin her ikisinde de yapilan denemeler
sonucunda, sonuglarin benzer oldugu bulundu. Bakir uygulanmis her iki cesitte yaprak su
potansiyeli kontrol bitkilerine gore istatistiki olarak dnemli derecede azaldi. Yine her iki
cesitte H,O, 6n muamelesinin su kaybin1 6nemli derecede azalttigi belirlendi (Sekil 4 ve

5). Akpinar ¢esidine ait kontrol bitkilerinde su potansiyeli -0,66 MPa iken, H,O, 6n
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uygulamasi yapilmis bitkilerde bu deger -0,54 MPa’a kadar yiikseldi. Agir metal stresine
maruz birakilan bitkilerde su potansiyeli -0,94 MPa’a diiserken, stres ve H»O,’in birlikte

uygulandigi bitkilerde bu deger -0,75 MPa’a kadar artt1 (Sekil 4).

Uygulamalar
Bakir Bakir + H:,O2

Kontrol

Akpinar

Sekil 4. Bakir stresi altindaki Akpinar’da H,O, 6n muamelesinin yaprak su potansiyeli
iizerine etkisi. Kontrol; Hoagland, H,0,; 1 mM H,0; i¢eren Hoagland, Bakir; 0,5
MM CuSO; iceren Hoagland, Bakir + H;0,; 1 mM H,0; igeren Hoagland + 0,5
MM CuSO,. Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan Olglimlerin standart sapmasini
gostermektedir. Ayn1 harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemsizdir.

Pegaso c¢esidine ait kontrol bitkisinde su potansiyeli -0,84 MPa iken, H,O, 6n
uygulamasi yapilmis bitkide -0,64 MPa’a kadar yiikseldi. Bakir stresine maruz birakilan
bitkilerde bu deger -1,27 MPa’a diiserken, bakir stresi ve H,O’in birlikte uygulandig:
bitkilerde -1,06 MPa olarak belirlendi (Sekil 5).
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Uygulamalar
Kontrol Bakir Bakir + H,0,
0 . . \ .

o -0,2 \
é -0,4 \
i -0,6 \
- o
a b

H5 N

-1,4 - i J

Pegaso d

Sekil 5. Bakir stresi altindaki Pegaso’da H;O, 6n muamelesinin yaprak su potansiyeli
tizerine etkisi. Kontrol; Hoagland, H,0,; 1 mM H,0; i¢eren Hoagland, Bakir; 0,5
mM CuSQ, i¢eren Hoagland, Bakir + H,0,; 1 mM H,0; igeren Hoagland + 0,5
MM CuSO,. Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan Ol¢limlerin standart sapmasini
gostermektedir. Ayn1 harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemsizdir.

3.3. H,O, On Muamelesinin Oransal Su I¢erigi (RWC) Uzerine Etkisi

Diisiik konsantrasyonda H,O, 6n muamelesinin bakir stresi kosullarinda oransal su
icerigi lzerine etkisi incelendi. Hem Pegaso hem de Akpimnar’da yapilan denemeler
sonucunda, sonuglarin benzer oldugu bulundu. Bakir uygulanmis her iki ¢esitte oransal su
icerigi kontrol bitkilerine gore istatistiki olarak dnemli derecede azaldi. Yine her iki gesitte
H,O, 6n muamelesinin su kaybini 6nemli derecede azalttigi bulundu (Sekil 6 ve 7).
Akpmar’in kontrol bitkilerinde oransal su igerigi % 94,56 iken, H,O, 6n uygulamasi
yapilmus bitkilerde bu deger % 97,84’e kadar yiikseldi. Agir metal stresine maruz birakilan
bitkilerde oransal su igerigi % 90,85’e diiserken, stres ve H,0;’in birlikte uygulandigi
bitkilerde bu deger % 92,29’a kadar artt1 (Sekil 6).
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AKkpinar
100 -
a
98 -
96 - b
— T
s 94 - = c
S 92- OT'
(2’4 N
90 - N
86 . . & .
Kontrol Bakir Bakir + H,0,
Uygulamalar

Sekil 6. Bakir stresi altindaki Akpinar’da H,O, 6n muamelesinin oransal su igerigi lizerine
etkisi. Kontrol; Hoagland, H,O,; 1 mM H,0; igeren Hoagland, Bakir; 0,5 mM
CuSO0O; iceren Hoagland, Bakir + H,O2; 1 mM H;0; igeren Hoagland + 0,5 mM
CuSO,4. Barlar 3 tekerriirli olarak yapilan Olglimlerin standart sapmasini
gostermektedir. Ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde 6nemsizdir.

Pegaso c¢esidine ait kontrol bitkisinde oransal su igerigi % 95,01 iken, H,O, 6n
uygulamast yapilmis bitkide % 97,42°e kadar yiikseldi. Bakir stresine maruz birakilan
bitkilerde bu deger % 92,64’e diiserken, bakir stresi ve H»O,’in birlikte uygulandig:
bitkilerde % 93,82 olarak belirlendi (Sekil 7).
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Pegaso

99 -

98 - a

97 -

96 A b
9 95 T c
O 94 - d
5 93 - i

o2 - N

91 . \

90 -

89 T T & T

Kontrol H202 Bakir Bakir + H202
Uygulamalar

Sekil 7. Bakir stresi altindaki Pegaso’da H,O, 6n muamelesinin oransal su igerigi lizerine
etkisi. Kontrol; Hoagland, H,O,; 1 mM H,0O; igeren Hoagland, Bakir; 0,5 mM
CuSO0O; igeren Hoagland, Bakir + H202; 1 mM H,0; igeren Hoagland + 0,5 mM
CuSO,4. Barlar 3 tekerriirli olarak yapilan Olglimlerin standart sapmasini
gostermektedir. Ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemsizdir.

