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Yiksek Lisans
OZET

HIDROJEN PEROKSIT ON MUAMELESININ KURAKLIK STRESi UYGULANAN
CTENANTHE SETOSA YAPRAKLARINDA KIVRILMA UZERINE ETKISI

Ebru KALAYCIOGLU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 5

Danigman: Prof.Dr. Asim KADIOGLU
2012, 44 Sayfa,

Bu calismada Ctenanthe setosa bitkisinde yaprak kivrilmasiin geciktirilmesi ve
kuraklik stresinin yatigtirilmasina hidrojen peroksit 6n muamelesinin etkisi arastirildi. Bu
amacla kuraklik siiresince bitkilerin yaprak kivrilmalarindaki degisim morfolojik,
malondialdehit (MDA) igerigi, prolin, toplam ¢6zilinebilir seker miktarlari, hidrojen peroksit
icerigi, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX), guaiakol
peroksidaz (GPX) gibi antioksidan enzim aktiviteleri, spektrofotometrik olarak belirlendi.

Yapilan analizler sonucunda 1 mM hidrojen peroksit 6n muamelesi kontrole kiyasla
yaprak kivrilma derecesine etki etmezken 0,2 ve 0,5 mM hidrojen peroksit uygulamalari
yaprak kivrilma derecesini 6nemli oranda diisiirdii. Antioksidan enzim aktiviteleri (SOD,
CAT, GPX) ve toplam ¢oziinebilir seker miktar1 0,2 mM hidrojen peroksit uygulamasinda
artarken 0,5 ve 1 mM uygulamalarinda azalis gostermislerdir. Bu sonuglara paralel olarak,
MDA igerigi 0,2 mM H,0, uygulamas ile kontrole gore azalirken, 0,5 mM ve 1 mM
uygulamalarinda ise kontrole gore artis gosterdi

Bu sonuglar, hidrojen peroksit 6n muamelesinin, kuraklik stresi kosullar1 altindaki
Ctenanthe setosa bitkisinde antioksidan enzim sistemini ve osmotik ayarlama yapan

sistemleri uyararak yaprak kivrilmasini geciktirdigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan sistem, Ctenanthe setosa, Hidrojen peroksit, Kuraklik
stresi, Yaprak kivrilmasi
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Master Thesis
SUMMARY

EFFECT OF HYDROGEN PEROXIDE PRE-TREATMENT ON LEAF ROLLING IN
CTENANATHE SETOSA LEAVES UNDER DROUGHT STRESS

Ebru KALAYCIOGLU

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof.Dr. Asim KADIOGLU
2012, 44 Pages,

This study aimed to determine the effect of hidrogen peroxide pretreatment on
alleviating of drought stress and retarding of leaf rolling in Ctenanthe setosa. For this
purpose, changes in leaf rolling of plant were determined morphologically, however,
proline, total soluble sugar quantities, endogenous H,O, contents, antioxidant enzyme
activities such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase
(APX) and guaiacol peroxidase (GPX) were measured spectrophotometrically.

While exogenous hydrogen peroxide pre-treatment at ImM concentration was not
effect on leaf rolling in comparison with control, exogenous hydrogen peroxide at 0,2 and
0,5 mM concentrations significantly caused to retarding of leaf rolling in Ctenanthe setosa.
Antioxidant enzyme activities and content of total soluble sugar with exogenous hydrogen
peroxide at 0,2 mM concentration were increased however these activities with hydrogen
peroxide at 0,5 and 1 mM concentrations were decreased. In parallel to these results, while
level of malondialdehyde (MDA) with hydrogen peroxide at 0,2 mM concentration was
decreased, it was showed increase at 0,5 and 1 mM hydrogen peroxide concentrations in
comparison with control.

These results showed that exogenous H,O, pretreatment retarded leaf rolling by
inducing antioxidant system and systems providing osmotic adjustment under drought

stress with Ctenanthe setosa.

Key Words: Antioxidant system, Ctenanthe setosa, Drought stress, Hydrogen peroxide,
Leaf rolling
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1. GENEL BiLGILER

1.2. Giris

Bitkiler yasamlar1 siiresince birgok stres faktorii ile karsilasirlar. Stres faktorleri
biyotik ve abiyotik olmak iizere ikiye ayrilirlar. Biyotik (patojen, diger organizmalarla
rekabet vb.) ve abiyotik (kuraklik, tuzluluk, radyasyon, yiiksek sicaklik vb.) stresler
bitkilerde 6nemli fizyolojik ve metabolik degisimlere yol agarak bitkilerde biiylime ve
gelismeyi olumsuz sekilde etkilerken, tliriinde nitelik ve nicelik kaybina (iiriin kalitesinin ve
miktarinin azalmasina), bitkinin veya organlarinin 6liimiine yol acabilmektedirler.

Iklimsel degisimlerin etkisiyle olusan cevresel streslerin en 6nemlilerinden birisi
kuraklik stresidir (Drake vd., 1997). Bu stres ¢esidine, bitkilerin cevabi birbirinden
farklidir. Baz1 bitkiler yetersiz yagis alan ve diisiik su igerigine sahip olan bolgelerde
hayatta kalabilmek i¢in bir takim morfolojik ve fizyolojik modifikasyonlar gelistirmislerdir
(Hopkins, 1995). Bu modifikasyonlardan bazilar1 kuraklik stresi ya da su eksikligi stresi
sartlar1 altinda transpirasyonu azaltan yapraklarin rulo seklinde kivrilmasi, katlanmasi veya
diismesidir (Bidwell, 1974). Yaprak kivrilmasinin bazi bitkilerde 6zellikle su kaybina karsi
bir cevap olarak (Townley-Smith ve Hurd, 1979; Begg, 1980; Blum, 1986) yapragin iist
epidermasinda bulunan bulliform hiicrelerinin turgor &zelliklerini kaybetmeleri sonucu
meydana geldigi (O’Toole, 1979), etkili bir sekilde yaprak yiizey alaninin azaldigi ve
kurak alanlar i¢in iyi bir sakinma mekanizmasi oldugu (Clarke, 1986) belirlenmistir.
Kivrilmanin tahil dirinlerinde kurakliga dayamikliligi artirdig: rapor edilmistir (Townley-
Smith ve Hurd, 1979). Ayrica suyun sinirlt oldugu kirsal habitatlarda kivrilma ile orantilt
olarak ¢imlerin hayatta kalma ihtimallerinin artt1ig1 da kaydedilmistir (Heckathorn, Delucia,
1991).

Kuraklik stresinin neden oldugu olumsuz kosullar1 gidermek ve bu stres c¢esidinin
yaprak kivrilmas: lizerindeki etkisini arastirmak amaciyla bitkilere c¢esitli ekzojenik
uygulamalar yapilmaktadir. Ornegin, brassinolidlerin yaprak kivrilmasini geciktirdigi rapor
edilmistir (Cutler vd., 1991). Ayrica distan uygulanan salisilik asidin uzun dénemdeki
kuraklik etkisini hafiflettigi ve antioksidan sistemi tesvik ederek yaprak kivrilmasini
geciktirdigi rapor edilmistir (Kadioglu vd., 2011). Bu uygulamalardan bir digeri ise son

yillarda {izerinde calisilmakta olan hidrojen peroksit uygulamalandir. Diisiik



konsantrasyonda uygulanan H,0, 6n muamelesinin bitkilerde strese karsi toleransi uyardig
rapor edilmistir. Ornegin, Arabidopsis ve tiitiin bitkilerine H,0, 6n uygulamasimnn yiiksek
151k yogunlugunun sebep oldugu oksidatif zararlardan bitkileri korudugu kaydedilmistir
(Karpinski vd., 1999). Benzer sekilde diisiik konsantrasyonlarda H,0, uygulamasinin Zea
mays, Vigra radiata’da yiksek sicakhga toleransi artirdigi ileri strilmustir (Prasad vd.,
1994; Yu vd., 2002, 2003). Ayrica H,O, 6n muamelesinin, misir bitkilerinde tuz stresinin
etkilerini azalttig1 kaydedilmistir (De Azevedo Neto vd., 2005).

Celtik bitkisinde yapilan ¢alismalarda yaprak kivrilma derecesi ve su potansiyeli
arasinda giiclii bir korelasyon bulunmustur (O’Toole ve Moya, 1978). Kivrilmanin
yapraktaki su potansiyeli veya osmotik potansiyel ile iliskili oldugu (Hsiao vd., 1984),
kurak kosullar altinda suda ¢o6ziinen maddelerin fazlaca biriktigi bdylece turgorun
devamliliginin saglandigi (Hensen, 1983) rapor edilmistir. Hububat bitkilerinde meydana
gelen osmotik diizenlemenin (¢6zlinmiis maddelerin artisi ile osmotik potansiyelin
diismesi) su stresine kars1 bir adaptasyon oldugu diisiiniilmektedir (Jones ve Turner, 1978;
Turner, 1979; Turner, 1980). Osmotik potansiyelde deisiklik saglayan bilesikler genellikle
ozmolit olarak adlandirilirlar. Ozmolitler enzim aktivitesi ve membran yapisinin
korunmasi, reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesi gibi bir¢ok isleve sahiptirler. Bilinen
tiim ozmolitler basta prolin olmak {izere aminoasitler ve tiirevleri, poliyoller, ¢oziilebilir
sekerler ve iyonlardir (Saglam vd, 2010). Kurakliga maruz kalmis Ctenanthe setosa
bitkilerinin osmotik ayarlama i¢in seker miktarin1 ve prolin sentezini artirdig1 bildirilmistir
(Turgut ve Kadioglu, 1998; Kadioglu ve Turgut, 1999). Ayrica Hsiao vd. (1984) ise
osmotik ayarlama ile yaprak kivrilmasmin geciktigini ve osmotik olarak ayarlanmig
yapraklardaki kivrilmanin daha diisik su potansiyellerinde meydana geldigini
gostermislerdir. Ozellikle suda ¢oziinen sekerlerdeki artisin, su stresine protoplazmik
seviyede toleransi artirdig bildirilmistir (Hsiao vd., 1976).

Turgut ve Kadioglu’nun (1998) yaptiklar1 bir calismada kuraklik stresi gecirmis C.
setosa bitkisinin yapraklarinin kivrildigi rapor edilmistir. C. setosa, yapraklarini kivirarak
su eksikligine uzun siire dayanabilen bir siis bitkisidir. Literatiir ¢calismalarinda, bu bitkide
kivrilma mekanizmasi tiizerine ilk c¢aligmalar Kadioglu ve calisma grubu tarafindan
yapilmis ve onemli veriler elde edilmistir (Turgut ve Kadioglu, 1998; Kadioglu ve Turgut,
1999; Kadioglu vd., 2002). Bu calismalarda yapraklarin kivrilmasi sirasinda osmotik
ayarlamay1 saglamak ic¢in yaprakta c¢oziinebilir seker ve diisiik molekiiler agirlikli

karbonhidratlarin biriktigi, kivrilma derecesine bagli olarak prolin, fenolik asit seviyesi ve



peroksidaz aktivitesinin arttig1 (Kadioglu ve Turgut, 1999, Ayaz vd., 2000, 2001; Terzi,
2005), siiperoksit dismutaz ve glutatyon rediiktaz aktivitesinde belirgin bir degisme
olmadig1 rapor edilmistir (Terzi, 2005).

