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OZET

MISIR BITKISINDE (ZEA MAYS L.) POLIAMIN ON MUAMELESININ YAPRAK
KIVRILMASI, ANTIOKSIDAN SISTEM VE FOTOSENTEZ UZERINDEKI ETKILERI

Nihal CALISKAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Asim KADIOGLU
2014, 168 Sayfa

Bu c¢aligmada poliamin (PA) 6n muamelesi yapilip kuraklik stresine maruz birakilan
kurakliga toleranslt ve hassas misir ¢esitlerinin yaprak kivrilmasi esnasinda antioksidan
sistem ve fotosentetik verim iizerindeki etkileri arastirildi. {lk olarak, 0,1 mM Put ve 0,1
mM Spm 6n muamelesi yapilan toleransli ve hassas misir ¢esitlerinin yaprak kivrilma
derecelerinin PA’lar tarafindan geciktirildigi saptandi. Put ve Spm 6n muamelesi yapilan
toleransli ve hassas misir gesitlerindeki yaprak kivrilmasi esnasinda, yaprak su potansiyeli,
nispi su igerigi (%), antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, CAT, GPX, APX, DHAR,
MDHAR ve GR) ve enzimatik olmayan askorbat (ASC) ve indirgenmis glutatyon (GSH)
iceriklerinin arttig1 ve lipid peroksidasyonu ile H,O; igeriginin azaldig1 belirlendi. Ayrica
fotosentetik pigment igerikleri, klorofil floresans parametreleri, baz1 fotosentetik gaz
degisim parametreleri ve i¢sel PA miktarlarinin arttig1, klorofil floresans parametrelerinden
NPQ’nun ise azaldig: bulundu. Yaprak kivrilmas: mekanik olarak engellendiginde, her iki
misir ¢esidinde ozellikle de hassas gesitte antioksidan sistemin ve fotosentezin inhibe
oldugu belirlendi. Distan PA uygulamasinin i¢sel PA seviyesini artirdigi, PA biyosentez
yolu inhibitorlerinin uygulanmasiyla PA seviyelerinin azaldigi bulundu. Elde edilen
bulgulara gore, PA 6n muamelesinin yaprak kivrilmasi esnasinda toleransli ve hassas misir
cesitlerinde oOzellikle de toleransli c¢esitte antioksidan sistemin ve fotosentezin

artirilmasinda ve kuraklik toleransinin gelistirilmesinde etkili oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Poliamin, Yaprak kivrilmasi, Antioksidan sistem, Fotosentez, Misir



PhD. Thesis
SUMMARY

THE EFFECTS OF POLYAMINE PRETREATMENT ON LEAF ROLLING,
ANTIOXIDANT SYSTEM AND PHOTOSYNTHESIS IN MAIZE (ZEA MAYS L.)

Nihal CALISKAN

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

Supervisor: Prof. Asim KADIOGLU
2014, 168 Pages

In this study, the effects on antioxidant system and photosynthetic yield were
investigated in drought tolerant and sensitive maize varieties that were subjected to drought
stress after polyamine (PA) pre-treatment during leaf rolling. Firstly, leaf rolling degrees
of maize varieties pretreating 0.1 mM Put and 0.1 mM Spm during drought stress were
found to be delayed by PAs.. It was determined that leaf water potential, leaf relative water
content (%), antioxidant enzyme activities (SOD, CAT, GPX, APX, DHAR, MDHAR and
GR) and non-enzymatic ascorbate (ASC) and reduced glutathione (GSH) increased, and
lipid peroxidation and content of H,O, decreased in tolerant and sensitive maize varieties
that were pre-treatmented Put and Spm during leaf rolling. Also, it was found to increase
content of photosynthetic pigment, chlorophyll fluorescence parameters, some
photosynthetic gas exchange parameters, and amounts of endogenous PAs, and to decrease
NPQ be parameters of chlorophyll fluorescence. When leaf rolling was prevented as
mechanical, antioxidant system and photosynthetic activity was determined to be inhibited
in the both maize varieties, especially in sensitive maize. It was found that exogenous PA
treatments increased the level of endogenous PA, and that application of inhibitors of PA
biosynthesis pathway decreased endogenous PA levels. As a result, it was concluded that
PAs pre-treatment during leaf rolling is effective in increasing antioxidant system and
photosynthesis and improving drought tolerance in tolerant and sensitive maize varieties,

in particular, the tolerant variety under drought conditions.

Key Words: Polyamine, Leaf rolling, Antioxidant system, Photosynthesis, Maize
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Kuraklik stresi, bitki biiyiimesini ve gelisimini olumsuz etkileyen, bitkisel {iretimi
siirlayan ve bitki tiirlerinin dogal yayilisini degistirebilen en 6nemli ¢evresel faktdrlerden
birisidir. Kuraklik ve su yiizyillar boyunca uygarliklarin kaderini belirleyen temel
faktorlerden biri olmustur. Niifusun hizla artis1 ve 6zellikle iklim degisikligi gibi faktorler
var olan ve giderek azalan su kaynaklarinin kullanimint sinirlandirmaktadir. Yerytiziindeki
karasal alanlarin %10’undan daha az bir kisminin, tarimsal faaliyetler igin elverisli oldugu
bildirilmistir (Kadioglu, 2011). Bu kadar sinirli olan tarimsal alanlarda da basta kuraklik
olmak {izere, mineral madde, diisiik ve yiiksek sicaklik ve don gibi stres faktorlerinin
etkisiyle 6nemli verim kayiplar1 séz konusudur (Blum, 1986). Diinyada ve Tiirkiye’de
kullanilabilir su miktarinda meydana gelen azalma 6zellikle tarim sektoriinii onemli dlgiide
etkilemektedir. Yagislarin azalmas: ve su kaynaklarinin sinirlanmas: kurakhigr da
beraberinde getirmektedir.

Kurakligin, diinyanin kuzeyinde ve giineyinde pek cok tahil tiiriniin verimliligi i¢in
yikicr etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Misir bitkisi diinyada ve tilkemizde hem besin
kaynagi hem de farkli amaglar dogrultusunda kullanim bakimindan tcilincti sirada yer
almaktadir (Sahin, 2001). Diinya sicakliginin artig egilimi ve bolgesel ya da mevsimsel
asir1 iklim degisiklikleri goz Oniine alindiginda kuraklik stresine toleransli musir
varyetelerinin gelistirilmesi 6nem kazanmistir. Bu nedenle iirin kayiplarin1i en aza
indirmek ve diinyanin degisen iklim kosullarina karsi dayamikhi tiirler gelistirmek igin
bitkilerin stresten sakinma ve tolerans mekanizmalarinin fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler temellerinin arastirilmasi, gerceklestirilmesi gereken onemli
calismalararasindadir. Bitkilerin kuraklik stresi altinda hayatlarimi siirdiirebilmek igin
gelistirdikleri sakinma mekanizmalarindan biri transpirasyonu azaltan yapraklarin rulo
seklinde kivrilmasidir (Bidwell, 1974). Yaprak kivrilmasi birgcok Gramineae tiirlerinde ve
tahillarda (geltik, bugday, dari) oldugu gibi (Kadioglu ve Terzi, 2007) misirda da kuraklik

stresine kars1 sakinma mekanizmasi olarak goriilmektedir.



Bitkilerin stresi telafi etmek igin sahip olduklart koruyucu mekanizmalardan biri
antioksidan sistemin aktif hale getirilmesidir (Smirnoff, 1993). Su ve kuraklik stresi altinda
bazi antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttigt bir ¢ok arastirici tarafindan rapor
edilmistir (Baisak vd., 1994; Tanaka, 1994). Ornegin kurakliga dayanikli misir bitkisinde
su eksikligi durumunda antioksidanlarda artis olurken hassas olan Dbitkilerde
antioksidanlarin fazlaca degismedigi ve dolayisiyla daha az bir korumanin saglandigi
(Pastori ve Trippi, 1992) ve su stresine toleransin antioksidan sistemlerin aktivitesiyle ilgili
oldugu rapor edilmistir (Pastori ve Trippi, 1993). Ayrica kuraklik stresine maruz kalan
tenathe setosa bitkisinin yaprak kivrilmasi esnasinda yaprak apoplastik alaninda
antioksidan sistemin aktif hale getirildigi ve strese toleransi gelistirdigi rapor edilmistir
(Saruhan vd., 2009). Fakat bununla birlikte poliamin 6n muamelesi ile yaprak kivrilmasi
esnasinda anioksidan sistemde meydana gelen degisimler ve kuraklik stresine toleransi
arasindaki iliski ortaya koyan bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Yaprak kivrilmasi sirasinda fotosentetik aygittaki degisimlerle veya adaptasyonlarla
ilgili fazlaca veri olmadigi rapor edilmistir (Kadioglu ve Terzi, 2007). Yaprak
kivrilmasinin bitkinin su kaybini azaltmasiyla fotosentezin belirli bir seviyede devam
ettirilmesine katki saglayabilecegi vurgulanmistir (Richards vd., 2002). Andropon gerardii
bitkisinin yapraklarint kivirarak kisa siireli kurakliga dayanikli oldugu ve fotosentez
aktivitesinin ise devam ettigi belirtilmistir (Knapp, 1985). Bu c¢alismalarda yaprak
kivrilmasinin senesensi geciktirdigi ve solunum kayiplarimi azalttigr ileri stiriilmiistiir.
Ayrica C. setosa bitkisinde yaprak kivrilmasinin fotosentetik aygiti uzun siireli kuraklik
stresinden korudugu (Nar vd., 2009) ve Amomum villosum bitkisinde de énemli bir foto-
koruma mekanizmasi oldugu bildirilmistir (Feng vd, 2002). Fakat poliamin 6n muamelesi
yapilan kuraklik stresi ge¢irmis bitkilerin yaprak kivrilmasi esnasinda fotosentetik
sistemde meydana gelen degisimlerle ilgili literatiirde herhangi bir bilgiye rastlanmamustir.

Poliaminler biitiin canli organizmalarda bulunan diisiik molekiiler agirlikli azotlu
bilesiklerdir (Kaur-Sawhney vd., 2003). Yiiksek bitkilerde bulunan putresin, spermidin ve
spermin poliaminlerinin bitki biiylime ve gelisme periyoduyla iligkili oldugu bildirilmistir
(Galston ve Sawhney, 1990; Gallardo ve Matilla, 1996). Poliaminler énemli biiyiime
regiilatorleri olmalarina ragmen fizyolojik fonksiyonlar1 ve etki mekanizmalar1 hala tam
olarak bilinmemektedir (Shu vd.,2012). Bitkilerde poliaminler osmotik (Legocka ve Kluk,
2005), tuz (Jimenez-Bremont vd., 2007), asit (Velikova vd., 2000), agir metal (Groppa vd.,
2001, 2003), UV radyasyon (Lutz vd., 2005), su eksikligi stresi (Flores vd., 1989) gibi



cesitli cevresel streslerle iligkilidir. Distan PA uygulamasinin gesitli abiyotik streslere karsi
tolerans1 gelistirdigi rapor edilmistir (Basra vd., 1997; Nayyar ve Chander 2004; Kusano
vd., 2008). Strese toleransli bitkilerin i¢sel poliamin miktarin1 hassas olanlara gére daha
cok artirdig1 gosterilmistir (Lee, 1997). Distan uygulanan poliaminlerin kuraklik stresi
esnasinda yaprak su durumunu gelistirdigi, H,O, ve MDA miktarin1 azaltip membran
ozelliklerini gelistirdigi, antioksidan enzimleri artirarak bitkileri kuraklik stresinden
korudugu bildirilmistir (Farooq vd., 2009; Arasimowicz-Jelonek vd., 2009; Farooq vd.,
2010).

Cesitli gevresel streslere cevapta bitkilerin fotokimyasal etkinliklerini siirdiiriirken
PA’larin potansiyel rolii ile ilgili son zamanlarda yogun calismalar yapilmaktadir. Bagh
Put icerigindeki bir artis tilakoit membranlar1 kararli hale getirebilir. Boylece PS2
reaksiyon merkez yogunlugunda bir artisa ve fotosentetik oranin artmasina yol
acabilmektedir (Logothetis vd., 2004). I¢sel PA’lardaki degisikliklerin fotosentetik aygitta
onemli bir koruyucu rolii olabilecegi rapor edilmistir (Kotzabasis vd., 1999; Sfakianaki
vd., 2006). Bir¢ok arastirmaci cesitli stresler altinda fotosentez iizerine disaridan
uygulanan PA’larin etkilerine dikkat ¢cekmeye baslamistir. Disardan uygulanan PA’larin
saglam kloroplasta hizlica girdigi (He vd., 2002) ve c¢evresel streslerin kotii etkilerinden
fotosentetik aygit1 koruyucu bir rol oynadigi gosterilmistir (Navakoudis vd., 2003). Stresli
bitkilerin fotosentetik etkinligi iizerine PA’larin etkisi stres seviyesine ve distan uygulanan
PA’larin tipine baghdir. Distan uygulanan PA’larin PS2’nin fotokimyasal etkinlik
seviyesini artirarak tuz stresli salatalik bitkilerinde fotosentetik kapasiteyi uyardigt rapor
edilmistir (Zhang vd., 2009).

Su stresi esnasinda strese tolerans icin olusan yaprak kivrilmasi ve poliamin
metabolizmasi arasinda yakin bir iliski vardir (Turner ve Stewart, 1986; Kadioglu vd.,
2002). Ayrica C. setosa’ya distan uygulanan poliaminlerin yaprak kivrilmasimi geciktirdigi
bulunmustur (Kadioglu vd., 2002). Disardan uygulanan poliaminlerin yaprak kivrilmasi
esnasinda indirgenmis seker, prolin ve ¢oziinebilir protein miktarlarini arttirdigi ve boylece
osmotik ayarlamaya katkida bulundugu bildirilmistir (Saruhan vd., 2006). Literatiir
bilgilerinde disardan uygulanan poliaminlerin yaprak kivrilmasi esnasinda antioksidan ve
fotosentetik sistem tizerine etkisi bilinmemektedir. Bu nedenle mevcut ¢alismada, kuraklik
stresine toleransli (Side) ve hassas (Karagay) oldugu bilinen iki musir (Zea mays L.)
cesidinde poliamin 6n muamelesinin yaprak kivrilmasiyla iliskili olarak antioksidan sistem

ve fotosentetik aktivite tiizerine etkisi arastirilmistir. Bdylece distan uygulanan



poliaminlerin kurakliga toleransli ve hassas misirlarin yaprak kivrilmalarindaki roliiniin ve
antioksidan sistem ile fotosentetik verime olan etkisinin belirlenmesi, ayrica yaprak
kivrilmas1 esnasinda kuraklik toleransi ve poliaminler arasindaki iliskinin ortaya konulmasi

amagclanmustir.

1.2. Stres ve Stres Cesitleri

Bitkiler yasamlar1 siiresince birgok stres faktorii ile karsilasirlar. Stres, ¢evresel ve
biyolojik faktorlerin ayr1 ayr1 ya da birlikte fizyolojik olaylarda belirgin degisimler
meydana getirmesidir. 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).

Stres faktorleri biyotik ve abiyotik olmak ilizere ikiye ayrilirlar. Biyotik (patojen,
diger organizmalarla rekabet vb.) ve abiyotik (kuraklik, tuzluluk, radyasyon, yiiksek
sicaklik veya don vb.) stresler ekonomik olan tahillar dahil, tiim bitkilerin normal
fizyolojik islevlerinde degisikliklere yol agarlar. Tiim bu stresler bitkilerin biyosentetik
kapasitelerini azaltir, normal fonksiyonlarmi degistirir ve bitkinin 6liimiine yol agabilecek
zararlara neden olabilirler (Lichtenhaler, 1996). Bu nedenle iiriin kayiplarini en aza
indirmek ve diinyanin degisen iklim kosullarina karsi dayanikli tiirler gelistirmek igin
bitkilerin stresten sakinma ve tolerans mekanizmalarinin iyi bilinmesi olduk¢a 6nem
kazanmustir.

Bitki lizerinde ender olarak tek baslarina etki yapabilen bu stres faktorleri, genellikle
etkilerini es zamanl olarak gergeklestirilirler. Cevresel stres tiplerinin etkileri birbirleriyle
iliskilidir. Ornegin, yiiksek sicakliga dayaniklilik, onunla birlikte meydana gelen kuraklik
sartlarina dayanikliliga baghdir. Diger taraftan donmaya dayamiklilik,  dokunun
dehidrasyona dayaniklilig1 ile 6nemli derecede baglantilidir (Hale ve Orcutt, 1987).

Tim bitkiler belirli derecelerde stres hasarlarina karsi koyma ve canli kalabilme
ozelligindedir. Bir bitkinin bazi kisimlari (tohumlar, tomurcuk ve dormant hiicreler) strese
dayanikli iken, diger kisimlar1 (meristemler, sukkulent organlar ve fideler) duyarl olabilir.
Ayrica bitkiler yasamak zorunda olduklar1 cevreye kismen veya tamamen uyabilme
ozelligine sahiptirler (Bidwell, 1974). Bu, bitkilerin ortamdaki mevcut streslere

dayaniklilik veya hassaslik 6zelliklerine baghidir.



Strese dayaniklilik sakinma ve tolerans olmak {iizere ikiye ayrilir (Levitt, 1972).
Sakinma, bitkiye distan uygulanan olumsuz bir faktoriin etkisini stres olusturmadan
onleme yetenegidir (Street ve Opik, 1984). Cogu bitkilerde cesitli kuraklik sakinma
mekanizmalar1 gelismistir. Ornegin, kserofit bitkilerde su kaybin1 azaltan yaprak
kivrilmasi, yiizey tiyleri, alt durumlu stoma ve benzer mekanizmalar bulunur. Benzer
sekilde kaktiis bitkisi su stresi esnasinda hiicre i¢indeki su miktarin1 koruyarak kurakliktan
sakiabilir (Bidwell, 1974). Eger bir bitki stres sonucu olusan hasarlar1 azaltabilme veya
hi¢ hasar olusturmama o6zelliginde ise bu durum tolerans olarak adlandirilir. Diger bir
deyisle tolerans distan uygulanan bir strese canlinin dayanabilme yetenegidir (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 iizerinde c¢alisma yapilmasinin iki onemli nedeni vardir.
Birincisi bitkilerin strese karsi reaksiyon mekanizmasinin Ogrenilmesidir. Ikincisi ise
tarimsal alanlarda stres altinda bulunan bitkilerin s6z konusu streslere dayanma
yeteneklerinin Sl¢iilmesi ve dolayisiyla daha verimli iirlin elde edilmesidir. Bilindigi gibi
diinya topraklarinin % 10’undan daha az1 tarima elverislidir. Bu nedenle asir1 olumsuz
sartlardan kaynaklanan streslere dayanabilen ya da bu stresleri tolere edebilen bitkiler
yetistirmeye ihtiya¢ vardir. Daha dayanikli ve toleransh bitkiler yetistirmek igin strese

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

1.3. Kuraklik ve Kuraklik Stresi

Kuraklik genel anlamda meterolojik bir olgu olup, topragin su icerigi ile bitki
gelisiminde gozle goriiliir azalmaya neden olacak kadar uzun siiren yagigsiz donem igin
kullanilan bir terimdir. Yagissiz donemin kuraklik olusturmasi; topragin su tutma
kapasitesi ve bitkiler tarafindan gerceklestirilen buharlagsma veya transpirasyon hizina bagl
olarak gerceklesir (Jones, 1992; Kozlowski ve Pallardy, 1997). Kuraklik genel olarak su
noksanlig1 ve kuruma olarak iki tipe ayrilabilir (Smirnoff, 1993). Buna gore:

1. Su noksanligi, stomalarda kapanmaya ve gaz degisiminde kisitlamaya neden olan
orta diizeydeki su kaybidir. Oransal su kapsaminin yaklasik %70’de kaldig1 hafif su
noksanligina maruz kalan bitkilerde stomalarin kapanmasina bagli olarak karbondioksit

alim1 kisitlanmaktadir.



2. Kuruma, metabolizma ve hiicre yapisinin tamamen bozulmasina ve sonunda
enzimle katalizlenen reaksiyonlarin durmasina neden olabilecek potansiyele sahip olan
asirt miktardaki su kayb1 olarak tanimlanabilir. Genel bir kural olarak, kurumaya duyarh
vaskiiler bitkilerin cogunda vejetatif doku, %30’un altindaki oransal su kapsaminda
iyilesme siirecine giremez (Smirnoff, 1993).

