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Yiksek Lisans

OZET

Asir Bakir Kosullarindaki Misir Cesitlerinde Hidrojen Peroksit On Muamelesinin
Fotosentetik Aygit ve Antioksidan Sistem Uzerine Etkisi

Nihan BISKIN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Rabiye TERZI
2012, 56 Sayfa

Disaridan uygulanan diisiik konsantrasyonda H,O,’nin misir (Zea mays L.)
bitkilerinin bakir toleransi iizerine etkisi arastirildi. Bu amacla bakir stresine hassas
(Akpinar) ve toleransh (Pegaso) olarak secilen iki farkli misir (Zea mays L.) cesidi diisiik
konsantrasyonda hidrojen peroksit 6n muamelesine tabii tutuldu, daha sonra bakir stresi
kosullarinda fotosentetik aygit ve antioksidan sistemlerinde meydana gelen degisimler
incelendi. Antioksidan enzim aktiviteleri (askorbat peroksidaz, katalaz, guaiakol
peroksidaz, glutatyon rediiktaz, siiperoksit dismutaz), malondialdehid (MDA) igerigi ve
icsel H>O, miktar1 spektrofotometrik olarak, fotosentetik aygittaki degisimler ise
florometrik olarak belirlendi.

Yapilan incelemeler sonucunda, bakir stresinin bitki biiytimesini inhibe ettigi, MDA
icerigini, i¢ HyO, miktarini ve antioksidan enzim aktivitelerini artirdig, klorofil fliioresans
parametrelerini ise olumsuz etkiledigi bulundu. Disardan H,O; 6n muamelesinin bitkilerin
MDA igerigini, i¢ HoO, miktarin1 azalttig1, antioksidan enzim aktivitelerini artirdigi ve
klorofil fliioresans parametrelerini iyilestirdigi bulundu.

Elde edilen verilere gore, bakir stresi kosullarindaki misir cesitlerinde, H,O, 6n
muamelesinin antioksidan sistemi aktive ederek fotosentetik aygiti koruyabilecegi ve
stresin olumsuz etkisini azaltabilecegi sonucuna varild.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan enzim, Bakir stresi, H,O,, Klorofil fliioresansi, Lipid
peroksidasyonu, Misir (Zea mays L).
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Master Thesis

SUMMARY

Pre-Treatment Of Hydrogen Peroxide on Photosynthetic Machinery And Antioxidant
System in Maize Cultivars Exposed to Excess Copper

Nihan BISKIN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Rabiye TERZI
2012, 56 Pages,

In this investigation, H,O, pre-treatment were investigated on copper tolerance in
maize (Zea mays L.) leaves.

For this purpose, antioxidant enzyme activities (ascorbate peroxidase, catalase,
guaiacol peroxidase, glutathion reductase, superoxide dismutase), malondialdehyde
(MDA) content, endogenous H,O, levels were determined spectrophotometrically, the
changes happened in the photosynthetic apparatus were analyzed fluorometrically; in two
maize (Zea mays L.) cultivars Akpinar (sensitive) and Pegaso (tolerant).

After all observations, it has been found that the copper stress has reduced the growth
of the plants, increased levels of MDA, endogenous H,O, content, and antioxidant
enzymes activities while it damaged to the chlorophyll fluorescence parameters. It has
been reported that pre-treatment of H,O, has reduced the endogenous H,O, content, and
levels of MDA, increased antioxidant enzymes activities and ameliorated chlorophyll
fluorescence parameters.

As a consequence of these results, we can say that pre-treatment of H,O, may
decrease the negative effects of the copper stress by activation of antioxidant system
enzymes, and defense the photosynthetic apparatuses in maize plants.

Key Words: Antioxidant enzymes, Copper stress, H,O,, Chlorophyll fluorescence, Lipid
peroxidation, Maize (Zea mays L.).
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Agir metaller, 6nemli gevresel kirleticiler olup; ¢ogu dogada ¢ok diisiik yogunlukta
bile toksik etkiye sahiptirler. Agir metallerin ¢evrede yaygin bir sekilde birikmesi, tiim
canlilar i¢in boyutlar1 giderek artan bir tehlike olusturmaktadir. Cevre kirletici unsurlar
biitliin canlilarda oldugu gibi bitkilerde de strese neden olmaktadir. Stres ise bitkilerin
fizyolojilerini etkileyip, onlarin genetik potansiyellerini degistirir, verimliliklerini kisitlar
ve bazen de oSliimlerine yol acarak biiyiikk oranlarda iiriin kayiplari olusturur (Kirbag
Zengin ve Munzuroglu, 2003).

Bitki dokularinda agir metal birikimi; mineral besin alinimi1 (Ouzounidou vd., 1992),
transpirasyon (Poschenrieder vd., 1989), fotosentez (Lidon vd., 1993), niikleik asit yapis1
(Doncheva vd., 1996), Klorofil sentezi (Somashekaraiah vd., 1992), ¢imlenme
(Munzuroglu ve Gegkil, 2002), membran hasar1 (Kennedy ve Gonsalves, 2002), enzim
aktivitesi (Nussbaum vd., 1998) ve hormon dengesi bozukluklarima neden olur. Diger
taraftan, misir, bugday ve arpa gibi tahillar, biiyiime peryotlarinda metal stresine maruz
kalabilirler. Agir metaller govde ve yaprak gibi bitkilerin toprak iistii kisimlarinda tutulur
ve saman veya kuru ot olarak kullanilabilecegi gibi topraga tekrar geri de donistiiriilebilir.
Bitki dokularinda biriken bu agir metaller tarim ve insan sagligi i¢in onemli bir sorun
olusturur (Tanyolag vd., 2007).

Diger taraftan, misir tariminin fazlaca yapildigi Karadeniz Bolgesi’nde birgok bakir
madeni bulunmakta ve {ilkemiz bakir iiretiminde diinyada 6nemli bir yer almaktadir.
Maden Tetkik ve Arama Bolge Miidiirliigii’niin c¢aligmalar1 sonucu ortaya c¢ikarilan
isletilmis veya isletilmekte olan maden yataklar1 Artvin-Murgul, Cayeli-Madenkdoy,
Siirmene-Kutlular, Espiye-Killik, Espiye-Lahanos, Tirebolu-Hartkéy, Trabzon-Yomra-
Kayabasi olarak siralanmaktadir (URL-1, 2011). Bu madenlerinin isletilmesi boélgedeki
tarim alanlaria agir metal bulagsmasina neden olmaktadir. Ayrica, motorlu tasitlarin egzoz
gazlari, tarimda giibreleme ve ilaglama, agir metal iceren sulama suyunun kullanilmas1 gibi
pek cok etken bitkilerde agir metal stresi olusturmaktadir (Tanyolag vd., 2007).

Yukarida ifade edildigi gibi Karadeniz Bolgesi’nde bolca yetistirilen misir,

Tiirkiye’de ekili alanlarin yaklasik 600.000 hektar alanini kapsamaktadir. Bu durum misir



bitkilerine ayr1 bir 6nem kazandirmakta, misir bitkisinde mevcut stres galismalarina hiz
verilmesini saglamaktadir. Buglin musir bitkilerinde yiiksek dozlarda bakirin toksik
etkilerinin anlasilabilmesi, antioksidan ve fotokimyasal tepkilerin kiyaslanabilmesi igin
birgok ¢alisma yiiriitiilmektedir. Diger taraftan, son yillarda bitkilerde biyotik ve abiyotik
stresin sebep oldugu olumsuzluklar1 gidermek amaciyla distan bazi sinyal bilesiklerin
bitkilere uygulanmasina yonelik calismalar giderek artmaktadir. Ornegin ekzogenik
H,O, nin bitkilerde kuraklik (Gong vd., 2001), donma (De Azevedo Neto vd., 2005), tuz
(Prasad et al., 1994), asir1 151k (Karpinski vd., 1999; Gechev vd., 2002), patojen saldirilar
(Levine vd., 1994; Alvarez vd., 1998) ve oksidatif stres (Morita vd., 1999) kosullarinda
baz1 hiicresel korunma ve sakinma mekanizmalarini devreye soktugu bulunmustur. Ayrica,
digsaridan diisiik konsantrasyonlarda uygulanan H,O,’in bitkilerde glutatyon (GSH)
birikimini (Murphy vd., 2002), antioksidan enzim aktivitelerini (De Azevedo Neto vd.,
2005) reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) hasarlarini en aza indirerek (Murphy vd., 2002;
Wahida vd., 2007) bitkilerde strese karsi koruma sagladigi rapor edilmistir. Aliiminyum

stresine maruz kalmis bugday bitkileri {izerine yapilan bir ¢alismada HZO2 on

muamelesinin antioksidan enzim aktivitesini uyararak bitkileri strese karsi korudugu
bildirilmistir (Xu vd., 2011). Bakir stresine maruz birakilan musir bitkileri tizerine yapilan
bir bagka calismada ise H2O, 6n muamelesinin osmotik ayarlama saglayan bilesiklerin
seviyesini artirarak stresin olumsuz etkisini azalttigi rapor edilmistir (Guzel, 2011).
Bununla beraber, literatiirde bakir stresine maruz kalan musir bitkilerinde H,O, o6n
uygulamasinin stres etkilerini hafifletmede antioksidan sistemin rolii iizerine bir ¢aligma
bulunmamaktadir.

Bu calismada, bakir stresine maruz birakilan strese hassas/dayanikli misir (Zea mays
L.) fidelerine diisiik konsantrasyonda H,O, 6n uygulamasmin antioksidan enzim (askorbat
peroksidaz (APX), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), guaiakol peroksidaz (GPX),
glutatyon rediiktaz (GR)) aktiviteleri, klorofil fliioresan parametreleri ve klorofil icerigi

tizerine etkisinin arastirilmasi amaglanmustir.

1.2. Stres ve Stres Cesitleri

Stres, cesitli cevresel (biyotik veya abiyotik) faktorlerin bir canlida belirgin

degisimler meydana getirmesi ve ayni zamanda hasar meydana getirme potansiyelini



kapsayan bir durumudur. Bir metabolizma bozuklugunun sonucunda olusan bu hasarlar
bitkinin biiylimesinde ve veriminde azalma meydana getirirler (Hale ve Orcutt,1987).

Baz1 bilim adamlarina gore, cevresel stres tiplerinin etkileri birbiriyle iliskilidir.
Ornegin, yiiksek sicakliga dayaniklilik, onunla birlikte meydana gelen kuraklik sartlarina
dayanikliliga baglidir. Diger taraftan donmaya dayaniklilik, dokunun dehidrasyona
dayaniklilig1 ile 6nemli derecede baglantilidir (Hale ve Orcutt, 1987). Bir bitkinin bazi
kisimlar1 (tohumlar, tohumcuk, dormant hiicreler) strese dayanikli iken, diger kisimlari
(meristemler, sukkulent organlar, fideler) duyarli olabilir. Ayrica bitkiler yasamak zorunda
olduklar1 ¢evreye kismen veya tamamen uyabilme 6zelligine sahiptirler (Bidwell, 1974).
Bu durum, bitkilerin ortamdaki mevcut streslere dayaniklilik veya hassaslik 6zelliklerine

baghidir.
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Sekil 1. Baslica cevresel stres tipleri

Strese dayaniklilik, sakinma ve tolerans olmak iizere ikiye ayrilir (Lewitt, 1972).
Sakinma, bitkiye distan uygulanan olumsuz bir faktoriin etkisini stres olusturmadan
onleme yetenegidir (Street ve Opik, 1984). Cogu bitkilerde gesitli agir metal stresine kars1

sakinma mekanizmalar1 gelismistir. Ornegin, agir metal stresi altindaki bazi bitkilerde



fotosentezin inhibisyonu ile biyomass biiylimesinin indirgenmesi ve bodylece oksidatif
hasarlarin en az zararla atlatilmasi saglanmis olur (Kupper vd., 1996) ya da kserofit
bitkilerde su kaybini azaltan yaprak kivrilmasi, ylizey tiiyleri, alt durumlu stoma ve benzer
mekanizmalar bulunur. Benzer sekilde kaktiis bitkisi su stresi esnasinda hiicre i¢indeki su
miktarini koruyarak kurakliktan sakinabilir (Bidwell, 1974).

Eger bir bitki stres sonucu olusan hasarlar1 azaltabilme veya hi¢ olusturmama
Ozelliginde ise bu durum tolerans olarak adlandirilir. Diger bir deyisle tolerans distan
uygulanan bir strese canlinin dayanabilme yetenegidir (Street ve Opik, 1984). Ornegin,
agir metal stresine tolerans, metallerin plazma membrandan igeri alinmasi kisitlanarak ya
da sitosole sizmasini engellemek igin pompalanarak gergeklesebilir (Hall, 2002).
Toleransl tiirler veya ekotipler artan stresin etkilerini en aza indirmek igin sakinma ya da
homeostazik mekanizmalar kullanirlar (Dietz vd., 1999). Bu tolerans ve koruma
mekanizmalari; ¢esitli metobolik reaksiyonlar boyunca, siiperoksit, hidroksil radikalleri ve
peroksidaz gibi serbest radikalleri temizlemek igin ortaya gikarlar. Peroksidaz (POD),
askorbat peroksidaz (APX), glutatyon reduktaz (GR), superoksit dismutaz (SOD) gibi
antioksidan enzimler, glutatyon (GSH), askorbat, karotenoid gibi antioksidan bilesikler
(Zhang ve Kirkham, 1996), bu radikallerin ve peroksidlerin hiicresel seviyede kontroliinde
kilit bir role sahiptir. Yine ayni sekilde kuraklik toleransina sahip bitkiler protoplazma su
kaybettigi zaman, protoplazmalari yeniden su alana kadar hayatsal faaliyetlerine devam
edebilirler (Hopkins, 1995).

Stres altindaki bitkiler iizerinde calisma yapilmasmin iki 6nemli nedeni vardir.
Birincisi bitkilerin strese karsi reaksiyon mekanizmasinin ogrenilmesidir. Ikincisi ise
tarimsal alanlarda stres altinda bulunan bitkilerin s6z konusu streslere dayanma
yeteneklerinin Olciilmesi ve dolayisiyla daha verimli {iriin elde edilmesidir. Bilindigi gibi
diinya topraklarinin % 10’undan daha azi tarima elverislidir. Bu nedenle asir1 olumsuz
sartlardan kaynaklanan streslere dayanabilen ya da bu stresleri tolere edebilen bitkiler
yetistirmeye ihtiya¢c vardir. Daha dayanikli ve tolerant bitkiler yetistirmek icin strese

dayaniklilik ve tolerans mekanizmalarinin bilinmesi gerekmektedir (Bidwell, 1974).