Biitiin bu literatlir bilgileri 1s18inda, degisik stres kosullar1 altinda cesitli bitki
cesitleri tizerinde H,0,nin roli c¢ahsiimakla birlikte, kuraklik stresi kosullari altinda C.
setosa bitkisi Uzerinde kivrilma Uzerine herhangi bir g¢alisma bulunmamaktadir. Bu
nedenle mevcut arastirmada, C. setosa bitkisi yapraklarinda kurakhk stresi kosullari
altinda H,0, 6n muamelesinin yaprak kivrilmasi ve nispi su, MDA, prolin, toplam
coziinebilir seker ve igsel hidrojen peroksit igerikleri ile antioksidan enzim aktiviteleri

iizerine etkisinin arastirilmasi amag¢lanmistir.

1.2. Stres ve Stres Cesitleri

Cevresel ve biyolojik faktorlerin ayr1 ayr ya da birlikte fizyolojik olaylarda belirgin
degisimler meydana getirmesi stres olarak tanimlanir. Stres terimi ayni zamanda hasar
meydana getirme potansiyelini de kapsar. Bir metabolizma bozuklugunun sonucunda olusan
bu hasarlar bitkinin biiylimesinde ve veriminde azalma meydana getirirler (Hale ve Orcutt,
1987).

Bitkilerin maruz kaldig1 baslica stres faktorleri, biyotik ve abiyotik olmak iizere iki

kisma ayrilabilir (Sekil 1).



[ CEVRESEL STRESLER ]

Shiyatik [E-iyu:utik(mantar,bujcek,bakterij]

1 1 |
Sicaklik [ [5ik ] [ Kimvasal ] Diger;hasing,
rizgar, magnetik
' gksik (kurakhlk) ] = |nfrared tuz
1 G3) i

—| ultraviyole zazlar

herhisitler

T

Sekill. Baslica ¢evresel stres tipleri

Bu cevresel stres tiplerinin etkileri birbiriyle iliskilidir. Ornegin, yiiksek sicakliga
dayaniklilik, onunla birlikte meydana gelen kuraklik sartlarina dayanikliliga baglidir. Diger
taraftan donmaya dayaniklilik, dokunun dehidrasyonuna dayaniklilig: ile 6nemli derecede
baglantilidir (Hale ve Orcutt, 1987).

Tim bitkiler belirli derecelerde stres hasarlarina karst koyma ve canli kalabilme
ozelligindedirler. Bir bitkinin bazi kisimlar1 (tohumlar, tomurcuk ve dormant hiicreler)
strese dayanikli iken, diger kisimlar1 (meristemler, sukkulent organlar ve fideler) duyarli
olabilir. Ayrica bitkiler yasamak zorunda olduklar1 g¢evreye kismen veya tamamen
uyabilme o6zelligine sahiptirler (Bidwell, 1974). Bu durum bitkilerin ortamdaki mevcut
streslere dayaniklilik veya hassaslik 6zelliklerine baglidir.

Strese dayaniklilik, sakinma ve tolerans olmak iizere ikiye ayrilir (Levitt, 1972).
Sakinma, dis ¢evrede stres olusturabilecek kosullar olmasina ragmen bitkinin, hiicrelerini
stres altina sokmayan bir i¢ ortam hazirlamasidir. Diger bir deyisle bitkinin distan gelen
olumsuz faktdrlerin etkisini stres olusturmadan onleme yetenegidir. Ornegin bir bitkinin
yapragi, transpirasyon yaparak i¢ sicakligimi korur ve boylece sicakliktan sakinir. Cogu
bitkilerde gesitli kuraklik sakinma mekanizmalar1 geligmistir. Ornegin kserofitik bitkilerde

su kaybin1 azaltan yaprak kivrilmasi, ylizey tiiyleri, alt durumlu stoma ve benzer



mekanizmalar bulunur. Tolerans ise bitkinin asir1 dis stres sartlarinda oldugu kadar igsel
stres altinda da bir dereceye kadar canliligini devam ettirme yani strese dayanma
kapasitesidir. Bu ozellikteki bitkiler stres sonucu olusan hasarlar1 azaltabilme veya hig
hasar olusturmama yetenegine sahiptirler (Street ve Opik, 1984). Ornegin kuraklik
toleransina sahip bitkiler protoplazma su kaybettigi zaman protoplazmasi yeniden su alana
kadar hayatsal faaliyetlerine devam edebilirler (Hopkins, 1995).

Stres altindaki bitkiler lizerinde g¢alisma yapilmasinin iki 6nemli nedeni vardir.
Birincisi bitkilerin strese karsi reaksiyon mekanizmasinin &grenilmesidir. Ikincisi ise
tarimsal alanlarda stres altinda bulunan bitkilerin s6z konusu streslere dayanma
yeteneklerinin 6l¢iilmesi ve dolayisiyla daha verimli iiriin elde edilmesidir. Bilindigi gibi
diinya topraklarinin % 10’undan daha azi tarima elverislidir. Bu nedenle asir1 olumsuz
kosullardan kaynaklanan streslere dayanabilen ya da bu stresleri tolere edebilen bitkiler
yetistirmeye ihtiya¢ vardir. Daha dayanikli ve toleranslhi bitkiler yetistirmek igin strese

dayaniklilik ve tolerans mekanizmalariin bilinmesi gerekir (Bidwell, 1974).

1.3. Kuraklik ve Kuraklik Stresi

Kuraklik genel anlamda meterolojik bir olgu olup, topragin su igerigi ile bitki
gelisiminde gozle goriiliir azalmaya neden olacak kadar uzun siliren yagissiz donem igin
kullanilan bir terimdir. Yagigsiz donemin kuraklik olusturmasi; topragin su tutma
kapasitesi ve bitkiler tarafindan gergeklestirilen buharlagsma veya transpirasyon hizina bagl
olarak gerceklesir (Jones, 1992; Kozlowski ve Pallardy, 1997).

Diinya tizerindeki kullanilabilir alanlar stres faktorlerine gore smiflandirildiginda
dogal bir stres faktorii olan kuraklik stresi % 26’lik payiyla en biiyiik dilimi icermektedir.
Kuraklik stresini % 20 ile mineral stresi ve % 15 ile soguk ve don stresi takip etmektedir.
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 kuraklik
stresi billylimeyi ve verimi etkileyen en yaygin g¢evresel streslerden biri olup bitkilerde
birgok fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler cevabr olusturmaktadir. Buna bagli olarak
bitkiler, smirl ¢evresel kosullara adapte olmay1 saglayacak bazi tolerans mekanizmalari
gelistirirler (Arora ve Mohan, 2002). Kramer (1980)’e gore bu mekanizmalar kurakliktan
sakinma ve kurakliga tolerans gosterme olmak {izere iki ana baglik altinda incelenebilir.

Cogu bitkide cesitli kuraklik sakinma mekanizmalar1 gelismistir. Stresten sakinma



mekanizmalarindan ilki ¢6l bitkilerinde gériiliir. Ornegin, ¢olde kisa dmiirlii olan bitkiler
yeterli yagmur periyodu sirasinda biiyiir ve iirerler. Kuraklik periyodunda ise dormant
tohumlar meydana getirirler. Diger bir sakinma mekanizmasi sukkulent bitkilerde goriiliir.
Bu bitkiler kurakliga kars1 sukkulent dokularinda su depolayarak su kaybini en az oranda
tutarlar ve boylece uzun bir siire canliliklarini siirdiirebilirler (Salisbury and Ross, 1992).
Ornegin herdem yesil ¢6l bitkileri kuraklik periyodu boyunca dokularindaki turgoru devam
ettirebilmek i¢in suda ¢oziinebilir maddeleri biriktirerek kurakliktan kaginirlar (Mundree
vd., 2002). Diger taraftan, bitkisel organlar arasinda stresten en ¢ok etkilenen organlardan
birisi yapraklar olup, 6zel ¢evre kosullarina adapte olmak icin bir takim metamorfozlar
gecirirler. Ornegin, kurak ortam bitkileri 151k etkisinden korunmak ve suyu iyi bir sekilde
absorbe etmek icin yaprak yiizeyinde tiiy, kiitikula ve stoma modifikasyonlar1 gibi 6zel
yapilar gelistirirler.

Stresten kaginan bitkiler yalnizca orta siddetteki kuraklik stresi durumunda hayatta
kalirken, strese toleransli bitkiler ise ¢cok daha siddetli kuraklik stresi durumunda hayatta
kalabilirler. Kurakliga toleransli bitkiler, dehidrasyonu erteleyenler ve dehidrasyona
tolerans gosterenler olmak iizere iki gruba ayrilirlar (Kramer, 1980). Dehidrasyonun
ertelenmesi transpirasyonu azaltan veya su absorbsiyonunu artiran mekanizmalar ile
saglanir. Boylece bitkinin zarar olusturacak derecede diisiik su potansiyeline ulagmasi
onlenir. Dehidrasyon toleransi ise hiicreler su hasaria ve diisiik su potansiyeline maruz
birakildiktan sonra bitkinin canlilifin1 devam ettiren veya biiyliten mekanizmalar1 igerir.
Su hasar artarsa hiicreler turgor durumlarini kaybederler ve bdylece hiicrelerin biiyiimesi
sinirlandirilir. Ayrica, hiicreler i¢gsel osmotik potansiyellerini ayarlayarak da hiicre biiyiime
ve gelismesini diizenlerler (Hasegawa vd., 1984).

Kuraklik stresine karsi tolerans mekanizmalarindan biri de osmotik ayarlamadir
(Kramer, 1980). Kuraklik stresinin bir sonucu olarak bitkiler, osmolitler olarak bilinen ve
turgorun devamini saglayan maddeleri biriktirirler. Osmotik ayarlama, kuraklik sonucu
turgor Ozelligini kaybeden bitki hiicrelerinin, sakinma mekanizmalarinin yoklugunda
turgoru yeniden kazanmalari ve biiyiimeyi devam ettirebilmeleri i¢in basvurduklari bir
yoldur (Handa vd., 1983). Osmotik ayarlamaya en 6nemli kaynagi indirgen sekerler saglar
(Hasegawa vd., 1984). Bunun yaninda prolin, betain, trehaloz, K+, fruktanlar da osmotik
ayarlama saglamak icin bitkiler tarafindan sentezlenirler (Smirnoff, 1998). Osmotik
ayarlama, stoma acikli§inin korunmasina (Turner vd., 1978; Ackerson vd., 1980; Ludlow

vd., 1985) ve fotosentezin devam etmesine (Ackerson vd., 1980) katki saglar.