Diinya iizerindeki kullanilabilir alanlar stres faktorlerine gore siniflandirildiginda
dogal bir stres faktorii olan kuraklik stresi %26’lik payiyla en biiyiik dilimi icermektedir
(Blum, 1986). Bu durumda kuraklik stresi biiyiimeyi ve verimi etkileyen en yaygin
cevresel streslerden biri olup bitkilerde bir¢ok fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
cevabi olusturmaktadir. Buna bagli olarak bitkiler, sinirli ¢evresel kosullara adapte olmay1
saglayacak bazi tolerans mekanizmalar1 gelistirirler (Arora ve Mohan, 2002). Kramer
(1980)’e gore bu mekanizmalar kurakliktan sakinma ve kurakliga tolerans gosterme olmak
lizere iki ana baslhk altinda incelenebilir. Cogu bitkide ¢esitli kuraklik sakinma
mekanizmalart geligmistir. Stresten sakinma mekanizmalarindan ilki ¢6l bitkilerinde
goriiliir. Ornegin, ¢olde kisa dmiirlii olan bitkiler yeterli yagmur periyodu sirasinda biiyiir
ve tlrerler. Kuraklik periyodunda ise dormant tohumlar meydana getirirler. Diger bir
sakinma mekanizmas1 sukkulent bitkilerde goriiliir. Bu bitkiler kurakliga karsi sukkulent
dokularinda su depolayarak su kaybini en az oranda tutarlar ve bdylece uzun bir siire
canliliklarin: siirdiirebilirler (Salisbury ve Ross, 1992). Ornegin herdem yesil ¢ol bitkileri
kuraklik periyodu boyunca dokularindaki turgoru devam ettirebilmek i¢in suda ¢oziinebilir
maddeleri biriktirerek kurakliktan sakinirlar (Mundree vd., 2002). Diger taraftan, bitkisel
organlar arasinda stresten en ¢ok etkilenen organlardan birisi yapraklar olup, 6zel cevre
kosullarma adapte olmak icin bir takim metamorfozlar gegirirler. Ornegin, kurak ortam
bitkileri 151k etkisinden korunmak ve su kaybini engellemek icin yaprak yiizeyinde tily,
kiitikula ve stoma modifikasyonlar1 gibi 6zel yapilar gelistirirler.

Stresten sakinan bitkiler yalnizca orta siddetteki kuraklik stresi durumunda hayatta
kalirken strese toleransl bitkilerde ise ¢ok daha siddetli kuraklik stresi durumunda hayatta
kalabilirler. Kurakliga toleransli bitkiler dehidrasyonu erteleyenler ve dehidrasyona
tolerans gosterenler olmak tizere 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 hasarina ve diisiik su potansiyeline maruz

birakildiktan sonra bitkinin canliligin1 devam ettiren veya biiyiiten mekanizmalar igerir.



Su hasari artarsa hiicreler turgor durumlarint kaybederler ve bdylece hiicrelerin biiyiimesi
siirlandirilir. Ayrica, hiicreler i¢csel osmotik potansiyellerini ayarlayarak da hiicre biiylime
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 kazanmalar1 ve biiyliimeyi devam ettirebilmeleri i¢in bagvurduklar1 bir
yoldur (Handa vd., 1983). Indirgen sekerler, prolin, betainler, trehaloz, K*, fruktanlar,
osmotik ayarlama saglamak icin bitkiler tarafindan sentezlenirler (Smirnoff, 1998;
Hasegawa vd., 1984). Yapilan arastirmalar, osmotik ayarlamanin bitkinin tiiriine, yasina,
stresin derecesine, cevresel sartlara ve strese maruz kalan bolgeye bagli oldugunu
gostermistir (Ackerson vd., 1980; Turner vd., 1986). Osmotik ayarlama, stomalarin agik
tutulmasi (Turner vd., 1978; Ackerson vd., 1980; Ludlow vd., 1985) ve fotosentezin devam

etmesine (Ackerson vd., 1980) katki saglar.

1.4. Yaprak Kivrilmasi

Kurak ortamda yetisen bitkiler, yapraklarina gelen 151k miktarin1 azaltmak ic¢in
yapragin acisint degistirirler ve boylece 151k absorbsiyonu i¢in daha az bir ylizey alani
saglamis olurlar. Bilindigi gibi 151k, yapragin 1sinmasina neden olarak su kaybini artirabilir.

Yaprak kivrilmasi bitkilerin stresten sakinma mekanizmalarindan birisidir (Clarke,
1986). Bitkilerde yaprak kivrilmasiyla iligkili iki farkl: tip hiicre bulunmaktadir. Bunlardan
biri bulliform hiicreleri olup, bu hiicreler bazi Gramineae tiirlerinin yaprak {ist
epidermisinde orta damar boyunca yer alirlar. 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 hipodermis hiicreleridir.
C. setosa’da bulliform hiicreleri yerine yapragin iist epidermisinin altinda ve yapragin
yiizeyi boyunca yer alan biiyiik hipodermis hiicreleri yapraklarin rulo seklinde kivrilmasina

neden olmaktadir (Kutlu vd., 2009).



Yaprak kivrilmasi, asir1 glines 1s1ginda bitkileri 1giktan koruma mekanizmasi olarak
bilinir (Kao ve Forseth, 1992; Bjorkman ve Demmig-Adams, 1993; Xu ve Wu, 1996).
Ornegin asir1 giines 1s13ma maruz kalan Amomum villosum Lour. (Zingiberaceae)
bitkisinde meydana gelen yaprak kivrilmasi bitkiyi 1s18in 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 yapragimi kivirmak suretiyle kendisine iki sekilde yarar
saglayabilir. Birincisi, yaprak ylizeyine diisen yliksek dozda giines 1s1gindan kaynaklanan
yaprak sicakligindaki artisin olusturacagi hasarlar, giines isinlarina maruz kalan yaprak
alam azaltilarak en aza indirilebilir (Begg, 1980). Ikincisi, yaprak kivrilmasi ile hem
transpirasyon azaltilir hem de yapragin i¢ ylizeyinde kalan bolgede daha fazla nem
olusturularak stresten sakinilir (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 (Knapp, 1985). Ornegin, Andropogon gerardii bitkisi stres
esnasinda su kaybi oranini yavaslatmak igin yapraklarini kivirarak fotosentezi aktif olarak

devam ettirir ve boylece kisa siireli kurakliga dayanabilir (Richards vd., 2002).

1.5. Bitkilerde Kuraklik Stresinin EtKileri

1.5.1. Mekanik Etki

Kuraklik, bitki hiicrelerinden belirgin bir su kayb1 ger¢eklestigi zaman bitkide turgor
azalmasiyla kendini gosterir ve bu durum mekanik etki olarak adlandirilir. (Lewitt, 1980).
Bilindigi gibi plazma membraninin yapis1 hiicredeki sulu ortamin bir sonucudur. Bu yap1
membrandaki hidrofobik fosfolipid kuyruklarin su tarafindan itilmesiyle olusur (sivi-kati
faz). Kuraklik etkisiyle hiicreden su kaybiyla beraber, membran yapisi1 degisiklige ugrar,
fosfolipidlerin hidrofilik bas kisimlar1 birbirine yaklasir ve membranlar kompakt bir
goriintii alir (Jel faz1). Su kaybina bagli olarak hiicre hacmi de azalir ve plazma membram
hiicre ¢eperinden ayrilir. Gerilim altindaki plazma membran1 ve tonoplastta gerceklesen
¢okme, yirtilmalara yol agabilir (McKersie ve Lehsem, 1994) ve bu durum zarlar iizerinde

yerlesmis olan hidrolitik enzimlerin serbest kalmasi ve dolayisiyla sitoplazmanin otolizi ile



sonuglanabilir (Salisbury ve Ross, 1992). Sonu¢ olarak mekanik etki, normal hiicresel

metabolizmayi kalici olarak bozabilir.

1.5.2. Metabolik Etki

Hiicre igeriginin biiyiik bir kismin1 olugturmasi, tastyici olmast, hiicresel reaksiyonlar
ve islevler i¢in ¢oziicii rolii oynamasi gibi fonksiyonel Ozelliklerinden dolayr suyun,
hiicreden kaybi durumunda, normal regiilasyon devam edemez ve metabolizma bozulur.
Su kaybima bagl olarak gerceklesen iyon birikimi, membran biitiinliigiinii saglayan
proteinlerinin yapisinin bozulmasina yol agarak hiicreye zarar verebilir. Su kaybi
sonucunda, proteinlerin yapisinda bulunan hidrofobik ve hidrofilik aminoasitlerin su ile
etkilesimleri bozulur (Campbell, 1991) ve bu durum protein denatiirasyonlarina neden olur
(Bray, 1997, Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005). Proteinlerin par¢alanmasiyla dokularda
aminoasitler birikir ve enzim inhibisyonlari olusur. En 6nemlisi NHj gibi toksik bir bilesik
ortaya c¢ikar. NHj bitkide metabolik dengenin bozulmasina neden oldugu gibi suyun yukar1
dogru tasinmasina da engel olarak iki yonlii zarar verir. Kuraklik stresi sirasinda hasar
goren diger yapilar DNA ve RNA gibi niikleik asitlerdir. Kessler (1961)’e gore kuraklik
stresine maruz kalmis olan bitkilerde RNaz aktivitesi artmakta ve bu da enzimin bagh
durumundan serbest duruma ge¢cmesinden kaynaklanir. Kuraklik stresi altinda bitkilerde
hormonal dengelerde de bir takim degisiklikler meydana gelir. ABA miktar1 artarken,

sitokininlerin, GA’nin ve IAA’nin miktarlar1 azalir (Cirak ve Esendal, 2006).

1.5.3. Oksidatif Etki

Bitkilerdeki oksidatif etki serbest radikallerin 6zellikle reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu igerir. Serbest radikaller eslesmemis elektron iceren molekiiller olup oldukca
reaktiftirler. Her tiirden kimyasal ve biyokimyasal tepkime daima atomlarin dis
orbitallerindeki elektronlar sayesinde gergeklesir. Dis orbitallerde paylasiimamis elektron
bulunmasi serbest radikallerin reaktivitesini arttirdigi igin, serbest radikaller kimyasal
aktifligi yliksek molekiillerdir. Bu radikaller plazma membrani, mitokondri, ER
membranlarinda da olusabilir (McKersie ve Lehsem, 1994). Bununla birlikte, suyun kisitli

oldugu durumlarda, bitki daha fazla su kaybetmemek icin, genellikle stomalarin1 kapatir.
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Bu durum da fotosentezle fiksasyon i¢in gerekli CO2’nin aliminin kisitlanmasina neden
olur ve boylece kuantum verimi azalir. Béylece fotosentezdeki elektron akseptdrii NADP*
kisith hale gelir ve ferrodoksin NADP" yerine oksijeni indirger ve PSI’in elektronlar
O_’ye transferi sonucunda reaktif siiperoksit radikali (O,"") tretilir (Mehler reaksiyonu)
(Tambussi vd., 2000). Bircok tiirde kuraklik stresi altinda artan siiperoksit tiretim hizi lipid
peroksidasyonuna, yag asidi doygunluguna ve sonug olarak membran biitlinliigliniin zarar
gormesine neden olur (Sgherri vd., 1996). Siiperoksit tek basina ¢ok fazla reaktif olmayip,
H,O, ve Hidroksil ("OH) radikallerini olusturmak suretiyle etkili olur (Halliwell ve
Gutteridge, 1989). Siiperoksit ve hidrojen peroksitin hidroksil radikalini olusturmak {izere
tepkimesi sirasinda, artan demir ya da bakir gibi diger ge¢is metalleri, bu reaksiyonlari
hizlandirmak suretiyle oksidatif hasar1 daha da artirabilir (Fenton reaksiyonu) (Smirnoff,
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 lizerinde de zararl etkileri vardir.

Serbest oksijen radikalleri genellikle hidroksil, peroksi, singlet oksijen, peroksinitrit
ve hidrojen peroksit radikallerinden olusur. Bu radikallerin yarilanma omiirleri birka¢ mili

saniye ile dakikalar hatta saatler arasinda degisebilmektedir.

1.5.3.1. Serbest Radikaller

1.5.3.1.1. Siiperoksit Radikali (O,*")

Stiperoksit radikali (O,""), oksijene bir elektronun aktarilmasiyla olusur. Bu
reaksiyon enzimatik olarak cesitli organellerde meydana gelebilir. Molekiiler oksijenin,
oksidatif fosforilasyon esnasinda NADPH-oksidaz veya ksantin-oksidaz gibi enzimlerin
katalizorliigiinde siiperoksit radikali meydana gelir. Siiperoksit radikalinin yarilanma 6mrii
hiicrelerin farkli yerlerinde bulunan siiperoksit dismutaz enziminin varligina baglidir (Stahl
ve Sies, 2002). Ayrica indirgeyici molekiiler oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirken siiperoksit radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller, katekolaminler,
ferrodoksinler gibi yiizlerce molekiil aerobik ortamda oksitlenirken siiperoksit olusumuna
neden olurlar. Cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere yiizlerce enzimin katalitik

etkisi sirasinda iiriin olarak siiperoksit radikali olusabilir. Plazma membranlarinda da
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stiperoksit lireten NAD(P)H oksidaz enziminin varligi belirlenmistir (Vionella ve Macri,
1991). Ayrica siiperoksit enzimatik olmayan reaksiyonlarla, 6rnegin kloroplast, mitokondri
ve plazma membranindaki elektron transport sisteminin yeterince diisiik redoks
potansiyeline sahip bilesenleri ve ferrodoksin tarafindan da {retilebilir. Ayrica
kloroplastlarda PS 1 ve PS 2 tarafindan siiperoksitin tiretildigi kaydedilmistir (Elstner ve
Osswald, 1994). Siiperoksit radikali oldukg¢a reaktiftir ve lipidlerin yam sira diger
biyokimyasal bilesenlerin de oksidasyonuna sebep olur. Bu radikalin lipid peroksidasyonu,
membran hasari, hiicresel toksisite ve DNA’daki tek zincir kiriklariyla iliskisi oldugu
belirtilmistir (Fridovich, 1995). Ayrica siiperoksit radikali, hidrojen peroksitle reaksiyona
girerek cok daha toksik bir molekiil olan hidroksil radikalini iiretebilir. Haber-Weiss
reaksiyonu olarak bilinen bu reaksiyon demir ve bakir gibi metallerin katalizorliigiinde
oldukca hizli gergeklesir. Siiperoksit radikali, yliksek katalitik etkiye sahip siiperoksit
dismutaz (SOD) enziminin etkisiyle dismutasyona girerek konsantrasyonu azalir. SOD
tarafindan katalizlenen bu reaksiyon dismutasyon tepkimesi olarak adlandirilir (Halliwell,

1984).

1.5.3.1.2. 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 6nemli miktarda H,O,’de iiretilir. Fotosentetik elektron
transport zinciri H,O;’nin iretiminden sorumludur. H,O’nin iretildigi 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 membrani ve ekstrasellular matriks HyO, nin iiretildigi
diger onemli kaynaklardir (Slesak vd., 2007). Yapisinda paylasilmamis elektron
icermediginden radikal 6zellik tasimaz. H,O,’nin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin
nedeni demir ve bakir gibi metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin 6nciilii olarak
davranmasidir. H,O; 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye
girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki
demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu

gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde
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olusan H0O,’nin ortamdan uzaklastirilmas1 gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki Snemli

antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz yerine getirir (Halliwell, 1984).

1.5.3.1.3. Hidroksil Radikali ("OH)

Hidroksil radikali, en aktif ve en toksik oksijen radikali olup {iretildigi her yerde
bircok molekiil ile reaksiyon verir. Hidroksil radikali, iyonlastirici radyasyonun (x-1sinlar1)
etkisiyle su molekiillerinin homolitik kirilmasi sonucunda olustugu gibi hidrojen peroksit
molekiiliiniin metaller ile reaksiyonu sonucunda eksik indirgenmesi ile de olusabilir (Stahl
ve Sies, 2002). Biyolojik sistemlerin tanidigi en reaktif tiir olan "“OH, su dahil rastladigi her
molekiille tepkimeye girebilir. Biitiin bu tepkimeler “OH’in paylagilmamis elektron igeren
dis orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir (Halliwell, 1984).

Hidroksil radikalinin sebep oldugu en 6nemli hasar, lipid peroksidasyonu olarak
bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. “OH’in baslica hedefi yag asitleri olup zar
lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisim1 bozar ve gegirgenligini artirip hiicre Sliimiine

sebep olabilir (Nishiyama vd., 1998).

1.5.3.1.4. Singlet Oksijen (*0,)

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

10® saniye arasinda olup karbon-karbon baglari ile tepkimeye girme egilimi yiiksektir
(Stahl ve Sies, 2002).

1.5.3.2. Antioksidan Sistem

Antioksidan terimi, zararli bir forma doniismeksizin reaktif oksijen tiirleri (ROS)’ni
temizleyebilen bilesikler i¢in kullanilmaktadir. Bitki dokular stres kosullarinda hiicreleri

ROS etkisinden korumak i¢in, bazi enzimler (siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
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rediiktaz, peroksidazlar) ve diisiik molekiiler agirlikli antioksidanlar (glutatyon, askorbat,
karotenoidler, tokoferoller) ihtiva ederler. Antioksidan enzimler koordineli bir sekilde
ROS’lan temizlerler veya onlar1 daha az toksik olan bilesiklere metabolize ederler. Bitkiler
biitlin hiicre alt yapilarinda antioksidan sisteme sahiptirler. Kuraklik stresine maruz kalan
bitkiler antioksidan savunma sistemlerinin bazilarinin ya da tamaminin aktivasyonu ile
oksidatif stresin iistesinden gelebilirler (Srivalli vd., 2003; Jung, 2004; Pinheiro vd., 2004;
Ramachandra vd., 2004).

1.5.3.2.1. Antioksidan Enzimler
1.5.3.2.1.1. Peroksidaz (POD)

Peroksidazlar (POD, EC 1.11.1.7) bitkilerde yaygin olarak bulunan ve hem grubu
ihtiva eden oksidaz grubu enzimlerdir. POD’lar ¢oklu molekiiler formlara ve genis bir
hiicre alti dagilimina sahiptirler. Bitki hiicrelerinde POD esas olarak, hiicre g¢eperinde,
vakuollerde, membrana bagl ribozomlarda ve bitki dokularinin ekstrasellular alanlarinda
bulunurlar. Hiicre ¢eperine bagli olan peroksidazlar ¢oziinebilir, iyonik bagli ve kovalent
bagli formlarda mevcutturlar. Peroksidazlarin bir¢ok fizyolojik olayla iliskili oldugu ve
metabolizmada aktif bir rol oynadig1 belirlenmistir. Bitki hiicrelerindeki ¢eperin uzama
kabiliyeti, lignin biyosentezi ve oksin katabolizmasiyla iliskisinin olmasmin yani sira en
onemli fonksiyonu H>O; nin pargalanmasini katalizleyerek antioksidan savunma sistemine

katk1 saglamalaridir.

H,0, + AH,—FP9P 5 2 H,0 +A (1)

POD’lar (GPX ve APX) yapilan caligmalarda birgok c¢evresel strese karsi bitkileri
korumada savunma mekanizmasinin ilk basamagini olusturmaktadir (Klotz vd., 1998).
Stres altindaki bitkilerde peroksidaz aktivitesinin arttig1 bilinmektedir (Gaspar vd., 1991).
Ornegin Arabidopsis bitkisinde yapilan bir ¢alismada kuraklik stresine maruz birakilan
bitkilerde peroksidaz aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. Peroksidaz aktivitesi, dis kaynakli
sinyallere ve zor ¢evre kosullarina cevap olarak hizli bir sekilde degisebilir. Bu yiizden

POD’larin oksidatif stres esnasinda H»O,’nin zararli etkilerine karsi hiicreleri korudugu
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distintilir (Bolwell vd., 1999). Peroksidazlar hidrojen vericisi olarak bir¢ok organik ve
inorganik substrati kullanarak H;O,’yi temizlerler ve H vericisi olarak kullandiklar
substrata gore isimlendirilirler. H,O,’yi pargalarken substrat olarak guaikolu kullanan
enzimler guaikol peroksidazlar (GPX, EC 1.11.1.9), askorbati kullananlar askorbat
peroksidazlar (APX, EC 1.11.1.11) olarak adlandirilmaktadir (Nakano ve Asada, 1987).
Guaiakol peroksidazlar (GPX) guaiakole olan yiiksek spesifikliklerine ragmen bagka
bir¢ok substrat1 elektron vericisi olarak kullanabilirler. Kuraklik stresi kosullarinda misir
bitkisinde yapilan bir calismada guaiakol peroksidaz aktivitesinin (GPX) arttig
kaydedilmistir (Zhang vd., 1995). Benzer sekilde orta siddette kuraklik stresine maruz
birakilan celtik bitkisinde GPX aktivitesinin kontrole gore arttigi, fakat agir kuraklik
kosularinda aktivitenin azaldig1 belirlenmistir (Sharma ve Dubey, 2005).