1.3. Agir Metaller ve Metal Stresi

Agir metaller, 6nemli ¢evresel kirleticiler olup ayn1 zamanda ¢ogu dogada ¢ok diisiik

yogunlukta bile toksik etkiye sahiptir. Bunlarin basinda bakir, demir, mangan, molibden,



cinko, kobalt, nikel, kadmiyum, krom, civa ve kursun gibi agir metaller gelir. Bu agir
metaller ¢esitli yollardan tarimsal ekosisteme girerler ve bitki biinyesinde ¢oziiniirliiklerine
bagl olarak ¢esitli konsantrasyonlarda birikirler (Bergmann, 1992).

Diinya {izerindeki kullanilabilir alanlar stres faktorlerine gore siniflandirildiginda
dogal bir stres faktorii olan kuraklik stresi %26°lik, %20 ile agir metal-mineral stresi,
%15 ile soguk ve don stresi, bunlarin disinda kalan tiim stresler %29’luk bir pay alirken,
yalnizca %10’luk bir alan herhangi bir stres faktoriine maruz kalmamaktadir (Blum, 1986).
Bu durumda agir metal stresi biiylimeyi ve verimi etkileyen en yaygin ¢evresel streslerden
biri olup bitkilerde bir¢ok fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler cevabi olusturmaktadir.
Buna bagli olarak bitkiler, sinirh ¢evresel kosullara adapte olmay1 saglayacak bazi tolerans

mekanizmalar1 gelistirirler (Arora ve Mohan, 2002).

1.3.1. Bakar ve Bakiar Stresi

Atmosfer kosullarinda metalik gri tonunda bulunmayan iki metalden biri olan bakar,
M.O. 5000 yilindan beri taminmaktadir ve adim ilk bulundugu yer olan Kibris’in
latincesinden (aes cyprium = Kibris cevheri, cyprium ve daha sonra cuprum) almustir. flk
kez Misirlilar tarafindan islenen bakir, M.O. 3000 yilindan itibaren (Bronz Cag1) Anadolu,
Yunanistan ve Hindistan’da mekanik o6zellikleri alasimlandirma yolu ile artirilarak
kullanilmistir. Diinya bakir rezervlerinin % 68’1 Sili, ABD, Sovyetler Birligi, Zambiya,
Peru, Zaire ve Kanada, % 32'si ise diger iilkeler olmak iizere toplamda yaklasik 650x10°
ton oldugu tahmin edilmektedir. Yillik tretim miktari, 14 milyon ton (2001 yil)
civarindadir (URL-2,3,4,5,6, 2011; Mertz, 1987; Geneva, 1996; Habashi, 1997). Bakir;
Cu°, Cu™ ve Cu*® degerlikli ii¢ oksidasyon durumu ile bir ge¢is metalidir. Ayrica 5 g/cm?
den daha agir bir yogunluga sahip olmasindan dolay1 agir metal olarak siiflandirilmigtir
(Forstner ve Wittmann, 1979).

Bakir, gesitli kaya ve minerallerde bol bulunan ve bitkilerde biiyiime ve gelismede
rol oynayan esas mikrobesin elementlerinden biridir (Tanyola¢ vd., 2007). Birgok
mikrobesin gibi bakir, bitkiler tarafindan diisiik miktarda ihtiya¢ duyulan bir elementtir
(Bowen, 1985). Oksijen tastyicilart (hemosiyanin) ya da redoks katalizorleri (sitokrom
oksidaz, nitrat rediiktaz) gibi fonksiyonlar1 olan, bilinen en az 30 tane bakir i¢ceren enzim
vardir (Weser, 1979). Redoks reaksiyonlarinda kullanilan bir gecis metali olan

(Ouzounidou., vd., 1994; Monni vd., 2000) bakir, hiicresel seviyede protein yonlendirme



aygiti, oksidatif fostorilasyon, demir tasinimi ve transkripsiyonda o6nemli bir sinyal
molekiil olarak gorev yaparken (Yruela, 2005), yiiksek konsantrasyonda bitki biiylimesini
inhibe edebilir (Monni vd., 2000). Yiiksek Cu konsantrasyonlari proteinlerin fonksiyonunu
ve enzim aktivitesini degistirerek onemli derecede toksik etkilere yol agabilir (Marschner,
1995). Bu toksisite, Cu’nun proteinlerde metallerin siilfidril gruplarina baglanip,
aktivitelerin azalmasi ya da protein yapilarinin bozulmasiyla sonuglanabilir (Meharg,
1994).

Fotosentezin bakir ile inhibisyonu sonucu, biyomass biiylimesinin indirgenmesi ve
Klorofillerin kloroplasttaki fotosentetik membranlara baglanmasini engellenmis olur.
Ayrica bakir; klorofil merkezindeki Mg’nin yerine gecerek, klorofilin hem yapisina ve
fonksiyonuna zarar verir (Kupper vd., 1996). Artan bakir, bitkilerde pigmentlerin ve
membran lipitlerinin peroksidatif bozunmasi ve pigment iceriginin indirgenmesinden
dolay1 yapraklarda klorozise neden olur (Maksymiec, 1997; Shainberg vd., 2001; Patsikka
vd., 2002; Liu vd., 2004).

1.3.1.1. Yaprak ve Koklerde Bakir Birikimi

Yiiksek yapili bitkilerde metal birikimi, bitkilerin metal tolerans kapasitelerine direkt
katkida bulunacak ¢esitli hiicresel degisikliklerle birlikte eslik eder (Rama Devi ve Prasad,
1998; Hau, 2002). Diisiik bakir konsantrasyonunda yapraklarda metal birikiminin hem
hassas hem de toleransli gesitlerde ayn1 oldugu ancak hassas gesitlerde toleransliya gore
daha giiclii bir bakir tutma ve yapraklara tagima kabiliyetinin oldugu saptanmistir
(Tanyola¢ vd., 2007). Benzer sekilde, Ouzaunidou vd. (1994), hassas bitkilerin, silirglin
yapilarinda toleranshi bitkilerden daha yiiksek konsantrasyonda bakir topladiklarim
kaydetmistir. Bu sonu¢ bakirin hassas olan c¢esitlerde koklerden siirgiin yapilarina

tasiniminin toleransli ¢esitlere gore daha fazla oldugunu desteklemistir.

1.3.2. Agir Metallerin Oksidatif Etkileri

Bitkilerde oksidatif etki, serbest radikallerin 6zellikle de reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu igerir. Serbest radikaller eslesmemis elektron iceren molekiiller olup oldukga
reaktiftirler. Her tiirden kimyasal ve biyokimyasal reaksiyonlar her zaman atomlarin dis

orbitallerindeki elektronlar sayesinde gerceklesir. Dis orbitallerde paylasilmamig elektron



varlig1 serbest radikallerin reaktivitesini arttirdig icin, serbest radikaller kimyasal aktifligi
yiiksek molekiillerdir (Mc Kersie ve Lehsem, 1994). Bununla birlikte, toprakta agir metal
varligi ve cevredeki diger mevcut stres kosullari sonucu dogrudan veya dolayli olarak
bitkide fotosentez elektron akseptorii NADP™ kisitli hale gelir ve ferrodoksin NADP yerine
oksijeni indirger ve PSI elektronlarinin oksijene transferi sonucunda reaktif siiperoksit
radikali (O;") tiretilir (Mehler reaksiyou) (Tambussi vd., 2000).

Stiperoksit molekiilleri tek basina fazla reaktif olmayip H,O, ve OH" radikallerini
olusturmak suretiyle etkili olur (Hallwell ve Gutteridge, 1989). Siiperoksit ve hidrojen
peroksitin hidroksil radikalini olusturmak tizere tepkimesi sirasinda (Haber-Weiss
reaksiyonu), artan demir ya da bakir gibi diger gecis metalleri, bu reaksiyonlari
hizlandirarak oksitatif hasari daha da arttirabilir (Fenton reaksiyonu) (Smirnoff, 1993).
Serbest radikaller hem indirgen hem de yiikseltgen olarak bazen de bu iki etkiyi birlikte
gostererek hiicre hasarina neden olurlar. Birgok tiirde agir metal stresi altinda artan
sliperoksit tiretim hizi lipid peroksidasyonuna, yag asidi doygunluguna, sonug¢ olarak

membranlarin tlimiiyle zarar gdrmesine neden olur (Sgherri vd., 1996).

1.4. Reaktif Oksijen Tiirleri

1.4.1. Siiperoksit Radikali (O3")

Stiperoksit radikali (O,"), oksijene bir elektron aktarilmasi ile olusur. Bu reaksiyon
enzimatik olarak cesitli organellerde meydana gelebilir. Molekiiler oksijenin, oksidatif
fosforilasyon sirasinda NADPH-oksidaz veya ksantin oksidaz gibi enzimlerin
katalizorliigiinde siiperoksit radikali meydana gelir. Stiperoksit radikalinin yarilanma 6mrii
hiicrelerin farkli yerlerinde bulunan siiperoksit dizmutaz enziminin varligma baghdir.
Ayrica indirgeyici molekiiler oksijene tek elektron verip kendileri oksitlenirken siiperoksit
radikali olusur. Hidrokinonlar, tiyoller, katekolaminler, ferrodoksinler gibi yliizlerce
molekiil aecrobik ortamda oksitlenirken siiperoksit olusumuna neden olurlar (Stahl ve Sies,
2002).

Cesitli dehidrogenazlar, oksidazlar olmak {izere ylizlerce enzimin katalitik etkisi
sirasinda {riin olarak siiperoksit radikali olusabilir. Plazma membranlarinda da siiperoksit
tireten NAD(P)H oksidaz enziminin varligi belirlenmistir (Vionella ve Macri, 1991).

Bunun disinda stiperoksit enzimatik olmayan reaksiyonlarla 6rnegin kloroplast, mitokondri



ve plazma membranlarindaki elektron transport sisteminin yeterince diisik redoks
potansiyeline sahip bilesenleri ve ferrodoksin tarafindan da dretilebilir. Ayrica
kloroplastlarda PSI ve PSII tarafindan siiperoksitin iiretildigi kaydedilmistir (Elstner ve
Osswald, 1994).

1.4.2. Hidroksil Radikali ("OH)

Hidroksil radikali, en aktif ve en toksik oksijen radikali olarak bilinir ve iiretildigi her
yerde bir¢ok molekiil ile tepkimeye girebilir. Biitiin bu tepkimeler ‘OH’1in paylasilmamis
elektron iceren dis orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir (Halliwell, 1984).
Hidroksil radikali, iyonlastirici radyasyonun (X-isinlar1) etkisiyle su molekiillerinin
homolitik kirilmasi sonucunda olustugu gibi hidrojen peroksit molekiiliiniin metaller ile
reaksiyonu sonucunda eksik indirgenmesi ile de olusabilir (Stahl ve Sies, 2002).

Hidroksil radikalinin sebep oldugu en Onemli hasar, lipid peroksidasyonu olarak
bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. *OH’in baslica hedefi yag asitleri olup zar
lipidlerinin peroksidasyonu sonucunda zarin yapisini bozar ve gegirgenligini artirip hiicre

oliimiine sebep olabilir (Nishiyama vd., 1998).

1.4.3. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da
siiperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucu olusur.
Stiperoksitin olustugu yerlerde onemli miktarda H,O, de firetilir. Fotosentetik elektron
transport zinciri H,O, nin iiretiminden sorumludur. H,O, nin iretildigi bagka bir kaynak
fotorespirasyonla glikolatin oksidasyonunun meydana geldigi peroksizomlardir. Ayrica
biyokimyasal olarak da oksijenin iki elektronlu indirgenmesinin gergeklestigi solunum
islemleri sirasinda ve genellikle flavoproteinlerle gerceklestirilen reaksiyonlarla da
olusturulur. Diger taraftan plazma membran1 ekstrasellular matriks de H,O; nin tretildigi
diger 6nemli kaynaklardir (S’lesak vd, 2007).

Yapisinda paylasilmamis elektron igcermediginden radikal o6zellik tagimayan
H,O,’nin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni demir ve bakir gibi metal
iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin onciilii olarak davranmasidir. H,O, 6zellikle

proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon



diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki demir ¢ok gii¢lii oksitleyici
ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri
baslatabilir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H,O, nin ortamdan
uzaklagtirilmas1 gerekir. Bu gorevi hiicredeki onemli antioksidan olan katalaz ve

peroksidaz yerine getirir (Halliwell, 1984).

1.5. Lipid Peroksidasyonu

Stres etkisiyle olusan serbest radikaller bitkilerde lipid peroksidasyonunu baslatabilir
(Thompson vd., 1987). Lipid peroksidasyonu oksidatif stres sonucunda olusan
malondialdehit (MDA) igerigine bakilarak belirlenir (Irigoyen vd., 1992) ve yaprak
senesensi esnasinda Onemli bir degisim olarak diisiiniiliir (Dhindsa vd., 1981/82;
Thompson vd., 1987). Stres altinda lipidlerin oksidasyonunun o6nemli derecede artis
gosterdigi bilinmektedir. (Tanyolag vd., 2007; Pourakbar vd., 2007; Bouazizi vd., 2007a/b;
Kumar vd., 2007). Bircok tiirde agir metal stresi altinda artan siiperoksit tiretim hizi1 lipid
peroksidasyonuna, yag asidi doygunluguna, sonu¢ olarak membranlarin timiiyle zarar
gormesine neden olur (Sgherri vd., 1996). Lipid peroksidasyonu oksidatif stres sirasinda
stiperoksit molekiillerinin tek basina fazla reaktif olmayip, H,O, ve hidroksil radikallerini
olusturmasi suretiyle etkili olur (Hallwell ve Gutteridge, 1989). Lipid peroksidasyonunun
diisiik seviyede olmasi oOzellikle SOD ve POD gibi bazi antioksidan enzimlerin
aktivitesinin yiiksek seviyede tutulmasinin bir sonucu olabilir (Fu ve Huang, 2001).
Literatiirde, agir metal stresine maruz birakilmig bitkilerde lipid peroksidasyonunun arttig
kaydedilmistir (Bouazizi vd., 2007a/b; Pourakbar vd., 2007). Buna ragmen son yillarda
metal stresi kosullarinda H»O, ©6n muamelesinin lipid peroksidasyonunu azalttigi

bildirilmistir (Xu vd., 2011).