1.4. Bitkilerde Kuraklik Stresinin Etkileri

1.4.1. Yaprak Kivrilmasi

Kurak ortamda yetisen bitkiler, yapraklarina gelen 151k miktarin1 azaltmak icin
yapragin agisint degistirirler ve boylece 151k absorbsiyonu i¢in daha az bir ylizey alani
saglamis olurlar. Bilindigi gibi 151k, yapragin isinmasma neden olur ve su kaybini
artirabilir. Bu sartlar altinda gelistirilen mekanizmalardan birisi yapragin ylizeyindeki
yansitma ozelligindeki degisimlerdir (Oppenheimer, 1960). Ornegin, kuraklik stresi
altinda, kiiciik taneli tahil bitkileri orta damar boyunca kivrilmig dik yapraklar sergilerler.
Bu olay bitkiler genellikle suyu geceleyin aldiklar1 i¢in giiniin ilerleyen saatlerinde
gerceklesir fakat toprak nemi azaldig1 zaman, yaprak kivrilmasi giiniin erken saatlerinde de
meydana gelebilir (Terzi, 2005).

Yaprak kivrilmasi bazi bitkilerin stresten sakinma mekanizmalarindan birisidir
(Clarke, 1986). Bitkilerde yaprak kivrilmasiyla iligkili iki farkli tip hiicre bulunmaktadir.
Bunlardan biri bulliform hiicreleri olup, bu hiicreler baz1 Gramineae tiirlerinin yaprak st
epidermisinde orta damar boyunca yer alirlar. Hava kabarcig1 seklinde olan bu hiicreler,
yaprak kivrilmasi ve agilmasini kontrol etmek i¢in su ile dolarlar. Kuraklik stresi altinda,
bulliform hiicreleri biiziisiir ve bunun sonucunda yapraklar kivrilmaya baslar. Bu sekildeki
bir kivrilma ile yaprak alaninin sadece % 68’1 1518a maruz kalir ve transpirasyon da % 46-
83 oraninda azaltilir (Oppenheimer, 1960). Yaprak kivrilmasiyla iliskili diger bir hiicre
grubu ise hipodermis hiicreleridir. C. setosa’da bulliform hiicreleri yerine yapragin st
epidermisinin altinda ve yapragin ylizeyi boyunca yer alan biiyiik hipodermis hiicreleri
yapraklarin rulo seklinde kivrilmasina neden olmaktadir (Kadioglu ve Terzi, 2007; Kutlu
vd., 2009).

Yaprak kivrilmasi, asir1 glines 1g1ginda bitkileri 1s1iktan koruma mekanizmasi olarak
bilinir ve ¢ogu bitkide bulunabilir (Kao ve Forseth, 1992; Bjorkman ve Demmig-Adams,
1993; Xu ve Wu, 1996). Ornegin agir1 giines 15131na maruz kalan Amomum villosum Lour.
(Zingiberaceae) bitkisinde meydana gelen yaprak kivrilmasi bitkiyi 1518in olumsuz
etkilerinden koruyan mekanizmalardan biridir ve normal tarla kosullarinda bu mekanizma
etkili bir sekilde bitkiyi 151k hasarindan koruyabilir (Feng vd., 2002).

Kurak ortamdaki bir bitki yapragini kivirmak suretiyle kendisine iki sekilde yarar
saglayabilir. Birincisi, yaprak yilizeyine diisen yiiksek dozda giines 1s18indan kaynaklanan



yaprak sicaklifindaki artisin olusturacagi hasarlar, giines 1sinlarina maruz kalan yaprak
alam azaltilarak en aza indirilebilir (Begg, 1980). ikincisi, yaprak kivrilmasi ile hem
transpirasyon azaltilir hem de yapragin i¢ yiizeyinde kalan bolgede daha fazla nem ve
boylece strese karsi direng olusur. Bu sayede ¢ok kisitli olan su, bitki tarafindan daha etkili
bir sekilde kullanilir (Matthews vd., 1990).

Yaprak kivrilmasi bitkinin su kaybini azaltarak senesensin gecikmesine etki etmesi
bakimindan da énemlidir (Richards vd., 2002). Su stresi sirasinda yaprak senesensi yerine
yaprak kivrilmasinin baslamasi bitkinin fotosentezi iyilestirmesine veya azami olarak
artirmasina da olanak saglar (Knap, 1985). Ornegin, Andropogon gerardii, stres esnasinda
su kayb1 oranini yavaglatmak i¢in yapraklarini kivirarak fotosentezi aktif olarak devam
ettirir ve boylece kisa siireli kurakliga dayanabilir (Richards vd., 2002). Bununla beraber,
yaprak kivrilmasinin fotosentez iizerine etkisi tam olarak acik degildir (Terzi, 2005; Nar

vd., 2009).

1.4.2. Oksidatif Etki

Bitkilerdeki oksidatif etki serbest radikallerin &zellikle reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu igerir. Serbest radikaller eslesmemis elektron iceren molekiiller olup oldukca
reaktiftirler. Her tlirden kimyasal ve biyokimyasal tepkime daima atomlarin dis
orbitallerindeki elektronlar sayesinde gerceklesir. Dis orbitallerde paylasilmamis elektron
bulunmas1 serbest radikallerin reaktivitesini arttirdif1 igin, serbest radikaller kimyasal
aktifligi yliksek molekiillerdir. Bu radikaller plazma membrani, mitokondri, ER
membranlarinda da olusabilir (McKersie ve Lehsem, 1994). Bununla birlikte, suyun kisitl
oldugu durumlarda, bitki daha fazla su kaybetmemek icin, genellikle stomalarin1 kapatir.
Bu durum da fotosentezle fiksasyon igin gerekli CO,’nin aliminin kisitlanmasina neden
olur ve boylece kuantum verimi azalir. Boylece fotosentezdeki elektron akseptorii NADP"
kisitli hale gelir ve ferrodoksin NADP yerine oksijeni rediikler ve PS I'in elektronlari
O,’ye transferi sonucunda reaktif siiperoksit radikali (O,""), iiretilir (Mehler reaksiyonu)
(Tambussi vd., 2000). Bircok tiirde kuraklik stresi altinda artan siiperoksit iiretim hiz1 lipid
peroksidasyonuna, yag asidi doygunluguna ve sonu¢ olarak membranlarin biitiiniiyle zarar
gormesine neden olur (Sgherri vd., 1996). Siiperoksit tek basina ¢ok fazla reaktif olmayip,
H,0, ve "OH radikallerini olusturmak suretiyle etkili olur (Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Stiperoksit ve hidrojen peroksitin hidroksil radikalini olusturmak iizere tepkimesi sirasinda



(Haber-Weiss reaksiyonu), artan demir ya da bakir gibi diger ge¢is metalleri, bu
reaksiyonlar1 hizlandirmak suretiyle oksidatif hasar1 daha da artirabilir (Fenton reaksiyonu)
(Smirnoft, 1993). Serbest radikaller, hem indirgen hem de yiikseltgen olarak bazen de her
iki etkiyi birlikte gostererek hiicre hasarina neden olurlar. Serbest radikallerin DNA,
hiicresel proteinler ve lipidler {izerinde de zararlh etkileri vardir.

Serbest oksijen radikalleri genellikle hidroksil, hidrojen peroksit, singlet oksijen,
peroksit radikallerinden olusur. Bu radikallerin yarilanma omiirleri birka¢ mili saniye ile

dakikalar hatta saatler arasinda degisebilmektedir.

1.4.2.1. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da
stiperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucu olusur.
Stiperoksitin olustugu yerlerde onemli miktarda H,O,’de {iretilir. Fotosentetik elektron
transport zinciri HyO; nin iretiminden sorumludur. H,O;’nin tiretildigi bagka bir kaynak
fotorespirasyonla glikolatin oksidasyonunun meydana geldigi peroksizomlardir. Ayrica
biyokimyasal olarak oksijenin iki elektronlu indirgenmesinin gergeklestigi solunum
islemleri sirasinda ve genellikle flavoproteinlerle gerceklestirilen reaksiyonlarla da
olusturulur. Diger taraftan plazma membran1 ve ekstrasellular matriksde H,O;’nin
iiretildigi diger 6nemli kaynaklardir (Slesak vd., 2007). Yapisinda paylasilmamis elektron
icermediginden radikal o6zellik tasimaz. H,O,’ nin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin
nedeni demir ve bakir gibi metal iyonlarinin varliinda hidroksil radikalinin 6nciilii olarak
davranmasidir. H,O, 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye
girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarimi olusturur. Bu formdaki
demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu
gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde
olusan H,O,’nin ortamdan uzaklastirilmast gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki 6nemli
antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz yerine getirir (Halliwell, 1984). Ancak
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) bir tiirii olarak bilinen ve toksik olarak kabul edilen H,0O,
(Smirnoft, 1993) ayn1 zamanda stres sinyali iletim yolunda sinyal molekiil olarak gorev
alir (Foyer et al., 1997). H,O, ‘in yliksek konsantrasyonlar1 toksik olup programlanmig
hiicre oliimiine sebep olabilirken (Alverez vd., 1998) toksik olmayan konsantrasyonlarda

cesitli biyotik ve abiyotik stres faktorleri karsisinda bitkisel cevaplar verilmesinde araci
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olan bir sinyal molekiil olarak gdrev alabilir (Grant ve Loake, 2000). Bitkilerde H,O,
molekiiliiniin diisiik konsantrasyonlu 6n muamelesi Glutatyon (Murphy vd., 2002),
antioksidan enzim aktivitesini (De Azevedo Neto vd., 2005) artirir ve bu nedenle ROS

‘nin zararl etkileri yatistirilmis olur (Murphy vd., 2002; Wahida vd., 2007).

1.4.3. Antioksidan Sistem

Antioksidan terimi, zararli bir forma doniismeksizin ROS’lar1 temizleyebilen
bilesikler i¢in kullanilmaktadir. Bitki dokular1 stres kosullarinda hiicreleri ROS etkisinden
korumak i¢in, baz1 enzimler (SOD, CAT, GPX, APX) ve disiik molekiiler agirlikli
antioksidanlar (glutatyon, askorbat, karotenoidler, tokoferoller) ihtiva ederler. Antioksidan
enzimler koordineli bir sekilde ROS’lar1 temizlerler veya onlar1 daha az toksik olan
bilesiklere metabolize ederler. Kuraklik stresine maruz kalan bitkiler antioksidan savunma
sistemlerinin bazilarinin ya da tamaminin aktivasyonu ile oksidatif stresin iistesinden

gelebilirler (Srivalli vd., 2003; Jung, 2004; Ramachandra vd., 2004; Pinheiro vd., 2004).