1.5.3.2.1.2. Askorbat Peroksidaz (APX)

Hidrojen peroksiti parcalarken substrat olarak askorbati kullanan enzimler askorbat
peroksidazlar (APX, EC 1.11.1.11) olarak adlandirilirlar. APX’lerin bitki hiicrelerinin
sitoplazma  ve kloroplastlarindaki  HO2’nin  temizlenmesinde etkili  olduklar
diisiiniilmektedir (Dalton vd., 1987; Asada, 1992). Bu enzimin kloroplastlarda tilakoid
membrana bagli ve stromada bulunan formlar1 vardir (Chen ve Asada, 1989; Miyake ve
Asada, 1992). Bu formlar elektron verici olarak askorbat igin spesifik olup, askorbatin
yoklugunda asir1 derecede kararsizdirlar (Miyake ve Asada, 1996). Sitoplazmada bulunan
askorbat peroksidazlar, kloroplastakine benzer ancak askorbat yoklugunda daha fazla
kararli olup askorbattan bagka elektron vericilerini de kullanabilir. Su stresine maruz kalan
duyarli bugday cesitlerinde askorbat peroksidaz aktivitesinin uyarildigi, toleransl
bugdayda ise sadece yliksek stres yogunlugunda arttig1 kaydedilmistir (Sgherri vd., 2000).
Benzer sekilde orta siddetli su stresine maruz birakilan celtik bitkisinde artan askorbat
peroksidaz aktivitesinin  H,O,’nin  detoksifikasyonunda anahtar bir rol oynadigi
bulunmustur (Sharma ve Dubey, 2005). Askorbat peroksidazlar yaygin sekilde calisilan
guaiakol peroksidazlara benzemesine ragmen H™ vericisi olarak askorbata olan yiiksek

spesifikliklerinden dolay aralarinda farkliliklar vardir (Nakano ve Asada, 1987).
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1.5.3.2.1.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) siiperoksit serbest radikalinin hidrojen
peroksit ve oksijene doniigiimiinii katalizleyen bir enzimdir (Fridovich, 1986; Elstner,
1987). SOD, ilk kez Mann ve Keilis (1938) tarafindan izole edilmis ve baslangigta bir
bakir depo proteini oldugu diisiiniilmiistiir. Bu enzimin katalitik fonksiyonu kesfedilene
kadar eritrokuprein, indofenol oksidaz ve tetrazolium oksidaz gibi isimlerle
adlandirilmistir. Canli organizmalar SOD ile siiperoksiti uzaklastirir ve Haber-Weiss
reaksiyonuyla hidroksil radikalinin olusum riskini azaltir. SOD, siiperoksit anyonlarini
uzaklastirmasia ragmen toksik bir oksijen tiirevini (O,"") digerine (H,O,) doniistiiriir
(Mehlhorn vd, 1996). Bu reaksiyon sonucu olusan H,0O,, fotosentezin giclii bir
inhibitoriidiir ve kloroplast fonksiyonu i¢in risk olusturur. Bu toksik {iirin peroksidazlar

tarafindan temizlenebilir.

20, +2H" —3% , H,0,+0, )

SOD biitiin aerobik organizmalarda ve aktiflesmis oksijen iireten biitiin hiicre alt
yapilarinda bulundugu i¢in oksidatif strese karsi savunmada merkezi bir roliiniin oldugu
distiniilmektedir (Bowler vd., 1992). SOD’un {i¢ farkli izoenzimi vardir. Bunlar
bakir/¢inko (Cu/ZnSOD), mangan (MnSOD) ve demir (FeSOD) izoenzimleri olup KCN ve
H20,’ye duyarliliklarina bagl olarak belirlenirler ve hiicre alt yapilarindaki dagilimlar
farklidir. MnSOD her iki inhibitore direngli olup prokaryotik organizmalarda ve okaryotik
hiicrelerin mitokondrisinde, Cu/ZnSOD her iki inhibitére duyarli olup yiiksek bitkilerin
hem sitoplazma hem de kloroplastlarinda (Scandalios, 1993), FeSOD ise, KCN’ye direngli,
H20,’ye duyarli olup, prokaryotik organizmalarda ve baz1 bitki tiirlerinin kloroplastlarinda
bulunabilirler (Bowler vd., 1992).

SOD aktivitesinin su stresine cevabi tiirlere ve kuraklik siiresine bagli olarak
degistigi (Fu ve Huang, 2001) ve bu degisimlerin oksidatif strese direnglilikle baglantisi
oldugu rapor edilmistir (Foyer vd., 1994). Yapilan calismalarda kuraklik stresi esnasinda
baz1 bitki tiirlerinde SOD aktivitesinin arttigi, ayg¢igegi (Helianthus annuus) ve yonca
(Trifolium sp.) bitkilerinde ise belirgin bir degisimin olmadigi rapor edilmistir (Irigoyen
vd., 1992; Smirnoff, 1993). Baz1 ¢calismalarda ise SOD aktivitesinde tek bagina meydana

gelen artiglarin reaktif oksijen tiirlerine kars1 yeterli koruma saglayamayacagi ve oksidatif
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stresi tek bagina engelleyemeyecegi ileri siiriilmistiir (Pitcher vd., 1991). Diger taraftan
SOD’un hiicre membran proteinleriyle iliskisi oldugu diisiiniilmektedir (Ogawa vd., 1997).
Ozona maruz birakilan bugday bitkisinde yapilan bir ¢alismada SOD aktivitesindeki artisin

hiicre ¢eperinin yapisinda degisime neden olabilecegi rapor edilmistir (Padu vd., 1999).

1.5.3.2.1.4. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6), tabiatta ¢ok yaygin dagilim gostermektedir. Bu enzim,
aerobik mikroorganizmalarin hepsinde, omurgalilarda, omurgasizlarda, bitkilerde ve
mantarlarda  bulunmaktadir (Bergmeyer ve Grabl, 1983). Katalaz yliksek
konsantrasyonlardaki H,O’nin iki elektronunu kullanarak su ve oksijene indirgenmesini
katalizleyen tetramerik demir porfirin igeren yliksek molekiil agirligina sahip bir enzimdir.
Ayn1 zamanda katalaz, diisiitk H,O, konsantrasyonlarinda alkoller, askorbat ve fenol i¢ceren
indirgenmis substratlar1 kullanarak peroksidatif aktivite gosterebilir (Chaudiere ve Ferrari-

Iliou, 1999). Katalazin gorev aldig1 genel bir reaksiyon agsagida gosterilmistir.

2 H,0,— AT 5 2H,0+0, (3)

Katalaz kararli bir enzim degildir. Yiksek 151k yogunlugu ve stresli bitki
hiicrelerinde olusan H»O,’nin yiiksek konsantrasyonlariyla inhibe edilebilir (Feierabend
vd., 1992; Streb vd., 1993). Siyanid, azid, siiperoksit ve indirgenmis glutatyon tarafindan
da katalaz aktivitesinin inhibe edildigi rapor edilmistir (Fridovich, 1986). Ayrica H,O;’ye
olan zayif affinitesi bu enzimin etkinligini kisitlamaktadir (Foyer vd., 1994). Katalazin
biiylik bir kismi, peroksizomlarda ¢ok az miktarda da mitokondri matriksinde bulunur.
Katalazin  bitki dokusunda H;0;’in uzaklastirnlmasinda 6nemli rol oynadig
diistiniilmektedir (Patykowski ve Urbanek, 2003). Katalazin temel fonksiyonu, molekiiler
oksijen mevcudiyetinde H,0,’in ve ROOH gibi bir peroksitin radikalligini gidererek
Ozellikle membranlarda olusturabilecekleri geri doniisiimsiiz hasarlar1 engellemektir

(Chaudiere ve Ferrari-llioui, 1999).
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1.5.3.2.1.5. Glutatyon Rediiktaz (GR)

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

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

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 birgok bitkide
calisilmigtir (Creissen vd., 1994). GSH’in antioksidan ozelliginden dolayi, glutatyon
rediiktaz hiicrenin antioksidan kapasitesinin devamliligr icin 6nemlidir (Meister, 1983;
Creissen vd., 1994). GR, bitkilerin kuraklik, yiiksek oksijen basinci ve hava kirleticileri
tarafindan lretilen oksidatif stresin olumsuz etkilerinin diizeltilmesine ve strese karsi
diren¢ saglanmasina katkida bulunur (Sairam vd., 1997). GR diger enzimlerle birlikte
H,O,’nin temizlenmesinde de gorev alir. Hayvanlarda substrat olarak GSH’1 kullanan
glutatyon peroksidazla birlikte GR, H,0;’in temizlenmesine katilir (Schirmer vd., 1989).
Glutatyon peroksidaz H,0;’yi temizlerken substrat olarak GSH’1 kullanir ve reaksiyon
sonucu GSSG olusur. Olusan GSSG, GR enzimiyle tekrardan GSH’a indirgenir ve bdylece
glutatyon peroksidaz enziminin substrati yeniden olusur. GR’nin benzer bir fonksiyonu
bitkilerde mevcuttur. Oksitlenmis askorbik asiti (dehdroaskorbat) tekrardan askorbik asite
indirgeyen dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) enzimi de GSH’1 kullanmakta ve reaksiyon
sonucu GSSG olusmaktadir. Ayrica GR enzimi GSSG’yi GSH’a indirgerken, NADPH"1
kullanmakta ve bdylece CO, fiksasyonu azaldigi zamanlarda, NADPH/NADP" oraninin
ayarlanmasina yardimci olmaktadir. Bu nedenle GR tarafindan GSSG’nin GSH’a
indirgenmesi, oksidan temizlenmesinde biiyiik bir adim olarak kabul edilmekte (Creissen
vd., 1996) ve oksidatif strese karst korunmada GR’nin 6nemli bir enzim oldugu
diistiniilmektedir (Aono vd., 1995). Nitekim, yapilan c¢esitli caligmalarda oksidatif stres
durumunda bu enzim aktivitesinin arttig1 kaydedilmistir (Mehlhorn vd., 1987; Pastori ve

Trippi, 1992; Edwards vd., 1994).
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1.5.3.2.1.6. Monodehidroaskorbat Rediiktaz (MDHAR)

Monodehidroaskorbat rediikktaz (MDHAR, EC 1.6.5.4), bitkilerde ilk kez 1951
yilinda bulunmasina ragmen (Matthews, 1951), bu enzimin izolasyonu ve karakterizasyonu
son yillarda yapilmistir (Arrigoni vd., 1981; Kow, 1982a, 1982b; Hossain vd., 1984;
Hossain ve Asada, 1984). MDHAR, askorbik oksidaz ve L-askorbik asit veya askorbat
peroksidaz ve L-askorbik asit gibi monodehidroaskorbat olusumuna neden olan bir sistem
varliginda NAD(P)H’1n oksidasyonu ile belirlenir. MDHAR’1mn NADH ile olan aktivitesi
NADPH ile olan aktivitesinden iki kat daha fazladir (Hossain ve Asada, 1984; Sano vd.,
1995) ve elektron vericisi olarak NADH’1 kullanur.

MDHAR, NAD(P)H aracilifiyla monodehidroaskorbatin (MDHA) askorbata

indirgenmesini katalizler (Hossain ve Asada, 1984).

2 MDA + NAD(P)H —MBHAR . 5 ASC + NAD(P)* (5)

MDHAR, bircok bitkide, hayvanda, mantar, alg ve tek hiicreli canlilarda
bulunmustur (Arrigoni vd., 1981; Hossain ve Asada, 1984). Bitkilerde kloroplastlarda
(Hossain vd., 1984), glioksizomlarda (Bowditch ve Donaldson, 1990), peroksizomlarda
(Jimenez vd., 1997), mitokondri ve sitozolde (Yamamuchi vd., 1984) bulundugu
belirlenmistir. Kloroplastlardaki MDHAR, stromaya yerlesik olarak bulunur ve yapisi
tilakoid membrana bagli APX’e ¢ok benzerlik gosterir.

ROS’lan temizlemede ASC’nin antioksidan aktivitesinin stirmesi i¢cin MDHA’dan
ASC’nin olusumu 6nemlidir. MDHA ya kendiliginden ya da NAD(P)H’1 indirgeyici ajan
olarak MDHAR tarafindan askorbata indirgenir. Bir¢ok enzim MDHA tarafindan inaktive
edilir. Bu yiizden hiicrelerde MDA radikalinin diisiik konsantrasyonlarda tutulmasi
gereklidir. MDHAR, ASC iiretmek icin MDA’ nin indirgenmesini katalizleme kapasitesine
sahip olan tek enzimdir.

MDHAR’mm ROS’lan1 temizlemedeki anahtar roliine ek olarak, bitki hiicrelerinin
uzamast ve hiicre bdliinmesinde, tohum ¢imlenmesinde rol oynadigi rapor edilmistir
(Cakmak vd., 1993; Arrigoni, 1994). Su stresi altindaki bitkilerde MDHAR sentezinin
artmasi, oksidatif stresin etkisini azaltmak icin bitkinin gosterdigi temel cevaplardan
biridir. Ornegin, yapilan ¢alismalarda kuraklik stresi esnasinda geltik bitkisinde MDHAR
aktivitesinin arttigt kaydedilmistir (Sharma ve Dubey, 2005). Benzer sekilde kuraklik
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kosullarinda bezelye (Pisum sativum) yapraklarinin mitokondri ve peroksizomlarinda

MDHAR aktivitesinin oldukea yiiksek oldugu rapor edilmistir (Jimenez vd., 1997).

1.5.3.2.1.7. Dehidroaskorbat Rediiktaz (DHAR)

Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR, EC 1.8.5.1), ilk kez 1934’te tanimlanmasina
ragmen yapist tam olarak aydmnlatilamamigtir. Pfankuch tarafindan bir tiyol (sistein)
araciligtyla DHA’nin katalitik olarak indirgendigi belirlenmis olup, 1941°de Crook,
bitkilerde GSH bagli DHAR’1 karakterize etmistir (Youn, 2000).

DHAR, biitiin canlilarda bulunan, tek bir polipeptid zincirinden olusmus bir tiyol
enzim olup, glutatyon (GSH) araciligiyla dehidroaskorbatin (DHA) askorbata (ASC)
indirgenmesini katalizler. Dehidroaskorbat, 6’dan biiylik pH’larda kararsizdir ve tartarat ile
oksalata doniisebilir. Bu doniisiimii 6nlemek i¢in dehidroaskorbat indirgeyici olarak
glutatyonu kullanan dehidroaskorbat rediiktaz tarafindan askorbata doniisiir ve bu
reaksiyon sonucu olusan GSSG, GR tarafindan tekrardan GSH’a indirgenir (Foyer ve

Halliwell, 1976).

Dehidroaskorbat + 2 GSH —P2PAR , GSSG + askorbat (6)

DHAR’1in, MDHAR gibi oksidatif hasara kars: hiicreleri korumada 6nemli oldugu ve
cesitli cevresel streslere cevap olarak arttigi kaydedilmistir (Asada ve Takahashi, 1987;
Elstner, 1987; Salin, 1988). Diger taraftan, ig¢sel askorbat ve onun okside irtinleri olan
MDHA ve DHA’nin hiicre biiylimesi ve uzamasin etkiledigi bulunmustur (De Gara vd.,
1991; Lin ve Varner 1991; Takahama ve Oniki, 1994; Gonzalez-Reyes vd., 1994). Ayrica
DHAR’mm askorbatin redoks durumunu veya konsantrasyonunu kontrol etmesiyle bitki
hiicrelerinin biliyiimesinde O6nemli bir rol oynadigi rapor edilmistir (Kato vd., 1997).
Bununla beraber bircok enzimin DHAR aktivitesine sahip oldugu diisiiniilmektedir.
Ornegin, tiyoltransferaz (glutaredoksin) ve protein disiilfit izomeraz (Wells vd., 1990)

enzimlerinde DHAR aktivitesinin varligi kanitlanmistir.
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1.5.3.2.2. Antioksidan Bilesikler

1.5.3.2.2.1. Glutatyon

Glutatyon biitiin canli organizmalarda bulunan diisiitk molekiiler agirlikli tiyol ihtiva
eden bir bilesiktir. Tabiatta yaygin bir sekilde bulunan bu siilfiirlii bilesik 1921 yilinda
Hopkins tarafindan kesfedilmis ve glutamil-sisteinden ibaret bir dipeptid oldugu
zannedilmistir. Ancak 1929 yilinda kristal halde elde edildikten sonra yapisinin tripeptid
oldugu anlasilmis ve 1935 yilinda &-L-glutamil-L-sisteinil-glisin (Glu- Cys- Gly) halinde
sentezlenmistir (Goziikara, 1997). GSH iki peptid bagi, iki karboksilik asit grubu, bir
amino grubu ve bir tiol grubundan olusmus bir molekiildiir.

GSH, hayvan hiicrelerinin hemen hemen hepsinde yiiksek konsantrasyonlarda
bitkilerde oOzellikle yapraklarda ise milimolar konsantrasyonlarda bulunan genel bir
indirgeyicidir (Rennenberg ve Lamourex, 1990). Glutatyonun metabolizmada ve
metabolizmanin diizenlenmesinde ©nemli rolii oldugu belirlenmistir. GSH, DNA
sentezinde ve hasarli DNA parcalarinin onarilmasinda, metabolik fonksiyonlarin yerine
getirilmesinde, zehirli maddelerin inaktif hale doniistiiriilmesinde ve serbest radikallerin
olast hasarlarinin Onlenmesinde goérev yapmaktadir. Glutatyonun o6zellikle lignin ve
fitoaleksin biyosentezi ile baglantili savunucu gen {iriinlerinin miktarlarint yiikselttigi
belirlenmistir (Wingate vd., 1988). Glutatyonun bitki ve hayvan hiicrelerinde gerekli
oldugu ve bazi legumenlerin bir homolog tripeptid olan homoglutatyon (Glu-Cys-Ala)
ihtiva ettikleri tespit edilmistir (Klapheck, 1988).

GSH, bitki yapraklarinin hem sitoplazmas1 hem de kloroplastlarinda enzimatik
olarak sentezlenir (Meister, 1988; Hausladen ve Alscher, 1993). GSH seviyesi doku
yasiyla birlikte azalir (Rennenberg ve Lamourex, 1990) ve bitkinin bulundugu cevreye
gore degisir. Ornegin 151kl1 ortamdaki bitkilerin glutatyon miktar1 karanliktakinden daha
yiiksektir. Ayrica mevsimlere ve tiirlere gore de GSH igeriginin degistigi belirlenmistir
(Schupp vd., 1992). Hiicre alti seviyede, GSH konsantrasyonunun en yiiksek oldugu
organel kloroplastlardir. Burada glutatyon miktarinin, ortalama olarak 1 ve 4 mM arasinda
oldugu kaydedilmistir (Law vd., 1983). Bununla beraber, sitoplazmada da 6nemli miktarda
GSH’1in bulundugu belirlenmistir. Glutatyon, daha cok indirgenmis form olan GSH

formunda bulunur.
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GSH birgok farkli yolla antioksidan roliinii gergeklestirir ve GSH’1in antioksidan
fonksiyonunda, yapisinda bulunan sisteinin siilfidril grubu etkilidir. GSH’daki tiyol
grubunun oksitlenmesiyle olusan GSSG, antioksidan 6zelligini kaybeder. GSH, kimyasal
olarak singlet oksijen, siiperoksit, hidroksil radikalleri ile reaksiyona girer ve bdylece
direkt olarak serbest radikal temizleyicisi olarak gorev yapar (Foyer vd., 1994; Creissen
vd., 1996). Lipid peroksidasyon reaksiyonlariyla olusan agil peroksitlerini uzaklastirarak
membran yapisin1 kararli kilar (Price vd., 1990). Ayrica GSH, dehidroaskorbat
molekiiliiniin ~ dehidroaskorbat  rediiktaz  enzimi  katalizorliiglinde  indirgenmesi
reaksiyonuna katilmaktadir. Bu tepkime iyi bilinen bir antioksidan olan askorbatin
meydana gelmesini saglar (Zhao, 2001).