1.6. Antioksidan Sistem

Antioksidan terimi, zararli bir forma doniismeksizin Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROS)’ni temizleyebilen bilesikler i¢in kullanilmaktadir. Bitki dokulari, stres kosullarinda
hiicreleri ROS etkisinden korumak i¢in, bazi enzimler (siiperoksit dizmutaz, katalaz,
glutatyon, rediiktaz, peroksidazlar) ve diisiik molekiiler agirlikli antioksidanlar (glutatyon,

askorbat, karotenoidler, tokoferoller vb.) ihtiva ederler. Antioksidan enzimler koordineli
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bir sekilde ROS’lar1 temizlerler veya onlar1 daha az toksik olan bilesiklere doniistiirtirler.
Bitkiler apoplastik bosluk dahil biitiin hiicre alt yapilarinda antioksidan sisteme sahiptirler.
Kuraklik stresine maruz kalan bitkiler antioksidan savunma sistemlerinin bazilarina ya da
tamaminin aktivasyonu ile oksidatif stresin iistesinden gelebilirler (Srivalli vd., 2003;

Ramachandra vd., 2004; Pinheiro vd. 2004).

1.6.1. Antioksidan Enzimler

Antioksidant enzimler ve bazi metabolitler ¢esitli hububat bitkilerinde stres
toleransiyla iliskilidir (Liebler vd., 1986; Elstner, 1987). Son yillarda, metal stresi altinda
bazi antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttig1 rapor edilmistir (Hu vd., 2009; Xu vd.
2011). Baslica antioksidan enzimler siiperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz ve glutatyon
rediiktazdir. Bitkinin su durumuna bagl olarak, strese karsi koruma, bu enzimlerin
aktivitelerinin artigiyla yerine getirilir. Yukarida da deginildigi gibi antioksidan enzim ve
bilesiklerin artmasi, temizleme kapasitesinin yiikselmesi ve bitkilerin strese toleransinin

artmasiyla iligkilidir (Bowler vd., 1992).

1.6.1.1. Askorbat Peroksidaz (APX)

Hidrojen peroksidi parcalarken substrat olarak askorbati kullanan enzimler askorbat
peroksidazlar (APX, EC,1.11.1.11) olarak adlandirilirlar. APX’un bitki hiicrelerinin
sitoplazma ve kloroplastlarindaki H,O,’nin  temizlenmesinde etkili  olduklar
distiniilmektedir (Dalton vd., 1987; Asada,1992). Bu enzimin kloroplastlarda tilakoid
membrana bagl ve stromada bulunan formlar1 vardir (Chen ve Asada, 1989; Miyake ve
Asada, 1992). Bu formlar elektron verici olarak askorbat i¢in spesifik olup, askorbatin
yoklugunda asir1 derecede kararsizdirlar (Miyake ve Asada, 1996). Sitoplazmada bulunan
askorbat peroksidazlar, kloroplasttakine benzer ancak askorbat yoklugunda daha fazla
kararl1 olup askorbattan baska elektron vericilerini de kullanabilirler. Son yillarda yapilan
caligmalar askorbat peroksidazin agir metal stresi kosullarinda etkilendigini gostermistir

(Tanyolag vd., 2007; Kumar vd. 2008).
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1.6.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6), tabiatta ¢ok yaygin dagilim gdstermektedir. Bu enzim,
aerobik mikroorganizmalarin hepsinde, omurgalilarda, bitkilerde ve mantarlarda
bulunmaktadir (Bergmeyer ve Grable, 1983). Katalaz yiiksek konsantrasyonlardaki
H,0O, nin iki elektronunu kullanarak su ve oksjene indirgenmesini katalizleyen tetramerik
demir porfirin iceren yiiksek molekiil agirliga sahip enzimdir. Ayni zamanda katalaz,
disik H,O, konsantrasyonlarinda alkoller, askorbat ve fenol iceren indirgenmis
substratlar1 kullanarak peroksidatif aktivite gdsterilebilir. Katalazin gérev aldigi genel bir

reaksiyon asagida gosterilmistir.

2 H,0, i) 2H,0+ 0O, (1)

Katalaz kararli bir enzim degildir. Yiiksek 151k yogunlugu ve stresli bitki
hiicrelerinde olusan H,O,’nin yiiksek konsantrasyonlartyla inhibe edilebilir (Feierabend
vd., 1992; Streb vd., 1993). Siyanid, azid, siliperoksit ve indirgenmis glutatyon tarafindan
da katalaz aktivitesinin inhibe edildigi rapor edilmistir (Fridovich, 1986). Ayrica H,0;’ye
olan zay1f ilgisi bu enzimin etkinligini kisitlamaktadir (Foyer vd., 1997). Katalazin biiyiik
bir kismi, peroksizomlarda ¢ok az miktarda da mitokondri matriksinde bulunur.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar bazi bitki tiirlerinin apoplastik alanlarinda da katalaz
aktivitesinin oldugunu gostermistir (Edwards vd., 1990; Vanacker vd., 1998). Katalazin
bitki dokusunda H,O,’nin uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynadigi diistintilmektedir
(Tanyolag¢ vd., 2007; Kumar vd., 2007; Bouazizi vd., 2007a/b; Pourakbar vd., 2007).
Katalazin temel fonksiyonu, molekiiler oksijen mevcudiyetinde H,O,’nin ve ROOH gibi
bir peroksitin radikalligini gidererek, 6zellikle membranalarda olusturabilecekleri geri

dontisiimsiiz hasarlar1 engellemektir.

1.6.1.3. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) elektron verici olarak NADPH’1 kullanan
oksitlenmis glutatyonun (GSSG), indirgenmesini (GSH) katalizleyen bir enzimdir (Seruton
vd., 1990; Creissen vd., 1994).
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GSSG + NADPH + H' —2R > 2 GSH + NADP* )

GR’nin hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda bulundugu belirlenmis olup
(Creissen vd., 1994) ilk defa eritrositlerde ve mayalarda tespit edilmistir (Meldrum ve Tarr,
1935). GR hem Gimnospermler hem de Angiospermlerin dahil oldugu bir ¢ok bitkide
calistimistir (Creissen vd., 1994). GSH’in antioksidan o6zelliginden dolayr , glutatyon
rediiktaz hiicrenin antioksidan kapasitenin devamliligi i¢in 6nemlidir (Meister, 1983;
Creissen vd., 1994). GR, bitkilerin kuraklik, yiiksek oksijen basinci ve hava kirleticileri
tarafindan tretilen oksidatif stresin olumsuz etkilerinin diizeltilmesine ve strese karsi
diren¢ saglanmasina katkida bulunur (Sairam, vd., 1997; Tanyolag vd., 2007; Pourakbar
vd., 2007). GR diger enzimlerle birlikte H,O,’ nin temizlenmesinde de gorev alir.

Hayvanlarda substrat olarak GSH’1 kullanan glutatyon peroksidazla birlikte GR,
H,O,’in temizlenmesine katilir (Schirmer vd., 1989). Glutatyon peroksidaz H,O,’yi
temizlerken substrat olarak GSH’1 kullanir ve reaksiyon sonucu GSSG olusur. Olusan
GSSG, GR enzimiyle tekrardan GSH’a indirgenir ve bodylece glutatyon peroksidaz
enziminin substrati yeniden olusur. GR’nin benzer fonksiyonu bitkilerde mevcuttur.
Oksitlenmis askorbik asiti (dehidroaskorbat) tekrardan askorbik asite indirgeyen
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) enzimi de GSH’yi kullanmakta ve reaksiyon sonucu
GSSG olusmaktadir. Ayrica GR enzimi GSSG’yt GSH’a indirgerken, NADPH™1
kullanmakta ve bdylece CO, fiksasyonu azaldigi zamanlarda, NADPH/NADP oraninin
ayarlanmasina yardimci olmaktadir. Bu nedenle GR tarafindan GSSG’nin GSH’a

indirgenmesi, oksidan temizlenmesinde bir adim olarak kabul edilmektedir (Creissen vd.,
1996).

1.6.1.4. Guaiakol Peroksidaz (GPX)

Guaiakol peroksidaz (GPOD, EC 1.11.1.7) bitkilerin yaygin olarak bulunan ve hem
grubu ihtiva eden oksidaz grubu enzimlerdir. Guaiakol peroksidazlar guaiakole olan
yiiksek spesifikliklerine ragmen bagka bir¢gok substrati elektron vericisi olarak
kullanabilirler. Hiicre ceperine bagli olan perokzidazlar ¢oziinebilir, iyonik bagli ve
kovalent bagli formlarda mevcuttur. Peroksidazlarin bir¢ok fizyolojik olayla iligkili oldugu
ve metobolizmada aktif bir rol oynadigi belirlenmistir. Bitki hiicrelerindeki ¢eperin uzama

kabiliyeti, lignin biyosentezi ve oksin katabolizmasiyla iligkili olmasmin yani sira en
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onemli fonksiyonu H,O,’nin parg¢alanmasini katalizleyerek antioksidan sistemine katki

saglamalaridir (Elstner,1987).

1.6.1.5. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) siiperoksit serbest radikalinin hidrojen
peroksit ve oksijene doniligiimiinii katalizleyen bir enzimdir (Fridovich, 1986;
Elstner,1987). SOD, ilk kez Mann ve Keilis (1938) tarafindan izole edilmis ve baglangicta
bir bakir depo proteini oldugu diisiiniilmiistiir. Bu enzimin katalitik fonksiyonu kesfedilene
kadar eritrokuprein, indofenol oksidaz ve tetrazolium oksidaz gibi isimlerle
adlandirilmigtir. Canli organizmalar SOD ile siiperoksiti uzaklastirir ve Haber-Weiss
reaksiyonu ile hidroksil radikalinin olusum riskini azaltir. SOD, siiperoksit anyonlarini
uzaklastirmasina ragmen toksik bir oksijen tiirevini (O,") digerine (H,O;) doniistiiriiliir.
Bu reaksiyon sonucu olusan H,O,, fotosentezin gii¢lii bir inhibitoriidiir ve kloroplast

fonksiyonu icin risk olusturur. Bu toksik iiriin peroksidazlar tarafindan temizlenebilir

(Mehlhorn, 1996).

SOD
20, +2H" > H,O,+ O, (3)

SOD biitlin aerobik organizmalarda ve aktiflesmis oksijen lireten biitiin hiicre alt
yapilarinda bulundugu i¢in oksidatif strese karsi savunmada merkezi bir roliiniin oldugu

diistintilmektedir (Tanyolag vd., 2007; Kumar vd., 2007; Bolwer vd., 1992).

1.7. Stres Sinyali ve Hidrojen Peroksit (H,0O,)

Fungisit, pestisit ve bitki biliylime diizenleyicileri gibi pek ¢ok bilesik, ¢evresel
streslerin bitkiler lizerindeki olumsuz etkilerini azaltmak i¢in uzun yillardir tarimda
kullanilmaktadir. Son yillarda ise insan ve hayvanlardaki sinyal bilesiklerin disaridan
bitkilere uygulanmasi ile stresin etkilerini azaltmaya yonelik ¢aligmalar artmaktadir.

Gilinlimiizde, bu bilesiklerin bitkilerdeki sinyal iletim yollar1 bile aydinlatilmistir.
Ornegin 1990’11 yillarin sonlarinda insan ve hayvanlarda sinyal bilesik olarak rol oynadig

bilinen nitrik oksit (NO)’in bitkiler {izerine etkisi ancak 2000’li yillarda ¢aligilmistir.
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Giliniimiizde ise NO’nun sinyal iletiminde salisilik asit, jasmonik asit ve ROS {iretimi ile
iligkisi arastirilmis ve sinyal iletim yollarinin hayvanlardakine c¢ok benzedigi ortaya
konmustur (Farooq vd., 2009). Bu ylizden bitkilere NO’in disaridan uygulanmasiyla
antioksidan sistemin uyarilmasi saglanmis boylece olumsuz cevresel kosullarina karsi
direng¢ saglanmaya calisilmistir. Biitiin bu ¢alismalarla beraber, ROS olarak bilinen H,O,,
genellikle toksik hiicresel bir metabolit olarak disiiniiliirken; suan ki mevcut veriler
H,O,’nin hem bitki hem de hayvan hiicrelerinde NO gibi sinyal bir molekiil olarak is
gordiiginii gostermektedir. (Neill vd., 2002b; S’lesak vd., 2007; Quan vd., 2008).
H,O,’ nin ¢esitli biyotik ve abiyotik streslerde yanit olarak artis1 bazi1 bilim adamlarmin
bitkilerde H,O,’nin iki 6nemli rolii oldugu fikrini uyandirmistir. Bunlardan biri; diisiik
konsantrasyonlarda adaptasyon, uyum, cesitli abiyotik streslere karsi tolerans yanitinda
sinyal molekiil olarak calisirken digeri de; yiiksek konsantrasyonlarda programlanmis
hiicre 6liimlerini hiicrelere uygun olarak uyarlamaktir (Prasad vd.,1994; Van Breusegem
vd., 2001; Neill vd., 2002a; Vandenabeele vd.,2003). Bu yiizden 6zel baz1 dokularda H,O,
birikimi ve uygun miktarda bulunusu; hem biyotik hem de abiyotik streslerde bu bitkilere
uyum ve anti-tolerans calismalarinda yarar saglamaktadir (Bowler ve Fluhr, 2000).
H,O,’nin katalaz (CAT) (Prasad vd., 1994; Polidoros ve Scandalios, 1999), askorbat
peroksidaz (Van Breusegem vd., 2001), guaiakol peroksidaz ve glutatyon rediiktaz (Janda
vd., 1999) enzimlerinin gen ekspresyonunun indiiksiyonunda sinyal bir molekiil olarak rol
aldig1 ispatlanmistir. H,O,, homeostazi degisiklikleri, sicak sok proteinlerinin sentezine ve
mitojenle aktiflestirilmis kinaz selalesinin aktiflestirilmesine neden olur (Kovtun vd.,
2000; Van Breusegem vd., 2001). Dahasi, Desikan vd., (2001) ¢cDNA mikroarray
teknolojilerini kullanarak H,O, tarafindan diizenlenen 175 tane tanimli tag sekansi ekspres
etmislerdir. Bezelyeye disaridan uygulanan diisiilk konsantrasyonda H,O,’nin paraquat
toksisitesini ve antioksidan sistem degisikliklerini diizenleyerek paraquat hasarlarini en aza
indirdigi gosterilmistir (Moskova vd., 2007).