1.4.4. Nispi Su Icerigi (NSI)

Nispi su igerigi, bitkinin su durumunun genel bir ifadesidir (Sivaramakrishnan vd.,
1988). Diger bir deyisle yapragin su durumunu ve dokunun metabolik aktivitesini yansitan
bitkideki su miktarinin alternatif bir Ol¢iimiidiir (Flower ve Ludlow, 1986). Su
potansiyeline benzer olarak nispi su igerigi de bir ¢cok cevresel parametreden etkilenen
transpirasyon ve topraktan su alimimi arasindaki dengenin saglanmasina karsi oldukca
duyarlidir (Sivaramakrishnan vd., 1988). Stres calismalarinda NSi’nin belirlenmesi
olduk¢a 6nemlidir. Bugday cesitleri (Sairam vd., 2001) ve ay¢iceginde (Sgherri ve Navari-
Izzo, 1995) NSI su stresinin artmasiyla azalir. Stres esnasinda dayanikli irklarin nispi su
icerigindeki azalisin hassas olanlara nazaran daha az oldugu bilinmektedir. Ornegin,
Pastori ve Trippi (1992), NSI’nin iki musir irkinda kuraklik periyodu esnasinda azaldigini
ve bu azalisin hassas olan 1rkta dayanikli olana gore 6nemli derecede fazla oldugunu rapor
etmislerdir. Bugday bitkisinde yapilan diger bir ¢alismada da toleranshi olan kiiltivarin
hassas olanla karsilastirildiginda, stres periyodu esnasinda daha fazla NSI’ye sahip oldugu

goriilmiistiir (Sgherri vd., 2000). Sogan (Allium cepa) bitkisinde yapilan bagka bir
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calismada ise NSI’nin kontrol ile karsilastinldiginda % 25 oraninda azaldigi tespit
edilmistir (Egert ve Tevini, 2002).

1.4.5. 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 (Iriyogen vd., 1992) ve yaprak
senesensi esnasinda Onemli bir degisim olarak diisiiniiliir (Dhindsa vd., 1981/82;
Thompson vd., 1987). Stres altinda lipidlerin oksidasyonu iki veya 3 kat artabilir. Ornegin
celtik siirglinlerinde (Yardanov vd., 2000), bugday genotiplerinde (Sairam vd., 2001) ve
seker kamis1 yapraklarindaki (Smirnoff, 1993) su stresi lipid peroksidasyonunu artirir.
Lipid peroksidasyonunun diisiik seviyede olmasi 6zellikle SOD ve peroksidaz gibi bazi
antioksidan enzimlerin aktivitesinin yiiksek seviyede tutulmasinin bir sonucu olabilir (Fu
ve Huang, 2001). Ayrica lipid peroksidasyonunun bitkilerin strese toleransi ile iliskili
oldugu bilinir. Ornegin su stresine maruz birakilmis bugday ve musir gesitlerinde su stresi
sartlar1 altinda MDA icerigi artarken hassas genotiple karsilastirildiginda strese toleransh
genotiplerde diisiik oranda lipid peroksidayonu meydana gelir (Pastori ve Trippi, 1992;
Sairam vd., 1998).

1.5. Marantaceae Familyasinin ve Ctenanthe Cinsinin Genel Ozellikleri

Marantaceae familyasi tiyeleri tropik bolgelerde yaklasik 30 cinsi bulunan otsu, ¢cok
yillik ve rizomlu bitkilerdir. Cogu tropik Amerika, birkag tiirii ise tropik Asya ve Afrika’da
yayilis gosterir. Cogu sera ve siis bitkisidir. Petiyoliin kaidesinde dar veya genis olabilen
bir kin mevcuttur. Yaprak ayasinda orta damardan ¢ikan damarlar birbirine paraleldir
(Heywood, 1978). Petiyoliin yaprak ayasiyla birlestigi yerde pulvinus adi verilen
hiicrelerin yer aldig1 siskin bir kisim bulunur ve bu motor hiicreler yapragin hareketinde rol
oynarlar (Zeybek ve Zeybek, 1994).

Marantaceae familyasinin bir iiyesi olan Ctenanthe, her dem yesil taksonlar1 olan bir
cins olup, calims1 ve ¢ok yillik bitkilerdir. Dekoratif yapraklar: i¢in yetistirilirler (Brickell,

1989). Anavatani tropikal Brezilya’dir. Calathea ve Maranta cinsleri ile yakin iligkisi
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vardir (Terzi, 2005). Soguga hassastirlar ve minimum 15°C’de yasayabilirler. Nemli
ortamlar, yari gdlgeli alanlar1 ve iyi drenajli topraklari tercih ederler. Uretilmesi
ilkbaharda rizomlardan boliinerek yapilir (Brickell, 1989). C. pilosa, C. setosa, C. amabilis
gibi bazi tiirlerinde nektar salgis1 goriiliir (Kirchoff ve Kennedy, 1985).

C. setosa, tropikal, ¢ok yillik otgul bitkilerin kiigiik bir familyasinin {iyesi olup, sera
ve evlerde siis bitkisi olarak kullanilir (Heywood, 1978). Bitkiler yaklasik bir metre
boyunda olabilir ve yesil yapraklara sahiptirler (Terzi, 2005). Bu bitkinin kurakli§a ve hava
sicakligiin artmasina cevap olarak yapraklarini rulo seklinde kivirma yeteneginde oldugu
ve yaprak kivrilma mekanizmasini agiklamak i¢in model bir bitki oldugu belirlenmistir

(Turgut ve Kadioglu, 1998).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyalin Saglanmasi

Sera kosullarinda esit biiytlikliikteki saksilarda ve toprak icerisinde biiyiitiilen, hemen
hemen ayni bitki yiiksekligi, yaprak sayis1t ve genisligine sahip Ctenanthe setosa (Rosc.)
Eichler (Marantaceae) bitkileri, 16 saat 151k, 8 saat karanlik, 21°C sicaklik ve 400 liiks
floresan 151k yogunluguna sahip iklim odasinda bu sartlara aligmalar1 igin bir hafta siireyle
tutuldu. Daha sonra hidrojen peroksit 6n muamelesi i¢in bitkilerin ayni boyutlardaki
yapraklar1 kesilip yaralanma stresinin herhangi bir olumsuz etkisine kars1 1 saat boyunca
saf suda bekletildi. Daha sonra her grupta ikiser yaprak olmak iizere 48 saat siireyle 4 grup
(0, 0,2, 0,5, 1 mM) hidrojen peroksit uygulamasi yapildi.

Uygulamanin ardindan yapraklar % 2,5 polietilen glikol (PEG 6000) ile 4 saat
boyunca kuraklik stresine maruz birakildi. Uygulama siiresince her saat basi yaprak
kivrilma dereceleri olgiildii. Boylece kuraklik stresi esnasinda yaprak kivrilmasinin
geciktirilmesinde hidrojen peroksit 6n muamelesinin etkili olup olmadigr 6grenilmeye

calisildi.

2.2. Yaprak Kivrilma Derecesinin Olgiilmesi

Yaprak kivrilma derecesi Premachandra vd. (1993)’ne gore belirlendi. Yapraklarin
kivrilmasindan once ve sonra orta kisimlarinin eni 6l¢iildii. Yaprak kivrilma derecesi,

kivrilma sonucunda yaprak enindeki % azalma olarak ifade edildi.

2.3. Nispi Su Icerigi Tayini

Nispi su igerigi tayini Castillo (1996)’a gore yapildi. Bitkilerin yapraklarinin taze
agirliklar olgiildiikten sonra +4°C’de 24 saat deiyonize suda bekletilerek turgid agirliklar:
alindi. Daha sonra Ornekler 65°C’ye ayarli firinda 48 saat bekletilerek kuru agirliklari
kaydedildi ve asagidaki formiilde yerine koyularak nispi su igerikleri (NSI) belirlendi.

Nispi Su Igerigi (%) = (Taze Agirhk-Kuru agirlik/Turgid agirlik —Kuru agirlik) x100
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2.4. Lipid Peroksidasyonu Tayini

Lipid peroksidasyonu seviyesi, lipid peroksidasyonunun bir {riini olan
malondialdehid icerigine dayanarak Heath ve Packer (1968) metodunu takiben oSlgiildii.
Her bir numuneden 0,5 gr alinarak 10 ml % 0,1 trikloro asetik asit (TCA) icerisinde
homojenize edildi. Homojenat 15 000Xg de 5 dk. Santrifiij edildi. Stipernatantin 1 ml’sine
4 ml, % 20 TCA igerisinde hazirlanmis % 0,5 tiobarbiturik asit ilave edildi. Karisim 95°C
‘de 30 dk. 1s1t1ld1 ve sonra hizli bir sekilde buz banyosunda sogutuldu. 10 000Xg’ de 10 dk.
santrifiijden sonra siipernatantin absorbansi 532 nm de kaydedildi. 600 nm de spesifik
olmayan absorbsiyon i¢in okunan deger hesaptan ¢ikarildi. Elde edilen sonug asagidaki
formiilde yerine konularak MDA konsantrasyonu hesaplandi.

A=E.cl

(A: Asz-Agoo, €: Absorbsiyon katsayisi, 155 mmol™cm™, ¢c: MDA konsantrasyonu)
Sonuclar g taze agirlik basina nmol olarak verildi.

2.5. Enzimler i¢cin Ekstrakt Hazirlanmasi

Hucresel ekstraksiyon igin, yapraktan kivrilma boyunca alinan numunelerden 0,5 g
tartildi ve sivi azot icerisinde toz haline getirildi. Daha sonra 5 ml ekstraksiyon tamponu
(50 mM K;HPOy4, 1 mM EDTA pH 7,0, % 1 PVPP) icerisinde ekstrakte edildi. Ekstrakt
+4°C’de 20.000Xg’de 20 dk. santriflij edildi. Elde edilen siipernatant enzim aktivitesinin
tayini icin kullanildi.

2.5.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini

SOD aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich (1971) metodunun Dhinsa ve Matowe
(1981) tarafindan gelistirilen yontemi ile belirlendi. Bu metotta aktivite, indikatér molekdl
olarak kullanilan nitro blue tetrazolium (NBT)’ un siiperoksit radikalleri ile mavi renkli
formazona indirgenmesi reaksiyonunun SOD enzimi tarafindan engellenmesinin
oOlgllmesiyle tayin edildi. Bu reaksiyonun % 50’sinin inhibisyonuna uygun stipernatant
hacmi 1 enzim unitesi olarak kabul edildi.
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Aktivite tayini icin 50 mM fosfat tamponu (pH 7,8), 0,1 mM EDTA, 13 mM
metionin, 75 UM NBT ve 2 uM riboflavin igeren karisima 50 pl enzim ekstrakti ilave
edildi. Son olarak riboflavin eklendi ve tiplerin floresans lamba altina yerlestirilmesiyle
reaksiyon baslatildi. Isik kaynaginin 10 dk. sonra uzaklastiriimasiyla reaksiyon
sonlandirildi ve olusan reaksiyon drini 560 nm dalga boyunda spektrofotometrede
okundu. SOD aktivitesi, mg protein basina Unite enzim olarak ifade edildi.