3.4. H,0, On Muamelesinin Coziilebilir Protein Miktar Uzerine Etkisi

Diisiik konsantrasyonda H>O; 6n uygulamasinin  bakir stresinin  etkisini
hafifletmedeki roliinii saptamak amaciyla ¢oziilebilir protein miktarlarindaki degisimler
arastirildi. Pegaso ve Akpinar’da sonuglarin benzer oldugu bulundu. Bakir uygulanmis her
iki cesitte ¢oziilebilir protein miktar1 kontrol bitkilerine gore istatistiki agidan Onemli
derecede azaldi. Yine her iki cesitte H,O, 6n uygulamasmin protein miktarindaki kaybi
onemli derecede azalttig1 bulundu (Sekil 8 ve 9). Akpinar ¢esidine ait kontrol bitkilerinde
g taze agirlik basima 99,4 mg olarak tespit edilen ¢oziilebilir protein miktari, H,O, 6n
uygulamasi yapilmis bitkilerde 146,2 mg’ a kadar yiikseldi. Bakir stresine maruz birakilan
bitkilerde ¢oziilebilir protein 84,5 mg iken, H,O; ve stresin birlikte uygulandig: bitkilerde
ise bu degerler 134,3 mg’a kadar artt1 (Sekil 8).
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Sekil 8. Bakir stresi altindaki Akpinar’da H,O, 6n muamelesinin ¢ozilebilir proteinler
iizerine etkisi. Kontrol; Hoagland, H2O7; 1 mM H,0; i¢eren Hoagland, Bakir; 0,5
mM CuSQ, i¢eren Hoagland, Bakir + H,0,; 1 mM H,0; igeren Hoagland + 0,5
MM CuSO,. Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan Ol¢limlerin standart sapmasini
gostermektedir. Ayni1 harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemsizdir.

Pegaso ¢esidine ait kontrol bitkisinde ¢6ziilebilir protein miktar1 112,6 mg iken, H,O,
On uygulamasi yapilmis bitkilerde 141,4 mg’ a kadar yiikseldigi bulundu. Bakir stresine
maruz birakilmis bitkilerde bu deger 101,4 mg’a diiserken, bakir stresi ve H,O,’in birlikte
uygulandigi bitkilerde 169,3 mg olarak belirlendi (Sekil 9).
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Sekil 9. Bakir stresi altindaki Pegaso’da H,O, 6n muamelesinin ¢oziilebilir proteinler
iizerine etkisi. Kontrol; Hoagland, H2O7; 1 mM H,0; i¢eren Hoagland, Bakir; 0,5
mM CuSO, igeren Hoagland, Bakir + H202; 1 mM H,0; igeren Hoagland + 0,5
MM CuSO,. Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan Ol¢limlerin standart sapmasini
gostermektedir. Ayni1 harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemsizdir.

3.5. H,O, On Muamelesinin Prolin Miktar1 Uzerine Etkisi

Diisiik konsantrasyonda H,O, 6n muamelesinin bakir stresinin etkisini hafifletmedeki
roliinii belirlemek amaciyla bir ozmolit olan prolin miktarindaki degisimler incelendi. Hem
Pegaso hem de Akpinar’da yapilan analizler sonucunda, sonuglarin benzer oldugu bulundu.
Bakir uygulanmig her iki ¢esitte prolin miktar1 kontrol bitkilerine gore istatistiki olarak
onemli derecede artti. Yine her iki cesitte H,O, 6n muamelesinin prolin miktarin1 énemli
derecede artirdig1 kaydedildi (Sekil 10 ve 11). Akpinar g¢esidine ait kontrol bitkilerinde g
kuru agirlik bagma o6lgiilen prolin miktar1 28,9 pg iken, H,O, uygulanmis bitkilerde bu
deger 43,6 ng’a yiikseldi. Agir metal stresine maruz birakilan bitkilerde prolindeki miktar
74,08 pg olarak belirlenirken, stres ve H,O;’in birlikte uygulandigi bitkilerde bu deger
105,5 pg’ lara kadar yiikseldi (Sekil 10).



Akpinar
120 - a
= 100 -
o) b
©
S 80 -
=
= 60 c
2
2 40 g
£ e
2 2p+
o
o T T T
Kontrol H202 Bakir Bakir + H202
Uygulamalar

Sekil 10. Bakir stresi altindaki Akpimar’da H,O, 6n muamelesinin prolin iizerine etkisi.
Kontrol; Hoagland, H,0,; 1 mM H,0; igeren Hoagland, Bakir; 0,5 mM CuSO,
iceren Hoagland, Bakir + H,O,; 1 mM H,0; iceren Hoagland + 0,5 mM CuSOsa.
Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan 6l¢iimlerin standart sapmasini gostermektedir.
Ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde
Onemsizdir.

Pegaso’nun kontrol gruplarinda g kuru agirlik basina tespit edilen prolin miktart 95,5
ng iken, H,O;, 6n uygulamasi yapilan bitkilerde 114,9 pg’a kadar yiikseldi. Bakir stresine
maruz birakilan bitkilerde bu deger 144,5 pg iken, stres ve H,O, 6n uygulamasinin birlikte

verildigi bitkilerde 196,2 pg olarak tespit edildi (Sekil 11).
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Sekil 11. Bakiar stresi altindaki Pegaso’da HyO, 6n muamelesinin prolin {izerine etkisi.
Kontrol; Hoagland, H,0,; 1 mM H,0; igeren Hoagland, Bakir; 0,5 mM CuSO,
iceren Hoagland, Bakir + H,O,; 1 mM H,0; iceren Hoagland + 0,5 mM CuSQOsa.
Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan 6l¢iimlerin standart sapmasini gostermektedir.
Ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde
Onemsizdir.