Disaridan uygulanan H,O, nin bitkilerde ¢ok ¢esitli stres kosullarinda baz1 hiicresel
korunma ve sakinma mekanizmalarint devreye soktugu belirlenmistir (Van Camp vd.,
1998; Gong vd., 2001; Zhang vd., 2001; De Azevedo Neto vd., 2005). Yine, disaridan
uygulanan disiik konsantrasyonlardaki H,O,’nin bitkilerde kok biyomasi ve
uzunluklarinin artigin1 tesvik ettigi ileri siiriilmiistiir (Narimanov ve Korystov, 1997).
Celtikte ise H,O, uygulamasinin kok hiicrelerinde absisik asitin (ABA) neden oldugu
biliylime inhibisyonunu ortadan kaldirdig1 kaydedilmistir (Lin ve Kao, 2001). Hidrojen
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peroksit’in ayrica ¢amlarda (Barnett, 1976; James ve Genz, 1981) bitki dis yiizeyinin
mikroplardan arindirilmast ve marul tohumlarinda patojen istilalarina karsi korumada
kullanilabildigi rapor edilmistir (Pernezny vd., 2001). Kokleri inhibe ederek toprakta ¢esitli
bakteri ve fungus istilalarin1 engelleyip yapraklarda cesitli hastaliklart 6nledigi
bildirilmistir (Edwards ve Sutherland, 1979; James ve Genz, 1981; Pervezny vd 2001).
Briiksel lahanalarinda ise H,O,’nin biiylimeyi ve ¢imlenmeyi tesvik ettigi goriilmistiir.

(Narimanov ve Korystov, 1997).

1.8. Stres ve Fotosentetik Pigmentler

Fotosentetik pigmentler fotosentez olayindaki rollerine ilave olarak 1sik tarafindan
uyarilan asir1 reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyerek fotodinamik hasarlara karst
bir koruma saglarlar (Herbinger vd., 2002). Bu pigmentlerden en 6nemlisi karotenoidler de
singlet oksijenin temizlenmesinde gorev alirlar. Bu nedenle bir genotipteki karotenoid
seviyesi ayni1 zamanda o genotipin Strese toleransini da belirler (Sairam vd., 1997/98). Agir
stresine toleransli genotipler, yiiksek kanotenoid igeriginin yani sira ayni zamanda yiiksek
klorofil icerigine de sahiptirler (Pastori ve Trippi, 1992). Ornegin, tolerant bugday ve misir
genotiplerinde stres sartlar1 altinda klorofil azalmakla beraber toleransli olan genotiplerde
hassas olanlardan daha yiiksek klorofil igerigi bulunur (Kraus vd., 1995; Chandrasekar vd.,
2000; Lascano vd., 2001).

1.9. Stres ve Klorofil Fliioresans Parametreleri

Yiiksek bakir konsantrasyonlar1 yiiksek yapili bitkilerde fotosentez icin etkili bir
inhibitordiir. Bakirin  bitkilerdeki  fotosentetik  birimlerde, fotosentezin  Onciil
reaksiyonlarinda ve elektron taginiminda toksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir
(Ouzounidou vd., 1997). Artan Cu, etkisini ilk olarak fotosistem II (PSII)’nin reaksiyon
merkezinde gosterir. PSII, bakir toksisitesinde PSI’den daha ¢ok hassastir. (Yruela vd.,
2005; Ouzounidou vd., 1997; Patsikkd vd., 2002). Ciinkii PSII’ nin hem dondr, hem
akseptor bolgeleri bakir kisitlayict bolgeler olarak disiiniilmektedir (Bernal vd., 2004;
Yruela, 2005). Artan bakir miktarlari, oksijen yayan protein kompleksi PSII’ nin donér ve
akseptor bolgelerine, kinon B (Qp) baglanma bolgesine ve Pheo-Fe-QA’ya zarar vererek,

PSII’ nin iriin miktarinin azalmasina sebep olur (Mohanty vd., 1998; Yruela vd., 2005;



16

Maksymiec vd., 1994). Tilokoid zarlarin yapisinin degisiminin PSII'nin fotokimyasal
aktivitelerinin azalmasina yol agtigi gosterilmistir (Lidon vd., 1993). ®PSII, NPQ, gP,
ETR flioresans parametreleri degerlerinin artan bakir konsantrasyonlar1 ile birlikte

diistiigli kaydedilmistir (Tanyolag vd., 2007).

1.10. Musir (Zea mays L.) ve Genel Ozellikleri

Misir, Poaceae (bugdaygiller) familyasina ait monokotiledon bir bitkidir. Poaceae
familyas1 igerisinde c¢igeklenme bigimi bakimindan diger tiirlerden farklidir. Cigekleri
monoik yapida olup, erkek (tepe ptiskiilii) ve disi ¢igekler (kogan) ayni bitki tizerinde fakat
farkl1 yerlerde bulunmaktadir. Genis adaptasyon kabiliyeti nedeniyle diinyanin farklh
bolgelerinde kiiltiiri yapilabilen misir, 2n=20 kromozomlu diploid bir bitkidir. Bitkinin

sistematikteki yeri asagidaki sunulmustur (Morris, 2002).

Alem : Plantae

Bolim : Magnoliophyta
Sinif : Liliopsida
Ordo : Cyperales
Familya : Poaceae

Cins : Zea

Species . Zea mays

Misir, diger tahillardan farkli olarak genis bir kullanim alanina sahip ekonomik
onemi olan bir bitkidir. Igerdigi zengin besin maddeleri ile misir, hem insan hem de hayvan
beslenmesinde kullanilir. Olgun bir misir danesinin yapisinda %70-75 nisasta, % 8-10
protein ve % 4-5 yag bulunur (Earle vd., 1946). Misir, nisasta protein ve yag kaynagi
olarak kullanilmasinin disinda iceceklerde glukoz kaynagi, etanol ve biodizel yakit liretimi,

plastik yapimi gibi bir¢ok alanda da kullanilmaktadir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyalin Saglanmasi ve Deney Bitkilerinin Secimi

Bakir (CuSQO4.5H,0) stresine hassaslik/dayaniklilik seviyesi bilinmeyen 4 misir (Zea
mays L.) ¢esidine ait tohumlar Advanta Tohumculuk’tan (Pegaso), ve Karadeniz Tarimsal
Aragtirma Enstitiisii’nden (Akpinar, Batem 72/55 ve Karacay) temin edildi. Tohumlar saf
su ile yikanmis steril dere kumu igeren esit biiyiikliikteki saksilara dikildi. Saksilara iki
giinde bir 15 giin boyunca 100 ml Hoagland besin ¢ozeltisi (pH:6.0) verilerek fideler
biyiitiildii. Misir c¢esitlerinin  bakir stresine karsi hassaslik/dayaniklilik seviyelerini
belirlemek i¢in, fideler Tanyolag vd., (2007) referans alinarak, yiiksek konsantrasyonda
bakir i¢eren (1,5 mM CuS0O,4.5H,0) igeren Hoagland besin ¢ozeltisi (pH:6.0) ile birlikte
muamele edildi. Bitki ¢esitleri asagida belirtilen bazi biiylime parametrelerine ve pigment
icerigine bakilarak hassas ve dayanikli olarak gruplandirildi.

Biiylime parametresi olarak net asimilasyon orani (NAR), nispi biiylime orani
(RGR), 6zgiil yaprak alani (SLA), yaprak alani orani (LAR), yaprak kismi agirligi (LWR)
Ol¢iimleri Hunt vd., (2002)’e gore Image] programi ile asagidaki formiiller kullanilarak
hesaplandi. Biiyliime parametreleri bakir uygulamasindan sonraki 7., 10., ve 13. giinlerde
ol¢iildii.

RGR= [SLA x ULR x LWF] formiiliine gore belirlendi.

Bu formiil agik sekilde yazildiginda:

ReR= - Gl -l 7]

Bu denkleme gore;

1 aw

RGR= [ ZY|, ULR=NAR= [ .Z¥| si A= [, LWF=LWR=|~T]

LA " dt

ifadelerini vermektedir. Burada kullanilan ifadelerden;
W: Her bitki i¢in toplam kuru agirhigi,
LA: Her bitki i¢in yaprak alanini,
LW: Her bitki i¢in yaprak kuru agirligim

t: zamani, ifade etmektedir.
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2.2. Bitkilerin Biiyiitiilmesi ve H,O, ve Bakir (CuSO,4.5H,0) Uygulanmasi

Bakir (CuS0O,4.5H,0) stresine hassas ve dayanikli olarak gruplandirilan g¢esitlerden
birer adet (hassas; Akpinar, dayanikli; Pegaso) segilerek, tohumlar dere kumu igeren esit
biiytikliikteki saksilara dikildi. Saksilara iki giinde bir 15 giin boyunca, Hoagland besin
cozeltisi (pH:6.0) verilerek; fidelerin bitki biiyiitme odasinda (18-24 °C sicaklik, % 60 +5
nem ve 300 umol m™2s™! 151k yogunlugu) biiyiimeleri saglandi. Her iki misir ¢esidi igin
saksilar dort gruba ayrildi ve daha sonra birinci gruptaki saksilara 25 giinliik deney
periyodu boyunca sadece Hoagland besin ¢ozeltisi (pH 6.0 ) uygulandi. Bu grup bitkiler
kontrol grubu olarak adlandirildi. ikinci gruptaki saksilara ise 17. ve 19. giinlerde olmak
tizere iki kez, 1 mM H;0, iceren Hoagland besin ¢ozeltisiyle birlikte 6n uygulama yapildu.
Bu gruptaki bitkilere 21. ve 25. giinler arasinda ise 5 giin boyunca sadece Hoagland verildi
ve bitkiler H,O; grubu olarak adlandirildi. Ugiincii gruptaki saksilara, 21. giine kadar iki
giinde bir Hoagland verildikten sonra, 21. ve 25. giinler arasinda 5 giin boyunca 0.5 mM
bakir uygulamasi (bitkiler 0,5, 1,0 ve 1,5 mM bakir stresine maruz birakilmis ve yaprak
klorofil igerigi, MDA igerigi, endojen H,O, miktar1 gibi parametrelerin 6l¢iimii sonucunda
en iyi cevaplar 0,5 mM elde edilmistir) yapildi ve bu bitkiler bakir stresi grubu olarak
adlandirildi. Doérdiincti gruptaki saksilara ise 17. ve 19. giinlerde 1 mM H;0; 6n
uygulamasi yapildi. 21. ve 25. giinler arasinda ise saksilar, 5 giin boyunca 0.5 mM bakir
stresine maruz birakildi. Bu grup bitkiler ise HO,tbakir grubu olarak adlandirildi.
Bitkilerde klorofil fliioresan parametreleri ve antioksidan sistemdeki degisimler ile ilgili

asagidaki analizler yapildu.

2.3. Fotosentetik Parametreler

2.3.1. Yaprak Pigment icerigi Tayini

Bitki yapraklarindan 0,1 g alinarak 3 ml % 80’lik aseton igerisinde homojenize
edildi. 2 giin (48 saat) boyunca +4°C’de bekletilen homojenatlar 3000 rpm’de 5dk.
boyunca santifriij edildi. Elde edilen pigment ekstraklarinin 663, 645 ve 450 nm’lerdeki
absorbanslar spektrofotometrede okunup absorbans degerleri asagidaki formiillerde yerine

konarak klorofil a, klorofil b, toplam klorofil igerigi Arnon (1949)’a gore bulundu. Daha
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sonra klorofil a/b oranlar1 hesaplandi. Pigment miktar1 sonuglart mg g~ taze agirlik olarak
ifade edildi.
Toplam Klorofil (mg/1): 20,2 X Agss + 8,02 X Agsz

2.3.2. Klorofil Fliioresans Olciimleri

Klorofil floresans olgiimleri Floresans Monitér Sistemi (FMS) ile hesaplandi. Bu
Olclim oda sicakliginda biiyiitme kabininde yapraklar segilerek ¢alisildi. Calismada 30 dk.
karanlik adaptasyonundan (aktinik 1s1k 5,5 W bir halojen lamba, MLS990, Micron, Tokyo,
Japan) sonra minimum klorofil floresans (F,) belirlendi. Bu belirleme 1660-uyarim ile 0,1-
0,2 umol m™2 s7! 151k kullanilarak gergeklestirildi.

Bir doygunluk vurusu (8.000 pmol m™ s™') maksimum floresans1 (Fm) A690 uyarimi
ile (0,8 s) pmol m™s™" g1k kullanilarak PSII birimleri belirlendi. PSII’nin karanlik
adaptasyonlu ¢(PO, Fv/Fm) acik fidelerinde quantum etkinlik miktar1 belirlenip ifade
edildi. Klorofil fliioresan parametrelerinden fotokimyasal sonme (qp), fotokimyasal
olmayan sénme (NPQ), PSII maksimum kuantum verimi (Fv/Fm) ve PSII etkinligi
(®PSII) Van Kooten ve Snel (1990)’e gore asagidaki formiiller kullanilarak belirlendi,

_ | (Fmr-Fs)
qr = (Fm/ - F'y) ]

NPQ = [W] formiilleri ile Bilger ve Bjorkman, (1990)’a gore belirlendi.

o=

Fm
OPSII = [w] degerleri fliiorometre tarafindan otomatik olarak Genty vd.,

(1989)’e gore hesaplandi.
Elektron tasinim oran1 (ETR) = (®PSII x PAR x 0,5 x 0,84),

Tiim parametreler OS1-FL’ nin modul 4 sistemi ile 6l¢iildii.
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2.4. Antioksidan Sistemle ilgili Analizler
2.4.1. Hidrojen Peroksit (H,0,) Iceriginin Belirlenmesi

Ekstrasiyon i¢in 0.25 g taze bitki yaprak dokusu alinip sivi azottan gegirilerek iyice
ezilen numuneler 5 ml %5°lik TCA (triklorasetik asit) ile ekstrakte edildi. Bu ortama 0,1 g
aktif komiir ilave edilip iyice karigtirildiktan sonra mikrosantifriij tiiplerine (ependorflara)
konulup enzimatik reaksiyonlar1 durdurmak icin buzda bekletildi. Tiim numuneler
ekstrakte edilince tiiplere karsilikli ayn1 agirlikta olmak {izere 15.000 rpm’de 5 dk. boyunca
santifriij edildi. Santifriijden sonra tiiplerin {ist fazlar1 alinip tekrar yeni mikrosantifriij
tiiplerine konuldu. H,O, tayini Velikova vd. (2000) metoduna gore calisilip; Slglim 390

nm’de spektrofotometre ile yapildi.