2.5.2. Guaiakol Peroksidaz (GPX) Aktivitesinin Tayini

Guaiakol peroksidaz aktivitesi, Urbanek vd., (1991)’in yontemine gore belirlendi.
Enzim aktivitesi, 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 0,1 mM EDTA, 5 mM
guaiakol, 15 mM H,0, ve 50 pl enzim ekstrakti iceren 2 mI’lik reaksiyon karsiminin 470
nm’de 1 dk. sureyle 6lcilmesiyle belirlendi. Guaiakol peroksidaz (GPX) aktivitesi 26,6
mM™ecm™ epsilon katsayisinin kullaniimasiyla hesaplandi ve sonuclar mg protein basina

verildi.

2.5.3. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Tayini

Katalaz aktivitesi, Aebi (1983)’nin yontemine gore belirlendi. Enzim aktivitesi, 50
mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 30 mM H,0; ve 20 pl enzim ekstrakti iceren 1
ml’lik reaksiyon karsiminin 240 nm’de 5 dk. sireyle 6lctlmesiyle belirlendi. Katalaz
aktivitesi, H,O, icin 39,4 mM™cm™ epsilon katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi ve

sonuclar mg protein basina verildi.

2.5.4. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Tayini

Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290 nm’de absorbansdaki azalisa bagl olarak
belirlendi (Nakano ve Asada, 1981). Enzim aktivitesi, 50 mM Potasyum fosfat tamponu
(pH 7,0), 250 uM askorbik asit (ASC), 5 mM H,0; ve 20ul enzim ekstrakti iceren 1 mI’lik
reaksiyon karisiminin Olculmesiyle belirlendi. Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290 nm’de
ASC icin 2,8 mM™cm™ epsilon katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi ve sonuglar mg
protein basina verildi.
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2.6. Hidrojen Peroksit (H,0,) iceriginin Belirlenmesi

Hidrojen peroksit icerigini belirlemek icin Velikova vd., (2000) ’nin guncellenen
metodu kullanildi. Yapraklardan alinan numuneler (0,25 g), 0,1 g aktif komir kullanilarak
3 ml % 5 trikloroasetik asit icerisinde ekstre edildi. 0.75 ml KI (1 M) ve 0,5 ml 10 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 7.0) 0,5 mI’lik sipernatanta eklendi. Absorbans degerleri
spektrofotometrede 390 nm’de olcildi. H.O, icerigi nmol g™ taze adirlik olarak ifade
edildi.

2.7.Yapraklarda Prolin Tayini

Prolin miktari spektrofotometrik olarak asit ninhidrin metodu ile belirlendi (Bates
vd., 1973). Bu amacla 6nce saf prolin kullanilarak standart hazirlandi. Bunun igin
Iml’sinde 100ug prolin igeren ¢ozeltiden 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 ml alinarak % 3’lik
silfosalisilik asitle 1ml’ye tamamlandi. Uzerine 1ml glasial asetik asit ve 1 ml asit-
ninhidrin ¢ozeltisi (1,25 g ninhidrin, 30 ml glisial asetik asit ve 20 ml 6 M fosforik asit
icerisinde hafif isitilarak ¢ozuldu) ilave edildi. Agzi kapakh tlplerde bulunan numuneler
vorteksle karistirildiktan sonra 100°C “lik etlivde 1 saat bekletildi. Daha sonra reaksiyonu
durdurmak icin numuneler 10 dk. buz Gzerinde tutuldular. Her bir tipe 3 ml toluen ilave
edilip tekrar vorteksle karistirildi. Yine agz1 kapaklh tlplerde 4000 rpm’de 5 dk santrifj
edildi. Santrifij sonrasi pipetle st faz sarsilmadan kulvete alinip spektrofotometrede 520
nm dalga boyunda 6lculdu. Kor olarak toluen kullanildi.

Her bir grup bitkiye ait yaprak numunelerinden bir miktar alindi ve yapraklar 60°C
‘deki ettivde 1 gece kurutuldu. Bu kurutulmus numunelerden 0,1 g alinarak 10 ml % 3 “luk
stlfosalisilik asit icinde homojenize edildi ve homojenat filtre kagidindan stizildi. Stzintd
22°C’de 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Stpernatant kisimlarindan 1’er ml alinip
yukaridaki islemlerden gecirildi. Elde edilen absorbans degerleri spektrofotometrede hazir
olan standart grafik zerinde pg prolin olarak belirlendi. Elde edilen sonuclar g kuru

agirlik basina pg prolin olarak ifade edildi.
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2.8. Toplam Coziinebilir Seker Tayini

Bitki yapraklarindaki toplam ¢dzinebilir seker miktari Dubois vd., (1956)’ne gore
belirlendi. Standart ¢ozeltiler hazirlamak icin tiplere 1’er ml glukoz (20 pg/1000 ul) ve 1
ml % 5’lik fenol c¢ozeltisi ilave edilerek karistirildi. Uzerine 5 ml derisik sulfirik asit
eklendi ve tekrar vorteksle karistirildi. Daha sonra tipler 15-20 dk. oda sicakliginda
bekletilerek 490 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbanslari 6lcildi. Kor
hazirlamak icin glukoz yerine 1 ml saf su kullanildi. Daha sonra hesaplamalarda bu
standart ¢Ozeltilerin absorbans sonuglarinin ortalamalari alindi.

Numunelerin toplam c¢ozinebilir seker miktarini 6lgmek icin, her bir gruba ait
bitkilerden yaprak numuneleri alinarak 60°C ‘deki etiivde 1 gece kurutuldu. Bu kuru
orneklerden 0,1 g alinip cam kumuyla havanda toz haline getirildi. Toz halindeki numune
havandan iyice kazinarak agzi kapakli tiplere alindi Uzerine 5 ml % 80 ‘lik etanol ilave
edildi. Daha sonra 1 saat etanolde bekletildi ve numuneler 5000 rpm’de 5 dakika santrifj
edildi. Ust faz alinarak +4°C “de stoklandi. Numunelerden 100l alindi ve izerine 900 pl
saf su ilave edilip yukaridaki ayni islemlerden gecirildi. Daha sonra 490 nm dalga boyunda

absorbanslar 6lculdi. Elde edilen veriler mg/100 g kuru agirhk olarak ifade edildi.

2.9, istatistik Analizler

Butiin denemeler U¢ kez kuruldu ve bitiin analizler bagimsiz (¢ ayri ekstraksiyon ile
uc tekerrir 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. Hidrojen Peroksit On Muamelesinin Kurakhik Stresine Maruz Kalmis
Ctenanthe setosa’da Yaprak Kivrilmasi Uzerine Etkisi

Duslk konsantrasyonda H,O, 6n muamelesinin kuraklik stresi kosullari altinda
yaprak kivrilmasi (zerine etkisi incelendi. Olciimler sonucunda H,O, uygulamasinin
kuraklik stresi altinda yaprak kivrilmasini geciktirdigi gozlendi. 0,2 mM ve 0,5 mM H,0,
uygulamalarinda yaprak kivrilmasi ytizdesi kontrole gore istatistiki olarak 6nemli derecede
azalirken, 1 mM H,0, uygulamasinda kontrole gore énemli bir fark gézlenmedi. Yaprak
kivrilma dereceleri uygulamanin 1. saatinde 0, 0,2, 0,5 ve 1 mM H,0, uygulamalarinda
sirastyla % 33.3, % 7.7, % 24.2 ve % 28 olarak olculurken, 4. saatteki kivrilma dereceleri
ise 0, 0,2, 0,5 ve 1 mM H,0, uygulamalarinda sirasiyla % 71, % 59, % 66 ve % 71 olarak
belirlendi (Tablol.).

Tablol. Kuraklik stresi boyunca Ctenanthe setosa bitkisi yapraklarinda H,0,
uygulamalarinin yaprak kivrilmasi tzerine etkisi

Yaprak Kivrilma Derecesi (%)

Hidrojen peroksit

konsantrasyonu 1.saat 2. saat 3.saat 4.saat
(mM)
0 33,3+3,51dA 48,8+3,82cA  65,9+3,01bA 71,0+1,73aA
0,2 7,7+0,59 dC 30,4+4,71cB 39,4+2,90bC 59,0+2,64aC
0,5 24,2+3,00dB 50,3+3,51cA  56,0+1,73bB 65,6+0,80aB
1,0 28,0£0,90dA 51,9+0,96¢cA 61,53£3,46bA  71,0+2,00aA

Her satirdaki biribirinden farkl kucuk harfler uygulama saatleri arasindaki énemli farklari
(P < 0.05) gostermektedir. Herbir sttundaki biribirinden fakli blylk harfler uygulamalar
arasindaki onemli farklari (P < 0.05) gostermektedir.
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3.2. Hidrojen Peroksit On Muamelesinin Kurakhk Stresine Maruz Kalmis
Ctenanthe setosa Yapraklarindaki Nispi Su I¢erigi Uzerine Etkisi

Dusilik konsantrasyonda H,O, 6n muamelesinin kuraklik stresi kosullari altinda nispi
su icerigi Gzerine etkisi incelendi. NSi, 0,2 mM H,0, uygulamasinda kontrole kiyasla
istatistiki olarak daha yiksek bulunurken, 0,5 ve 1 mM H,O, uygulamalarinda ise kontrole
gore istatistiki olarak belirgin bir azalma gosterdi. Kontrol yapraklarinda % 81 olan NSi,
0,2 mM H,0, uygulamasinda % 85, 0,5 mM vel mM H,0,uygulamalarinda ise sirasiyla
% 76, % 75 olarak belirlendi (Sekil 2).
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Sekil 2. Kuraklik stresi kosullari altindaki Ctenanthe setosa yapraklarinda H,O, 06n
muamelesinin nispi su igeri Uzerine etkisi. 0 mM (kontrol); Hoagland + % 2,5
polietilen glikol, 0,2 mM; 0,2 mM H,0, iceren Hoagland + % 2,5 polietilen
glikol, 0,5 mM; 0,5 mM H,0; iceren Hoagland + % 2,5 polietilen glikol, 1 mM,;
1 mM H,0; iceren Hoagland + % 2,5 polietilen glikol. Barlar 3 tekerriirlli olarak
yapilan 6lcumlerin standart sapmasini gostermektedir. Ayni harflerle gosterilen
stunlar arasindaki fark % 5 (P< 0,05) seviyesinde énemsizdir.
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3.3. Hidrojen Peroksit On Muamelesinin Kuraklik Stresine Maruz Kalms
Ctenanthe setosa Yapraklarindaki Lipid Peroksidasyonu Uzerine Etkisi