3.6. H,O, On Muamelesinin indirgen Seker Miktari Uzerine Etkisi

Diisiik konsantrasyonda H;O, 6n muamelesinin bakir stresi kosullarinda indirgen
seker miktar1 iizerine etkisi arastirildi. Dayanikli (Pegaso) ve hassas (Akpinar) musir
cesitlerinin her ikisinde de sonuglarin benzer oldugu bulundu. Bakir uygulanmis her iki
cesitte indirgen seker miktar1 kontrol bitkilerine gore istatistiki olarak onemli derecede
artti. Pegaso ve Akpmar’da H;O, 6n muamelesinin indirgen seker miktarin1 6nemli
derecede artirdigi belirlendi (Sekil 12 ve 13). Akpinar gesidine ait kontrol bitkilerinde g
kuru agirlik basina 6lgiilen indirgen seker miktar1 52 pg iken, H,O, uygulanmus bitkilerde
98 ng’a kadar yiikseldi. Bakir stresine maruz birakilmig bitkilerde indirgen seker miktar
79 ng iken, bakir stresi ve H,O,’in birlikte uygulandigi bitkilerde bu deger 90 pg olarak
bulundu (Sekil 12).
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Sekil 12. Bakir stresi altindaki Akpinar’da H,O, 6n muamelesinin indirgen seker iizerine
etkisi. Kontrol; Hoagland, H,0,; 1 mM H,0; igeren Hoagland, Bakir; 0,5 mM
CuSQq igeren Hoagland, Bakir + H,0,; 1 mM H,0; igeren Hoagland + 0,5 mM
CuSO4. Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan Ol¢limlerin standart sapmasini
gostermektedir. Ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde onemsizdir.

Pegaso ¢esidine ait kontrol bitkisinde g kuru agirlik bagina tespit edilen indirgen
seker miktar1 79 pg iken, H,O, 6n uygulamasi yapilmis bitkide 115 pg’a kadar yiikseldi.
Bakir stresine maruz birakilan bitkilerde bu deger 87 pg’a ¢ikarken, bakir stresi ve H,O,

On uygulamasinin birlikte uygulandigi bitkilerde 101 pg olarak saptandi (Sekil 13).
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Sekil 13. Bakir stresi altindaki Pegaso’da HyO, 6n muamelesinin indirgen seker iizerine
etkisi. Kontrol; Hoagland, H,O,; 1 mM H;0, igeren Hoagland, Bakir; 0,5 mM
CuSOg igeren Hoagland, Bakir + H,O,; 1 mM H,0; igeren Hoagland + 0,5 mM
CuSO,4. Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan Olglimlerin standart sapmasini
gostermektedir. Ayn1 harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemsizdir.

3.7. HO, On Muamelesinin Sodyum Miktar1 Uzerine Etkisi

Diistik konsantrasyonda H,O, 6n muamelesinin bakir stresinin etkisini hafifletmedeki
roliinii belirlemek amaciyla sodyum miktarindaki degisimler incelendi. Pegaso (dayanikli)
ve Akpinar (hassas)’da sonuglarin benzer oldugu bulundu. Bakir uygulanmis her iki gesitte
sodyum miktar1 kontrol bitkilerine gore istatistiki olarak onemli derecede azaldi. Yine her
iki gesitte H,O, 6n muamelesinin sodyum miktarint 6nemli derecede artirdigi belirlendi
(Sekil 14 ve 15). Akpinar ¢esidine ait kontrol bitkilerinde sodyum miktar1 g taze agirlik
basina 2,4 mg iken, H,O, 6n uygulamasi yapilmis bitkilerde bu deger 2,68 mg’a kadar
yiikseldi. Bakir stresine maruz birakilan bitkilerde sodyum miktar1 2,04 mg’a diiserken,

stres ve H,O;’in birlikte uygulandig: bitkilerde bu deger 2,15 mg’a kadar artt1 (Sekil 14).
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Sekil 14. Bakir stresi altindaki Akpinar’da H,O, 6n muamelesinin sodyum miktar1 tizerine
etkisi. Kontrol; Hoagland, H,0,; 1 mM H,0; igeren Hoagland, Bakir; 0,5 mM
CuSQq igeren Hoagland, Bakir + H,0,; 1 mM H,0; igeren Hoagland + 0,5 mM
CuSO4. Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan Ol¢limlerin standart sapmasini
gostermektedir. Ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde onemsizdir.

Pegaso’nun kontrol bitkisinde sodyum miktar1 g taze agirlik basma 2,53 mg iken,
H20, 6n uygulamasi yapilmis bitkide 2,74 mg’a kadar ylikseldi. Bakir stresine maruz
birakilan bitkilerde bu deger 2,32 mg’a kadar diiserken, bakir stresi ve H,O,’nin birlikte
uygulandigi bitkilerde 2,47 mg olarak belirlendi (Sekil 15).
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Sekil 15. Bakir stresi altindaki Pegaso’da HyO, 6n muamelesinin sodyum miktar1 tizerine
etkisi. Kontrol; Hoagland, H,O,; 1 mM H,0; igeren Hoagland, Bakir; 0,5 mM
CuSQq igeren Hoagland, Bakir + H,0,; 1 mM H,0; igeren Hoagland + 0,5 mM
CuSO4. Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan Ol¢limlerin standart sapmasini
gostermektedir. Ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde onemsizdir.