2.4.2. Lipid Peroksidasyonu Tayini

Lipid peroksidasyon seviyesi, lipid peroksidasyonunun bir {iriinii olan malondialdehit
(MDA) igerigi Heath ve Packer (1968) metoduna gore oOlgiildii. Kontrol ve agir metal
stresine maruz birakilan bitkilerin yapraklarindan 0,5 g almarak 100 ml % 0,1 TCA
icerisinde homojenize edildi. Homojenatlar 15.000xg de 5 dk. boyunca santifriij edildi.
Stipernatantin 1 ml’sine 4 ml, %20 TCA igerisinde hazirlanmis %0,5 tiorbarbiturik asit
(TBA) ilave edildi. Karigim 95 °C” de 30 dk. boyunca 1sitilip ve sonra hizl bir sekilde buz
banyosunda sogutuldu. 10.000xg de 10 dk. boyunca santifriij edildikten sonra
siipernatantlarin absorbansi 532 nm’de spektrofotometrede okutulup degerleri kaydedildi.
Elde edilen sonuglara gére MDA konsantrasyonu hesaplandi ve sonuglar nmol g* taze

agirlik olarak ifade edildi.

2.4.3. Enzimler i¢in Ekstrakt Hazirlanmasi ve Aktivite Tayini

Enzim ekstraksiyonunun hazirlanmasi i¢in taze yaprak numunelerinden 0,5 g tartilip
ve s1vi azot igerisinde toz haline getirildi. Daha sonra 5 ml ekstraksiyon tamponu (50 mm

K;HPO,, 1 mM EDTA pH 7,0; % 1 PVPP) igerisinde ekstrakte edildi. Ekstraktlar +4 °C’de
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20.000xg’de 20 dk. boyunca santifriij edildi. Elde edilen siipernatant enzim aktivitesi

tayinleri i¢in daha sonra kullanilmak iizere -18°°C’de saklandi.

2.4.3.1. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi Tayini

Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290 nm’de absorbansdaki azalisa bagli olarak
Nakano ve Asada (1981) metodu ile belirlendi. Enzim aktivitesi, 50 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 7.0). 250 uM askorbat, 5 mM H»0, ve 20 pl enzim ekstrakti igeren 1 ml’lik
reaksiyon karistminin spektrofotometrik olarak oOlgiilmesiyle belirlendi. Askorbat
peroksidaz aktivitesi, 290 nm’de askorbat icin 2,8 mM*cm? epsilon katsayisinin

kullanilmasiyla hesaplandi ve sonuglar mg protein basina unite olarak ifade edildi.

2.4.3.2. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Tayini

Katalaz aktivitesi, Aebi (1983)’nin yonetimine gore belirlendi. Enzim aktivitesi, 50
mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), 30 mM H,0; ve 20 pl enzim ekstrati iceren 1
ml’lik aktivitesi, H,O, i¢in 39.4 mM*? epsilon katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi ve

sonuglar mg protein basina unite olarak ifade edildi.

2.4.3.3. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesinin Tayini

Glutatyon rediiktaz aktivitesi spektrofotometrik olarak Foyer ve Halliwell (1976)’e
gore belirlendi. Substrat olarak 0.25 mM NADPH ve 1 mM oksitlenmis glutatyon (GSSG)
kullanildi. Yiikseltgenmis glutatyonun enzimler tarafindan indirgenmesi i¢in indirgeyici
faktor olarak NADPH kullanildi. Aktivite tayini i¢in, 200 pl 0.5 mM EDTA igerisinde
hazirlanmig 50 mM Tris-HCI (pH 7.8), 250 ul GSSG ve 500 pl NADPH ihtiva eden
karigtma 50 pl enzim eksrakti ilave edildi. NADPH’in oksidasyonu 340 nm’de 5 dk.
boyunca azalmanin Olglilmesi ile belirlendi ve sonuglar mg protein basina unite olarak

ifade edildi.
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2.4.3.4. Guaiakol Peroksidaz (GPX) Aktivitesi Tayini

Guaiakol peroksidaz aktivitesi, Urbanek vd., (1991)’in yontemine gére belirlendi.
Enzim aktivitesi, 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), 0.1 mM EDTA, 5 mM
guaiakol, 15 mM H;0, ve 50 pl enzim ekstrakti iceren 2 ml’lik reaksiyon karigiminin 470
nm’ de 1 dk. boyunca 6l¢iilmesiyle belirlendi. Guaiakol peroksidaz (GPX) aktivitesi 26,6
mM ' cm ! epsilon katsayinin kullanilmasiyla hesaplandi ve sonuglar mg protein basina

unite olarak ifade edildi.

2.4.3.5. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Tayini

Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesini, Beauchamp ve Fredovich (1971) metodunun
Dhinsa ve Matowe (1981) tarafindan gergeklestirilen yontemi ile belirlendi. Bu metotta
aktivite, indikator molekiil olarak kullanilan Nitro Blue Tetrazolium (NBT)’un siiperoksit
radikalleri ile mavi renkli formazon’a indirgenmesi reaksiyonun SOD enzimi tarafindan
engellenmesinin Ol¢iilmesiyle tayin edildi. Bu reaksiyonun % 50’ sinin inhibisyonuna
uygun siipernatant hacmi 1 enzim iinitesi olarak kabul edildi. Aktivite tayini i¢in 50 mM
fosfat tamponu (pH 7,8), 0.1 mM EDTA, 13 mM metiyoinin, 75 uM NBT ve 2 uM
riboflavin iceren karigima 50 pl enzim ekstrati ilave edildi. Son olarak riboflavin eklendi
ve tiiplerin fliloresans lamba altina yerlestirilmesiyle reaksiyon baglatildi. 10 dk. sonra 151k
kaynaginin uzaklasti- rilmasiyla reaksiyon sonlandirildi ve olusan reaksiyon {iriinii 560 nm

dalga boyunda spektrofotometrede okundu ve sonuglar mg protein basina iinite olarak
ifade edildi.

2.4.3.6. Bitki Protein Iceriginin Belirlenmesi

Bitki protein tayini i¢in 0,5g yaprak numuneleri 100 mM soguk fosfat tamponu (pH
7.5), ImM EDTA ve %1 PVPP icine konularak homojenize edildi. Bu homojenat 4°C’ de
14000 rpm(=18000 g, rotor 82 mm capli)’de 20 dk. boyunca santifriij edilip oda
sicakliginda, karanlik bir ortama konuldu. Burada 30 dk. muhafaza edildikten sonra
protein tayini i¢in kullanilmak {izere standartlar belirlendi. Protein tayini Bradford,

(1976)’a gore Bovine Serum Albumin standart olarak kullanilip belirlendi.
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2.5. istatistiksel Analizler

Analizler ii¢ tekerriirlii olarak bagimsiz {i¢ ayr ekstraksiyon ile yapildi. Elde edilen
ortalamalarin varyansi, % 5’ lik 6nemde (p< 0.05) Microsoft Windows siiriim 11,5 SPSS

yazilimi kullanilarak Duncan Coklu Karsilastirma Testi kullanilarak kontrol edildi.



3. BULGULAR

3.1. Misir Cesitlerinin Bakir Stresine Hassashk/Dayamklilik Seviyesinin
Belirlenmesi

Dort farkli misir (Zea mays L.) ¢esidinin (Akpinar, Pegaso, Karagay ve Batem 72/55)
bakir stresine hassaslik/dayaniklilik seviyesinin belirlenmesi icin, bakir stresine maruz
birakilan bitki ¢esitlerinin bazi biiylime parametrelerine (NAR, RGR, SLA, LAR, LWR)
ve pigment icerigine bakilarak, ¢esitler hassas ve dayanikli olarak gruplandirildi. Biiylime
parametreleri bakir uygulamasindan sonraki 7., 10., ve 13. giinlerde 6lgiildii. En etkili
sonuglar 13. giinde gozlendiginden sadece 13. giine ait veriler sunuldu.

Biiylime parametresi olarak oncelikle net asimilasyon oranindaki (NAR) degisimler
incelendi. Akpinar ¢esidine ait kontrol bitkilerinde NAR degeri 195,9 iken bu deger
Pegaso’da 167,6, Karagay’da 279, Batem 72/55’de 230,4 olarak bulundu. Stres
kosullarinda ise NAR degeri Akpmar’da 119,8, Pegaso’da 152,5, Karagay’da 218,2, Batem
72/55’de 220,9 olarak olgiildi (Tablo 1). NAR’daki azalma oraninin en fazla Akpinar’da
(%38,8), en az ise Batem 72/55°de oldugu (%4,1) gozlendi (P<0,05 seviyesinde
onemsizdir) (Tablo 1).

Diger bir biiylime parametresi olarak nispi biiylime oranindaki degisimler (RGR)
hesaplandi. Akpinar g¢esidine ait kontrol bitkilerinde RGR degeri 193,9 iken, bu deger
Pegaso’da 189,9, Karagay’da 151,8, Batem 72/55°de 146,4 olarak bulundu. Stres
kosullarinda ise bu deger, Akpinar’da 151,4, Pegaso’da 188,8, Karacay’da 149,2, Batem
72/55’de 134,1 olarak olgildi (Tablo 1.). RGR’deki azalma orani hesaplandiginda ise
azalmanin en fazla Akpinar’da (%21,9), en az Pegaso’da (%0,6) oldugu goriildii(P<0,05
seviyesinde onemsizdir) (Tablo 1).

Yukarida ifade edildigi gibi 6zgiil yaprak alanindaki (SLA) degisimler de biiyiime
parametresi olarak Olciildii. Akpinar cesidine ait kontrol bitkilerinde SLA degeri 1.132,1
cm? iken bu deger Pegaso’da 931 cmz, Karagay’da 501 Cm2, Batem 72/55°de 464,3 cm?
olarak bulundu. Stres bitkilerinde ise SLA, Akpinar’da 720,8 cm?, Pegaso’da 869,1 cm?,
Karacay’da 483,3 cm? Batem 72/55°de 443,1 cm? olarak olciildii (Tablo 1.). SLA’daki
azalma oraninin en fazla Akpmar’da (%36,3), en az ise Karagay’da (%3,5) oldugu

gozlendi (P <0,05 seviyesinde 6nemsizdir) (Tablo 1.).
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Ayrica mevcut ¢alismada biliylime parametresi olarak yaprak alani oranit (LAR) ve
yaprak kismi agirhigi (LWR)’deki degisimler belirlendi. Yaprak alani orani, Akpinar
cesidine ait kontrol bitkilerinde 132,4 iken bu deger Pegaso’da 135, Karagay’da 150,9,
Batem 72/55’de 144,4 olarak bulundu. Stres bitkilerinde ise LAR degeri Akpinar’da 120,1,
Pegaso’da 129,1, Karagay’da 130,3, Batem 72/55’de 134,8 olarak olgiildii (Tablo 1.).
LAR’daki azalma oraninin en fazla Karacay’da (%13,7), en az ise Pegaso’da (%4,4)
oldugu belirlendi(P <0,05 seviyesinde 6nemsizdir) (Tablo 1.).

Mevcut c¢alismada, yaprak kismi agirligt (LWR), Akpinar gesidine ait kontrol
bitkilerinde 76 mg iken bu deger Pegaso’da 72,8 mg, Karagay’da 111,4 mg, Batem
72/55’de 119 mg olarak bulundu. Stres bitkilerinde ise bu deger, Akpimnar’da 56,3 mg
Pegaso’da 67,1 mg, Karagay’da 110 mg, Batem 72/55’de 114,2 mg olarak o6lgiildii (Tablo
1.). LWR’deki azalma oraninin en fazla Akpinar’da (%25,9), en az ise Karacay’da (%1,3)
oldugu goriildii (P<0,05 seviyesinde 6nemsizdir) (Tablo 1).

Tablo 1. Bakir stresine maruz birakilan misir gesitlerinin biiylime parametrelerindeki

degisimler

Cesit/Uygulama NAR RGR SLA/cm? LAR LWR/mg
Akpinar-Kontrol 195,9+0,025d | 193,9+0,033a | 1.132,1+0,056a | 132,4+0,012d [ 76%0,065d
Akpinar-Stres 119,8+0,032g | 151,4+0,019¢ | 720,8+0,075d | 120,1+0,023¢ | 56,3+0,039f
Pegaso-Kontrol 167,6£0,029¢ | 189,9+0,029b | 93140,023b 135+0,036c | 72,8+0,042d
Pegaso-Stres 152,5+0,046f | 188,8+0,040b | 869,1+0,013¢c | 129,1+0,040d | 67,1+0,052¢
Karagay-Kontrol 279+0,020a | 151,8+0,025¢ 501+0,009¢ | 150,9+0,035a | 111,440,023c
Karagay-Stres 218,2+0,042¢ | 149,240,011cd | 483,3+0,064f | 130,3+0,018d | 110+0,044c
Batem 72/55-Kontrol | 230,4+0,013b | 146,4+0,034d | 464,3+£0,006g | 144,4+0,024b | 119+0,084a
Batem72/55-Stres 220,9+0,009¢ | 134,1+0,049¢ | 443,1+0,011h | 134,8+0,030c | 114,2+0,028b

** + Ug tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir (P<0,05 seviyesinde dnemsizdir).

Mevcut ¢alismada, misir ¢esitlerinin bakir stresine hassaslik/dayaniklilik seviyesinin

belirlenmesi i¢in ayrica yaprak klorofil i¢erigindeki degisimlere de bakildi. Yaprak klorofil
icerikleri, kontrol bitkilerinde, Akpmar’da 41,7 mg g™ taze agirlik, Pegaso’da 39,1 mg g*
taze agirlik, Karacay’da 42,1 mg g* taze agirlik, Batem 72/55°de 40,1 mg g™ taze agirlik
olarak bulundu. Stres bitkilerinde Akpinar’da 38,7 mg g™ taze agirlik, Pegaso’da 38,2 mg
g* taze agirhik, Karacay’da 39,9 mg g* taze agirlik, Batem 72/55’de 38,5 mg g taze

agirlik olarak olgiildii. Mevcut caligmada, ayrica yaprak klorofil igeriklerindeki azalma
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oranlar1 da hesaplandi ve azalis oraninin en fazla Akpinar’da (%7,2), en az ise Pegaso’da

(%2,2) oldugu tespit edildi(P<0,05 seviyesinde 6nemsizdir) (Sekil 2).

43
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Sekil 2. Bakir stresine maruz birakilan 4 farkli misir ¢esidinin toplam klorofil igerigindeki
degisimler. (Akpinar-K:Akpinar-Kontrol, Akpinar-S:Akpinar-Stres, Pegaso-K:
Pegaso-Kontrol, Pegaso-S:Pegaso-Stres, Karagay-K:Karagay-Kontrol, Karagay-
S:Karagay-Stres, Batem-K:Batem72/55-Kontrol, Batem-S: Batem72/55-Stres).
Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan dlgilimlerin standart sapmasini gdstermektedir.
Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0,05) seviyesinde
onemsizdir.