Duslik konsantrasyonda H,0, 6n muamelesinin kuraklik stresi kosullari altinda lipid
peroksidasyonu (zerine etkisi incelendi. Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan
MDA icerigi, 0,2 mM H,O, uygulamasinda kontrole gore istatistiki olarak énemli derecede
bir azahis gosterirken, 0,5 mM ve 1 mM uygulamalarinda ise kontrole gore artis gosterdi.
Yapraklarda yapilan analizlerde MDA icerigi kontrol yapraklarinda 75,52 nmol g taze
agirhk olarak belirlenirken 0,2 mM H,0, uygulamasinda 37,1 nmol g* taze agirlik, 0,5
mM ve ImM H,0, uygulamalarinda ise sirasiyla 143,76 nmol ve 83,4 nmol g taze agirlik
olarak belirlendi ( Sekil 3).
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Sekil 3. Kuraklik stresi kosullari altindaki Ctenanthe setosa yapraklarinda H,O, 06n
muamelesinin lipid peroksidasyonu tzerine etkisi. 0 mM (kontrol); Hoagland +
% 2,5 polietilen glikol, 0,2 mM; 0,2 mM H,0, iceren Hoagland + % 2,5
polietilen glikol, 0,5 mM; 0,5 mM H,0O, iceren Hoagland + % 2,5 polietilen
glikol, 1 mM; 1 mM H,0O; iceren Hoagland + % 2,5 polietilen glikol. Barlar 3
tekerrlrli olarak yapilan Ol¢imlerin standart sapmasini gostermektedir. Ayni
harflerle gosterilen sltunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde
onemsizdir.
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3.4. Hidrojen Peroksit On Muamelesinin Kurakhk Stresine Maruz Kalms
Ctenanthe setosa Yapraklarindaki Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Duslik konsantrasyonda H;O, 6n muamelesinin Kkuraklik stresinin etkisini
hafifletmedeki roliinu belirlemek amaciyla sliperoksit dismutaz aktivitesindeki degisimler
incelendi. Kuraklik stresine maruz birakilan bitki yapraklarinda yapilan analizler
sonucunda SOD aktivitesinde, kontrol grubuna gdére 0,5 ve 1 mM hidrojen peroksit
uygulamalarinda istatistiki olarak belirgin azalis gérilmesine karsin 0,2 mM hidrojen
peroksit uygulamasinda belirgin bir artis  gozlenmistir. SOD aktivitesi kontrol
yapraklarinda mg protein basina 444,5 (inite enzim olarak hesaplanmasina karsin 0,2 mM
hidrojen peroksit uygulamasinda 622,34 iinite mg™ protein 0,5 ve 1 mM uygulamalarinda

ise sirastyla 355,08 ve 311,12 iinite mg™ protein olarak hesaplandi ( Sekil 4).
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Sekil 4. Kurakhk stresi kosullari altindaki Ctenanthe setosa yapraklarinda H;O, 6n
muamelesinin siperoksit dismutaz aktivitesi Uzerine etkisi.0 mM (kontrol);
Hoagland + % 2,5 polietilen glikol, 0,2 mM; 0,2 mM H,0O; iceren Hoagland + %
2,5 polietilen glikol, 0,5 mM; 0,5 mM H,0; iceren Hoagland + % 2,5 polietilen
glikol, 1 mM; 1 mM H,O; iceren Hoagland + % 2,5 polietilen glikol. Barlar 3
tekerrurli olarak yapilan Olciimlerin standart sapmasini géstermektedir. Ayni
harflerle gosterilen sttunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde
6nemsizdir.
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3.5. Hidrojen Peroksit On Muamelesinin Kurakhk Stresine Maruz Kalmis
Ctenanthe setosa Yapraklarindaki Katalaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Duslik konsantrasyonda H;O, 06n muamelesinin kuraklik stresinin etkisini
hafifletmedeki rolini belirlemek amaciyla katalaz aktivitesindeki degisimler incelendi.
CAT aktivitesi ile ilgili yapilan analiz sonuclarina gére SOD aktivitesinde oldugu gibi
kontrole gore 0,2 mM H,0O, uygulamasinda istatistiki olarak belirgin bir artis gozlenirken
0,5 ve 1 mM uygulamalarinda ise enzim aktivitesinde azalma gozlendi. CAT aktivitesi
kontrol yapraklarinda mg protein basina 64,25 unite enzim, 0,2 mM H,0, uygulamasinda
78,7 Unite enzim, 0,5 mM H,0, uygulamasinda 46,55 Unite enzim ve 1 mM H,0,

uygulamasinda ise 56,18 unite enzim olarak hesaplandi (Sekil 5).
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Sekil 5. Kurakhk stresi kosullari altindaki Ctenanthe setosa yapraklarinda H,O, 06n
muamelesinin katalaz aktivitesi tizerine etkisi. 0 mM (kontrol); Hoagland + %
2,5 polietilen glikol, 0,2 mM; 0,2 mM H,0; iceren Hoagland + % 2,5 polietilen
glikol, 0,5 mM; 0,5 mM H,0; iceren Hoagland + % 2,5 polietilen glikol, 1 mM,;
1 mM H,0; iceren Hoagland + % 2,5 polietilen glikol. Barlar 3 tekerriirlli olarak
yapilan 6lcumlerin standart sapmasini géstermektedir. Ayni harflerle gosterilen
situnlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde 6nemsizdir.
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3.6. Hidrojen Peroksit On Muamelesinin Kurakhk Stresine Maruz Kalmis
Ctenanthe setosa Yapraklarindaki Guaiakol Peroksidaz Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Duslik konsantrasyonda H;O, 6n muamelesinin Kkuraklik stresinin etkisini
hafifletmedeki rollint belirlemek amaciyla guaiakol peroksidaz aktivitesindeki degisimler
incelendi. Bitki yapraklarinda yapilan analizler sonucunda GPX aktivitesi kontrole gore 0,2
mM H,0, uygulamasinda istatistiki olarak belirgin bir artis géstermesine karsin 0,5 ve 1
mM H,0, uygulamalarinda ise tam tersi olarak belirgin bir azalma gdsterdi. Kontrol
yapraklarinda aktivite 525,8 tinite mg™ protein iken, 0,2 mM H,0, uygulamasinda 926,26,
0,5 ve 1 mM H,0, uygulamalarinda ise sirasiyla 358,53, 218,73 iinite mg™ protein olarak
hesaplandi (Sekil 6).
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Sekil 6. Kuraklik stresi kosullari altindaki Ctenanthe setosa yapraklarinda H,O, 0n
muamelesinin guaiakol peroksidaz aktivitesi Uzerine etkisi. 0 mM (kontrol);
Hoagland + % 2,5 polietilen glikol, 0,2 mM; 0,2 mM H,0O; iceren Hoagland + %
2,5 polietilen glikol, 0,5 mM; 0,5 mM H,O; iceren Hoagland + % 2,5 polietilen
glikol, 1 mM; 1mM H;0, iceren Hoagland + % 2,5 polietilen glikol. Barlar 3
tekerrurli olarak yapilan Olciimlerin standart sapmasini géstermektedir. Ayni
harflerle gosterilen sttunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde
O6nemsizdir.
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3.7. Hidrojen Peroksit On Muamelesinin Kurakhk Stresine Maruz Kalms
Ctenanthe setosa Yapraklarindaki Askorbat Peroksidaz  Aktivitesi
Uzerine Etkisi

Duslik konsantrasyonda H;O, 6n muamelesinin Kkuraklik stresinin etkisini
hafifletmedeki roliinu belirlemek amaciyla askorbat peroksidaz aktivitesindeki degisimler
incelendi. Yapilan analizler sonucunda APX aktivitesi, kontrole kiyasla 0,2 mM H,0O;
uygulamasinda istatistiki olarak belirgin bir artis gosterdi. 1 mM H,O, uygulamasinda ise
degisim istatistiki olarak énemsizken 0,5 mM uygulamasinda belirgin bir dusts gozlendi.
Analizlere gore aktiviteler kontrol grubunda 131,2 tinite mg™ protein iken 0,2 mM ve 1
mM H,0, uygulamalarinda sirasiyla 158,8 ve 144 iinite mg™ protein olarak belirlendi. 0,5

mM H,0, uygulamasinda ise aktivite 125,48 iinite mg™ protein olarak olciildi (Sekil 7).
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Sekil 7. Kuraklik stresi kosullari altindaki Ctenanthe setosa yapraklarinda H,O, 0n
muamelesinin askorbat peroksidaz aktivitesi Uzerine etkisi. 0 mM (kontrol);
Hoagland + % 2,5 polietilen glikol, 0,2 mM; 0,2 mM H,0O; iceren Hoagland + %
2,5 polietilen glikol, 0,5 mM; 0,5 mM H,O; iceren Hoagland + % 2,5 polietilen
glikol, 1 mM; 1 mM H,0, igeren Hoagland + % 2,5 polietilen glikol. Barlar 3
tekerrurli olarak yapilan Olciimlerin standart sapmasini géstermektedir. Ayni
harflerle gosterilen sttunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde
onemsizdir.



25

3.8. Hidrojen Peroksit On Muamelesinin Kurakhk Stresine Maruz Kalmis
Ctenanthe setosa Yapraklarindaki I¢sel H,O; I¢erigi Uzerine Etkisi

Duslik konsantrasyonda H;O, ©6n muamelesinin kuraklik stresinin etkisini
hafifletmedeki rolunu belirlemek amaciyla icsel H,O, icerigindeki degisimler incelendi.
0,2 mM ve 1 mM H,0, 6n muameleleri, kontrole kiyasla i¢csel H,O, icerigini istatistiki
olarak 6nemli miktarda azaltti. Kontrolde 2,35 nmol g™ taze agirlik olarak belirlenen H,0,
icerigi, 0,2 mM ve 1 mM H,0, 6n muamelelerinde sirasiyla 2,10 ve 2,23 nmol g taze
agirhk olarak 6l¢ildi. Buna karsin 0,5 mM H,0, 6n muamelesi, H,O, icerigini istatistiki

olarak artirarak 2,41 nmol g taze agirlik olarak saptandi (Sekil 8).
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Sekil 8. Kuraklik stresi kosullari altindaki Ctenanthe setosa yapraklarinda H,O, 6n
muamelesinin i¢sel H,O, icerigi Uzerine etkisi. 0 mM (kontrol); Hoagland + %
2,5 polietilen glikol, 0,2 mM; 0,2 mM H,0; iceren Hoagland + % 2,5 polietilen
glikol, 0,5 mM; 0,5 mM H,0; iceren Hoagland + % 2,5 polietilen glikol, 1 mM;
1 mM H,0; iceren Hoagland + % 2,5 polietilen glikol. Barlar 3 tekerrirll olarak
yapilan 6lcumlerin standart sapmasini gostermektedir. Ayni harflerle gosterilen
sltunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde 6nemsizdir.
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3.9. Hidrojen Peroksit On Muamelesinin Kurakhk Stresine Maruz Kalmis
Ctenanthe setosa Yapraklarindaki Prolin Miktar1 Uzerine Etkisi