GSH’1n hiicre metabolizmasinda antioksidan 6zelliklerinden baska fonksiyonlar: da
vardir. Bunlardan biri indirgenmis siilfiiriin depo ve tasinma sekli olarak rol oynamasidir
(May vd., 1998). Ornegin, GSH’1n yapraklardan kok gibi depo organlarma indirgenmis

stilfiirtin aktarilmasinda 6nemli bir rolii vardir (Rennenberg, 1982).

1.5.3.2.2.2. Askorbat (L-Askorbik Asit, C Vitamini)

Askorbat (ASC) yesil sebze ve meyvelerin besin degerine katki saglayan en iyi
karakterize edilmis bilesiklerden biri olup, insan beslenmesinde 6nemli oldugu kadar bitki
dokularinda da bol miktarda bulunur. Son yillarda askorbatin bitki biiyiime ve gelismesi ve
cevresel stres olaylarinda da 6nemli role sahip oldugu gdsterilmistir (Foyer, 1993; Conklin,
2001). Ayrica bitkilerde oksidatif hasara karsi korunmada da 6nemli bir role sahiptir ve
stiperoksit, singlet oksijen ve H,O; gibi radikalleri temizleme o&zelligi vardir. Bunun
yaninda bitki hiicre ¢eperi bilesenlerinden hidroksiprolin bakimindan zengin proteinlerin
sentezinde gorev alir. Askorbat oOzellikle kloroplastlarda fotosentez boyunca iiretilen
ROS’lar1  temizleyerek, kloroplastin oksitleyici ortaminda fotosentezin karbon
asimilasyonu fonksiyonunun korunmasini saglar. Kloroplastlarda {iretilen siiperoksit ve
hidrojen peroksitin temizlenmesi askorbat peroksidaz ve stromal ve tilakoid bagh
stiperoksit dismutaz tarafindan katalizlenir. Askorbatin siiperoksitle olan reaksiyonunda
SOD’un roline benzer fonksiyonu vardir. Diger taraftan hidrojen peroksitle olan

reaksiyonu askorbat peroksidaz tarafindan katalizlenir.
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2 0, + 2 H" + askorbat —— 2 H,0, + dehidroaskorbat (7)
H.0O, + 2 askorbat —— 2 H,0 + 2 monodehidroaskorbat (8)
H,O, + askorbat —— 2 H,0 + dehidroaskorbat 9

Bu reaksiyonlar sonucunda askorbat dehidroaskorbat ve monodehidroaskorbata
oksitlenir. ROS temizleme sisteminin fonksiyonunun devami ig¢in askorbatin okside
formlarinin indirgenmesi gerekir. Olusan bu iiriinlerden monodehidroaskorbat (MDHA)
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) (Hossain ve Asada, 1984), dehidroaskorbat ise
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) tarafindan askorbata indirgenir ve olusan GSSG, GR
tarafindan tekrar GSH’a indirgenir (Foyer ve Halliwell, 1976).

Monodehidroaskorbat + NAD(P)H — askorbat + NAD(P) (10)

2 GSH + dehidroaskorbat — 2 GSSG + askorbat (11)

Bu reaksiyonlarin gerceklesebilmesi icin gerekli olan enzimler araciligiyla
oksitlenmis askorbat iriinlerinden (DHA ve MDHA) indirgenmis askorbat (ASC)
tiretilmektedir.

Askorbat-glutatyon siklusu veya Asada-Halliwell yolu olarak adlandirilan sistem
(Sekil 1) enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenleri kullanarak ROS’larin toksikligine
karst koyar (Foyer ve Halliwell, 1976; Nakano ve Asada, 1981). Bu sistemin en 6nemli
ozelliklerinden biri H2O, inaktivasyonundan karbon fiksasyonu enzimlerini korumasidir.
Bu o6zelliginin yan1 sira NADPH/NADP® oramini diisiirerek elektronlarin  PS1’den
molekiiler oksijene verilme potansiyelini azaltir ve ROS olusumunu o6nler. Ayrica bu

sistem bitkileri oksijenin toksikliginden korumak i¢in gereklidir.
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H,O

Sekil 1. Askorbat-glutatyon dongiisii (Asada-Halliwell yolu), (May vd. 1998)

Askorbat suda ¢oziinebilir antioksidan bir bilesik oldugu i¢in aktiflesmis oksijenle
sulu fazda bulunan diger bilesenlerden daha kolay reaksiyona girer ve oksidatif hasardan
makromolekiilleri korur. Askorbat sadece biiyiik bir antioksidan bilesik olarak fonksiyon
gérmeyip ayni zamanda o-tokoferol ve karotenoid gibi membrana bagli antioksidanlar
indirgenmis formuna doniistiiriir (Horemans vd., 2000).

Askorbat ¢ogu bitki dokularinda milimolar konsantrasyonlarda bulunur ve askorbat
icerigi ¢evresel faktorlerin yani sira bitki dokusuna ve bitkilerin fizyolojik durumuna bagh
olarak degiskenlik gosterir (Loewus, 1988; Smirnoff, 1996). Fotosentetik dokular,
meyveler ve diger depo organlari yiiksek askorbat konsantrasyonuna sahiptirler (Loewus
ve Loewus, 1987). Askorbat, genellikle gen¢ dokularda yasli olanlara kiyasla daha yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur ve daha ¢ok meristem gibi biiyliyen dokularda birikir (De Gara
ve Tommasi, 1999). Ayrica askorbat, apoplast (Vanacker vd., 1998a; 1998b), sitozol ve

vakuollerde de (Rautenkranz vd., 1994) bulunabilir.

1.6. Kurakhgin Fotosentez Uzerine Etkileri

Kuraklik sirasinda fotosentezin gerilemesi biiyiik 6l¢iide iki nedene bagli olarak
gerceklesmektedir; orta diizeydeki su noksanligi kosullar1 altinda stomalarin kapanmasina
bagli olarak gergeklesen stomatal sinirlamalar ve genellikle daha uzun siireli ve daha

siddetli streslerde ortaya ¢ikan stomatal olmayan sinirlamalar.
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1.6.1. Stomatal Sinirlamalar

Kurakliga kars1 olusturulan en erken tepkilerden biri, kloroplastlara CO;
difiizyonunu kisitlayan stoma kapanmasi olayidir (Muller, 1996; Lima, 2002). Kuraklik
sirasinda bitkilerin stomalarini kapatmalarina neden olan iki temel etken, hidrolik sinyaller
(yaprak su potansiyeli, hiicre turgoru) ve kimyasal sinyaller (absisik asit)’dir. Koklerde
sentezlenen ve transpirasyon akintistyla bekgi hiicrelerine taginan absisik asit (ABA), bekgi
hiicrelerindeki hipotetik ABA reseptoriine baglanarak, kuraklik stresi kosullari altinda
stomalarin kapanmasini saglar (Teiz, 1998). Onceleri stomalarin kapanmasinda, yapraktaki
su potansiyelinin ve hiicre turgorunun azalmasinin etkili oldugu diisiiniiliirken; yaprak su
potansiyelinde bir diisme olmaksizin stomatal iletkenligin azaldigi 6rneklerin goriilmesi
lizerine; stoma kapanmasinin yapraktaki su potansiyelinden ¢ok, topragin su potansiyeline
bagli oldugu goriilmiistiir. Son zamanlarda bir¢ok arastirici tarafindan; ayni anda ya da
farkli zamanlarda gergeklesen hidrolik ve kimyasal sinyal tipleri arasinda bir kombinasyon

olduguna dair kanitlar 6ne siiriilmektedir (Asamaa, 2002; Comstock, 2002).

1.6.2. Stomatal Olmayan Simirlamalar

Siddetli su noksanligina maruz birakilan bitkilerden izole edilen kloroplastlarda
fotosentetik elektron transportu ve fotofosforilasyon kapasitelerinin azaldigi gosterilmistir
(Smirnoff,1993). Fotosentetik elektron zincir reaksiyonlarinin inhibisyonu, fotoindirgeyici
ya da fotooksidatif hasara neden olabilecek aktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden
olabilir (Asada, 1999). Izole edilen kloroplastlardaki calismalar iki fotosistemin ve
ozellikle de PSII’ nin kuraklik stresi ile etkilendigini gostermistir (He, 1995). PSII’nin
reaksiyon merkezinde yer alan D1 ve D2 proteinleri fotoinhibisyonun en etkili oldugu
bolgelerdir (Baker, 1991). Bitkiler stres durumunda D1 proteininin igerigini sabit tutacak
bir onarim sistemine sahiptir ve yapim hizinin yikim hizina yakin olmasi nedeniyle hafif
siddetli stres kosullarinda PSII’nin D1 iceriginde biiyiik bir degisiklik meydana gelmez.
Stresin yeterince giiclii olmast durumunda D1 proteininin sentezi smirl hale gelir ve
PSII’nin reaksiyon merkezinde D1’in bozulumu kagiilmaz olur. Bunun sonucunda ikinci
reaksiyon merkezi polipeptidi olan D2 proteini ve son olarak da tiim PSII parcalanir
(He,1995). Yapraklardaki klorofilin biiyiikk bir kismi, tilakoit membranlarda en ¢ok

bulunan protein olan 1s1ik tutucu kompleks (ITK) II’ye baghdir ve bu nedenle stres
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kosullar1 altinda bu klorofil-protein kompleksinde biiyiik miktarlarda singlet oksijen
tiretilebilecegi diislinlilmiistiir. Bununla beraber, ITK II’deki pigment molekiilleri O3
gecirmez bir bariyer ile O,’den ayrilmis gibi goriinmektedir ve boylece ITK II tarafindan
reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi sinirlanmustir (Siefermann-Harms, 1998). Bu bariyer, ITK
[I’yi tilakoit membranin diger kisimlarinda olusan reaktif oksijen tiirlerinden de koruyor
olabilir (Tambussi, 2000). ITK II’nin etrafinda yer alan lipid 6zelligindeki yap1 da oksijen
ve oksijen radikallerinin bu klorofil-protein kompleksine girisini sinirliyor olabilir
(Siefermann-Harms, 1998). Her durumda ITK Il oksidatif hasara olduk¢a direngli gibi
goriinmektedir. Fotosentezin stomatal olmayan smirlanmasi; kloroplast lipidlerinin,
pigmentlerinin ya da proteinlerinin oksidatif olarak hasar gormesiyle iliskili olabilir (15).
Bitkilerde fotosentetik kapasite, ortamin 151k yogunlugu ve oransal su kapsaminin (OSK)

degisimine bagl olarak da etkilenmektedir.

1.6.2.1. Kurakhgin Klorofil Floresans1 Uzerine Etkisi

Bir klorofil molekiilii tarafindan absorbe edilen her bir 11k hiizmesi bir elektronu
temel durumdan uyarilmis duruma getirir. Klorofil molekiilleri tarafindan absorbe edilen
bu 151k enerjisi fotosentetik islemleri yiiriitmek i¢in kullanilir. Fazla enerji ise 1s1 olarak
dagitilir ya da klorofil floresansi olarak adlandirilan kirmizi 11k olarak yansitilir. Bu ii¢
islem es zamanli olarak meydana gelir. Bir tanesinin etkinligindeki artis, diger ikisinin
verimliligini azaltir. Bu sebeple klorofil floresansin verimliligini 6lgerek fotokimyasal
etkinlik ve 1s1 dagilimi hakkinda bilgi edinmek miimkiindiir. Klorofil floresans spektrumu
absorbe edilen 1s1ginkinden farkli ve daha uzun dalga boyludur. Klorofil floresansi absorbe
edilen toplam 15181n %1-2 kadar olmasina ragmen, klorofil floresansini 6lgmek nispeten
kolaydir. Floresansin verimi yapragi belirli dalga boyunda isikla muamele ederek ve
yansintilan uzun dalga boylu 15181 6lgerek degerlendirilebilir (Maxwell ve Johnson, 2000).
Bajji vd. (2004) F\/Fn’yi tuz ve PEG uygulamalarmin ardindan kuraklik toleransindaki
gelismeleri takip etmek icin diger fizyolojik parametrelerle birlikte kullanmiglardir.
Fu/Fm’'nin, sera kosullarinda 10 saat siire ile kesilmis kontrol yapraklarinda ve kurakliga
birakilmig yapraklarda diistiiglinii rapor etmislerdir. Yapilan diger bir ¢alismada NPQ’un
kuraklik stresine maruz kalmis bugday bitkilerinde kontrol bitkilerine oranla daha ytiksek
oldugu kaydedilmistir (Tambussi vd., 2002). Diger taraftan Massacci ve Jones (1990)

NPQ’nun kuraklik stresine maruz kalan elma agaglarinda arttigim1 fakat F,/Fy, nin kontrol
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bitkilerine kiyasla kurakliga maruz kalan bitkilerde degismedigini gdzlemistir. Benzer
sekilde Pettigrew (2004) pamuk, Kicheva vd., (1994) ise bugday bitkileri ile yaptiklar
caligmalarda kuraklik stresi ve kontrol gruplar1 arasinda Fv/Fm acgisindan fark
bulunmadigini rapor etmislerdir.

Kuraklik stresinin F,/Fy, lizerindeki etkisini belirlemek amaciyla kontrol ve kuraklik
stresine maruz birakilmis mese agaglarinda klorofil floresansi 6l¢iilmiistiir (Epron vd.,
1992). F,/Fn, kontrol bitkilerinde giin boyunca degismezken, stres altindaki bitkilerde
distiigli gozlenmistir. Arastiricilar bu azalisin 6gleden sonra normale dondiigiini
belirlemis ve bu gecici diisiisiin fotosentetik sistemi kalici hasardan korudugunu ileri
stirmiislerdir.

Klorofil floresansi, Colom ve Vazzana (2003) tarafindan Eragrostis curvula
bitkisinin kuraklik stresi kosullarinda biiyliyebilme ve {ireme yetenegini acikliga
kavusturmak i¢in kullanilmistir. Yapilan ¢alismada kurakliga dayanikli ve hassas olan iki
kiiltivar kuraklik stresine maruz birakilmis ve F./Fy’nin kuraklik stresi altindaki iki
kiiltivarda da azaldig1 kaydedilmistir. Fakat hassas kiiltivarda bu azalisin daha fazla
bulundugu, sulamadan sonra F,/Fy’nin her iki kiiltivarda ayni zamanda eski haline
dondiigii bildirilmistir. Klorofil floresans1 patates kiiltivarlarinin kuraklik toleransinin
belirlenmesinde de kullanilmistir (Ranalli vd., 1997). Kiiltivarlarin kuraklik stresine
verdikleri floresans cevaplart cesitlilik gostermistir. Arastiricilar floresans ve verim
arasinda Onemli derecede yiiksek bir korelasyon belirlemislerdir. Newell, (1994)
koparilmis yapraklardan su kaybi protokoliine gore taranan onalt1 tath patates kiiltivar
arasindan sectigi iki kiiltivar1 klorofil floresans1 kullanarak degerlendirmistir. Iki
kiiltivardan kurakliga dayanikli olani, hassas kiiltivara gore diisiik yaprak su kaybi ve
yiiksek Fy degeri gostermistir. Arastirici, klorofil floresansi parametrelerinin, kiiltivarlarin
kuraklik stresine toleranslarina gore ayrimlari i¢in kullanilabilecegi sonucuna varmistir.

Sulama ve kuraklik uygulamalar1 sonucu elde edilen verim degerlerine dayanarak
hesaplanan kuraklik duyarlilik indeksi ile klorofil floresansinin énemli 6l¢iide ve negatif
korelasyon gosterdigi belirlenmistir (Ali Dib, 1994). Ayn1 arastirict klorofil floresansinin
kurakliga toleransli kiiltivarlarin  tamimlanmast i¢in  hizli  bir teknik olarak
kullanilabilecegini ileri silirmiistiir. Havaux ve Lannoye (1985) kurakliga hassas ve
dayanikli bugday kiiltivarlarinin kuraklik stresine birakilmis yaprak disklerinde klorofil

floresans1 cevaplarini ¢aligmiglardir. Dayanikli kiiltivarlar klorofil floresansinda yalnizca
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kiigiik degisimler gosterirken, hassas kiiltivarlarda diislis gozlemislerdir. Ayrica klorofil

floresansinin bitki stresi ¢alismalarinda bir ara¢ olarak kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

1.6.2.2. Kautsky EtkKisi

1960’da Kautsky ve arkadaslari, fotosentetik materyali karanliktan 1518a
tasidiklarinda klorofil floresansinda bir saniye siiresinde artist gozlediler (Kautsky vd.,
1960). Bu artisin, sonralar1 PS2’de plastokinon A (QA) meydana gelen indirgenmeden
dolayr oldugu agiklanmistir. PS2 15181 absorbladiginda ve QA bir elektronu yakaladiktan
sonra o elektorunu yanindaki elektron yakalayicisina (QB) aktarmadan diger bir elektronu
yakalayamaz. Bunun ardindan reaksiyon merkezinin kapali oldugu sdylenir. Reaksiyon
merkezlerinin kapanmasi, fotokimyasal etkinlikte azalma ve takiben floresansda artisa yol
acar. Herhangi bir zamandaki bu degisimlerin biiytlikliigii kapali merkezlerin sayis1 ile
orantilidir. Karanlik ortamda bekletilen bir yaprak 1siga alindiginda, PS2 reaksiyon
merkezleri kisa bir siire i¢cinde klorofil floresansinda artisa yol agacak bicimde kapanirlar.
Bununla beraber, floresans seviyesi birka¢ dakikalik uzun bir zaman periyodunda azalir.
Bu olay floresansin azalmasi olarak adlandirilir. Floresans azalmasina katkida bulunan iki
islem vardir. Birincisi, PS2’den tasinan elektron oraninin karbon metabolizmasini igeren
enzimlerin 11k tesvikli aktivasyonu ve stoma agilmasi yiiziinden artmasidir. Bu olay
fotokimyasal sonme olarak adlandirilir. Ikincisi, enerjinin 1s1ya doniisiimiindeki artistir. Bu
fotokimyasal olmayan sonme (NPQ) olarak adlandirilir. Her iki islem de, bitki tiiriine bagh
olarak asagi yukar1 15-20 dakika icinde duragan duruma ulasir (Maxwell ve Johnson,
2000). Floresansdaki azalmanin fotokimyasal ve fotokimyasal olmayan bilesenlerini acik¢a
ayirmak, klorofil floresansini 6lcerek bitkilerin fotosentetik performansini anlamak igin
onemlidir. Floresans verimi bir islem devam ederken digeri kapatilarak tahmin edilir.
Yaygin olan fotokimyasal bilesenin kapatilmasidir. Boylece iki faktdrden sadece birinin
varhiginda floresans verimi tahmin edilebilir. Bu islem herbisitler kullanilarak
gerceklestirilebilir. Bir herbisit olan diuron (DCMU)’ un ilavesi, PS2°1 inhibe etmesine ve
fotokimyay: sifira diislirmesine ragmen, fizyolojik a¢idan uygun bir metot degildir. Diger
taraftan fotokimyasal sonmeyi sifirlayan, 151k katlama (iki katina ¢ikarma) teknigi bitkiye
zarar vermeyen ve daha uygun bir metotdur (Bradbury ve Baker, 1981). Bu teknikte kisa
siirelerle yliksek yogunluklu 1sik flaglar1 gonderilir. Isik flaslar1 ile PS2’nin reaksiyon

merkezleri kapanir, fotokimyasal olmayan sonme degeri artarken, fotosentez etkiliginde
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degisim olmaz. Fotokimyasal sonmenin yoklugunda, floresans verimi ulagabilecegi en
yiiksek degere ulasir (maksimum floresans Fm). Maksimum floresans (Fm), isiktaki
duragan floresans (Ft) ve fotosentetik 15181 olmadigi floresans (Fo) ile karsilastirilirsa,
fotokimyasal sonmenin etkinligi ve PS2 performansi hakkinda bilgi verir (Maxwell ve
Johnson, 2000). Maksimum floresans seviyesi 1s1 dagilimindaki (NPQ) degisimle,
degisiklige maruz kalmasina ragmen, NPQ tamamen inhibe edilemez ve klorofil

floresansinin verimi NPQ olmadan élgiilemez.