Bakir stresine hassaslik/dayaniklilik seviyesinin belirlenmesine yonelik olarak
Ol¢iilen biiyiime parametreleri ve toplam klorofil igerigi sonuglarina gore Akpinar, bakir
stresine kars1 hassas, Karagay ve Batem 72/55 ara form, Pegaso ise toleransl gesit olarak
belirlendi. Sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere bakir stresine toleransli olarak Pegaso,

hassas olarak ise Akpinar ¢esidi kullanildi.

3.2. H,0, On Muamelesinin Antioksidan Sistem Uzerine Etkisi

3.2.1. H,0O, icerigi

Disiik konsantrasyonda H;O, 06n uygulamasinin bakir stresinin  etkisini

hafifletmedeki roliinii saptamak amaciyla antioksidan sistemin elemanlarindan biri olan
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igsel H,0, igerigindeki degisimler arastirildi. Akpinar g¢esidine ait kontrol bitkilerinde
12,13 umol g'1 taze agirlik olarak tespit edilen igsel HyO, igerigi, HoO, 6n uygulamasi
yapilmis bitkilerde 18,12 umol g'1 taze agirlik degerlerine kadar yiikseldi. Bakir stresine
maruz birakilan bitkilerde H,O; igerigi 27,42 umol g'1 taze agirlik iken, H,O, ve stresin
birlikte uygulandig: bitkilerde ise bu deger 23,21 pmol g™ taze agirlik degerlerine kadar
diistii (P<0,05 seviyesinde 6nemsizdir) (Sekil 3).

Pegaso ¢esidine ait kontrol bitkilerinde 11,27 umol g™ taze agirlik olarak tespit
edilen endojenik H,0; icerigi, H,O, 6n uygulamasi yapilmis bitkilerde 13,69 pmol g™ taze
agirlik degerlerine kadar yiikseldi. Bakir stresine maruz birakilan bitkilerde H,O, igerigi
26,96 umol g taze agirlik iken, H,0, ve stresin birlikte uygulandig: bitkilerde 19,39 pmol

g™ taze agirlik degerlerine kadar indi (P<0,05 seviyesinde 6nemsizdir) (Sekil 3).
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Sekil 3. Bakir stresi altindaki misir ¢esitlerinde H,O, 6n muamelesinin endojen H;0-
igerigi tizerine etkisi. Kontrol;(Hoagland), H,O2;(1 mM H,0; igeren Hoagland),
Bakir; Hoagland+0,5 mM bakir (CuSO4.5H,0), H,0,.Bakir (I mM H,0; igeren
Hoagland+0,5 mM bakir (CuSO4.5H,0). Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Ol¢limlerin standart sapmasini gostermektedir. Ayni1 harfle gosterilen siitunlar
arasindaki fark %5 (P<0,05) seviyesinde 6nemsizdir.

3.2.2. Lipid Peroksidasyonu

Diisiik  konsantrasyonda H;0, ©6n muamelesinin bakir stresinin  etkisini

hafifletmedeki roliinii belirlemek amaciyla antioksidan sistemin etkiledigi lipid
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peroksidasyonundaki degisimler incelendi. Lipid peroksidasyonunun bir {iriinii olan
malondialdehit (MDA) igerigi bakir uygulanmis musir ¢esitlerinin her ikisinde de kontrol
bitkilerine gore istatistiki agidan 6nemli derecede degisimler gosterdi. Akpinar ¢esidine ait
kontrol bitkilerinde 11,76 nmol g™ olarak tespit edilen MDA igerigi, H,O, én uygulamasi
yapilmig bitkilerde 16,46 nmol g'l’e kadar yiikseldi. Bakir stresine maruz birakilan
bitkilerde MDA igerigi 22,11 nmol g™* iken, H,0, ve stresin birlikte uygulandig: bitkilerde
ise bu deger 18,33 nmol g™ olarak 6l¢iildii (P<0,05 seviyesinde 6nemsizdir) (Sekil 4.).

Pegaso cesidine ait kontrol bitkilerinde12,73 nmol g-! olarak tespit edilen MDA
igerigi, H,O, 6n uygulamasi yapilmis bitkilerde 14,27 nmol g'1 olarak olciildii. Bakir
stresine maruz birakilan bitkilerde MDA icerigi 27,87 nmol g* iken, H,O, ve stresin
birlikte uygulandig: bitkilerde ise bu deger 18,54 nmol g™ e kadar indi (P<0,05 seviyesinde
onemsizdir) (Sekil 4.)
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Sekil 4. Bakir stresi altindaki misir c¢esitlerinde H;O, 06n muamelesinin lipid
peroksidasyonu iizerine etkisi. Kontrol;(Hoagland), H,O5;(1 mM H,O; igeren
Hoagland), Bakir; Hoagland+0,5 mM bakir (CuSO4.5H,0), H,0,+Bakir (1
MM H,0; iceren Hoagland+0,5 mM bakir (CuSO4.5H,0). Barlar 3 tekerriirlii
olarak yapilan oOl¢iimlerin standart sapmasini gostermektedir. Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0,05) seviyesinde dnemsizdir.
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3.2.3. H,0, On Muamelesinin Antioksidan Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

3.2.3.1. Askorbat Peroksidaz (APX) Enzimi

Diisiik konsantrasyonda H,O, 6n uygulamasinin bakir stresinin antioksidan sistem
tizerinde etkisini saptamak amaciyla antioksidan enzimlerden askorbat peroksidaz (APX)
aktivitesinde meydana gelen degisimler arastirildi. Bakir uygulanmis misir ¢esitlerinin her
ikisinde de APX aktivitesi, kontrol bitkilerine gore istatistiki a¢idan Oonemli derecede
degisimler gosterdi. Akpinar ¢esidine ait kontrol bitkilerinde 4,77 U mg™ protein olarak
tespit edilen APX aktivitesi, H,O, &n uygulamasi yapilmis bitkilerde 15,08 U mg™
protein’e kadar yiikseldi. Bakir stresine maruz birakilan bitkilerde APX aktivitesi, 14,40 U
mg™* protein iken, H,0, ve stresin birlikte uygulandig: bitkilerde ise bu deger 29,83 U mg™
protein olarak 6l¢iildii (P<0,05 seviyesinde dnemsizdir) (Sekil 5).

Pegaso cesidine ait kontrol bitkilerinde 10,74 U mg™ protein olarak tespit edilen
APX aktivitesi, H,O, 6n uygulamasi yapilmis bitkilerde 16,02 U mg'l protein’e kadar
yiikseldi. Bakir stresine maruz birakilan bitkilerde 25,25 U mg'l protein iken, H,O, ve
stresin birlikte uygulandig1 bitkilerde ise bu deger 49,93 U mg™ protein olarak 6lgiildii
(P<0,05 seviyesinde dnemsizdir) (Sekil 5).
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Sekil 5. Bakir stresi altindaki misir ¢esitlerinde H,O, 6n muamelesinin askorbat peroksidaz
aktivitesi ilizerine etkisi. Kontrol;(Hoagland), H,O;(1 mM H,0; igeren Hoagland),
Bakir; Hoagland+0,5 mM bakir (CuSO4.5H,0), H20,.Bakir (1 mM H,O; igeren
Hoagland+0,5 mM bakir (CuSO4.5H,0). Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Olciimlerin standart sapmasin1 gostermektedir. Ayni harfle gosterilen siitunlar
arasindaki fark %5 (P <0,05) seviyesinde dnemsizdir.
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3.2.3.2. Katalaz (CAT) Enzimi

Antioksidan enzimlerden olan katalaz (CAT) aktivitesinde meydana gelen degisimler
arastirildi. Bakir uygulanmis musir ¢esitlerinin her ikisinde de CAT aktivitesi, kontrol
bitkilerine gore istatistiki agidan onemli derecede degisimler gosterdi. Akpinar ¢esidine ait
kontrol bitkilerinde 5,86 U mg™ protein olarak tespit edilen CAT aktivitesi, H,O, 6n
uygulamasi yapilmis bitkilerde 8,50 U mg™ protein’e kadar yiikseldi. Bakir stresine maruz
birakilan bitkilerde CAT aktivitesi 11,14 U mg™ protein iken, H,O, ve stresin birlikte
uygulandigi bitkilerde ise bu deger 12,36 U mg™’ protein olarak olgiildii (P<0,05
seviyesinde onemsizdir) (Sekil 6).

Pegaso ¢esidine ait kontrol bitkilerinde 4,26 U mg™ protein olarak tespit edilen CAT
aktivitesi, H,O, 6n uygulamasi yapilmus bitkilerde 7,61 U mg™ protein’e kadar yiikseldi.
Bakir stresine maruz birakilan bitkilerde CAT aktivitesi 8,10 U mg'l protein iken, H,O, ve
stresin birlikte uygulandig: bitkilerde ise 13,70 U mg™ protein olarak 6l¢iildii (P<0,05

seviyesinde onemsizdir) (Sekil 6).
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Sekil 6. Bakir stresi altindaki misir ¢esitlerinde H,O, 6n muamelesinin katalaz aktivitesi
tizerine etkisi. Kontrol;(Hoagland), H202;(1 mM H;0, i¢eren Hoagland), Bakir;
Hoagland+0,5 mM bakir (CuSO4.5H,0), H,0..Bakir (I mM H,0, igeren
Hoagland+0,5 mM bakir (CuSO4.5H,0). Barlar 3 tekerriirli olarak yapilan
Olclimlerin standart sapmasini gostermektedir. Ayni harfle gosterilen siitunlar
arasindaki fark %5 (P <0,05) seviyesinde 6nemsizdir.
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3.2.3.3. Guaiakol Peroksidaz (GPX) Enzimi

Guaiakol peroksidaz (GPX) enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler
incelendiginde, bakir uygulanmig misir ¢esitlerinin her ikisinde de GPX aktivitesi, kontrol
bitkilerine gore istatistiki agidan onemli derecede degisimler gosterdi. Akpinar ¢esidine ait
kontrol bitkilerinde 50,27 U mg™ protein olarak tespit edilen GPX aktivitesi, H,O, 6n
uygulamasi yapilmis bitkilerde 76 U mg™ protein’e kadar yiikseldi. Bakir stresine maruz
birakilan bitkilerde GPX aktivitesi 131,92 U mg™ protein iken, H,O, ve stresin birlikte
uygulandigi bitkilerde ise bu degel34,62 U mg’ protein olarak olgiildii (P<0,05
seviyesinde onemsizdir) (Sekil 7).

Pegaso cesidine ait kontrol bitkilerinde 89,64 U mg™ protein olarak tespit edilen
GPX aktivitesi, H,O, 6n uygulamasi yapilmis bitkilerde 95,05 U mg'l protein’e kadar
yiikseldi. Bakir stresine maruz birakilan bitkilerde GPX aktivitesi, 128,57 U mg'l protein
iken, H,O, ve stresin birlikte uygulandigi bitkilerde ise 133,89 U mg'1 protein olarak

olgiildii (P<0,05 seviyesinde 6nemsizdir) (Sekil 7).
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Sekil 7. Bakir stresi altindaki misir ¢esitlerinde H,O, 6n muamelesinin guaiakol peroksidaz
aktivitesi {lizerine etkisi. Kontrol;(Hoagland), H,02;(1 mM H,0; igceren Hoagland),
Bakir; Hoagland+0,5 mM bakir (CuSO4.5H,0), H,02.Bakir (1 mM H,0; igeren
Hoagland+0,5 mM bakir(CuSO4.5H,0). Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Olgtimlerin standart sapmasini gostermektedir. Aymi harfle gosterilen siitunlar
arasindaki fark %5 (P <0,05) seviyesinde dnemsizdir.
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3.2.3.4. Glutatyon Rediiktaz (GR) Enzimi

Glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler de
arastirildi. Bakir uygulanmis musir gesitlerinin her ikisinde de GR aktivitesi, kontrol
bitkilerine gore istatistiki agidan 6nemli derecede degisimler gosterdi. Akpinar ¢esidine ait
kontrol bitkilerinde 9,43 U mg™ protein olarak tespit edilen GR aktivitesi, H,O, 6n
uygulamasi yapilmis bitkilerde 9,69 U mg™ protein olarak 6lgiildii. Bakir stresine maruz
birakilan bitkilerde GR aktivitesi, 11,28 U mg™ protein iken, H,O, ve stresin birlikte
uygulandigi bitkilerde ise bu deger 12,30 U mg™ protein olarak &lciildii (P<0,05
seviyesinde 6nemsizdir) (Sekil 8).

Pegaso cesidine ait kontrol bitkilerinde 6,25 U mg™ protein olarak tespit edilen GR
aktivitesi, H,O, 6n uygulamasi yapilmis bitkilerde 7,24 U mg'l protein’e kadar diistii.
Bakir stresine maruz birakilan bitkilerde GR aktivitesi, 9,12 U mg'l protein iken, H,0, ve
stresin birlikte uygulandigi bitkilerde ise bu deger 8,95 U mg™ protein olarak 6lgiildii
(P<0,05 seviyesinde dnemsizdir) (Sekil 8).
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Sekil 8. Bakir stresi altindaki misir ¢esitlerinde H,O, 6n muamelesinin glutatyon rediiktaz
aktivitesi lizerine etkisi. Kontrol;(Hoagland), H,02;(1 mM H,0; igeren Hoagland),
Bakir; Hoagland+0,5 mM bakir siilfat (CuSO4.5H,0), H,02.Bakir (1 mM H,0,
iceren Hoagland + 0,5 mM bakair siilfat (CuSO4.5H,0). Barlar 3 tekerriirlii olarak
yapilan Olglimlerin standart sapmasii gostermektedir. Ayni harfle gosterilen
siitunlar arasindaki fark %5 (P <0,05) seviyesinde dnemsizdir.
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3.2.3.5. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzimi

Antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesinde meydana
gelen degisimler de arastirildi. Bakir uygulanmis musir gesitlerinin her ikisinde de SOD
aktivitesi, kontrol bitkilerine gore istatistiki agidan 6nemli derecede degisimler gosterdi.
Akpnar cesidine ait kontrol bitkilerinde 1,82 U mg™ protein olarak tespit edilen SOD
aktivitesi, H,O, on uygulamasi yapilms bitkilerde 2,65 U mg™ protein’e kadar yiikseldi.
Bakir stresine maruz birakilan bitkilerde SOD aktivitesi, 3,57 U mg'l protein iken, H,O; ve
stresin birlikte uygulandigi bitkilerde ise bu deger 4,10 U mg™ protein olarak 6lgiildii
(P<0,05 seviyesinde dnemsizdir) (Sekil 9).