3.8. H,0, On Muamelesinin Kalsiyum Miktar1 Uzerine EtKisi

Diistik konsantrasyonda H,O, 6n muamelesinin bakir stresinin etkisini hafifletmedeki
roliinii belirlemek amaciyla kalsiyum miktarindaki degisimler incelendi. Pegaso ve
Akpinar’da yapilan denemeler sonucunda, sonuglarin benzer oldugu bulundu. Bakir
uygulanmis her iki ¢esitte kalsiyum miktar1 kontrol bitkilerine gore istatistiki olarak 6nemli
derecede azaldi. Yine her iki gesitte H,O, 6n muamelesinin kalsiyum miktarint énemli
derecede artirdigi belirlendi (Sekil 16 ve 17). Akpmar gesidine ait kontrol bitkilerinde
kalsiyum miktar1 g taze agirlik basina 2,32 mg iken, H,O, 6n uygulamasi yapilmis
bitkilerde bu deger 2,45 mg’a kadar yiikseldi. Bakir stresine maruz birakilan bitkilerde
kalsiyum miktar1 1,74 mg’a diiserken, stres ve H,O,’in birlikte uygulandig: bitkilerde bu
deger 2,02 mg’a kadar artt1 (Sekil 16).
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Sekil 16. Bakir stresi altindaki Akpinar’da H,O, 6n muamelesinin kalsiyum miktar1
izerine etkisi. Kontrol; Hoagland, H,O,; 1 mM H,0, iceren Hoagland, Bakair;
0,5 mM CuSO, igeren Hoagland, Bakir + H,O,; 1 mM H,0; igeren Hoagland +
0,5 mM CuSOs;. Barlar 3 tekerrtirlii olarak yapilan dl¢limlerin standart sapmasini
gostermektedir. Ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemsizdir.

Pegaso’nun kontrol grubunda kalsiyum miktar1 g taze agirlik basina 2,19 mg iken,
H20, 6n uygulamasi yapilmis bitkide 2,35 mg olarak bulundu. Bakir stresine maruz
birakilan bitkilerde bu deger 1,81 mg’a kadar diiserken, bakir stresi ve H,O2’nin birlikte
uygulandigi bitkilerde 1,99 mg olarak belirlendi (Sekil 17).
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Sekil 17. Bakir stresi altindaki Pegaso’da HyO, 6n muamelesinin kalsiyum miktari {izerine
etkisi. Kontrol; Hoagland, H,O,; 1 mM H;0, igeren Hoagland, Bakir; 0,5 mM
CuSOy iceren Hoagland, Bakir + HyO5; 1 mM H,0; iceren Hoagland + 0,5 mM
CuSO,4. Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan Olglimlerin standart sapmasini
gostermektedir. Ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P>0,05)
seviyesinde dnemsizdir.

3.9. H,O, On Muamelesinin Potasyum Miktar1 Uzerine Etkisi

Diisiik konsantrasyonda H,O, 6n muamelesinin bakir stresi kosullarinda potasyum
miktart tizerine etkisi incelendi. Dayanikli (Pegaso) ve hassas (Akpinar) misir gesitlerinin
her ikisinde de yapilan denemeler sonucunda, sonuglarin benzer oldugu bulundu. Bakir
uygulanmis her iki c¢esitte potasyum miktar1 kontrol bitkilerine gore istatistiki olarak
onemli derecede azaldi. Yine her iki gesitte H,O, 6n muamelesinin potasyum miktarini
onemli derecede artirdigi saptandi (Sekil 18 ve 19). Akpimar’in kontrol grubunda potasyum
miktar1 g taze agirlik basma 2,73 mg iken, H,O; 6n uygulamas: yapilmis bitkilerde bu
deger 3,08 mg’a kadar yiikseldi. Bakir stresine maruz birakilan bitkilerde kalsiyum miktari
2,04 mg’a diserken, stres ve H,O,’in birlikte uygulandigi bitkilerde bu deger 2,25 mg’a
kadar artt1 (Sekil 18).
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Sekil 18. Bakir stresi altindaki Akpinar’da H,O, 6n muamelesinin potasyum miktar
tizerine etkisi. Kontrol; Hoagland, H,0,; 1 mM H,0; iceren Hoagland, Bakir;
0,5 mM CuSO, igeren Hoagland, Bakir + H,0O,; 1 mM H,0; i¢eren Hoagland +
0,5 mM CuSOQO,. Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan Ol¢limlerin standart
sapmasini gostermektedir. Ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark %
5 (P<0,05) seviyesinde dnemsizdir.

Pegaso ¢esidine ait kontrol bitkisinde potasyum miktar1 g taze agirlik basina 3,45 mg
iken, H20 6n uygulamasi yapilmis bitkide 3,84 mg’a kadar yiikseldi. Bakir stresine maruz
birakilan bitkilerde bu deger 2,91 mg’a kadar diiserken, bakir stresi ve H,O;’nin birlikte
uygulandigi bitkilerde 3,17 mg olarak belirlendi (Sekil 19).
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Sekil 19. Bakir stresi altindaki Pegaso’da H,O, 6n muamelesinin potasyum miktari {izerine
etkisi. Kontrol; Hoagland, H,0,; 1 mM H,0; igeren Hoagland, Bakir; 0,5 mM
CuSQq igeren Hoagland, Bakir + H,0,; 1 mM H,0; igeren Hoagland + 0,5 mM
CuSO,. Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan Olgimlerin standart sapmasini
gostermektedir. Ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemsizdir.

3.10. H,0, On Muamelesinin Magnezyum Miktar1 Uzerine Etkisi

Diistik konsantrasyonda H,O, 6n muamelesinin bakir stresinin etkisini hafifletmedeki
roliinii belirlemek amaciyla magnezyum miktarindaki degisimler incelendi. Hem Pegaso
hem de Akpinar’da sonuglarin benzer oldugu bulundu. Bakir uygulanmis her iki g¢esitte
magnezyum miktart kontrol bitkilerine gore istatistiki olarak dnemli derecede azaldi. Yine
her iki gesitte H,O, 6n muamelesinin magnezyum miktarin1 énemli derecede artirdig
belirlendi (Sekil 20 ve 21). Akpinar ¢esidine ait kontrol bitkilerinde magnezyum miktar1 g
taze agirlik basina 0,33 mg iken, H,O, 6n uygulamasi yapilmis bitkilerde bu deger 0,44
mg’a kadar yiikseldi. Bakir stresine maruz birakilan bitkilerde kalsiyum miktar1 0,26 mg’a
diiserken, stres ve H,O;’in birlikte uygulandig bitkilerde bu deger 0,31 mg’a kadar ulasti
(Sekil 20).
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Sekil 20. Bakir stresi altindaki Akpinar’da H,O, 6n muamelesinin magnezyum miktari
izerine etkisi. Kontrol; Hoagland, H,O,; 1 mM H,0, iceren Hoagland, Bakair;
0,5 mM CuSO, igeren Hoagland, Bakir + H,O,; 1 mM H,0; igeren Hoagland +
0,5 mM CuSO,. Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan 6lgiimlerin standart sapmasini
gostermektedir. Ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemsizdir.