1.6.2.3. Kurakhgin Fotosentetik Gaz Degisimi Uzerine Etkisi

Atmosferden stomalara CO;’in difiizyonundaki azalis, hafif ve orta dereceli kuraklik
stresleri altinda azalan fotosentezin ana diisiis sebebi olarak kabul edilir (Flexas vd., 2004;
Chaves vd., 2009). Fotosentez iizerindeki bu sinirlama stoma ve mezofil gibi iki bilesenden
olugmaktadir (Flexas vd., 2008). Mezofilin 6nemi ile ilgili tartigmalar halen devam etmekte
olup; hiicreler arasi ve kloroplastik CO; konsantrasyonunun belirlenmesi ile ilgili
metodolojik kavramlar iizerinde yogunlagmistir (Bunce, 2009; Lawlor ve Tezara, 2009).
Mezofil iletkenligi (gm) fiziksel (CO7’in ¢oziiniirliigii, CO,-in apoplastik ve simplastik
rotalarinin ylizey alani) ve metabolik bilesenleri (aquaporinler ve karbonik anhidraz) ihtiva
etmektedir. Her ikisi de tiire bagl olmakla beraber, anatomik ve biyokimyasal bilesenlerin
katkis1 ve buna ilaveten kuraklik ve sicaklik gibi ¢evresel kosullarin da deneye etkisi goz
ard1 edilmemelidir. Topraktaki su eksikliginin mezofil iletkenligini (gn) dusiirdiigi
bildirilmistir (Flexas vd., 2008). Buna ilaveten stoma iletkenliginin (gs), gm’e gore
kuraklik stresine daha hassas oldugu bilinmektedir (Bunce, 2009).

Kurak ortamlara 1yi adapte olan tiirlerde, stomalarin toprak ve atmosferik kurakliga
cevaplart suyun korunmasinda énemli bir 6zelliktir (David vd., 2007). Stomalar ksilem
basincinin diismesini 6nleyen basing diizenleyicileri gibi davranirlar (David vd., 2007). Bu
durum, sicak gilinlerde giin ortasinda stoma kapanmasinda ya da topraktaki orta dereceli
kuraklikta diisen stoma iletkenlerinde goriilebilir. Her iki cevaba, sentezlenen ya da
kuraklik stresine maruz kalmis kdklerden yapraklara tasinan ABA tarafindan aracilik edilir
ve bu cevaplar pek ¢ok i¢ ve dis faktor tarafindan diizenlenirler. Stoma iletkenligi stresin
onemli bir indikatoriidiir. Azalan stoma iletkenligi yiiksek 1sikla birlikte oldugunda, bitkiler
asirt 151k enerjisine maruz kalirlar ve CO7’in Calvin dongiisiindeki kullanimi azalir. Bu

durum da fotosentezin azalmasi ya da fotoinhibisyon, Cj bitkileri ic¢in giiclii koruma
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mekanizmasi olarak goriiliir. Bu koruma, ksantofil ve lutein siklusunu da ihtiva eden 151k
yakalayan komplekslerde meydana gelen termal dagilim ile basarilir (Garcia-Plazaola vd.,
2003; Demmig-Adams vd., 2006). Bu fotokoruyucu mekanizmalar absorbe edilen enerji
icin yarig halindedirler. Bu durumda da PS2’nin verimliligi diiser (Genty vd., 1989).
Absorbe edilen enerji fotorespirasyon ya da Mehler peroksidaz reaksiyonu tarafindan
kullaniliyorsa, CO; asimilasyonunda diisiis meydana gelir ve buna paralel olarak devresel
olmayan elektron tasiniminda da azalma goézlenir. Bu durum Cjz ve bazi1 C,4 bitkilerinde
belirlenmistir (Ghannoum, 2009). Cj bitkilerine kiyasla C,4 bitkilerinin CO, konsantre edici
mekanizmaya ragmen kuraklik stresine karsi hassasliklart yiiksek indirgeyici gilice sahip
Mehler reaksiyonunun alternatif elektron kaynagi olarak davranmasina mal edilebilir
(Ghannoum, 2009).

Yukarida belirtildigi gibi kuraklik stresi altinda fotosentezin sinirlanmasina sebep
olan stomatal faktorlere ilaveten biyokimyasal faktorler de bulunmaktadir. Bu faktorler
CO; difiizyonunun sinirlanmasi kadar énemlidir (Galmes vd., 2007). Bu faktorlerden en
onemlileri PS2’nin fotokimyasal etkinligi, enerji dengesi, kloroplastlardaki CO,’in
ulagilabilirligi ve rubisco aktivitesidir (Xu vd., 2010; Pinherio ve Chaves, 2011).
Smirlandirilmis CO; ve yiiksek 1s1k kosullar altinda enerji dengesi hiicre fonksiyonlarinin
anahtar bileseni olarak kabul edilir. (Lawlor ve Tezara, 2009; Pfannschmidt vd., 2009). Bu
kosullar altinda Tezara vd. (1999) ATP iiretimindeki kusur ve bunu takiben ribuloz
bifosfat’in yeniden tiretimi ve kloroplastlarda olusturulan ROS’larin ATP sentaz’a zarar
verdiklerini ileri stirmiislerdir. Kuraklik stresinin rubisco iizerindeki etkisine deginecek
olursak; sonuglar cok cesitlilik gostermekle birlikte, genel olarak rubisco aktivitesi ve
miktarinin siddetli stresten etkilendigi bulunmustur (Maroco vd., 2002; Parry vd., 2002;
Flexas vd., 2006). Rubisco aktivitesinin azalmasindaki anahtar faktor rubisco aktivazdaki
azalmadir (Lawlor ve Tezara, 2009). Galmes vd. (2010) onbir Akdeniz tiirlinde yaptiklar
calisma ile kuraklik stresi altinda meydana gelen diisiik kloroplastik CO, (Cc)
konsantrasyonunun rubisco’nun etkisizlesmesini tesvik edebilecegini ve bu durumun
yaprak ozelliklerine bagli oldugunu ileri slirmiistiir. Buna ilaveten diisiik Cc adapte olmus
tiirlerin siddetli kuraklik kosullarinda rubisco’yu aktif tutabildikleri ileri siiriilmiistir.

Kuraklik stresi kosullarinda fotosentezi etkileyen morfolojik degisimler de meydana
gelir (Tissue vd., 1999). Bu degisimler yeni yaprak biiylimesinin inhibisiyonu ya da uzun
stireli stres durumunda yasl yapraklarin erken senesensi ve yaprak alani degisimleri

olabilir (Rucker vd., 1995). Bitkilerin verimliligi yapraklar tarafindan {iretilen
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fotoasimilatlara baglidir. Bu sebeple fotosentezin, kuraklik stresine cevabini ¢alismak igin,
en iyi yaklagim bitkilerin tim yapraklar1 tizerinde durmaktir (Pereira ve Chaves, 1993).
Yaprak boyutlarindaki bu azalma transpirasyon alaninin azalmasina ayrica biiylime sezonu
boyunca daha diisiik 151k alinimina yol agacak ve biyo kiitle iiretimi azalacaktir (Pereira ve
Chaves, 1993). Cogu hububat bitkisinde, su eksikligi ile yaprak agisinda meydana gelen
degisim, yaprak tarafindan alinan toplam 15181 azaltacak ve boylece karbon asimilasyonu
diisecektir. Diger taraftan yaprak acisinda meydana gelen degisim gilinesin yiiksek
enerjisine kars1 onemli koruyucu rolii vardir. Yaprak kivrilmasi da koruyucu rolii olan bir
diger olaydir (Kadioglu vd., 2012). Kuraklik, yiiksek sicaklik ve yiiksek 11k gibi ¢evresel
stresler yapraklarin kivrilmasini hizlandirir (Kadioglu ve Terzi, 2007). Yaprak kivrilmasi
ile degisen yaprak yapisi, fotosentezi artirabilir. Ornegin Soares vd., (2008) dogal yaprak
kivrilmas: ile yaprak ylizeylerinin degisimini takiben yaprak icerisinde meydana gelen
stoma kapanmasi ve bazi biyokimyasal degisimler neticesi yapraktaki fotosentetik
etkinliginin arttigin1 gostermislerdir. Ayrica Richards vd., (2002) yaprak kivrilmasinin
bitkilerin su kaybini engelleyerek fotosentezi artirdigini ileri slirmiistiir. Benzer olarak,
Zhang vd. (2009) orta dereceli yaprak kivrilmasinin ¢eltik kiiltivarlarinda fotosentezi ve
bdylece verimi artirdigini rapor etmistir.

Yaprak kivrilmasi, pigment-anten komplekslerini ve PS2’nin reaksiyon merkezlerini
hasarlardan korur (Sarieva vd., 2010). Ayrica yaprak kivrilmasmin bugday yapraklarinda
PS2 ve PS1 arasindaki elektron taginim seviyesini kisa siireli sicaklik stresinden korudugu
rapor edilmistir (Sarieva vd., 2010). Bu calismada yiiksek sicaklik stresi altinda yiliksek
yaprak kivrilmasi derecelerine sahip bugday kiiltivarlarinin pigment iceriginde onemli
Olciide artis belirlenmistir. Diger taraftan, Subashri vd. (2009) yaprak kivrilmasimin 11k
alan yaprak yiizeyini azaltarak klorofilin aktivitesini ve fotosentezi azalttig1 i¢in, yaprak
kivrilmasi ve klorofil icerigi arasinda negatif bir iligki oldugunu ileri siirmiislerdir. Yaprak
Kivrilmasinin yapay olarak engellenmesi, zorunlu golge bitkisi olan Amomumvillosum
bitkisinde fotokimyasal olmayan floresans sonmesindeki (NPQ) artisa ragmen fotosentezin
inhibisyonunu 6nemli 6l¢iide hizlandirmistir (Feng vd., 2002). Benzer bicimde mekanik
olarak acilmig C. setosa yapraklarinda NPQ normal olarak kivrilan yapraklara gore daha
yiiksek olarak Ol¢tilmistiir (Nar vd., 2009). Ayn arastiricilar, PS2 kuantum verimi (®ps))
ve fotokimyasal sonmenin mekanik olarak agilmig C. setosa yapraklarinda, kivrilmis

yapraklara gore 6nemli 6l¢iide azaldigini rapor etmislerdir. Ayrica ayni arastiricilar klorofil
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floresans parametrelerindeki degisimlerin yaprak kivrilmasinin fotosentetik sistemi

koruyan avantajli bir mekanizma olabilecegini ileri siirmiislerdir.

1.7. Kuraklik Stresinin Etkiledigi Baz1 Bitkisel Faktorler

1.7.1. Yaprak Su Potansiyeli ()

Yaprak su potansiyelinin bitkilerin su stresine cevabin1 6l¢mek i¢in iyi bir parametre
oldugu diisiiniiliir. Singh vd. (1990), kuraklik stresi boyunca bugday genotipleri arasinda
yaprak su potansiyel degerlerinde 6nemli farkliliklarin oldugunu gostermistir. Stresle ilgili
caligmalarda yaprak su potansiyelinin dl¢iilmesi 6nemlidir. Padurariu vd. (1969)’ye gore
biiylime periyodundaki musir bitkisinde yaprak su potansiyelinin -0,6 ile -0,7 MPa’dan
diisiik olmamasi gerektigi ileri stirlilmistiir. Sekerpancarinda ise bu deger -0,5 MPa olarak
kaydedilmistir. Yaprak su potansiyeline en fazla etki eden olaylardan biri transpirasyondur.
O’Toole vd. (1977) fasiilye (Phaseolus vulgaris) bitkisiyle yaptiklari ¢alismada yaprak su
potansiyeli -0,3 MPa oldugunda CO, aliminin ve transpirasyon oraninin yiiksek oldugunu
kaydetmislerdir. Yaprak su potansiyeli -0,9 MPa kadar diisiik bir degere ulastiginda ise
CO, absorbsiyonunun ve transpirasyonun hemen hemen inhibe edildigini rapor etmislerdir.
Yaprak su potansiyeli yaprak kivrilmasi ile de yakindan iligkilidir (Dingkuhn vd., 1999).
Yaprak kivrilmasimin misirda yaprak su potansiyeli, celtik bitkisinde yaprak sicakligi ve
yaprak osmotik potansiyeli ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Ekanayake vd., 1993).
Yaprak kivrilmasinin artmas diisiik yaprak su potansiyeline igaret eder. Misir bitkisinin
yaprak su potansiyeli -0,48 MPa’a ulastiginda yapraklarini kivirdigi gézlenmistir. Ayrica
yaprak kivrilmasinin celtik bitkisinde yaprak su potansiyeli i¢in yararli bir indikator
olabilecegi kaydedilmistir. Diger taraftan c¢eltik ve bugday bitkilerinde yapilan
caligmalarda yaprak kivrilmasiyla yaprak su potansiyeli arasinda giiclii bir iligkinin var

oldugu goriilmiistiir (Dingkuhn vd., 1999).
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1.7.2. Stoma iletkenligi

Stoma iletkenligi, belli bir zamanda yaprak alanindan transport edilen su buhar1 ve
CO; miktarinin dlgiimidiir (Von Willert vd., 1995). Stoma iletkenliginin yiliksek olmasi
optimal su durumunu gosterir. Buna karsilik stoma iletkenliginin diisiik degerde olmasi
kuraklik stresiyle iliskilidir. Bu nedenle stoma iletkenligi bitki su durumu igin iyi bir
indikatordiir. Kurakliga karsi olusturulan en erken tepkimelerden biri kloroplastlara CO>
difiizyonunu kisitlayan stoma kapanmasidir. Kuraklik sirasinda bitkilerin stomalarini
kapatmalarina neden olan etkenler yaprak su potansiyeli, hiicre turgoru ve ABA
seviyesidir. Bitkilerin stomalarin1 kapatmasinda yapraktaki su potansiyelinin ve hiicre
turgorunun azalmasinin etkili oldugu diisiiniiliirken, yaprak su potansiyelinde bir diisme
olmaksizin stoma iletkenliinin azaldiginin goriilmesi iizerine stoma kapanmasinin
yapraktaki su potansiyelinden ¢ok topragin su potansiyeline bagli oldugu goriilmiistiir. Su
stresi altindaki bitkilerde yaprak su durumunun stoma iletkenligi ve transpirasyon ile
iligkisi bilinmektedir. Yaprak su potansiyeli ile stoma iletkenligi arasinda iyi bir
korelasyonun oldugu sik sik gézlenmistir. Stoma iletkenliginde meydana gelen degisimler
transpirasyon oraninin degismesi ile yaprak su potansiyelinde degisime neden olur. Ayrica
bir¢ok fotosentetik parametrenin stoma iletkenligiyle giiclii bir korelasyon gosterdigi rapor
edilmistir (Medrano vd., 2002). Ornegin yaprak kivrilmasi esnasinda dar1 bitkisinde stoma
iletkenligi ve net CO; asimilasyon oranmin O6nemli derecede diistiigii kaydedilmistir

(Corlett vd., 1994).

1.7.3. Nispi Su Icerigi (NST)

Nispi su igerigi (Ingilizce kaynaklarda yaygin olarak RWC (relative water content)
olarak kisaltilir), 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 Olgtimiidir (Flower ve Ludlow, 1986). Su
potansiyeline benzer olarak nispi su icerigi de bir ¢ok ¢evresel parametreden etkilenen
transpirasyon ve topraktan su alinimi arasindaki dengenin saglanmasina karsi oldukga
duyarlidir (Sivaramakrishnan vd., 1988). Stres c¢alismalarinda NSI’nin belirlenmesi
oldukca onemlidir. Bugday kiiltivarlar1 (Sairam vd., 2001) ve aygigeginde (Sgherri ve

Navari-Izzo, 1995) NSI su stresinin artmasiyla azalir. Stres esnasinda dayamkli irklarin
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nispi su igerigindeki azalisin hassas olanlara nazaran daha az oldugu bilinmektedir.
Ornegin, Pastori ve Trippi (1992), NSI’nin iki musir irkinda kuraklik periyodu esnasinda
azaldigin1 ve bu azalisin hassas olan irkta dayanikli olana gore onemli derecede fazla
oldugunu rapor etmislerdir. Bugday bitkisinde yapilan diger bir ¢alismada da toleransl
olan kiiltivarin hassas olanla karsilastirildiginda, stres periyodu esnasinda daha fazla
NSI’ye sahip oldugu goriilmiistiir (Sgherri vd., 2000). Sogan (Allium cepa) bitkisinde
yapilan baska bir ¢alismada ise NSI’nin kontrol ile karsilastirildiginda % 25 oraninda
azaldig tespit edilmistir (Egert ve Tevini, 2002).

1.8. Poliaminler

1.8.1. Poliaminlerin Tarihcesi

Bir aminoasit tlirevi olan poliaminlerin putresin (put), kadaverin (cad), spermidin
(spd) ve spermin (spm) olmak iizere baslica dort tipi iyi bilinmektedir. Put, spd, spm tiim
canli organizmalarda bulunur ve “yaygin poliaminler” olarak adlandirilirlar. Bunlardan
spm fosfat kristalleri Palavan-Unsal (1984)’un belirttigi gibi ilk kez 1678’de Van
Leewenhook tarafindan insan prostat salgisinda kesfedilmis ve daha sonralart 1865°te
Boettcher bu kristallerin fotografim1 ¢ekerek yaynlamistir. Putresin ilk kez alglerde
bulunmus ve bunu daha sonra mantarlar ve yiiksek bitkiler izlemistir. Tiim poliaminlerin
yiiksek bitkilerde yaygin oldugu, bitki biiylime ve gelismesiyle iliskili oldugu
bilinmektedir (Slocum vd., 1984).

1.8.2. Poliaminlerin Kimyasal Yapisi

Serbest aminler, alifatik monoaminler, alifatik diaminler, alifatik poliaminler,
aromatik aminler olmak iizere kisimlara ayrilir (Bouchereau vd., 2000). Tablo 1’de

bitkilerde bulunan alifatik diamin ve poliaminlerin isimleri verilmistir.
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Tablo 1. Dogal olarak meydana gelen alifatik diaminler ve poliaminler (Slocum ve Flores,
1991°den degistirilerek)

Diaminler 1,3 diaminopropan, putresin, kadaverin

Triaminler Norspermidin (caldin), spermidin, aminopropil kadaverin,
homospermidin

Tetraaminler Norspermin (thermin), spermin, termospermin,
canavalmin, agmatin, homospermin

Pentaaminler Caldopentamin, homocaldopentamin

Hexaminler Caldohegzamin, homocaldohegzamin

Bir¢ok biiyime ve gelisme olaylarinin diizenlenmesinde dnemli role sahip olduklari
bilinen poliaminlerin serbest formlar1 olan Put ve Cad (diamin), Spd (triamin), Spm ve
Agm (tetramin)’in molekiiler agirliklari ve molekiil formiilleri ise Tablo 2’de

gosterilmistir.

Tablo 2. Bazi poliaminlerin molekiil agirliklar1 ve yapisal formiilleri (Evans ve Malmberg,

1989)
Poliamin Molekil agirligr | Formiili
Putresin 88 NH2 (CH2)4 NH;
Kadaverin 102 NH2 (CH3)s NH;
Spermidin 145,2 NHz (CH.)3 NH(CH,)4 NH,
Spermin 202 NH2 (CH2)3 NH; (CH2)s NH(CH2)3 NH,
Agmatin 130,3 NH, (CH2)s NH CNH NH,

Put, Spd ve Spm’nin bitki dokularinda genis bir yayilim gosretmesine karsin, Cad’1in
digerleri kadar genis bir dagilima sahip olmadig1 bilinmektedir. Cad 6zellikle Leguminosae
(Pisum, Glycine, Lathyrus, Trifolium, Lupinus), Solanaceae (Nicotiana ve Lycopersicon),
Gramineae (Hordeum, Avena, Oryza), Brassicaceae (Brassicanapus) ve Crassulaceae
(Sedum) familyasina ait baz1 bitkilerde tespit edilmistir (Flores, 1991).