Pegaso ¢esidine ait kontrol bitkilerinde 1,40 U mg™ protein olarak tespit edilen SOD
aktivitesi, H,O, 6n uygulamasi yapilmus bitkilerde 6,28 U mg™ protein’e kadar yiikseldi.
Bakir stresine maruz birakilan bitkilerde SOD aktivitesi, 16,79 U mg'l protein iken, H,O,
ve stresin birlikte uygulandig: bitkilerde ise bu deger 17,12 U mg™ protein olarak $lgiildii
(P<0,05 seviyesinde dnemsizdir) (Sekil 9).
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Sekil 9. Bakir stresi altindaki misir ¢esitlerinde H,O, 6n muamelesinin siliperoksit dismutaz
aktivitesi iizerine etkisi. Kontrol; Hoagland, H,O,; 1 mM H,0, igeren Hoagland,
Bakir; 0,5 mM bakir stilfat iceren Hoagland, H,0O,.Bakir; 1 mM H,0; igeren
Hoagland + 0,5 mM bakar siilfat. Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan 6lgiimlerin
standart sapmasini1 gostermektedir. Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark

%5 (P <0,05) seviyesinde dnemsizdir.
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3.3. H,0, On Muamelesinin Fotosentetik Parametreler Uzerine Etkisi
3.3.1. Klorofil icerigi Uzerine Etkisi

Diisilk konsantrasyonda H;0O,; 06n uygulamasimnin bakir stresinin  etkisini
hafifletmedeki roliinii saptamak amaciyla Klorofil iceriginde meydana gelen degisimler
arastirildi. Bakir uygulanmis musir ¢esitlerinin her ikisinde de toplam Klorofil igerigi,
kontrol bitkilerine gore istatistiki agidan onemli derecede degisimler gosterdi. Akpinar
cesidine ait kontrol bitkilerinde 40,38 mg g* taze agirlik olarak tespit edilen toplam
klorofil igerigi, H,O, 6n uygulamasi yapilmis bitkilerde 40,90 mg g'1 taze agirlik olarak
bulundu. Bakir stresine maruz birakilan bitkilerde toplam klorofil igerigi, 38,20 mg g™ taze
agirlik iken, H,O, ve stresin birlikte uygulandig: bitkilerde bu deger 38,97 mg g taze
agirhik o6l¢iildii (P<0,05 seviyesinde 6nemsizdir) (Sekil 10).

Pegaso ¢esidine ait kontrol bitkilerinde 38,32 mg g™ taze agirlik olarak tespit edilen
toplam klorofil igerigi, H,O, 6n uygulamasi yapilmis bitkilerde 39,10 mg g™ taze agirhk
olarak oOlctildii. Bakir stresine maruz birakilan bitkilerde toplam klorofil igerigi, 37,98 mg
g* taze agirhik iken, H,0, ve stresin birlikte uygulandig: bitkilerde ise bu deger 38,56 mg
g* taze agirlik olarak olgiildii (P<0,05 seviyesinde 6nemsizdir) (Sekil 10).
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Sekil 10. Bakir stresi altindaki misir bitkilerinde H,O, 6n muamelesinin toplam klorofil
igerigi lizerine etkisi. Kontrol; (Hoagland), H202;(1 mM H,0; igceren Hoagland),
Bakir; Hoagland + 0,5 mM bakir siilfat (CuSO4.5H,0), H,0.Bakir (1 mM H,0,
igeren Hoagland + 0,5 mM bakir siilfat (CuSO4.5H,0). Barlar 3 tekerriirlii olarak
yapilan Ol¢limlerin standart sapmasin1 gostermektedir. Ayni harfle gosterilen
stitunlar arasindaki fark %5 (P <0,05) seviyesinde 6nemsizdir.
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3.3.2. Klorofil Fliioresans Degerleri Uzerine Etkisi

Diisiik konsantrasyonda H;O, 6n uygulamasinin bakir stresinin etkisini hafiflet-
medeki roliinii saptamak amaciyla PSII maksimum kuantum verimi (Fv/Fm), Fotosisteml|
etkinligi (®PSII), elektron taginim orani (ETR), fotokimyasal olmayan sonme (NPQ), ve
fotokimyasal sonme (qP) ¢esitli degisimler gosterdi.

PSII maksimum kuantum verimi (Fv/Fm) Akpinar ¢esidine ait kontrol bitkilerde; 0,8
olarak tespit edilirken, H,O, 6n uygulamasi yapilmis bitkilerde 0,8, bakir stresine maruz
birakilan bitkilerde 0,73, H,O, ve stresin birlikte uygulandigi bitkilerde ise 0,76’e yiikseldi
(P<0,05 seviyesinde 6nemsizdir) (Tablo 2.).

®PSII Akpinar ¢esidine ait kontrol bitkilerde 0,7 olarak tespit edilirken, H,O, 6n
uygulamali bitkilerde 0,71, bakir stresine maruz birakilan bitkilerde 0,68, H,O, ve stresin
birlikte uygulandig bitkilerde ise 0,69 6l¢iildii (P <0,05 seviyesinde 6nemsizdir) (Tablo 2.).

ETR Akpinar ¢esidi kontrol bitkilerde 0,89 pmol m~2s? olarak tespit edilirken, H,0,

6n uygulamal bitkilerde 0,98 pumol m?%s™

e yiikseldi. Bakir stresine maruz birakilan
bitkilerde 0,62 umol m?s™, H,0, ve stresin birlikte uygulandig: bitkilerde ise 0,69 pmol
m2s™ e yiikseldi (P<0,05 seviyesinde énemsizdir) (Tablo 2.).

NPQ Akpinar gesidine ait kontrol bitkilerde 1,13 olarak tespit edilirken, H,O, 6n
uygulamasi yapilmis bitkilerde 1,15, bakir stresine maruz birakilan bitkilerde 1,25°e
yiikseldi. H,O; ve stresin birlikte uygulandigi bitkilerde ise bu deger 1,23’¢ indi (P<0,05
seviyesinde 6nemsizdir) (Tablo 2.).

gP Akpmar ¢esidine ait kontrol bitkilerde 1,52 olarak tespit edilirken, H,O, 6n
uygulamasi yapilms bitkilerde 1,44’e indi. Bakir stresine maruz birakilan bitkilerde 1,48’e

yiikseldi, H20O, ve stresin birlikte uygulandig: bitkilerde ise bu deger 1,34 ’e kadar indi
(P<0,05 seviyesinde dnemsizdir) (Tablo 2.).

Tablo 2. Bakir stresi altindaki Akpinar bitkilerinde H,O, 6n muamelesinin klorofil
fliioresans parametreleri iizerine etkisi

Bitkinin Ad (Fv/IFm) ®PSII ETR NPQ qP
Kontrol 0,80+£0,001a | 0,70+0,02a | 0,89+0,04b | 1,13+0,01b | 1,52+0,04a
H,0, 0,80+0,001a | 0,71+0,03a | 0,98+0,0la | 1,15+0,06b | 1,44+0,02b
Bakir 0,73+0,001a | 0,68+0,05a | 0,62+0,04d | 1,25+0,09a | 1,48+0,06b
H,0,+Bakir | 0,76£0,001a | 0,69+0,01a | 0,69+0,04c | 1,23+0,01a | 1,34+0,01c

+ Ug tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir (P <0,05 seviyesinde dnemsizdir).
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Fv/IFm Pegaso c¢esidine ait kontrol bitkilerde; 0,77 olarak tespit edilirken, H,O, 6n
uygulamasi yapilmis bitkilerde 0,76, bakir stresine maruz birakilan bitkilerde 0,76, H,O,
ve stresin birlikte uygulandigi bitkilerde ise 0,75 olarak olgiildii (P<0,05 seviyesinde
onemsizdir) (Tablo 3.).

®PSII Pegaso c¢esidine ait kontrol bitkilerde 0,72 olarak tespit edilirken, H,O, 6n
uygulamasi yapilmis bitkilerde 0,70, bakir stresine maruz birakilan bitkilerde 0,70, H,O,
ve stresin birlikte uygulandigi bitkilerde bu deger yine 0,70 olarak ol¢ildi (P<0,05
seviyesinde onemsizdir) (Tablo 3.).

Pegaso cesidine ait kontrol bitkilerinde yine ETR 0,59 pmol ms™ olarak tespit

edilirken, H,0, 6n uygulamasi yapilmis bitkilerde 0,63 pmol m?s™

e yiikseldi. Bakir
stresine maruz birakilan bitkilerde ETR 0,53 umol m2sV’e kadar indi. Ancak H,O, ve
stresin birlikte uygulandig bitkilerde ise bu deger 0,55 pmol m'%s™? olarak 6l¢iildii (P<0,05
seviyesinde 6nemsizdir) (Tablo 3.).

NPQ Pegaso ¢esidine ait kontrol bitkilerde 0,84 olarak tespit edilirken, H,O, 6n
uygulamasi yapilmis bitkilerde 1,00’e yiikseldi. Bakir stresine maruz birakilan bitkilerde
1,10, H,O; ve stresin birlikte uygulandigi bitkilerde ise bu deger 1,09 olarak ol¢iildii
(P<0,05 seviyesinde 6nemsizdir) (Tablo 3.).

gP Pegaso ¢esidine ait kontrol bitkilerde 2,26 olarak tespit edilirken, H,O, 6n
uygulamasi yapilmis bitkilerde 2,16’e kadar indi. Bakir stresine maruz birakilan bitkilerde

1,83 iken H,0; ve stresin birlikte uygulandigi bitkilerde ise bu deger 1,98’¢ kadar yiikseldi
(P <0,05 seviyesinde dnemsizdir) (Tablo 3.).

Tablo 3. Bakir stresi altindaki Pegaso bitkilerinde H,O, 6n muamelesinin klorofil
fliioresans parametreleri iizerine etkisi

Bitkinin Ad1 (Fv/IFm) OPSII ETR NPQ gP
Kontrol 0,77+0,001a | 0,72+0,03a 0,59+0,02a 0,84+0,04c 2,26+0,05a
H,0, 0,76+0,001a | 0,70+0,03a 0,63+£0,01a 1,00+£0,05b | 2,16+0,06b
Bakir 0,76£0,001a | 0,70+£0,05a 0,53+0,03a 1,10+£0,09a 1,83+0,05d
H,O,+Bakir 0,75+0,001a | 0,70+£0,04a | 0,55+0,05a 1,09+0,03a 1,98+0,02¢

* + Ug tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir (P<0,05 seviyesinde dnemsizdir).




4. TARTISMA

Misir (Zea mays L.)’n iki farkli ¢esidinde (Akpinar ve Pegaso) disaridan uygulanan

HZOZ’nin bitkiyi bakir stresine karsi korumada antiosidan sistemin roliinii anlamak i¢in
lipid peroksidasyonu ve endojen H,O, igerigindeki degisimler ile antioksidan enzim

aktiviteleri, klorofil icerigi ve klorofil fliioresans degerleri arastirilmistir.

Mevcut ¢aligmada Oncelikle bakir stresine tolerans seviyeleri bilinmeyen 4 ayr1 misir
(Zea mays L.) gesidinin (Akpmnar, Pegaso, Batem 72/55 ve Karagay) bakir stresine
hassaslik/dayaniklilik seviyeleri c¢esitli biiylime parametrelerine bakilarak belirlenmeye
calisilmistir. Bu amagla net asimilasyon oran1 (NAR), nispi biiylime oran1 (RGR), 6zgiil
yaprak alant (SLA), yaprak kismi agirligt (LWR) ve yaprak alani orani (LAR)
hesaplanmistir. Ayrica bitki klorofil igeriginde meydana gelen degisimler de incelenmistir.
NAR, RGR, SLA ve LWR gibi bir¢ok biiylime parametreleri ile klorofil igeriginde en fazla
azalma oran1 Akpinar’da gozlenmistir. RGR, LAR gibi biiyiime parametreleri ile klorofil
iceriginde en az azalma orami ise Pegaso’da gozlenmistir. Yine, diger biiyiime
parametrelerindeki azalis orani degerlendirildiginde, bu oranin Pegaso’da diisiik oldugu
saptanmigtir. Bu nedenle mevcut ¢alismada; Akpinar; bakir stresine karsi hassas, Karagay
ve Batem 72/55 ara formlar ve Pegaso ise tolerant ¢esit olarak belirlenmistir. Bu asamadan
sonra; bakir stresine karsi hassas c¢esit olarak Akpinar ve tolerant cesit olarak Pegaso
secilip calismalara bu iki ¢esit lizerinden devam edilmistir.

Oksidatif stres boyunca bitkilerde hasarin anlagilmasi i¢in kullanilan bir parametre,
lipid peroksidasyonudur (Liu vd., 2009). Mevcut ¢alismada; hem dayanikli, hem hassas
cesitlerde stres bitkilerinde yiikksek MDA igerigi gozlemlenmekle beraber, H ,0, 6n

uygulamasindan sonra yapilan Slgiimlerde, daha diisik MDA degerleri elde edilmistir.
Benzer sekilde literatiirde yapilan bazi ¢alismalarda, agir metal stresine maruz birakilmis
bitkilerin MDA igeriginin arttig1 kaydedilmistir (Bouazizi vd., 2007a/b; Pourakbar vd.,

2007). HZO2 on muamelesinin agir metal stresi iizerine etkileri ile ilgili literatiirde az

sayida calisma bulunmakla beraber, calismamiza benzer sekilde, Xu vd., (2011)
aliminyum stresine maruz birakilan bugday iizerine yaptiklar1 ¢alismada hem dayanikli,

hem hassas ¢esitlerde yliksek MDA igerigi tespit etmis, ancak MDA igeriginin HZO2 on

muamelesi ile diistiiglinii rapor etmislerdir. Yine Hu vd., (2009) kadmiyum stresine maruz
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kalan celtik bitkilerinde MDA igerigi icin yiiksek degerler tespit ederken, H,0, én
muamelesinin MDA igerigini azalttigint rapor etmislerdir. Literatiirde HZO2 on

muamelesinin lipid peroksidasyonunu azaltarak salatalik yapraklarinda ozmotik stres
toleransini indiikledigi ve boylece membran yapisini korudugu rapor edilmistir (Liu vd.,

2009). Gechev vd., (2002) ise, H,O, 6n muamelesinin lipid peroksidasyonunu azaltarak
tiitiin bitkilerini oksidatif hasarlardan korudugunu gézlemlemislerdir. Burada, H,O, 6n

uygulamasinin, bakir stresine karst membran hasarini azalttigi soylenebilir.