Pegaso cesidine ait kontrol bitkisinde kalsiyum miktar1 g taze agirlik basina 0,52 mg
iken, H205 6n uygulamasi yapilmis bitkide 0,61 mg’a kadar yiikseldi. Bakir stresine maruz
birakilan bitkilerde bu deger 0,40 mg’a kadar diiserken, bakir stresi ve H,O,’nin birlikte
uygulandigi bitkilerde 0,46 mg olarak belirlendi (Sekil 21).
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Sekil 21. Bakir stresi altindaki Pegaso’da H,O, 6n muamelesinin magnezyum miktar
tizerine etkisi. Kontrol; Hoagland, H,O,; 1 mM H,0, iceren Hoagland, Bakir;
0,5 mM CuSO; igeren Hoagland, Bakir + H,O,; 1 mM H,0; i¢ceren Hoagland +
0,5 mM CuSQ,. Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan dlglimlerin standart sapmasini
gostermektedir. Ayn1 harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde onemsizdir.



4. TARTISMA

Bu calismada misir (Zea mays L.)’in iki farkli ¢esidinde disaridan uygulanan HZO2

‘nin bitkiyi bakir stresine karsi korumadaki roliinii anlamak i¢in bitki yapraklarmin su
icerigi, ¢coziilebilir protein miktarlari, kuru agirliklari, osmolit olarak prolin, indirgen seker
seviyesi ve iyon miktarlarindaki degisimler arastirilmistir.

Yaprak su potansiyelinin bitkilerin su stresine cevabini 6l¢mek i¢in iyi bir parametre
oldugu bilinmektedir (Singh vd., 1990). Mevcut ¢alismada misir (Zea mays L.) bitkisinin

iki farkli gesidinde (Akpinar ve Pegaso) yaprak su potansiyelleri incelenmis ve H O, 6n

uygulamasinin her iki cesidinde de kontrole oranla su kaybini azalttigi gorilmistiir.
Oransal su igeriginde de benzer sonuglar tespit edilmistir. Strese maruz birakilan bitkilerde

kontrole gore artan su kaybu, HZO2 on uygulamasiyla birlikte 6nemli derecede azalig

gdstermistir. Literatiirde de benzer sonuglar bulunmaktadir. Ornegin; kadmiyum etkisi
altinda lahana ve fasulye bitkisinde, bakir stresi kosullar1 altinda karnabahar bitkisi ve
Siline cucubalus’un hassas gesitlerinde su potansiyelinde Onemli derecede azalma
gozlenmistir (Chatterje ve Chatterje, 2000; Pandey ve Sharma, 2002; Poschenrieder vd.,
1989; Lolkema ve Vooijs, 1986). Diisiik nikel konsantrasyonuna maruz birakilan bugday
govdelerinin oransal su igeriginde Onemli bir degisme goriilmezken, yiiksek nikel
konsantrasyonunda oransal su igeriginde azalma gorilmistir (Gajewska vd., 2006).
Ayrica, tuz stresi altindaki 1spanak bitkisinde su potansiyeli 6nemli derecede azalmistir

(Robinson vd., 1983). Diisiik konsantrasyonda uygulanan H O, 6n muamelesinin bitkilerde

bliylime ve gelisme parametrelerinden biri olan su potansiyeli ve oransal su igerigini
onemli derecede artirarak, bitkilerin daha uzun stire canliliklarini korumalarini saglamistir.

Stres esnasinda kuru agirlik miktarindaki azalis bircok ¢alismada rapor edilmistir.
Ornegin; bakir ve kadmiyum stresine maruz birakilan musir bitkisinde, nikel stresinin
varliginda ise soya fasulyesinin yapraklarinda kuru agirlik miktarinda azalma goriilmiistiir
(Ewais, 1997; Lagriffoul vd., 1998; Mocquoti vd., 1996). Bununla birlikte kadmiyum,
nikel ve kursuna maruz birakilan bitkilerde kuru agirligin artan stres yogunluguyla 6nemli
derecede azaldigi gozlenilmistir (Ewais, 1997). Mevcut ¢alismamizda yaptigimiz
denemelerimizin sonucuna gore, Akpmar ve Pegaso’da, bakirin etkisiyle birlikte kuru

agirlik miktarinda kontrol bitkilerine oranla bir diisiis gézlenmistir. Her iki ¢esitte H 2O ) on
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uygulamasinin ise kuru agirlik miktarini artirdigi kaydedilmistir. Elde ettigimiz verilerimiz

dogrultusunda diisiik konsantrasyonda HZO2 on uygulamasmin kuru agirlik miktarini

artirarak agir stres kosullarinda biiylimeyi tesvik ettigini ifade edebiliriz.

Calismamizda prolin miktarini tespit etmek i¢in yapilan denemeler sonucunda, HZO2

On uygulamasinin her iki ¢esitte de kontrole gére prolin miktarini artirdig: tespit edilmistir.