Poliaminler diisiik molekiil agirlikli ve fizyolojik pH’da pozitif yiiklii molekiiller

olup endojen olarak iiretilen polikatyonik metabolitlerdir. Bazik karakterli poliamin ve
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tiirevlerinin ¢esitli hiicresel olaylar igin gerekli oldugu ilk kez Synder vd. (1964) tarafindan
kanitlanmistir. Dogal olarak meydana gelen poliaminler Evans ve Malmberg (1989)
tarafindan hormondan c¢ok sekonder mesajc1 olarak adlandirilmaktadir. Dokulardaki
konsantrasyonlar1 genellikle nmol/gram doku, pmol/gram doku ya da pmol/ml olarak ifade
edilmektedir. Cizelge 1°de bahsedilen Put, Spd, Spm ve Cad’in diginda kalan diger amin
bilesiklerinin dokularda ¢ok diisiik diizeylerde bulunmasi ¢alisma konumuzdaki poliamin
tiplerinin  6nemini artirmaktadir. Put, Spd ve Spm molekiilleri ilkel canlilarda da
goriilmektedir. Milyonlarca yillik evrim asamasinda binlerce degisik tiir canlinin yapisinda
yer aldig1 belirlenmistir (Rosano vd., 1983). Poliamin sentez ve bozunma olaylar1 ¢ok
karmagik kontrol mekanizmalariyla denetlenmektedir (Tabor ve Tabor, 1984).
Poliaminlerin hiicresel biiyiime ve boliinme iizerinde oynadiklar1 genel rol iyi tanimlanmis
olup ayrica Ozellesmis doku ve hiicrelerin fonksiyonlarinda da rol oynadiklari kabul
edilmektedir. Dogada PA’lar serbest molekiiller olarak meydana gelir, fakat siklikla
fenolik asitler (konjuge formlar1) gibi diisiik molekiil agirlikli organik molekiillere ve
ayrica proteinler, DNA (bound formu) gibi ¢esitli makromolekiillere baglanirlar (Broeck
vd., 1994; Martin-Tanguy, 1997; Tiburcio vd., 1997). Bitki gelisiminde serbest poliaminler
kadar bagl poliaminlerin de énemli fonksiyon gordiigii tespit edilmistir (Bagni vd., 1981;
Martin-Tanguy, 1985; Evans ve Malmberg, 1989). Poliaminlerin yapilarindaki pozitif
yiikler, niikleik asit, protein ve membranlarin anyonik bolgeleri gibi negatif yiiklii yapilarla
cok kolay etkilesime girmelerine olanak vermektedir. Bu yapilarindan dolay1 poliaminler,
hiicre i¢i elementlere baglanarak hiicre i¢inde yer alan mikrozom, lizozom ve mitokontriler

tizerinde stabilize edici etki yaparlar (Porter ve Sufrin, 1986; Schuber, 1989).

1.8.3. Poliaminlerin Biyosentezi

Poliamin biyosentezi ¢ok sayida enzimin gorev aldig1 ve birgok ara iirlinlin olustugu
aslinda ¢ok karmasik bir olay olup Sekil 2°de basitlestirilerek sematize edilmistir. Dogal
bir diamin olan Put, poliamin biyosentezi sirasinda arginiden sentezlenir ve bu sentez

sirasinda iki yoldan biri izlenir.



) Ure onc
Arjinin —L—D Ornitin CO:

AS
ADC
CO,
) SAMDC
Agmatin \ p- Putresin
Ure
SAMDC
Metionin —# . Adenoszlmetlonln Dekarboksile olmus——®
SAM 2 SAM APT
/ PT
Spermin < Spermidin <

Sekil 2. Poliamin biyosentez yolu. AS: Arginaz, ODC: Ornitin dekarboksilaz,
ADC: Arginin dekarboksilaz, SAM: S-adenosilmetionin, SAMDC: S-
adenosilmetionin dekarboksilaz, APT: Aminopropil transferaz (Galston,
1983’den degistirilerek)

Birinci yolda arginin, iire kaybederek once ornitin daha sonra ornitin dekarboksilaz
(ODC) ile CO; kaybederek putresini olusturur. ikinci yolda ise arginin, arginin
dekarboksilaz (ADC) tarafindan dekarboksile edilerek 6nce agmatin ve bundan sonra da
tire ¢ikisiyla putresini olusturur.

Spd ve Spm ise genellikle stres kosullarinda ya Put’dan ya da bazik bir amino asit
olan metionin iizerinden sentezlenmektedir (Galston ve Sawhney, 1990). Metioninden
once S- adenosilmetionin (SAM) sentezlenir, sonra S- adenosilmetionin dekarboksilaz
(SAMDC) enziminin katalizorliigiinde dekarboksile olmus SAM meydana gelir ve bundan
da aminopropil transferaz (APT) enzimi yardimiyla Spd ve Spm sentezi gerceklestirilir.
Poliamin biyosentezinin kontrolii tamamen Put sentezindeki ornitin varligina ve ODC’nin
aktivitesine bagimlidir. Put’dan diger poliaminlere doniisimde ise SAMDC aktivitesi
Onem tasir (Pegg, 1988).

Poliamin metabolizmasi i¢in ii¢ enzim biiyilk 6nem tasimaktadir. Bunlar ODC,
SAMDC ve APT’dir. Ozellikle biyosentezde ilk basamakta yer alan ODC poliaminlerin
olusumunda hiz kisitlayic1 enzimdir. Herhangi bir uyar1 karsisinda poliaminlerin olusmasi
bu enzimin aktivitesine baglidir. Biyosentez yolundan da kismen anlagilacagi gibi
dokularda Put birikimi ii¢ muhtemel mekanizmanin ige karismasiyla meydana gelebilir:

1) ODC ve ADC yolu kullanilarak Put sentezininin artisi ile,
2) Stres kosulunda gergeklesen yeni bir biyokimyasal yol ile,
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3) Put’un Spd, Spm, alkoloid, y-aminobiitirik asit (GABA) ve diger metabolitlere
doniisiimiiniin azalmasi ile.
Ote yandan Cad’1n ise tamamen ayri bir yoldan sentez edildigi ve bir amino asit olan
lizinden, lizin dekarboksilaz katalizorligiinde meydana geldigi saptanmistir (Galston,
1983).

1.8.4. Poliamin Katabolizmasi

Serbest PA seviyeleri onlarin biyosentezlerine, katabolizmalarina, taginma ve
baglanmalarina baghdir (Alcazar vd., 2010). Poliaminlerin terminal katabolizmalar1 Put
tizerinden olmaktadir. Poliaminler diamin oksidazlar (DAO, EC 1.4.3.6) ve poliamin
oksidazlar (PAO, EC 1.5.3.3) tarafindan katabolize edilir (Sekil 3). DAO’lar 4-
aminobutanol, H,O, ve amonyak iireten Put’un oksidasyonunu katalizler. PAO’lar ya
katabolizmaya ya da PA’larin geri doniisiimlerine dahildir (Alcazar vd., 2010). PA’lar
amine oksidazlarin rolii ile yilikseltgenerek deamine edilir. Amine oksidazlar bakir igerir,
diamin oksidazlar (DAO; EC 1.4.36) diaminlere ve flavoproteinlere olan yiiksek substrat
secicilikleri ile esas olarak tanmimlanir. Poliamin oksidazlar (PAO; EC 1.5.3.3) Spd ve
Spm’yi ikincil amino gruplarina yiikseltgerler (Federico ve Angelini, 1991). Bu enzimler
lignifikasyon, suberinlesme ve hiicre duvarinin sertlesmesiyle gibi dokularin hiicre
duvarlariyla iliskilidirler (Federico ve Angelini, 1991). Sekil 3’deki semaya gore Put’dan
DAO reaksiyon iriinleri pyrrolin, hidrojen peroksit ve amonyaktir, buna karsin PAO
tirtinleri Spd ve Spm’den diaminopropan (Dap) ve hidrojen peroksit ile pyrrolin ve 1,5
diazabicyclononane’dir. Dap beta alanine doniistiiriiliir, halbuki pyrrolin bundan bagska
pyrrolin dehidrogenaz tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla p-aminobiitirik asit
(GABA)’e doniistiiriilir (Sekil 3). y-aminobiitirik asit sonug olarak aminogruplarini
transfer ederek suksinik asite yiikseltgenir, boylece Kreps dongiisiine katilir. PA
katabolizmasina dahil olan enzimler ve onlarin eylemleri sonucu olusan iiriinlerin 6nemli
fizyolojik siireglere dahil olduklarini gostermistir (Aribaud ve Martin-Tanguy, 1994,
Aribaud vd., 1994; Martin-Tanguy, 1997). Put diaminoksidazla y-aminobiitirata (GABA)
ya da spontan olarak siklik form olan A’-prolin’e donigmektedir. GABA gerekli ise
kullanilmakta, gerekli degil ise A’-prolin yolu 6nem kazanmaktadir. Put ayni zamanda
diger metabolik yollarla ¢esitli alkoloidlere, cesitli fenolik asit bilesiklerine ve protein

bilesiklerine de doniisebilmektedir.
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Sekil 3. Amin oksidazlar ile poliamin par¢alanmasi. DAO, diamin
oksidaz; (GABA, y-aminobutirik asit, PAO, poliamin
oksidaz; PYRR, pyrrolin; PYRR-DH, pyrrolin
dehidrogenaz) (Martin-Tanguy, 2001)

1.8.5. Poliamin Tasmnim ve Dagilim

Poliaminler biitiin canli organizmalarda bulunan alifatik bilesiklerdir. Bitkilerde
hiicre ¢eperi, vakuol, nukleus, nukleolus, mitokontri ve kloroplastlarda yerlesmis
bulunmaktadir (Slocum, 1991; Niklas et al., 1998). Hiicre ¢eperinde pektik
polisakkaritlerle birlikte bulunmakta ve pektin metil esteraz aktivitesi ile lignin
metabolizmasini ve hiicre pH’sin1 kontrol ettigi diigiiniilmektedir. Bununla birlikte diamin
ve poliaminlerin hiicre c¢eperinin fizyolojisi {izerine yapmis oldugu etkilerle ilgili
molekiiler mekanizma belirsizligini korumaktadir. Hiicre c¢eperi, bitkilerde poliamin
katabolizmasi ile iligkili en onemli bolgedir. Hiicre senesensi sirasinda hiicre ¢eperine
poliamin baglanmasmin artis gosterdigi bilinmektedir (Messiaen and Cutzen, 1999).
PA’lar 1spanagin 151k yakalayan sistem ve PSII ile iligkili olan tilakoit membranlarinda
belirlenmistir (Kotzabasis, 1993). Dahasi, Helianthus tuberosus’da klorofil a/b antenna
kompleksinin apoproteinleri ve Rubisconun biiyiik alt iinitesi transglutaminazin substrati
olarak tanimlanmistir. Bu enzim PA’larin hem tilakoit membranlara hem de stromal
proteinlere birlesmesini Kkatalizlemektedir. Osmotik stresli yulaf yapraklarinda distan
PA’larin uygulanmasinin protein degredasyonunu geciktirdigi, klorofil kaybini inhibe

ettigi ve tilakoit membranlar kararli hale getirdigi gosterilmistir (Besford, 1993). PA
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inhibitorleri kullanilarak PA konsantrasyonu, klorofil biyosentezi ve fotosentetik oran
arasindaki iliski gosterilmistir (Beigbeder, 1995). Yulafta yapilan bir ¢alismada ADC
enziminin kloroplastlarin tilakoit membranlarinda var oldugu elektron mikroskobisi ile
gosterilmistir (Borrell, 1995). Genellikle ODC, SAMDC ve spermidin sentaz sitoplazmada
yerlesmistir (Tiburcio vd., 1990). PA biyosentez enzimlerinin ¢ogunu kodlayan genlerin
klonlandig1 6zel antibodilerin doku ve hiicresel alti yerlesimleri hakkinda kesin bilgi
saglamak i¢in tiretildigi bildirilmektedir (Kumar vd., 1997).

Friedman ve ark. (1986), aygicegi bitkilerine uygulanan tuz stresinin ksilem ve floem
stvilarinda Put ve Spd konsantrasyonunu artirdigint saptamis ve bu ¢alismada Put 150-
9200 pmol/ml olmak fiizere esas poliamin olarak belirlenmistir. Spd miktar1 260-1550
pmol/ml olarak, Spm ise eser miktarda tespit edilebilmistir. Put diizeyi yash ayg¢igegi
yapraklarindan elde edilen sivilarda geng¢ olanlara gore daha yiliksek bulunmustur. Hem
ksilem hem de floem sivilarinda Put ve Spd’in bol miktarda bulunmasi, poliaminlerin
bitkilerde iki yonlii tagindigini géstermistir.

Rabiti ve ark. (1989)’nin ¢alismalari, disaridan uyguladiklar: 0,13 pM isaretli Put’un
bitki kokleriyle absorbe edildigini, 30 dk i¢inde kotiledon ve koleoptil olmak iizere bitkinin
ist kisimlarina tasindigimi ve tasimanin Ozellikle ksilem borulartyla yapildigim
gostermistir. Tagimanin 24 saat kadar devam ettigi ve bu siire zarfinda Put’un % 46’simnin
Spd ve Spm’ye doniistiigii belirtilmistir. Tasinma siiresinin ise sicakliga, bagil neme ve
transpirasyon hizina bagl olarak degistigi tespit edilmistir.

Phaseolus vulgaris L. (Fasulye) ve Glycine max (L.) Merr. (Soya) fidelerinin kok,
hipokotil, kotiledon, gévde apeksi ile yapraklarinda poliamin miktar1 6l¢iilmiis, her iki
tiirlin embriyo ve kotiledonlarinda Spd ve Spm’nin ¢ok bol olarak bulundugu ve fidelerde
Put, Spm, ile Spd gradientinin tabandan govde apeksine dogru arttigi deneysel olarak
gosterilmistir (Scoccianti vd., 1990).

Normalde hiicreler hangi PA’lara ihtiya¢ duyarsa onu sentezleyebilir. Buna ragmen
hiicreler distan PA’larin alimi i¢in etkili bir tasima sistemiyle donatilmistir. Cesitli PA’lar
icin bireysel taginim sistemlerinin ya da biitlin PA molekiillerini tagima kapasitesine sahip
sadece tek bir tasiyicinin olup olmadigi bilinmemektedir. Yiiksek bitkilerde hiicresel
seviyede PA alinimi ¢ok hizhidir, 1-2 dk sonra doygunluga ulasir ve Put igin iki
doyurulabilir bilesik ile iki fazli bir sistem gosterir. PA tasinimi aktif bir mekanizmadir,
oksinle onemli derecede tesvik edilir ve absorblanan PA’lar ¢ogunlukla vakuollerde

depolanir (Bagni ve Pistocchi, 1991). PA’larin organellere taginimi, vakuollerden
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tonoplastin boydan boya bir araci ile tasindigi gosterilmig, buna karsin membran
potansiyeline bagli matriks bosluguna aktif bir taginim mitokontride bulunmustur
(Pistocchi ve Bagni, 1990). Plazmalemma boyunca PA tasmimi enerji bagimlidir ve
kalsiyum bu mekanizmaya dahildir (Pistoochi vd., 1990). Kalmodulin etkisini tersine
ceviren kimyasal muamele protein kinazi inhibe eder ve fosfotaz aktiviteleri 6nemli
derecede Put alimmi aktive eden Ca®"’y1 azaltr (Antognoni vd., 1995). Bu sonuglar
kalsiyumun kademeli selale yolu boyunca tasima siirecini etkiledigi, protein kinaz ve
fosfotaz aktivitelerine dahil oldugu hipotezini desteklemektedir.

Uzun mesafe taginimi muhtemelen poliamin fonksiyonunun gerekli bir kismidir. Bu
yiizden PA’larin bitkinin igine taginip tasinmadiginin belirlenmesi 6nemlidir. Uzun mesafe
taginimi lizerine caligmalar cok fazla sayida degildir fakat bitki i¢inde polar olmayan
(kutupsuz) bir tasinimin varligimi kanitlamak icin yeterlidir. Genel goriis PA tasimimi
temelde ksilem borular1 boyunca meydana gelir ve transpirasyon oranina baglidir (Bagni
ve Pistocchi, 1991). Fakat uzun mesafe tasinimina dahil olan kesin mekanizma

bilinmemektedir.

1.8.6. PA Biyosentez Yolu Inhibitorleri

Son yillarda, PA biyosentezinin 06zel inhibitorlerinin kullanilabilirligi ¢evresel
streslere PA’larin 6nemli fizyolojik cevabini ortaya ¢ikarmaya yardim etmekte ve dahil
olan  mekanizmalarin  arastirmasina  izin  verebilmektedir. Mesela  alfa-
difluoromethyornithin (DFMO), ODC’nin yikict inhibitériidir (Metcalf vd, 1978) (Sekil
4). ADC, alfa-diflorometilarginin (DFMA) yikici inhibitorii ile inhibe edilir (Kallio vd,
1981). DFMA ve DFMO sirastyla ADC ve ODC’nin aktif tarafina doniigiimsiiz baglanir ve
bdylece enzimin aktivitesini engellerler. Methylglyoxal bis-(guanylhydrazone) (MGBG)
SAMDC’nin gii¢lii bir inhibitoriidiir. Spd sentaz siklohekzimit (CHA) tarafindan inhibe
edilir (Pegg, 1987). Sonu¢ olarak aminoguanidine (Ag) DAO’nun giigli 6zel bir
inhibitortdir (Tiburcio vd, 1997).



41

Ethylene Arginine > Omithine
CO, 1 A OFMAD CO, <€
11 Agmatine 2
ACC N N-carbamoyl- Y
Pumsmg —S% Putrescine
Transmethylation H,N(CH,)4NH,

reactions

10
o,

S-adenosylmethionine 6 Decarboxylated SAM —.?..__)
v,
@G55)

(propylamino transfer)

9
5'-methylthioadenosine €
(MTA)
8
Methionine 7
Spermine & Spermidine

HpN(CH)3NE(CHp)4NH(CH,)3NH, - HoN(CHy)aNH(CH,)4NH,

Sekil 4. Bitki poliaminlerinin (Putresin, Spermidin, Spermin) biyosentez
yolu inhibitérleri (DFMA, alfa-diflorometilarginin; DFMO, alfa-
diflorometilornitin; CHA, siklohekzimit; MGBG, metil-(glyoxal)-
bis-guanilhidrazon) (Kumar vd., 1997)

1.8.7. Serbest Poliaminler

1.8.7.1. PA Biyosentez Inhibitorlerinin Islevi

Son yillarda, PA biyosentezi igin spesifik inhibitorlerin kullanilabilirligi onun
mekanizmasini aragtirmamiza olanak saglamaktadir ve bu durum PA’larn birgok biiyiime
ve gelisme olayina cevabinin fizyolojik 6nemini ortaya ¢gikarmaya yardim etmektedir. PA
biyosentez inhibitorleri kullanilarak igsel PA  konsantrasyonu diizenlenmeye
calistimaktadir. Bu ¢alismalar Ornegin  DMFO, ODC enziminin (Metcalfe vd., 1978),
DFMA, ADC enziminin inhibitoriidiir (Kallio vd., 1981). Bu ¢aligmalar PA’larin meyve
bliylime ve olgunlasmasi, yaprak senesensi generatif organlarin gelisimi ve tuber
olusumunu kapsayan gelisimsel siiregle iligkili oldugunu gostermektedir (Evans ve
Malmberg, 1989; Galston ve Flores 1991; Galston ve Kaur-Sawhney 1995). Ornegin,
DFMO domates bitkisinin meyve biiyiimesini inhibe etmis, fakat DFMO ile Put’un birlikte
uygulanmasi bu inhibitor etkiyi engellemistir (Egea-Cortines ve Mizrahi, 1991. Armut
tizerinde gerceklestirilen bir deneyde Put’'un meyve verimini artirdigi, oviillerin

senesensini geciktirdigi, polen ¢imlenmesi ve iki giinde dollenmeyi gelistirdigi tespit
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edilmistir (Egea-Cortines ve Mizrahi, 1991). Inhibitdrler kullanilarak, PA’nin hiicre
boliinmesinde (Altamura 1993), bitkinin kendini yenilemesi (Bajaj ve Rajam, 1995) ve
doku kiiltiirii siiresince somatik embriyogenezisde (Minocha ve Minocha, 1996) etkileri
gosterilmistir. DFMO (DMFA degil) eklenmesi havug hiicrelerinde embriyo olusumunu
inhibe ettigi (Galston ve Flores, 1991) ve embriyo olusumunun Put, Spd veya Spm
ilavesiyle kontrol diizeyine kadar iyilestirildigi belirlenmistir. Patateste, DFMA etkisiz
kalirken, DMFO ilavesi tuber olusumunu tamamen bloke etmektedir (Galston ve Flores
(1991)’ den. Bilim insanlart ODC yolu ile elde edilen Put’un meydana gelen islemler igin
gerekli oldugunu one stirmektedir. Ayrica DFMO tiitiin yaprak eksplantlarindan kok
farklilasmasini inhibe etmekte ve bu etkinin disardan Put uygulanmasi ile tersine ¢evrildigi
bulunmustur (Burtin vd., 1990). Arabidopsis’in DFMA ile 6nmuamele edilmesi ultraviole
C ile uyarilmis Spd’nin yiikseligini 6nlemis ve UV-C radyasyonuna bitkinin duyarliligini
artirmigtir. Spd’nin bitkiye uygulanmasi UV-C ile uyarilmis olumsuz etkileri kismen
onlemistir (Campos vd., 1991). PA’larin disardan uygulanmasi ile osmotik stres altindaki
yulaf yapraklarinin protein bozulmasii geciktirdigi, klorofil kaybini inhibe ettigi ve
tilakoid menbranlar1 kararli halde tuttugu bildirilmistir (Besford vd., 1993). PA
inhibitorlerinin kullanimi ile PA konsantrasyonu ve klorofil biyosentezi arasindaki iligki ve
fotosentetik oran agiga ¢ikarilmistir (Beigbeder, 1995). ilave olarak, DFMO kéok biiyiimesi
ve Pisum sativum (bezelye)’ un arbuskular mikorizal enfeksiyonunu kuvvetlice inhibe
etmistir (El Ghachtoul vd., 1996). Bu inhibisyonun disardan Put uygulandig1 zaman tersine
cevrildigi, DFMO’nun arbuskular mikoriza infeksiyonundaki etkisinin Put miktarini
siirlandirdigindan dolayr gergeklestigini gosterilmis ve ODC’ nin kok biiyiimesi ve
mikoriza infeksiyonunda rolii olabilecegini dne siiriilmistiir.