Calisgmamizda H 202 6n muamelesinin antioksidan sistemle ilgili parametrelerden biri
olan endojen HZO2 icerigindeki degisimler de incelenmistir. Onceki ¢alismalarda,

aliminyum stresine maruz birakilmig bugday bitkilerinde, hem dayanikli, hem hassas

¢esitlerde endojen H,O, seviyesinin arttigi, H,O_6n muamelesinin ise bu seviyeyi azalttigi

bulunmustur (Xu vd., 2011). Mevcut calismada yine benzer sekilde, bakir stresi

durumunda hem dayanikli, hem hassas ¢esitlerde artan endojen H 2O2 miktarinin, H2026n

muamelesi ile stres bitkilerine gore diistiigli gozlemlenmistir. Bununla beraber, literatiirde
baz1 galismalarda (Morita vd., 1990; Garnier vd., 2006; Kumar vd., 2008; Liu vd., 2009)
oksidatif stres kosullarinda, HZOZ‘in arttig1, bazi ¢alismalarda (Moskova vd., 2009; Gao

vd., 2010) ise antioksidan sistemin uyarilmasi nedeniyle endojen HZO2 miktarmin diistiigii
rapor edilmistir. Bu calismada HZO2 on muamelesi yapilan bitkilerde endojen H202

seviyesinin bakir uygulanan gore azalmasi, muhtemelen antioksidan sistemin
uyarilmasindan kaynaklanmaktadir.

Stres esnasinda antioksidan enzim aktivitelerinde artis sayisiz calismada rapor
edilmistir (Tanyolag¢ vd., 2007; Bouazizi vd., 2007a/b; Pourakbar vd., 2007; Kumar vd.,
2008; Ekmekg¢i vd., 2008; Hu vd., 2009; Xu vd., 2011). Bitkileri oksidatif hasardan
korumak i¢in reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) antioksidan sistem tarafindan kontrol altinda
tutulmas1 gerekmektedir (Ros Barcelo vd., 1987). Siiper oksit dismutaz (SOD), askorbat
peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (CAT) ve guiakol peroksidaz (GPX)
gibi enzimler serbest oksijen radikallerinin yok edilmesinde etkili antioksidatif enzimler
olarak bilinmektedirler (Cakmak ve Marschner, 1992; Cakmak, 1994; Gossett vd., 1994a).
Calismamizda, bakir stresi kosullarinda, her iki misir ¢esidin de enzim (APX, CAT, GPX,
GR ve SOD) aktivitelerinde artis tespit edilmistir. Benzer sekilde literatiirde, Tanyolag vd.,
(2007), bakir stresine maruz birakilan misir bitkilerinde antioksidan enzim (APX, POD,
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GR, SOD) aktivitelerinde kontrole gore yiiksek degerler elde etmistir. Bagka bir ¢alismada,
Ekmekei vd., (2008) kadmiyum stresine maruz birakilan misir bitkisinde antioksidan

enzim (SOD, APX, GR ve GPX) aktivitelerinde artis tespit etmistir. Calismamizda, H 2O2

On uygulamasinin bakir stresi kosullarinda artis tespit edilen antioksidan enzim (APX,
CAT, GPX, GR ve SOD) aktivitesini daha da artirdigi goézlenmistir. Literatiirde
calismamiza benzer sekilde, aliiminyum stresine maruz birakilan bugday cesitlerinde
kontrol bitkilerine gore artan antioksidan enzim (APX, CAT, POD ve SOD) aktiviteleri

tespit edilmis, H 2O , on uygulamasinin ise bu aktiviteyi daha da artirdigi belirlenmistir (Xu
vd., 2011). Yine Hu vd., (2009), kadmiyum stresine maruz birakilan ¢eltik fiderinde HZO2

on uygulamasinin GPX aktivitesini kadmiyum stresine gore daha da arttigin1 kaydetmistir.
Bununla beraber ¢alismamizda, CAT enzim aktiviteleri dayanikli ¢esit (Pegaso)’te diger
antioksidan enzimlere gore ¢ok daha fazla artmigtir. Burada toleransh gesitte daha etkili bir

savunma mekanizmasina sahip oldugu ifade edilebilir. Mevcut calismada, HZO2 on

uygulamasi ile bakir stresi altinda artan antioksidan enzim aktivitelerinin fotosistemi
koruyabilecegi diistiniilmektedir.

Mevcut c¢alismada, klorofil fliloresans parametrelerindeki — degisimler de
arastirilmistir. Bu parametrelerden biri fotosentetik aygitin stres kosullarinda saglamliginm
gosteren Fv/Fm ‘ndeki degisimdir. Fv/Fm degerindeki azalma ile ¢evresel streslere cevapta
fotoinhibitor hasarin varligini gosterdigi belirlenmistir (Maxwell ve Johnson, 2000). Li vd.
(2006) kuraklik stresine maruz birakilan yulaf gesitlerinden kurakliga hassas olanlarda
Fv/Fm degerinin azaldigini rapor etmislerdir. Benzer sekilde, ¢alismamizda hassas gesitte
Fv/Fm’de azalma fotosistemin bakir stresinden olumsuz etkilendigini gostermektedir.

Buna karsin, bakir stresi ile kiyaslandiginda, HZO2 on uygulamasi ile Fv/Fm degerinde
meydana gelen artis, H 202’in fotosentetik aygit1 bakir stresinden korugunu

diistindiirmektedir. Diger taraftan dayanikli ¢esitte tim uygulamalarda Fv/Fm‘nin
degismemesi fotosentetik aygitin bakir stresinden etkilenmedigini gostermektedir.
Kadmiyum stresi altindaki misir bitkilerinde Ekmekgi vd., (2008), ®PSII’de diisiisler
rapor ederken, Tanyolag vd., (2007) bakir stresi altindaki misir bitkilerinde ®PSII
degerlerinin kontrol grubuna gore degismedigini kaydetmislerdir. Benzer sekilde,
calismamizda her iki misir ¢esidinde @PSII’ in bakir stresi ile degismedigi belirlenmistir.
Calismamizda ayrica bakir stresi ile her iki gesitte de NPQ degerlerinin arttig

kaydedilmistir. Bununla beraber, Tanyola¢ vd., (2007) bakir stresi altindaki misir
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bitkilerinde, NPQ degerlerinin kontrol bitkilerine gore diistiigiinii belirlemistir. Buna
karsin, bircok stres ¢esidinde NPQ degerlerinin arttig1 rapor edilmistir. Ornegin, Qiu vd.
(2003) tuz stresi kosullar1 altinda artan NPQ degerleri belirlemis ve fotosistemdeki yiikiin
151 ile dagitilmasinin fotosentetik verimi diisiirerek sistemi 1s1k hasarindan korudugunu ileri

stirmiistiir. Mevcut c¢alismada HZO2 Oon uygulamasi ile NPQ‘da kaydedilen artislarin,

fotosistemin bakir stresinden korunmasinda rol oynayabilecegi sOylenebilir.

ETR‘de meydana gelen azalmalarin fotosentezde indirgenmeye yol agtid
bilinmektedir (Lu ve Zhang, 1999). Tanyola¢ vd., (2007) bakir stresi altindaki maisir
bitkilerinde, Ekmekgi vd., (2008) ise kadmiyum stresi altindaki muisir bitkilerinde ETR i¢in
yaptiklar1 ¢alismada diisen degerler kaydetmislerdir. Caligmamizda da benzer sekilde her
iki c¢esitte de artan bakir stresi ile beraber ETRde diisiisler meydana gelmistir. ETR‘de
meydana gelen bu diisiisler, artan NPQ etkisiyle fotosistemdeki enerjinin 1s1 yoluyla
dagiliminin artmasina baglanabilir.

Stres altindaki bitkilerde, qP degerlerinin kontrol bitkilerine gore diistligi
belirlenmistir (Tanyolag vd., 2007; Ekmek¢i vd., 2008). Benzer sckilde; yapilan
caligmalarda, bakir stresi altindaki misir bitkilerinde kontrol bitkilerine gére daha diistik qP
degerleri tespit edilmistir. Klorofil fliioresans parametreleri ile ilgili sonuclara dayanarak,

HZO2 o6n uygulamasmin Ozellikle dayanikli g¢esitte fotosentetik aygitt korudugu

sOylenebilir.

Bitkilerin stres cevabini Olgmek i¢in kullanilan bir parametre yaprak klorofil
igerigidir. Daha Once bakir stresi sonucu bitkilerde klorofil igeriginin diistiigii rapor
edilmistir (Tanyolag vd., 2007). Ghani vd., (2010), bunu destekler sekilde, kursun stresine
tabi tutulan bitkilerde, klorofil iceriginde; hassas cesitte daha belirgin olmakla beraber her
iki gesitte de diislis bulmuslardir. Calismamizda dayanikli ¢esitlerde meydana gelen toplam
Klorofil azalisinin hassas gesitlere gore daha az olusu bu goriisii desteklemektedir. Yine,
Lascano vd. (2001) kurakliga duyarli ve hassas bugday c¢esitleri iizerinde yaptiklar
calismada, klorofil igeriginin kontrole gore dnemli dl¢ilide diistiigiinii kaydetmistir. Diger
taraftan yine Nyachiro vd., (2001) kuraklik stresi altindaki bugday bitkilerinde klorofil

iceriginin kontrole gore onemli Olgiide diistiiglinti belirlemistir. HZO2 on uygulamasinin

stres etkilerini ortadan kaldirilabilecegi ve boylece bitkilerin hayatta kalma ihtimalinin

arttig1 ifade edilebilir.
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Sonu¢ olarak; mevcut calismada HZO2 0n muamelesinin bakir stresine maruz
birakilan iki farkli misir ¢esidinde MDA igerigi, endojen HZO2 miktarinda diismeye,

antioksidan enzim aktiviteleri, yaprak klorofil i¢eriginde yiikselmeye ve klorofil fliioresans

degerlerinde iyilesmeye katkida bulundugu tespit edilmistir. Distan uygulanan H 202’nin

bakir stresi altindaki bitkilerde antioksidan sistemi uyararak stresin olumsuz etkisini

azaltabilecegi dolayisiyla fotosentezin devamliligini saglayabilecegi sonucuna varilmaistir.



5. SONUCLAR

Yapilan ¢aligma sonucunda;

1.

Misir (Zea mays L.) bitkisinin bakir stresine hassas/dayanikliliklar1 belirlenmek
iizere yapilan ¢alismalarda klorofil igerigi ve biiyiime parametrelerindeki azalig
oraninin en fazla Akpinar, en az Pegaso’da oldugu goriilmiistir. Bu nedenle
Akpinar’in hassas, Karacay ve Batem 72/55’in ara form, Pegaso’nun ise bakir
stresine kars1 dayanikli oldugu sonucuna varilmistir.

Stres sirasinda bitkilerde endojenik H,0; igeriginde 6nemli derecede bir artisin
oldugu belirlenmistir. Bu artisin ise HyO, 6n uygulamasiyla birlikte azaldigi
belirlenmistir.

Bakar stresi sirasinda bitkilerde malondialdehit (MDA) iceriginde 6énemli derecede
bir artisin oldugu belirlenmistir. Bu artisin ise H,O, 6n uygulamasiyla birlikte
azaldig1 kaydedilmistir.

Stres periyodu sirasinda bitkilerde antioksidan enzim aktivitelerinde 6nemli bir
artisin oldugu belirlenmistir. Bu artisin ise H,O, 6n uygulamasiyla daha da arttig1
tespit edilmistir.

Bakir stresi kosullarinda bitkilerin yaprak klorofil miktarinda énemli bir kaybin
oldugu goriilmustiir. Yaprak klorofil miktarindaki bu kaybin H;0, 06n
uygulamasiyla 6nemli derecede 6nlendigi sonucuna varilmistir.

Stres boyunca klorofil fliioresans degerlerinde 6nemli degisimler meydana gelmis,
fotosentez hizi ve verimi zarar gormiistiir. HpO, 6n uygulamasiyla klorofil
flioresans degerlerinde meydana gelebilecek zararlarin Onemli derecede

engellenebilecegi saptanmustir.

Kisaca bu caligmada, bakir stresine maruz kalan misir (Zea mays L.) gesitlerinde

H20, 6n uygulamasinin antioksidan sistem aktivitesindeki artis1 uyarabildigi, endojen

H,0, miktari, lipid peroksidasyonu, klorofil fliioresans degerlerini diizenledigi ve boylece

agir metal stresini hafifletmede roliiniin olabilecegi belirlenmistir.



6. ONERILER

Yapilan c¢aligmalarla; yiiksek sicaklik, tuz stresi, 1s1, yliksek 1sik, parakuat gibi
herbisitler ve agir metal stresine maruz kalan ¢esitli bitkilerde H,O, 6n uygulamasinin
stresin etkisini hafifletmede roliiniin oldugu ispatlanmistir. Benzer sekilde, mevcut
calismada H,O;, 6n uygulamasimin misir bitkilerinde agir metal stresinin etkilerini 6nemli
derecede azalttigr belirlenmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, H;O;’nin stres
kosullarinda bitkilerde iyilestirmeyi saglamak amaciyla tarimda kullanilabilecegi, boylece
agir metal sizintilarina maruz kalma durumunda bu bitkilere disardan H,O, uygulamak
suretiyle misir iiretimindeki ekonomik kayiplarin 6nlenebilecegi sdylenebilir.

Bununla beraber, bitkilerin agir metal stresinin hasarin1 azaltmak igin cesitli
mekanizmalar gelistirdikleri bilinmektedir. Ornegin, agir metal stresi kosullarinda,
bitkilerin antioksidan sistemi uyardigi, lipid peroksidsyonunu artirdigi, yaprak klorofil
icerigini diisiirdiigli ve bdylece strese karsi tolerans sagladigi bircok calismada tespit
edilmistir. Mevcut ¢alismada, H,O, 6n uygulamasi ile bitkilerde bu mekanizmalardan
antioksidan sistemi uyararak fotosentetik birimleri bakir stresine karsi koruyabilecegi
bulunmustur. Bundan sonraki ¢alismalarda, antioksidan sistem enzimlerinden glutatyon
rediiktaz, guaiakol peroksidaz ve 6zellikle iki gesit arasinda farklilik belirlenen askorbat
peroksidaz enzimlerinin molekiiler diizeyde arastirilmasi sonuclarin bircok veriyle

desteklenmesi agisindan yarar saglayabilir.
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