Akpinar ¢esidinin kontroliinde 28,9 mg/g olan prolin miktari, sadece HZO2 on uygulamasi

yapilmis yapraklarda 43,6 mg/g olarak hesaplanmistir. Pegaso ¢esidinin kontroliinde prolin

miktar1 95,5 mg/g olarak bulunurken, HZO2 On uygulamasi yapilanlarda ise bu miktar

114,9 mg/g’dir. Bakir stresine maruz birakilan iki farkli ¢esitte de stresin bir indikatorii
olan prolin miktarinda kontrole gore istatistiki olarak 6nemli bir artis kaydedilmistir. Bakir

ile H ,0, 6n uygulamasimin birlikte uygulandigi durumlarda ise her iki gesitte de prolin

miktar1 en st seviyede gozlenmistir. Bitki dokularindaki prolin birikiminin prolin
degredasyonundaki azaligtan, prolin sentezindeki artistan, proteinlerin hidrolizinden,
protein sentezindeki ya da prolin kullanimindaki azalistan kaynaklandigi bilinmektedir
(Charest ve Phan, 1990). Ayrica prolinin ozmolit, radikal temizleyicisi, iyon havuzu,
makromolekiil sabitleyicisi, metal baglayicisi ve hiicre duvari bileseni olarak islev yaptigi
bilinmektedir (Alia vd., 2002). Farkli molekiillerin prolin indiikleme yetenekleri de
farklhidir. Biiyiime ortamindaki esit molar konsantrasyonlarda kiyaslama yapildiginda
bakirin, ¢inko ve kadminyumu takiben prolin birikimini indiiklemede diger metallere gore
en etkili oldugu bulunmustur (Schat vd., 1997). Lemna minor’ daki bakir indiikli prolin
artis1 ¢cok hizli bir sekilde cereyan etmistir ve bu miktar metal uygulamasiin 6. saatinde
Olgiilebilmistir (Bassi ve Sharma, 1993a). Son zamanlarda, yiiksek miktarda prolin
birikiminin transjenik bir alg olan Chlamydomonas reinhardtii de artan metal toleransiyla

iliskili oldugu ifade edilmistir (Siripornadulsil vd., 2002). Ekzojenik HZO2 uygulamasi,

misir fidelerinin radikula ve koleoptillerinde 6nemli derecede prolin birikimine sebep
oldugu belirtilmistir (Yanga vd., 2009). Elde ettigimiz verilere gore disik

konsantrasyonda uygulanan H ,0,’nin bir ozmolit olan prolin miktarim artirarak bitkilerin

stresi en az zararla atlatmalarina katki sagladig: ifade edilebilir.

Stres esnasinda indirgen sekerlerdeki artis bircok calismada rapor edilmistir.
Calisgmamizda yaptigimiz analizler sonucunda Akpinar ve Pegaso’da, bakirin etkisiyle
indirgen seker miktarinda kontrole kiyasla bir artis gézlenmistir. Benzer sekilde, her iki

cesitte HZO2 on uygulamasi yapilmis bitkilerde indirgen seker miktarinda kontrollerine
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oranla yiiksek miktarda artis kaydedilmistir. indirgen seker tayini ile elde edilen sonuglar
literatiirde yapilan daha onceki calismalarla benzerlik gostermektedir. Ornegin; iki celtik
kiltivarinda, arpa bitkisinde, kavak ve sogiit yapraklarinda agir metallerin etkisiyle
indirgen seker miktarinin arttirdigi ileri siiriilmistiir (Lunackova vd., 2003; Verma ve
Dubey, 2001; Guo vd., 2007). Bununla beraber, Vitis vinifera’da yapilan bir ¢alismada
bakir stresinin ¢oziilebilir seker miktarini azalttigi kaydedilmistir (Romeu-Moreno ve Mas,
1999). Ayrica, tuz stresinin bir¢ok bitkide indirgen sekerleri (glukoz, fruktoz), sakkaroz ve
fruktanlar1 artirdig1 rapor edilmistir (Kerepesi ve Galiba, 2000). Bruguiera parviflora’da
tuz stresi altinda yetistirildiginde yapraklarda indirgen olan ve olmayan karbohidratlarin
arttigi  gosterilmistir (Parida vd., 2002). Su stresi altinda kiiltiire alinmis bitki
hiicrelerindeki indirgen seker seviyesinin sakkaroz seviyesinden ¢ok daha fazla arttigi
rapor edilmistir (Handa vd., 1983). Seker birikimi membran ve biyomolekiilleri korumaya
ve i¢sel ozmolaritenin diizenlenmesine miimkiin oldugunca katkida bulunur (Hayashi vd.,

1997; Sinniah vd., 1998). Bu fikir dogrultusunda, H,O, 6n uygulamasinin seker miktarin

artirarak stres boyunca bitki hiicrelerinde osmotik ayarlamayr sagladigt ve strese
adaptasyonda rol oynadig1 ifade edilebilir.

Calismamizda bakir stresli yapraklarda indirgen seker ve prolin miktarinin kontrole
gore artmasina karsilik ¢oziilebilir protein miktarinda azalma oldugu kaydedilmistir. Bu
azalmanin, indirgen seker ve prolin gibi aminoasit miktarindaki artisin makromolekiillerin
sentezini baskilamasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Handa vd. (1983) da kiiltiire
edilmis bitki hiicreleri ilizerine yaptiklar1 ¢aligmada, hiicrelerde indirgen seker ve prolin
seviyesindeki artisin protein sentezini azalttigini tespit etmislerdir. Nitekim, stres sirasinda
bitkilerin indirgen seker ve prolin miktarini artirarak osmotik potansiyellerini ayarladiklari
ve turgor durumlarini koruduklart belirlenmistir (Handa vd., 1983; Hsiao vd., 1984;
Hasegawa vd., 1984). Ayrica, bitkiler iizerindeki agir metallerin en 6nemli etkilerinden
biri, protein sentezini inhibe ederek protein miktarini1 azaltmalaridir. Agir metallerin
bitkilerdeki protein miktarini1 azalttigi hususunda ¢ok sayida rapor mevcuttur. Kursun,
¢inko ve kadmiyumun Hordeum vulgare’de (Stiborova vd., 1986), kobalt, krom ve bakirin
karnabahar fidelerinde (Chatterjee ve Chatterjee, 2000), bakir ve kursunun Zea mays’da
(Stiborova vd., 1986) protein miktarini azalttigi bulunmustur. Bir siyanobakter olan
Anacystis nidulans bakira maruz birakilmis ve bunun sonucu olarak protein miktar

azalmistir (Gupta, 1986). Benzer sekilde, Vigna unguiculata L. tohumlar1 kadmiyum ve
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civaya maruz birakilmig, protein ve amino asit igeriklerinde azalma goriilmistiir (Nagoor,
1997).