Duslik konsantrasyonda H;O, 06n muamelesinin kuraklik stresinin etkisini
hafifletmedeki rolinu belirlemek amaciyla bir ozmolit olan prolin miktarindaki degisimler
incelendi. C. setosa bitkisi yapraklarinda vyapilan analizler sonucunda H,0,
uygulamalarinin kontrole kiyasla prolin miktarlarini istatistiki olarak 6nemli derecede
azalttiklar bulunmustur. Bu uygulamalardaki azahslari karsilastiracak olursak kontrolde
106,12 pg/kuru agirlik olan prolin miktari, diger uygulamalara gore istatistiki bakimdan en
fazla azalisin goruldigid 0,2 mM H,0O, uygulamasinda 60,37 pg/kuru agirhk olarak
hesaplandi. Prolin miktarlarindaki azalis istatistiki bakimdan benzer olan 0,5 ve 1 mM
H,O, uygulamalarinda ise prolin miktarlar sirasiyla 79,80 ve 80,88 pg/kuru agirhik olarak
hesaplandi (Sekil 9).
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Sekil 9. Kuraklik stresi kosullari altindaki Ctenanthe setosa yapraklarinda H,O, 6n
muamelesinin prolin miktari Gzerine etkisi. 0 mM (kontrol); Hoagland + % 2,5
polietilen glikol, 0,2 mM; 0,2 mM H,0; iceren Hoagland + % 2,5 polietilen
glikol, 0,5 mM; 0,5 mM H0, iceren Hoagland + % 2,5 polietilen glikol, 1 mM;
1 mM H,0; iceren Hoagland + % 2,5 polietilen glikol. Barlar 3 tekerrirll olarak
yapilan 6lcumlerin standart sapmasini géstermektedir. Ayni harflerle gosterilen
sttunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde dnemsizdir.
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3.10. Hidrojen Peroksit On Muamelesinin Kuraklhk Stresine Maruz Kalmis
Ctenanthe setosa Yapraklarindaki Toplam Coziinebilir Seker Miktar:
Uzerine Etkisi

Duslik konsantrasyonda H,O, ©&n muamelesinin kuraklik stresinin etkisini
hafifletmedeki rolinu belirlemek amaciyla toplam c¢ozlnebilir seker miktarindaki
degisimler incelendi. Toplam ¢6zlnebilir seker miktari 0,2 mM H,0, uygulamasinda
kontrole gore istatistiki olarak belirgin bir artis gozlendi. Buna karsin 1mM ve 0,5 mM
H,0, uygulamalarinda kontrole kiyasla istatistiki olarak belirgin bir dists go6zlendi.
Kontrolde g kuru agirhk basina élculen toplam ¢ozunebilir seker miktari 0,28 mg iken, 0,2
mM H,0, uygulamasinda 0,35 mg, 0,5 ve 1 mM H,0, uygulamalarinda ise sirasiyla 0,23,
0,21 mg olarak belirlendi (Sekil 10).
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Sekil 10. Kuraklik stresi kosullari altindaki Ctenanthe setosa yapraklarinda H,O, 6n
muamelesinin toplam ¢dzinebilir seker miktari Gzerine etkisi. 0 mM (kontrol);
Hoagland + % 2,5 polietilen glikol, 0,2 mM; 0,2 mM H,0O; iceren Hoagland + %
2,5 polietilen glikol, 0,5 mM; 0,5 mM H,0; iceren Hoagland + % 2,5 polietilen
glikol, 1 mM; 1 mM H,0, iceren Hoagland + % 2,5 polietilen glikol. Barlar 3
tekerrlrli olarak yapilan 6lgimlerin standart sapmasini gostermektedir. Ayni
harflerle gosterilen sttunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde
6nemsizdir.



4. TARTISMA

Bu calismada Ctenanthe setosa bitkisinde yaprak kivrilmasinin geciktirilmesi ve
kuraklik stresinin yatistiriimasina hidrojen peroksit 6n muamelesinin etkisi anlamak icin
kuraklik stresince bitkilerin yaprak kivrilmasi, MDA, nispi su, prolin, toplam ¢0ztnebilir
seker ve icsel hidrojen peroksit icerikleri ile antioksidan enzim aktivitelerindeki degisimler
arastiriimistir.

Cesitli stres faktorleri altindaki bitkilerde yaprak kivrilma derecesi (%) 6lglerek bu
stres faktorlerinin kivrilma Uzerindeki etkisi belirlenmistir (O’’Toole vd.,1979; Clarke,
1986; Fernandez ve Castrillo, 1999). Daha 6nceden Turgut ve Kadioglu’nun (1998) yaptigi
bir calismada kuraklik stresine maruz kalan C. setosa’nin yapraklarini kivirdigi ve kuraklik
stiresi arttikca yaprak kivrilma derecesinin (%) de arttigi bildirilmistir. C. setosa yapraklar
ile yaptigimiz mevcut ¢alismada H,O, 6n muamelesinin kuraklk stresi boyunca yaprak
kivrilmasini kontrole oranla istatistiki olarak 6nemli oranda geciktirdigi belirlenmistir.
Literatlrde, bitkilere distan uygulanan bazi maddelerin arastirmamizda elde ettigimiz
bulgulara benzer etkiler gosterdigi saptanmistir.  Ornegin brassinolidlerin  yaprak
kivrilmasini geciktirdigi rapor edilmistir (Cutler vd., 1991). Ayrica distan uygulanan
salisilik asidin uzun dénemdeki kuraklik etkisini hafiflettigi ve antioksidan sistemi tesvik
ederek yaprak kivrilmasini geciktirdigi rapor edilmistir (Kadioglu vd., 2011).

Mevcut ¢alismada 0,2 H,0O, 6n uygulamasi bitkilerde stres kosullarinda degisen ve
bitkinin su durumunu gésteren parametrelerden biri olan nispi su icerigi (NSi) miktarinin
artmasina sebep olmustur. Literatlrde bitkilerin stres altinda nispi su iceriklerinin azaldigi
rapor edilmistir. Ornegin, misir bitkisinde yapilan bir calismada kontrol bitkilerinin
yapraklarindaki nispi su icerigi degismezken kurakliga maruz birakilanlarda kurakhgin 3.
gininden sonra azalmaya basladigi belirlenmistir (Foyer vd., 1998). Yine yapilan bir
calismada Poa pratensis (Poaceae) ve Festuca arundinacea bitkilerinde nispi su iceriginin
kuraklik periyodunun artmasiyla 6nemli derecede azaldigi rapor edilmistir (Fu ve Huang,
2001). Benzer sekilde Xerosicyos danguyi (Cucurbitacea) bitkisinde nispi su iceriginin %
92’den % 50°ye, Olea europaea’da ise % 84’ten % 74’e dustligu kaydedilmistir (Bastide
vd., 1993; Giorio vd., 1999). Calismamizda kuraklik stresinin C. setosa bitkisindeki nispi
su icerigini azaltma etkisi distk konsantrasyonlu H,O, én muamelesi ile engellenmis ve

boylece distan uygulanan H,O, uygulamalarinin C. setosa bitkisinde dehidrasyon sakinma
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mekanizmasini  harekete gecirerek kuraklik stresinin zararh etkilerini indirgedigi
belirlenmistir.

Reaktif oksijen turleri genellikle normal hiicresel aktiviteler tarafindan Uretilirler ve
normal sartlarda hiicrelerde diisuk seviyede bulunurlar. Buna karsin ¢evresel stresler MDA
icerigini ve membran hasarini artiran stperoksit (O,) ve H,O, gibi ROS ‘larin asiri
uretimini tesvik ederler (Smirnoff 1993). Bu nedenle mevcut calismada C. setosa
yapraklarinda lipid peroksidasyonu o6lculmis ve kurakhk stresi altinda H,0,
konsantrasyonu ile artan peroksidasyona ragmen 0,2 mM H,0, 6n muamelesinin lipid
peroksidasyonunu azalttigi gozlenmistir. Literatlirde buna benzer bilgiler yer almaktadir.
Ornegin disaridan H,O, uygulamalarinin MDA ve igsel H,0, konsantrasyonunun artisini
engelledigi rapor edilmistir (Wang vd., 2009, 2010; Li vd., 2011). Mevcut ¢alismada icsel
H,0, seviyesi 0,2 mM H,0O, uygulamasinda kontrole kiyasla daha disik olarak
belirlenmistir. Bu sonuclar C. sefosa yapraklarina distan uygulanan H,O,‘nin i¢sel H,O,
birikimini azaltarak lipid peroksidasyonunu indirgedigini gosteren, MDA seviyesindeki
degisikliklerle orantilidir. Diger taraftan lipid peroksidasyonunun azalmasina bazi
antioksidan enzim aktivitelerinin yiiksk seviyede tutulmasinin katki saglayabilece@i de
rapor edilmistir (Fu ve Huang, 2001). Buna paralel olarak mevcut ¢alismamizda en yiksek
antioksidan enzim aktiviteleri de en dusik MDA seviyesine sahip 0,2 mM H,0,
uygulamasinda goralmastir. Bu sonucglar membran hasarinin 6nlenmesinin  H,O,*nin
oksitatif hasardan bitkileri koruyan antioksidan cevaplari uyarmasiyla iliskili olabilecegini
desteklemektedir.

Birikimi hucrelerin zarar gérmesine neden olan ROS’larin (Mittler, 2002) sitotoksik
etkilerinden hiicre ve hicre alt yapilarini korumada ve bitkinin cevresel streslere
dayaniklihginda antioksidan enzimlerdeki degisimlerin etkili oldugu bilinmektedir.
Antioksidan sistem kuraklik stresi kosullari altindaki bitkilerde kivrilma streci boyunca
hidrojen peroksit seviyesini kontrol etmek icin en 6nemli mekanizmalardan biridir.
Antioksidan sistemin yaprak kivrilmasi boyunca genellikle aktive edildigi gosterilmistir
(Saruhan vd., 2009, 2010). Calismamizda antioksidan sisteme ait belirli enzimlerin (SOD,
CAT, GPX ve APX) aktiviteleri incelenmistir. SOD, CAT, GPX, APX gibi antioksidan
enzim aktivitelerinin, o6zellikle kivrilmanin en fazla geciktirildigi 0,2 mM H,0O, 6n
muamelesinde kontrole kiyasla daha yuksek oldugu belirlenmistir. SOD, siperoksit
radikalini H,O,’ne donustirebilen anahtar bir enzimdir. Kurak kosullarda bitkilerdeki SOD
aktivitesinin artirildiginin kaydedildigi fazlaca ¢alisma vardir (Irigoyen vd., 1992; Simirnof,



30

1993). Mevcut calismada 0,2 mM H,0, 6n muamelesi SOD aktivitesini artirmistir. H,O,
on muamelesi uygulanmis Dbitkilerdeki SOD aktivitesi MDA seviyesindeki azalisla
iliskilendirilebilir. Mevcut calismadaki sonuglar, H,O, 6n muamelesinin kuraklik kosulllari
altinda SOD aktivitesiyle superoksit ve hidrojen peroksit miktarlari dizenlenerek lipid
peroksidasyonunun azaltilabilecegini desteklemektedir. Bununla beraber literatiirde CAT,
GPX ve APX’in hidrojen peroksiti kullanan anahtar enzim sistemleri oldugu ve oksidatif
hasara kars! bitkilerin korunmasinda 6nemli bir rol oynadiklari rapor edilmistir (Asada ve
Badger 1984; Puntarulo vd., 1991). Calismamizda kuraklik stresi kosullari altindaki C.
setosa yapraklarinda, SOD, CAT, GPX, APX gibi antioksidan enzim aktivitelerinin 0,2
mM H,0, uygulamasi ile artinldigi bulunmustur. Bu enzim aktivitelerinin artisi, PEG
tesvikli  kuraklik stresi hasarina karsi bitki yapraklarini korumustur. Literatiirde buna
benzer bulgular mevcuttur. Ornegin hidrojen peroksidin bir dizi antioksidan enzim
sisitemini harekete gecirerek oksidatif stresin zararh etkisinden titiin bitkilerini korudugu
bildirilmistir (Gechev vd., 2002). Ayrica H,O, 6n muamelesinin sicaklik stresine maruz
kalmis salatalik bitkilerinin antioksidan enzimlerini artirdi§i  ve lipid peroksidasyonunu
azalttigi rapor edilmistir (Gao vd., 2010).