Gergekten de spesifik inhibitorlerin kullaniminin i¢ kaynakli PA seviyesindeki
degisiklikler ile biiyiime cevaplar1 arasinda rastgele iliskiye yol agtig1 iddia edilmektedir.
Bununla beraber onlarin etki bigimi bir teori olarak kalmaktadir. PA arastirmalari igin
bircok deneysel ilerlemeler mevcuttur: (a) molekiiler genetik yaklagimlar PA
metabolizmasini degistiren ve anormal fenotipler sergileyen degisik mutantlar1 tanimlamak
icin gelistirilmektedir (b) PA biyosentezini kodlayan bir¢ok gen klonlanmaktadir (c¢) Bitki
biiylimesi ve gelisimsel siireci iizerinde PA seviyelerinin hiicresel diizensizlige etkileri

transgenik yaklasimlar kullanilarak ¢alisilmaktadir.
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1.8.8. Poliaminlerin Fizyolojik Etkileri ve Stresle iliskisi

Yapilan galismalar poliaminlerin biiyiime ve gelismede, ¢ogu stres sartlari altinda
membran ve niikleik asit biitlinliigiinlin siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynadigini acgik¢a
ortaya koymaktadir (Galston, 1983; Slocum vd., 1984; Smith, 1984; Sankhla vd., 1988).
Poliaminlerin, gen¢ dokularda hiicre boliinmesine ve biiylimesine aracilik ettigi, yash
dokularda senesensi geciktirmekte yada durdurmada 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir.
Bu etkilerin poliaminlerin niikleik asit ve membranlara eclektrostatik baglarla
baglanmasiyla olustugu diistiniiliir (Altman ve Backinach,1981; Kaur-Sawhney vd., 1982-
1984). Poliaminlerin bir biiyiime etmeni olarak rol oynadiklarimi1 ortaya koyan
caligmalardan biri de yer elmasi lizerine yapilmistir. Verilere gore, bu aminler dormant
haldeki yer elmasi tiiberlerinde eser miktarda bulunurken, gévdenin biiyiimeye baglamasi
ile 10-20 kat artmistir. Bazi bitkilerde fide biiylimesindeki poliamin diizeyindeki
farkliliklarin, bunlarin biiyiime etkeni olarak rol oynamalarinin bir sonucu oldugunu
diisiindiirmektedir. Ornegin Bagni (1981), Phaseolus vulgaris fidelerinin biiyiimesi
sirasinda spermidin ve sperminin Kotiledonlarda azaldigini, gévdedeki biiyiimenin RNA ve
protein sentezi ile arttigr bulunmustur. Yakin zamanda yapilan calismalar yapraklardaki
poliamin seviyesindeki degisikliklerin c¢esitli c¢evresel streslerle iligkili oldugunu
gostermistir. Potasyum (K*) ve Magnezyum (Mg*?) eksikliklerinin putresin igeriginin
artmasina; Fosfor (P), Kiikiirt (S) ve Azot (N) eksikliklerinin ise azalmasina neden
olduklar1 kaydedilmistir (Cho, 1983). Son yillarda poliaminlerin bitkideki birikim yeri ve
miktar1 ile niikleik asit ve protein igerigi arasinda ¢ok yakin bir iliskinin var oldugu
saptanmisgtir. Bundan bagka polen tiipli biiyiimesinden dnce poliaminlerin, RNA ve protein
sentezini artirdig1 belirlenmistir. Bu verilere ek olarak, yiiksek poliamin diizeyinin, aktif
bitki biiylimesi ve mitotik aktivitenin baslamasi ile paralel oldugu kaydedilmistir. Galston
(1983), reprodiiktiif evre sirasinda hizli bliylime gosteren disi ¢igek kisimlarinda poliamin
diizeyinin ve biyosentezleri ile ilgili enzimlerin aktivitelerinin yiiksek oldugunu
gozlemlemistir.

Su stresine maruz birakilan yulaf (Avena sativa L.) bitkisinde putresin igeriginin
arttigi  bulunmustur. Ornegin belli bir miktar sorbitole maruz birakilan yulaf
yapraklarindaki putresin igeriginin uygulamadan 4 saat sonra 6-7 kat arttigi, 6 Saatten
sonra 60 katlik bir artis oldugu rapor edilmistir (Flores Galston, 1982, 1984; Galston vd.,
1983). Yapraklardaki putresin igeriginin de bitkilere su verilmediginde arttig1 gézlenmistir
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(Flores Galston, 1982, 1984). Genellikle bitki tiirleri, kurakligin tesvik ettigi abiyotik strese
cevapta poliamin biyosentezini arttirma egilimindedirler (Erdei vd., 1996). Disaridan
uygulanan Put ve Spd’nin oOzellikle soya fasulyesinde stresle tesvik edilen etkileri
yatistirdigr, DFMA, DFMO ve CHA kullanilarak nohut ve soya fasulyesinde su stresine
farkli hassasiyet gostermede PA’larin etkili oldugu bildirilmistir (Nayyar vd., 2005).
Poliamin metabolizmas1 ve yaprak turgoru arasinda kapali bir iliski vardir. Yaprak turgoru
normal esik degerinde oldugu zaman putresin ve spermin seviyesinde artis, diistiigiinde ise
her iki poliamin seviyesinde hizla bir diisiis oldugu gézlenmistir (Flores Galston, 1984).

Son yillarda poliaminlerin senesense etkisi konusunda pek ¢ok arastirma yapilmistir.
Galston ve ark. (1984), RNaz ve proteaz aktivitesine ket vurarak senesensi onledigini
saptamiglardir. Yine Kaur-Sawhney ve Galston (1979), poliaminlerin birgok dikotil ve
monokotil bitkide, karanlikta yaprak senesensini Onledigini bulmuslardir. Bu veriler
poliaminlerin  biiylimeyi diizenleyici maddeler gibi senesensi geciktirdiklerini
desteklemektedir.

Angelini vd. (1990), Scalet vd. (1991), diamino oksidaz (DAO) ve peroksidaz (POD)
aktivitelerinin mekanik zararlarla arttigini rapor etmislerdir. Mandersched vd. (1991),
onemli bir hava kirleticit madde olan ozonun uygulanmasiyla poliamin ve peroksidaz
aktivitelerinde bir artis olduguna igaret etmistir. Scalet vd. (1995), peroksidaz enziminin ve
poliaminlerin bitkileri ozana kars1 korumada 6nemli rol oynayabilecegini saptamiglardir.
Peroksidaz enziminin ve poliaminlerin stresin zararli etkilerine karsi bitkileri korumada
onemli bir rol oynadigi ileri stirlilmiistiir.

Arpa yapraklart iizerinde yapilan bir ¢alismada prolin ve glisin-betainin stresli
bitkilerde poliamin seviyesine oranla daha fazla oranla biriktigi tespit edilmistir (Turner ve
Stewart, 1986). Bitkilerde poliaminler osmotik (Legocka ve Kluk, 2005), tuz (Jimenez-
Bremont vd., 2007), asit (Velikova vd., 2000), agir metal (Groppa vd., 2001, 2003), UV
radyasyon (Lutz vd., 2005), su eksikligi stresi (Flores vd., 1989) gibi c¢esitli gevresel
streslerle iligkilidir. Distan PA uygulamasimin ¢esitli abiyotik streslere karsi toleransi
gelistirdigi rapor edilmistir (Nayyar ve Chander 2004; Kusano vd., 2008). Strese toleransh
bitkilerin i¢sel poliamin miktarini1 hassas olanlara gore daha ¢ok artirdigi gosterilmistir
(Lee, 1997). Distan uygulanan poliaminlerin kuraklik stresi esnasinda yaprak su durumunu
gelistirdigi ve H»O, ve MDA miktarin1 azaltip membran 0&zelliklerini gelistirdigi,
antioksidan enzimleri artirarak bitkileri kuraklik stresinden korudugu bildirilmistir (Farooq

vd., 2009; Farooq vd., 2010). Fakat PA’larin etki bigcimleri hala tam olarak anlagilmis
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degildir. Ayrica PA’larin 6zellikle de Put’un misirda Ustilago maydis patojenik fungusuna
kars1 aktif rol oynadigi bildirilmistir (Rodriguez-Kessler vd., 2008). Distan uygulanan
PA’larin domates ve misir fidelerinin koklerinden 30 dakika iginde alinip, 24 saate kadar
seviyelerinin artmaya devam ettigi ve bitkinin iist kisimlarina tasindigi bildirilmistir (Bagni
ve Pistocchi, 1991). PA’larin antioksidan rollerine bakildiginda distan uygulanan PA’larin
4 giinliik soguk ve su eksikligi stresine maruz kalan 15 giinliik nohut fidelerinde H,0;
seviyesini ve malondialdehit seviyesini azalttigi, antioksidan seviyelerini artirdigi rapor
edilmistir. Yine PA’larin antioksidan 6zellikleriyle iligkili olarak disaridan 1 mM Spd ve
Spm eklenmesiyle cadmium ve bakir stresine maruz kalan aygigegi yaprak disklerinde
olusan stresin olumsuz etkilerinin tersine cevrildigi, lipid peroksidasyonunun azaltilarak,
GR ve SOD enzim aktivitelerinin restore edilerek stresten onceki seviyelerine ulastigi
belirtilmistir (Groppa vd., 2001). Yine baska bir calismada Cd®* stresine toleransta
disaridan uygulanan Spd’nin etkili oldugu GR ve GSH seviyelerini artirdig: bildirilmistir
(Tang vd., 2005). 50-200 mM arasinda farkli NaCl konsantrasyonlariyla muamele edilen
Hint hardali bitkisinin fidelerine Put’un distan uygulanmasi lipid peroksidasyonunu ve
makromolekiillerin denatiirasyonunu engelleyerek antioksidan enzimleri (SOD, CAT,
POD, APX, GR), glutatyon ve karotenoidlerin artisin1 tesvik ederek fide biiyiimesini
gelistirdigi rapor edilmistir (Verma ve Mishra, 2005). Tang ve Newton (2005)’a gore
PA’lar (6zellikle Put) Virginia cam fide ve kalluslarinda lipid peroksidasyonunu azaltarak
ve antioksidan enzim aktivitelerini artirarak tuzla tesvik edilen oksidatif stresin
azaltildigini belirtmislerdir. Ayrica disaridan uygulanan PA’larin artan {iriin verimliligi i¢in
tahillarin stres toleransini artirdigi mesela Put’un bitkilerde tuzluluk (Chattopadhayay et
al., 2002; Ndayiragije ve Lutts, 2007), soguk (Nayyar ve Chander, 2004), kuraklik (Zeid ve
Shedeed, 2006), agir metal (Wang vd., 2007), osmotik (Liu vd., 2004), yiiksek sicaklik
(Murkowski, 2001) ve sel stresi (Yiu vd., 2009) toleransin1 6nemli derecede artirdigi rapor
edilmistir.

Bagl Put icerigindeki bir artis tilakoit membranlar1 kararli hale getirebilir, boylece
PS2 reaksiyon merkez yogunlugunda bir artisa ve fotosentetik oranin artmasma yol
acabilmektedir (Logothetis vd., 2004). I¢sel PA’lardaki degisikliklerin fotosentetik aygitta
onemli bir koruyucu roli olabilecegi rapor edilmistir (Kotzabasis vd., 1999; Sfakianaki
vd., 2006). Bircok arastirmaci cesitli stresler altinda fotosentez iizerine disaridan
uygulanan PA’larin etkilerine dikkat ¢ekmeye baslamistir. Disardan uygulanan PA’larin

saglam kloroplasta hizlica girdigi (He vd., 2002) ve gevresel streslerin kotii etkilerinden
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fotosentetik aygit1 koruyucu bir rol oynadig1 gosterilmistir (Navakoudis vd., 2003). Stresli
bitkilerin fotosentetik etkinligi lizerine PA’larin etkisi stres seviyesine ve distan uygulanan
PA’larin tipine baghdir. Distan uygulanan PA’larin PS2’nin fotokimyasal etkinlik
seviyesini artirarak tuz stresli salatalik bitkilerinde fotosentetik kapasiteyi gelistirdigi rapor

edilmistir (Zhang vd., 2009).

1.9. Miisir (Zea mays L.) Bitkisi Hakkinda Genel Bilgiler

1.9.1. Mhsir Bitkisinin Sistematigi

Misir (Zea mays L.), Poaceae (bugdaygiller) familyasina ait monokotiledon, tek
yillik otsu bir bitkidir. Poaceae familyas: igerisinde ¢i¢ceklenme bigimi bakimindan diger
tirlerden farklidir. Cigekleri monoik yapida olup, erkek (tepe piiskiilii) ve disi ¢igekler
(kogan) ayni1 bitki iizerinde fakat farkli yerlerde bulunmaktadir. Misir, 2n=20 kromozomlu
olup diploid bir bitkidir. Bitkinin sistematikteki yeri asagidaki sekilde olup, misir, genis
adaptasyon kabiliyeti nedeniyle diinyanin farkli bolgelerinde kiiltiirii yapilabilmektedir. 50°
kuzey enleminden 50° giiney enlemlerine, deniz seviyesi ile 3000 m ye kadar olan
yiiksekliklerde ve ayrica birgok toprak tipinde tarimi yapilabilmektedir (Morris, 2002).
Alem :Plantae
Bolim  :Magnoliophyta
Simif  :Liliopsida
Ordo :Cyperales
Familya :Poaceae
Cins  :Zea
Tir :Zea mays

Masir binlerce yildan beri tarimi yapilan birkag ender bitkiden birisidir ve bu bitkinin
kokeni hakkinda cesitli goriisler ileri siiriilmektedir. Ana vatan1 Amerika kitast olup
buradan diinyanin her yerine yayildigi bilinmektedir. ABD’nin New Mexico Eyaletinde
yapilan bazi kazilarda bulunan misir taneleri ve misir kogani pargalarinin yaklasik 5000
yillik oldugu belirlenmistir. Ote yandan 1954 yilinda Meksika’nin bagkenti Mexico City’de
yapilan kazilarda yaklasik 7000 yillik oldugu belirlenen misir ¢igek tozlart bulunmustur.
Bu nedenle bu konuda ileri siiriilmiis olan bazi teoriler halen tartismalidir. Fakat yapilan

caligmalar bitkinin 8.000-10.000 yillik bir gegmise sahip oldugunu gostermektedir. Misirin
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iilkemize girisi, Kuzey Afrika lizerinden olmustur. Bitkiye, misir adinin verilmis olmast,
bitkinin iilkemize Misir ve Suriye {izerinden girdiginin bir isareti olarak kabul edilmektedir
(http://hayrabolutb.tobb.org.tr/media/ziraat/Misir-Tarimi-2.pdf).

1.9.2. Diinyada ve Tiirkiye’de Misir Bitkisi

Misir bitkisi diinyada ve iilkemizde hem besin kaynagr hem de farkli amaglar
dogrultusunda kullanim bakimindan da {igiincii sirada yer almaktadir (Sahin, 2001). Misir
tretimi i¢in ideal olan sicaklik degeri 20-32 °C arasinda olup, bitki 10-11 °C de
cimlenmeye baglayabilmektedir. Misir bir sicak iklim bitkisi olmasina ragmen asiri
sicakliga ihtiyag duyan bir bitki degildir. Sicaklik 32 °C’ye ulastiginda kok ve sap
uzamasinda ani bir azalma goriiliir ve sicaklik 40 °C’ ye ulastiginda ise bitki belli bir siire
icinde oliir. Bunun yaninda sicakligin 9 °C’nin altina diismesi de kok uzamasini durdurur
(Kirtok, 1998). Misir karbohidrat, protein, demir, B vitamini ve minerallerin dnemli bir
kaynagidir. Olgun bir misir danesi % 70-75 nisasta, % 8-10 protein ve % 4-5 yag igerir
(Earle vd., 1946). Diinya misir stoklarinin yaklasik yarist Amerika’da ve gelismekte olan
iilkelerde yetismektedir.

Tiirkiye ise diinya iilkeleri arasinda musir ekilis alani agisindan 7. siradir. Misir
bitkisi tilkemizde de bugday ve arpadan sonra en ¢ok ekim alani ve iiretime sahip bir sicak
iklim tahilidir. Misir, Tiirkiye’de de hem insan beslenmesinde hem de hayvan yemi olarak
kullanilan 6nemli bir bitkidir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Organizasyonu’nun
(FAO) 2008 y1l1 istatistik verilerine gore diinyadaki misir liretimi yaklasik 823 milyon ton
olup, misir ekim alanlar1 da yaklasik 161 milyon hektarlik bir alan1 kaplamaktadir (www.
fao.org.tr). Aynm yil lilkemizde yaklasik 594 bin hektarlik alanda misir ekimi yapilmis ve
4,3 milyon ton {irlin elde edilmistir. Yeryliziinde misir ekimi yapilan tarimsal arazilerden
elde edilen misir verimi yaklasik 51 Hg/Ha (hektogram/hektar) iken, bu deger lilkemizdeki
tarim alanlart i¢in 72 Hg/Ha civarindadir. Bu veriler iilkemiz topraklarinin ve iklim
kosullarinin misir tarimi i¢in daha uygun 6zelliklere sahip oldugunu gdstermesine ragmen,
Tiirkiye’nin yillik musir {iretimi, diinya tretiminin yaklagik % 0,5’ini olusturmaktadir.
Tiirkiye’de musir ekim alanlarinin en genis alan kapladigr bolge Karadeniz Bolgesi’dir.
Tiirkiye toplam misir ekim alanlarinin (224 237 hektar), % 43,3l bu bolgede bulunmasina
ragmen musir iiretimi en fazla Akdeniz Bolgesi’nde yapilmaktadir (DIE, 2000). Bolgede

ekim alanlarimi fiziki cografya sartlarindan dolayisiyla daha fazla artirmak miimkiin
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degildir. Bu yilizden verimi artirmaya yonelik Onlemler acil ihtiyactir. Kuraklik, biitiin
diinyada oldugu gibi, iilkemizde de misir verimini sinirlandiran en 6nemli faktordiir.
Kurakligin, diinyanin kuzeyinde ve giineyinde pek ¢ok tahil tliriiniin verimliligi i¢in yikici
etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Giiney Avrupa’y1r 2003 yilinda etkileyen kuraklik ve
1s1 dalgalart misir tretiminde % 20’lik azalisa sebep olmustur (European Commission,
2004). Misir bitkisinde, 6zellikle ¢iceklenme doneminde ortaya g¢ikan kuraklik stresinin
daha biiyiik verim kayiplarina yol ac¢tig1 belirlenmistir (Saini ve Westgage, 2000; Chimenti
vd., 2006).