Bazi bitkilerin strese dayanikliliklarini artirmak i¢in, strese adaptasyon sirasinda stres
proteinleri sentezledikleri ve protein seviyesinin degisim gdsterdigi bulunmustur (Oktem
vd., 1992). Stres esnasinda biriken proteinler genellikle yiiksek hidrofilik 6zellige sahiptir.
Bu proteinler su, fosfat ve diger iyonlar1 tutarken membranlarin yapisin1 da korurlar.
Kuraklik stresi altinda belirli proteinlerin ortaya ciktifi ve bunlarin denatiirasyona
dayanikli bir konfigiirasyona sahip olduklari ileri siiriilmiistiir (Bidwell, 1974). Sicak soku
ve anaerobik sartlar altinda da yeni proteinlerin sentezlendigi kaydedilmistir. Bitkiler 40 °C
gibi yiiksek sicakliklara maruz kaldiklarinda sicak sok proteinlerini (hsp) sentezleyerek,
sicakliga alistiklar rapor edilmistir. Ayrica yliksek metal konsantrasyonlarinda, kuraklikta
ve ultraviyole 1gikta bitkilerin ¢esitli stres proteinleri sentezledikleri de belirlenmistir (Hale

ve Orcutt, 1987). Yaptigimiz analizler sonucunda H,O, 6n uygulamasi yapilan bitkilerde
¢oziilebilir protein miktarlarinda kontrole oranla artig bulunmustur. Bu verilere gore, H 2O )

O6n muamelesinin bitkilerde stresin olumsuz etkilerini hafiflettigi sdyleyebiliriz.

Osmotik ayarlama saglayan maddelerden biri de iyonlardir. Agir metaller bitkilerin
iyon almimmint ve dolayisiyla iyon oranmi da etkilemektedirler (De Vos vd., 1991;
Ouzounidou vd., 1992). Tuz stresi uygulanmig dari1 bitkisinde potasyum, kalsiyum ve
magnezyum iyonlarinda azalma goriilmistiir (Bernstein vd., 1995). Kadmiyum uygulamasi
altinda bugday yapraklarinin (Triticum aestivum L.) toprak dstii kisimlarinda demir,
magnezyum, kalsiyum ve potasyum miktarlarinda azalma goriilmiistiir (Ouzounidou vd.,
1997). Bakir uygulamasi yapilmis musir bitkisinin kok ve govdesinde 6nemli derecede
azot, fosfor ve potasyum miktarmin azaldigr bulunmustur (Ait-Ali vd., 2002). Bakira
maruz birakilan misir bitkisinin {glincii  yapraklarinda kalsiyum ve magnezyum
miktarlarinda artis gézlenirken, magnezyum miktarinda ise hafif bir diisiis kaydedilmistir
(Mocquoti vd., 1996). Iyon kaybma sebep olan bakir toksisitesinin ilk etkisinin, kok
hiicrelerinin membranlarina zarar vererek olustugu rapor edilmistir. (Woolhouse ve
Walker, 1981). Iyon miktarim belirlemek igin yapilan analizler sonucunda bakir
uygulanmis her iki c¢esitte magnezyum, kalsiyum, potasyum ve sodyum igeriklerinin

kontrole gore azaldigi bulunmustur. Her iki ¢esitte H 2O , on uygulamasinin ise yaprak iyon
miktarint 6nemli derecede artirdig tespit edildi. Boylece H 2O2 on uygulamasinin her iki

cesidinin plazma membranini koruyarak iyon kaybini engelledigi kanaatine varilmistir.



43

H202 abiyotik ve biyotik stres altinda bitki savunma mekanizmalarin1 harekete

geciren bir sinyal olarak kabul edilmektedir (Doke vd., 1994; Prasad vd., 1994; Foyer vd.,
1997). Diisiik konsantrasyonda uygulanan HZOZ’nin bitkilerde strese karsi toleransi
uyardign son yillarda yapilan birgok c¢alismada rapor edilmistir. Ornegin, diisiik
konsantrasyonlarda H,O, uygulamasimn Phalaenopsis ve Vigna radiata’da, patates goz
eksplantlarinda yiiksek sicakliga toleransi arttirdig ileri siirtilmiistiir (Prasad vd., 1994; Yu
vd., 2002; Yu vd., 2003; Foyer vd., 1997; Lopez-Delgado vd., 1998). Parakuat

puskiirtiilmiis ve HZO2 On muamelesi yapilmis geng bezelye yapraklarindaki sag kalim

oraninin sadece parakuat uygulananlara gore ¢ok daha yiiksek oldugu gozlenmistir

(Moskova vd., 2007). H,O, 6n uygulamasi, musir bitkileri lizerinde tuz stresinin etkilerini

azaltmigtir (Dias de Azevedo Neto vd., 2005). Celtik fidelerine uygulanan c¢esitli

seviyelerde H,O, 6n muamelesi, bitkilerin tuz ve 1s1 streslerine alismalarini saglamistir
(Dias de Azevedo Neto vd., 2005). H O, 6n uygulamasinin Arabidopsis ve tiitiin