Cogu bitki tiri kurakhk stresine maruz kaldiginda osmoprotektan olarak bilinen
dustik molekdl agirhkli organik bilesikleri hiicre igerisinde biriktirir. Osmoprotektanlarin
birikiminin osmotik stres toleransinda gelismeye yol actigi dustunilmektedir (Kishor vd.,
1995). Mevcut calismada H,O, 6n muamelesi kurakhk stresi altindaki yapraklarda bir
osmolit olan prolin icerigini azaltirken toplam ¢6zinebilir seker iceriginde bir artisa sebep
olmustur. Bu bulgular, toplam ¢6zinebilir sekerlerin dominant bir osmoprotektan olarak
rol oynayabileceg@ini gostermektedir. Toplam c¢ozinebilir seker miktari ile ilgili elde edilen
bu sonuglar literatiirde daha once yapilan ¢alismalarla benzer bulunmustur. Ornegin bir cok
calismada kuraklik stresine tolerans kazanilmasinda toplam ¢6ztinebilir seker miktarindaki
artisin 6nemli rol oynadigi rapor edilmistir (Prado vd., 2000; Gill vd., 2001). Seker
birikiminin membran ve biyomolekilleri korudugu ve i¢sel osmolaritenin diizenlenmesine
katkida bulundugu rapor edilmistir (Hayashi vd., 1997; Sinniah vd., 1998). Kurakliga
maruz kalmis C. setosa’nin toplam ¢Ozunebilir sekerleri ve indirgen sekerleri osmotik
potansiyeli ayarlayip topraktan su alabilmek icin biriktirdigi bildirilmistir (Kadioglu ve
Turgut, 1999). Ayrica yine kurakliga maruz kalmis C. setosa bitkilerinin yeniden
sulanmasi sonrasinda yaprak alt yizeylerinde seker kristallerinin gorilmesi bulgusu,

osmotik ayarlama i¢gin bu bitkinin sekerleri biriktirdigi seklinde yorumlanmistir (Turgut ve
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Kadioglu, 1998). Calismamizda yapti§imiz analiz sonuglarina goére, kuraklik stresine
maruz kalmis bitki yapraklarinda toplam c¢oOzinebilir seker miktari, Ozellikle yaprak
kivrilma derecesinin en az oldugu 0,2 mM H,0, uygulamasinda kontrole kiyasla belirgin
bir artis gostermistir. Ayrica literatirde toplam c¢o6zlnebilir seker miktarinin bitki
metabolizmasinda turgorun surdirilmesi ve hiicresel membranlarin korunmasinda sadece
tipik bir osmoprotektan olarak (Coue’e vd.,. 2006) degil ayni zamanda seker algilama ve
sinyal sistemlerinde bir sinyal molekil olarak islev gordugu belirtilmistir (Chen vd., 2009).
Bu fikirler dogrultusunda H,O, 6n muamelesinin seker miktarini artirarak stres boyunca
bitki hiicrelerinde osmotik ayarlamayi sagladi§i ve strese adaptasyonda rol oynadigi ifade
edilebilir.

Hidrojen peroksit, abiyotik ve biyotik stres altinda bitki savunma mekanizmalarini
harekete geciren bir sinyal molekil olarak kabul edilmektedir (Doke vd., 1994; Prasad vd.,
1994; Foyer vd., 1997). Dusuk konsantrasyonda uygulanan H,O*nin bitkilerde strese karsi
téleransi uyardigi son yillarda yapilan bircok calismada rapor edilmistir. Ornegin diistik
konsantrasyonlarda H,O, uygulamasinin Phalaenopsis ve Vigra radiata’da, patates goz
eksplantlarinda yuksek sicakliga toleransi artirdigi ileri strulmistir (Prasad vd., 1994;
Foyer vd., 1997; Lopez —Delgado vd., 1998; Yu vd., 2002; Yu vd., 2003). Parakuat
puskdrtalmus H,0, 6n muamelesi yapilmis gen¢ bezelye yapraklarindaki canlilik oraninin
sadece parakuat uygulananlara gére ¢ok daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Moskova vd.,
2007). H20, 6n muamelesi, tuz stresinin misir bitkileri Gzerine etkisini azaltmistir (De
Azevedo Neto vd., 2005). Celtik fidelerine uygulanan cesitli seviyelerde H,O, 06n
muamelesi bitkilerin tuz ve sicaklik streslerine alismalarini saglamistir (De Azevedo Neto
vd., 2005). H,O, 6n uygulamasinin Arabidopsis ve titin bitkilerinde, yuksek 1sik
yogunlugunun sebep oldugu oksidatif zararlardan bitkileri korudugu kaydedilmistir
(Karpinski vd., 1999). Ayrica H,O, 06n muamelesinin sicaklik stresine maruz kalmis
salatalik bitkilerinin antioksidan enzimlerini artirdigi ve kloroplast yapilarini korudugu
belirlenmistir (Gao vd., 2010). Ekzojenik H,O, antioksidan aktiviteyi artirarak ve lipid
peroksidasyonunu azaltarak salatalik yapraklarinda osmotik strese tdleransi uyardi§i ve
bdylece bircok membranin yapisini korudugu rapor edilmistir (Liu vd., 2010).

Sonug olarak mevcut calismada, C. setosa bitkisi yapraklarinda kuraklik stresi
kosullar altinda H,O, 6n muamelesinin, yaprak kivrilma dereceleri, nispi su icerigi, lipid
peroksidasyonu, antioksidan enzim aktiviteleri ve toplam ¢0Oziinebilir seker miktarinda

onemli derecede degisiklige neden oldugu bulunmustur. Bu verilere goére hidrojen
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peroksidin kuraklik stresi altindaki bitkilerde antioksidan aktiviteyi artirarak ve osmotik
ayarlama saglayarak stresin olumsuz etkisini azaltabilecegi ve buna bagl olarak kivrilmayi

geciktirebilecegi sonucuna varildi.



5. SONUCLAR

Yapmis oldugumuz bu galisma sonucunda;

1) Kuraklik stresine maruz birakilan C. sefosa yapraklarinda kivrilma derecesinin,
duslk konsantrasyondaki H,O, 6n uygulamalariyla geciktirildigi tespit edildi.

2) Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA iceriginin, stres kosullar
altinda kivrilmanin en fazla geciktirildigi 0,2 mM H,0, uygulamasinda istatistiki olarak
onemli derecede azaldi§i belirlendi. Bunun paralelinde H,O, uygulamalarinin i¢sel H,O,
iceriginde azalmaya sebep oldugu belirlendi.

3) Stres periyodu sirasinda nispi su icerigi (NSi) miktarinda énemli derecede bir
artisin oldugu tespit edildi.

4) C. setosa yapraklarinda en disuk konsantrasyonda H,O, uygulamalasinin (0,2
mM) antioksidan enzim aktivitelerinde artisa neden oldugu belirlendi.

5) Kuraklik stresi kosullari altinda iyilesmenin en ¢ok goraldigi 0,2 mM H,0, 6n
uygulamasinin stresin olumsuz etkisini azaltmak icin toplam ¢Ozunebilir seker miktarini
artirdigi  belirlendi. Diger uygulamalarda ise toplam c¢oOzinebilir seker ve prolin
miktarlarinda azalmanin oldugu belirlendi.

6) Kisacasi bu calismada, kuraklik stresine maruz kalan C. setosa bitkisi
yapraklarinda H,O, 6n muamelesinin, ozmolit seviyesindeki ve antioksidan enzim
aktivitelerindeki artisi uyardigi ve bdylece kuraklik stresini hafifleterek Kkivrilmayi

geciktirmede roliinun olabilecegi belirlenmistir.



6. ONERILER

Tim dinyada, bitkiler elverissiz cevre sartlarindan olumsuz etkilenmektedir. Bitkiler
uzerinde olumsuz etkileri olan gevresel streslerden biri kuraklik stresidir. Bitkiler stresten
korunmak icin cesitli savunma mekanizmalarina sahiptirler. Yaprak kivrilmasi bu
mekanizmalardan biri olup, bu mekanizmaya sahip olan C. setosa bitkisi stres
calismalarinin fizyolojisini agiklamak bakimindan oldukca énemli bir bitkidir ve stres
durumunda yapraklarini kivirarak uzun siire hayatta kalabilmektedir. Ozellikle diinyada
genis olarak tarimi yapilan ve bu mekanizmaya sahip piring, misir, bugday gibi bitkiler icin
bu calismalar daha blylk 6énem arz etmektedir. Tarafimizdan daha cok bir model bitki
olarak kulalnilan C. setosa bitkisindeki yaprak kivrilma mekanizmasi tzerine H,O, 6n
muamelesinin kuraklik kosullari altindaki etkisini aydinlatmaya yonelik bu calismadan
elde edilen bilgiler, ekonomik 6nemi oldugu vurgulanan ve benzer mekanizmalara sahip
bitkiler icin kullanilabilir olmasindan dolayi, mevcut calismanin uygulanabilir 6zelligi
bulunmaktadir.

Mevcut calismada NSi’ne ek olarak supotansiyelinin de 6lgiilmesi, stres etkilerinin
daha iyi anlasilmasi agisindan énemlidir. Ayrica prolin miktarindaki azalisin nedenlerinin
daha derinlemesine incelenmesi 6nerilebilir.

H,0, 6n muamelesinin kuraklik stresi, tuz stresi, yiksek sicaklik, is1, yuksek isik ve
parakuat gibi herbisitlere maruz kalan bitkilerde stresin etkisini hafifletmede roluniin
oldugu ispatlanmistir. Benzer sekilde, mevcut calismada H,O, 6n uygulamasinin kuraklik
stresinin etkilerini énemli derecede azalttigl ve bu sayede yaprak kivrilmasinda gecikmeye
sebep oldugu belirlenmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, H,O,’in stres kosullarinda
bitkilerde kivrilmayr  geciktirmek ve iyilesmeyi saglamak amaciyla tarimda
kullanilabilecegi, bdylece kuraklik stresine maruz kalma durumunda bu bitkilere H,0;

uygulamak suretiyle ekonomik kayiplarin énlenebilecegi soylenebilir.
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