bitkilerinde, yiiksek 151k yogunlugunun sebep oldugu oksidatif zararlardan bitkileri
korudugu kaydedilmistir (Karpinski vd., 1999). Ayrica, H O, 6n uygulamasi 1s1 stresine

maruz birakilmis salatalik bitkilerinin antioksidan enzimlerini artirdigi ve kloroplast

yapilarin1  korudugu belirlenmistir (Gao vd., 2010). Is1 stresi altinda HO, on

uygulamasinin antioksidan enzimlerini diizenledigi ve bitkilerin daha fazla sag kalim

yiizdelerine sahip olmalarini sagladig ileri siiriilmiistir (Gao vd., 2010). Ekzojenik HO,

antioksidan aktiviteyi artirarak ve lipit peroksidasyonunu azaltarak salatalik yapraklarinda
ozmotik strese toleransi indiikledigi ve boylece birgok membranin yapisin1 korudugu rapor
edilmistir (Liuvd vd., 2010).

Sonug olarak; mevcut ¢alismada misir bitkisinin iki farkli ¢esidinde bakir stresi

kosullarinda HZO , on muamelesinin su igerigi, kuru agirlik miktari, protein ve ozmolitlerde

onemli derecede degisiklige neden oldugu bulunmustur. Bu verilere gore, hidrojen
peroksitin bakir stresi altindaki bitkilerde osmotik ayarlama saglayarak stresin olumsuz

etkisini azaltabilecegi sonucuna varilmistir.



5. SONUCLAR

Yapmis oldugumuz bu ¢alisma sonucunda;

1) Misir (Zea mays L.) bitkisinin iki farkli ¢esidinde bakir stresinin etkisiyle
bitkilerde biiylime ve gelisme parametrelerinden biri olan yaprak su igeriginin azaldig:
gorilmistiir. Diisilk konsantrasyonda uygulanan H;O; 6n uygulamasinin ise bitkilerin
yaprak su icerigini istatistiki olarak artirdig1 belirlenmistir.

2) S6z konusu musir gesitlerinde bakir stresinin kuru agirlik miktarini azalttigi, H,O;
O6n muamelesinin ise azalan kuru agirlik miktarini artirdigi belirlenmistir.

3) Stres periyodu sirasinda bitkide indirgen seker ve prolin miktarinda 6nemli
derecede bir artisin oldugu belirlenmistir. Bu artisin ise HoO, 6n uygulamasiyla birlikte
daha da arttig1 kaydedilmistir. Bu artigin hiicrelerin osmotik potansiyellerini ayarlayarak
turgor durumunu muhafaza etmesi ve su kaybini engellemesi agisindan bitki i¢in oldukca
yararli bir mekanizma oldugu goriilmektedir.

4) Bakir stresinin protein miktarini azalttigi, H,O, 6n muamelesinin ise azalan
protein igerigini arttirdigi tespit edilmistir.

5) Bakur stresi kosullarinda 6nemli bir iyon kaybinin oldugu goriilmistiir. Bu iyon
kaybinin H,O; 6n uygulamasiyla énemli derecede onlendigi ve H,O, 6n uygulamasinin
plazma membranini koruyarak iyon kaybini engelleyebilecegi sonucuna varilmistir.

6) Kisaca bu galismada, bakir stresine maruz kalan musir (Zea mays L.) ¢esitlerinde
H,O, 6n uygulamasimin ozmolit seviyesindeki artis1 uyarabildigi, protein ve kuru agirlik
miktarmi artirdigt ve boylece agir metal stresini hafifletmede roliinlin olabilecegi

belirlenmistir.



6. ONERILER

H,0; 6n uygulamasinin yiiksek sicaklik, tuz stresi, 1s1, yiiksek 151k ve parakuat gibi
herbisitlere maruz kalan bitkilerde stresin etkisini hafifletmede roliiniin oldugu
ispatlanmistir. Benzer sekilde, mevcut ¢alismada H,O, On uygulamasinin agir metal
stresinin etkilerini  onemli derecede azalttigi Dbelirlenmistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda, H,O,’nin stres kosullarinda bitkilerde iyilestirmeyi saglamak amaciyla
tarimda kullanilabilecegi, boylece agir metal stresine maruz kalma durumunda bu bitkilere
tohum agsamasinda H,O, uygulamak suretiyle musir {iretimindeki ekonomik kayiplarin
Onlenebilecegi sdylenebilir.

Ayrica, bitkilerin agir metal stresini tolere etmek icin ¢esitli mekanizmalar
gelistirdikleri bilinmektedir. Ornegin, agir metal stresi kosullarinda, bitkilerin fitoselat
olusturdugu, antioksidan sistemi ve ozmolit sentezini uyardigr ve bdylece strese tolerans
sagladigi bir¢ok calismada tespit edilmistir. Mevcut ¢alismada ise H,O, 6n uygulamasinin
bu mekanizmalardan ozmolit sentezini uyararak bakir stresine tolerans gosterebilecegi
bulunmustur. Bundan sonraki ¢alismalarda, antioksidan sistem ve fitoselat olusumundaki
degisimlerin stres kosullarinda arastirilmasi ¢alismanin gelistirilmesi agisindan uygun
olacag1 diisiiniilmektedir. Ayrica, ozmolit sentezinde rol alan enzim aktivitelerinin
molekiiler diizeyde arastirilmasi sonuglarin bircok veriyle desteklenmesi agisindan yarar
saglayabilir. Ornegin, prolin sentezine karisan enzimlerden A'-prolin-5-karboksilat
sentetaz ve glutamat dehidrogenaz gibi enzimler ile seker metabolizmasinda rol alan
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ve sakkaroz sentetaz gibi enzimlerdeki degisimler molekiiler

seviyede arastirilabilir.
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