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Bitkilerin Biiyiitiilmesi ve Kuraklik Stresinin Uygulanmasi

Bu calismada kurakliga hassas (Karagay) ve toleransli (Side) oldugu bilinen iki misir
¢esidi kullanildi. Tohumlar Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden temin edildi.
Misir tohumlar iglerinde orman topragi bulunan plastik saksilara (yiikseklik 14 cm, {ist
cap1 16 cm ve alt cap1 11 cm) ekilerek kontrollii bitki biiyiitme odasinda (23 °C, % 70 nem,
16 saat giindiiz 8 saat gece, yaklasik 250-300 pumol (foton) m?s™ 11k yogunlugunda)
biiyiimeleri saglandi. Her bir saksiya 4’er tane tohum ekildi (Sekil 5).

Sekil 5. Saksida biiyiitiilen misirlarin genel goriiniisii

Tekerriirlerin gilivenirligi acisindan uygulamalar tek seferde ¢ok sayida bitkiyle
yapildigindan bitki saglama rutin olarak analizler tamamlanana kadar araliksiz siirdiiriildii.
Misirlar giin asir1 100 ml su ile sulandi. Misir fideleri yaklagik 1 ay boyunca, 5. yapraklar
¢ikana (2-3 cm olan) kadar biiyiitiildii. 5. yapraklar1 yeni ¢ikmis ayn1 boy ve goriintiideki
fideler saksilardan rastgele segilip gdvdenin koke yakin dip kismindan keskin falgatayla
kesilerek yaklasik yarim saat saf suda bekletildi (govdeden kesilmenin olumsuz etkisini
bertaraf etmek, bitkinin ortama alisip toparlanmasini saglamak igin). Fideler poliamin

cozeltileri bulunan 5 ml’lik Hoagland (pH 5,8) ¢ozeltilerine, kontrol i¢in ayrilan fideler ise
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sadece hoagland ¢ozeltileri bulunan siselere tek tek konularak 17 saat (PA uygulama saati
yapilan 6n denemelerle belirlendi) bekletildi (Sekil 6). Yaprak kivrilmasinin bitkiyi
kurakliktan korumadaki islevini gosterebilmek i¢in bazi bitkilerin yaprak kivrilmalari

mekanik olarak engellendi (Sekil 7).

Sekil 6. Govdeden kesilip ¢ozeltilere alinan misirlarin gériintimleri

Sekil 7. Yaprak kivrilmasinin mekanik olarak engellendigi misir fideleri
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Bunun i¢in hormon 6n muamelesinden sonra kurakliga birakilacak fidelerin 4.
yapraklarinin ayasi seffaf bantla kapli kagit seritlerle ug, orta ve dibe yakin ii¢ yerden
tutturularak yaprak kivrilmasinin olusumu mekanik olarak engellendi. 17 saat hormon 6n
muamelesinden sonra kontroller dahil tim fideler, iginde % 5 PEG (polietilen glikol
6000)’lik Hoagland bulunan cam tiiplere ayr1 ayr1 yerlestirilerek 24 saat kurakliga maruz
birakildi. Kurakligin 24. saatinde kontrol (kuraklik) ve poliamin uygulanan fidelerin sadece
4. yapraklarinin (5. yapraklar1 yeni ¢ikan misir fidelerinin en gen¢ ve kivrilmanin en net
goriildiigii bu yaprak oldugu icin 4. yapraklar segildi) yaprak kivrilma dereceleri (%)
olgiildii (Sekil 8). Su potansiyeli, klorofil floresans1 ve gaz degisim parametre dlglimleri
icin musirin 4. yapraklar1 kullanildi. Ayrica enzim analizleri i¢in de sadece 4. yapraklar

hasat edilip s1v1 azottan gecirilip daha sonra kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.

Sekil 8. Yaprak kivrilmasi gortilen misir fidesi

2.2. Uygulanacak Polietilen Glikol Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Kurakliga hassas ve toleransli oldugu bilinen musirlar kullanildi. Bitkilere kuraklik
stresi uygulamasi1 PEG 6000 (polietilen glikol) ile saglanacagindan PEG’in uygulanacagi
konsantrasyonu belirlemek igin artan PEG serileri hazirlanarak yaprak kivrilmasinin en iyi
goriildiigli  konsantrasyonun seg¢ilmesi amaclandi. Bitkiler yukarida anlatildigi gibi
biylitiilip 5. yaprak asamasina gelince govdeden kesilip yaklasik 30 dakika saf suda

bekletildi. Kurakliga toleransli ve hassas misir ¢esitlerinin hangi PEG konsantrasyonunda
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en etkili kivrildigini belirlemek i¢in bu gesitler % 0, 5, 10, 15, 20, 25 olarak degisen PEG
iceren Hoagland ¢ozeltilerine (govdeden kesik oldugu igin saglikli yasamasi igin gerekli
besinler Hoagland ile saglandi1) konularak 24 saat kuraklik uygulandi. Kuraklik stresinin

24. saatinde bitkinin 4. yapraklarinin yaprak kivrilma dereceleri (%) 6l¢iildii.

2.3. Uygulanacak Poliamin Cesidi ve Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Hassas (Karagay) ve toleranshi (Side) oldugu bilinen misir gesitlerinde poliamin 6n
muamelesinin yaprak kivrilmasi sirasinda antioksidan sistem ile fotosentetik aktivite
tizerine etkisini belirlemek igin putresin (put), spermidin (spd) ve spermin (spm)
poliaminleri bitkiye disaridan uygulandi. Bitkiler yukarida anlatildigi gibi biyiitiilip 5.
yaprak asamasina gelince gévdeden kesilip yaklasik 30 dakika saf suda bekletildi. Hangi
hormonun hangi konsantrasyonlarda en etkili sonug¢ verecegini belirlemek i¢in put, spd ve
spm’den olusan 0; 0,1; 1; ve 2,5 mM’lik hormon igeren Hoagland ¢o6zeltileri ayr1 ayri
hazirlanarak gévdenin dip kismindan kesilen Karacay ve Side gesitlerine ait fideler bu
hormon ¢ozeltilerinin bulundugu cam tiipler igerisinde 17 saat boyunca tutuldu. Hormon
6n muamelesinden sonra fideler % 5 PEG iceren Hoagland ¢ozeltileri bulunan tiiplere
alinarak 24 saat kuraklik stresine maruz birakildi. Kurakligin 24. saatinde 4. yapraklarin
yaprak kivrilma dereceleri Olciilerek kivrilmay: en ¢ok geciktiren en etkili poliaminler ve

konsantrasyonlar1 belirlendi.

2.4. Poliamin Biyosentez Yolu Inhibitorlerinin Uygulanmasi

Disardan uygulanan poliaminlerin ve poliamin sentez yolu inhibitorlerinin igsel
poliamin seviyesini degistirip degistirmedigini belirlemek i¢in gévdeden kesilip 30 dakika
saf suda bekletilen musir fideleri i¢inde kontrol (Hoagland); 0,1 mM Put; 0,1 mM Spd; 0,1
mM Spm ve 1 mM DFMO, 1 mM DFMA ve 1 mM CHA inhibitérlerinin karistmindan
olusan Hoagland ¢6zeltisi bulunan cam tiiplerde 12 saat bekletildi (DFMO: Alfa-
Diflorometilornithin, (Ornitin dekarboksilaz enziminin (ODC) inhibitorii); DFMA: Alfa-
Diflorometilarginin, (Arginin dekarboksilaz enziminin (ADC) inhibitéri); CHA:
Siklohekzimit, (Spd sentaz enzimin inhibitorii). Daha sonra fideler iginde % 5 PEG ve
kendi uygulama maddesi poliamin ya da inhibitor igeren hoagland ¢ozeltilerinin bulundugu

cam tiliplere alinarak 24 saat kuraklik stresi uyguland: (kontrol grubuna sadece % 5 PEG
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bulunan Hoagland uygulandi). Bdylece inhibitér 6n muamelesi ile engellenen PA
sentezinin 24 saat kuraklik esnasinda geri doniisiimii engellenmeye c¢alisildi. 24 saat
kurakligin sonunda fidelerin 4. yapraklar1 hasat edilerek 2 giin liyofilize edildi ve 6rnekler

daha sonra HPLC analizlerinde kullanilmak tizere -20 °C’de saklanda.

2.5. Yaprak Kivrilma Derecesinin Ol¢iilmesi

Yaprak kivrilma derecesi Premachandra vd. (1993)’e gore belirlendi. Yapraklarin
kivrilmasindan 6nce ve sonra orta kisimlarinin eni Olgiildi. Yaprak kivrilma derecesi,

kivrilma sonucunda yaprak enindeki % azalma olarak ifade edildi.

2.6. Nispi Su I¢erigi Tayini

Nispi su igerigi tayini Castillo (1996)’a gore yapildi. Bitkilerin 4. yapraklarinin taze
agirhiklan olgiildiikten sonra +4 °C’de 24 saat deiyonize suda bekletilerek turgid agirhiklari
alindi. Daha sonra 6rnekler 80 °C’ye ayarli firinda 48 saat bekletilerek kuru agirliklar
kaydedildi ve asagidaki formiilde yerine koyularak nispi su igerikleri (NSI) belirlendi.

Nispi Su Igerigi (%) = (Taze agirhik-Kuru agirlik/Turgid agirlik-Kuru agirlik)x100

2.7. Yaprak Su Potansiyelinin Belirlenmesi

Yaprak su potansiyeli C52 termocouplepsikometre cihazi ile belirlendi (Wescor, Inc.,
Logan, UT USA). Bitkilerin 4. yapraklarinin orta kismindaki damarsiz olan genis
yiizeyinden 6 mm capinda alinan diskler, cihazin C52 sensoriine yerlestirildi. Numunelerin

yaprak su potansiyelleri belirlenmeden once cihaz 45 dakika kalibre edildi.

2.8. Lipid Peroksidasyonu Tayini

Lipid peroksidasyonu Heath ve Packer (1968) tarafindan belirlenen metoda gore
hesaplandi. Bu metoda gore lipid peroksidasyonunun son iiriinii olarak MDA ’y1 kabul eden
tiyobarbiitirik asit testi kullanildi. Bitkilerin taze 4. yapraklarindan 0,25 g alinarak, % 20

trikloroasetik asit ve % 0,5 tiyobarbiitirik asit iceren 5 ml ¢ozeltide homojenize edildi.
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Homojenat +4 °C’de, 15000 g’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant alindu.
Stipernatantlar 95 °C’de 30 dakika inkiibe edildi ve reaksiyonu durdurmak icin 10 dakika
buzda tutuldu. Siipernatantlarin 532 ve 600 nm’deki absorbanslar1 okundu ve 600 nm’deki
spesifik olmayan absorbans ¢ikarildi. Kirmizi renkli MDA-TBA kompleksinin miktarindan

lipid peroksidasyon degisimleri hesapland: ( epsilon =155 mM™ cm™).

2.9. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Tayini
2.9.1. Enzim Oziitlerinin Hazirlanmasi

Bitkilerin 4. yapraklarindan alinan numunelerden 0,5 g tartild1 ve sivi azot igerisinde
toz haline getirildi. Daha sonra 5 ml ekstraksiyon tamponu (50mM K;HPQO,4, 1 mM EDTA
pH 7,0, % 1 PVPP) igerisinde ekstrakte edildi. Ekstrakt +4 °C’de 20000 g’de 20 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant GPX, CAT, SOD, GR, MDHAR enzimlerinin

aktivitelerinin tayini i¢in kullanildu.

2.9.2. 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 ul enzim ekstrakti igeren 2 ml’lik reaksiyon karsiminin 470
nm’de 1 dakika siireyle dlgiilmesiyle belirlendi. Guaiakol peroksidaz aktivitesi 26,6 mM

em™ epsilon katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi.

2.9.3. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Tayini

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) aktivitesi, Aebi (1983)’nin yontemine gore belirlendi.
Enzim aktivitesi, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 30 mM H;0,ve 20 ul enzim
ekstrakti igceren 1 ml’lik reaksiyon karigtminin 240 nm’de 3 dakika siireyle olgiilmesiyle
belirlendi. Katalaz aktivitesi, H,O; icin 39,4 mMcm™ epsilon katsayisinin kullanilmastyla

hesaplandi.
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2.9.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini

Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich (1971)
metoduna gore belirlendi. 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,8), 0,1 mM EDTA, 13
MM metiyonin, 75 uM nitroblue tetrazolyum, ve 50 pl ekstrakt ihtiva eden 1 ml reaksiyon
ortamina 2 uM riboflavin ilave edilerek reaksiyon bagslatildi. Bu karigim 10 dakika
boyunca 375 pmol m? s giddetinde beyaz 1518a maruz birakildi ve hemen sonrasinda 560

nm’de absorbans degerleri belirlendi.

2.9.5. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Tayini

2.9.5.1. Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi

Yaprak numunelerinden 0,5 g tartild1 ve sivi azot igerisinde toz haline getirildi. Daha
sonra 5 ml ekstraksiyon tamponu (50mM K;HPO4, 1 mM EDTA, 5 mM askorbik asit pH
7,0, % 1 PVPP) igerisinde ekstrakte edildi. Ekstrakt +4 °C’de 20000 g’de 20 dakika

santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant APX enzim aktivitesinin tayini i¢in kullanildu.

2.9.5.2. Enzim Aktivitesinin Tayini

Askorbat peroksidaz (APX, EC 1.11.1.11) aktivitesi, 3 dakika boyunca 290 nm’de
absorbansdaki azalisa bagli olarak belirlendi (Nakano ve Asada, 1981). Enzim aktivitesi,
50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 250 uM ASC, 5 mM H,0; ve 20ul enzim
ekstrakti iceren 1 ml’lik reaksiyon karigiminin dlgiilmesiyle belirlendi. Askorbat
peroksidaz aktivitesi, 290 nm’de ASC i¢in 2,8 mMTecm™ epsilon katsayisimn

kullanilmastyla hesaplandi.

2.9.6. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesinin Tayini

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) aktivitesi spektrofotometrik olarak Foyer ve
Halliwell (1976)’e gore belirlendi. Substrat olarak 0,25 mM NADPH ve 1 mM oksitlenmis

glutatyon (GSSG) kullanildi. Yiikseltgenmis glutatyonun enzim tarafindan indirgenmesi
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icin indirgeyici faktdr olarak NADPH kullanildi. Aktivite tayini i¢in, 200 ul 0,5 mM
EDTA igerisinde hazirlanmig 50 mMTris-HCI (pH 7,8), 250 ul GSSG ve 500 ul NADPH
ihtiva eden karisima 50 pl enzim ekstrakti ilave edildi. NADPH’1n oksidasyonu 340 nm’de

3 dakika boyunca azalmanin 6l¢iilmesiyle belirlendi.

2.9.7. Monodehidroaskorbat Rediiktaz (MDHAR) Aktivitesinin Tayini

Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR, EC 1.6.5.4) aktivitesi, Hossain vd.,
(1984)’nin tanimladig1 gibi ol¢iildii. Enzim aktivitesi, 50 mM Potasyum fosfat tamponu
(pH 7,6), 150 uM NADH, 500 uM ASC, 100 pl enzim ekstrakti ve 0,4 iinite askorbat
oksidaz (AO) igeren 1 ml’lik reaksiyon karistminin 340 nm’de 3 dakika boyunca
olgiilmesiyle belirlendi. Olgiilen degerler AO’mn yoklugunda elde edilen verilerden
cikarildi. MDHAR aktivitesi, 340 nm’de NADH icin 6,22 mM‘cm™ epsilon katsayisinin

kullanilmasiyla hesaplandi.

2.9.8. Dehidroaskorbat Rediiktaz (DHAR) Aktivitesinin Tayini

2.9.8.1. Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi

Yaprak numuneleri (0,5 g), 50 mM Tris-HCI, (pH 7,4), 100 mM NaCl, 2 mM EDTA
ve 1 mM MgCl, iceren ekstraksiyon tamponunda homojenize edildi. Ekstrakt +4 °C’de
20000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant enzim aktivitesinin tayini
i¢in kullanildi.

2.9.8.2. Enzim Aktivitesinin Tayini

Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR, EC 1.8.5.1) aktivitesi, Hossain ve Asada
(1984)’nin tanimladigi gibi 6l¢iildii. Enzim aktivitesi, 50 mM K;HPO4/KH,PO,4 (pH 6,5),
0,5 mM DHA, 1 mM GSH ve 40 pl enzim ekstrakti igeren 1 ml’lik reaksiyon karigiminin
Olciilmesiyle belirlendi. DHAR aktivitesi, 265 nm’de 2 dakika boyunca absorbansdaki
artisa bagli olarak belirlendi ve 14 mM™cm™ epsilon katsayisimn kullanilmasiyla

hesaplandi.
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2.10. Antioksidan Maddelerin Analizi

2.10.1. Glutatyon Oziitiiniin Hazirlanmasi

Bitkilerin 4. yapraklarindan alinan numunelerden 0,5 g tartildi ve sivi azot igerisinde
toz haline getirildi. Daha sonra 5 ml, 1 mM EDTA igeren % 5’lik metafosforik asit
icerisinde ekstrakte edildi. Ekstrakt +4 °C’de 10 000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde

edilen silipernatant glutatyon igeriginin belirlenmesi i¢in kullanildi.

2.10.2. Glutatyon (GSH) Iceriginin Belirlenmesi

Glutatyon igerigi spektrofotometrik olarak Griffith (1980) yontemine gore belirlendi.
Glutatyon (GSH+GSSG) 250 mM K;HPO4/KH,PO,4 (pH 7,5), 200 uM NADPH, 600 uM
DTNB, 25 pul ekstrakt ve 0,3 U GR igeren reaksiyon karigiminin kullanilmasiyla 6lgiildii.
412 nm’de absorbanstaki degisim 3 dakika boyunca 6l¢iildii. GSSG igerigini belirlemek
icin 25 pl ekstrakt 2-vinylpyridine ile 25 °C’de 1,5 saat boyunca inkiibe edildi. Glutatyon
konsantrasyonu 40, 80, 120, 160, 200 uM konsantrasyonlarda GSH’1n kullanilmasiyla elde

edilen standart grafik tizerinden hesaplandi.

2.10.3. Askorbat (ASC) Iceriginin Belirlenmesi

Yapraklardaki askorbat konsantrasyonu Liso vd. (1984)’ e gore belirlendi. 0,5 g taze
yaprak dokusu 5 ml, % 5 (w/v) m-fosforik asit ile homojenize edildi. Ekstrakt 10 000 g’de
5 dakika santrifiij edildi. 70 pl 6rnek, 0,1 M sitrat-0,2 M fosfat tamponu (pH 6,2) iceren 3
ml reaksiyon ortamina ilave edildi. Baslangi¢ absorbansi 265 nm’de okundu, askorbat
konsantrasyonu, reaksiyon ortamina iki iinite askorbat oksidaz ilavesinin 5 dakika ardindan
meydana gelen azalmanin okunmasi ile belirlendi. Askorbat oksidasyonu tamamlandiktan
sonra, askorbat oksidaz, 10 mM sodyum azit ile inhibe edildi. Ardindan ortama 2,5 mM
DTT ilave edildi. DTT ile meydana gelen indirgenmenin ardindan (3 dakika) absorbans
265 nm’de yeniden okundu. DHA ve askorbat icermeyen radikaller (AFR) baslangi¢c ve
son absorbanslar arasindaki farktan belirlendi (Takahama ve Oniki, 1994). Askorbat

konsantrasyonu, taze agirlik bagina mikrogram askorbat olarak hesaplanda.
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2.11. Protein Tayini

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

cinsinden hesaplanarak, enzim aktivitelerinin belirlenmesinde kullanildu.

2.12. Hidrojen Peroksit (H,O,) Iceriginin Belirlenmesi

Hidrojen peroksit i¢erigi Velikova vd. (2000)’e gore belirlendi. 0,25 g yaprak dokusu
5 ml % 0,1 (w/v) trikloroasetik asit ile homojenize edildi. Homojenat 12000 g’ de 15
dakika santrifiij edildi. 500 ul siipernatant, 500 ul, 10 mM potasyum fosfat tamponu (pH
7,0) ve 1 ml 1 M KI karisimina ilave edildi. Absorbans, 390 nm’de okundu. Hidrojen

peroksit igerigi standart egri kullanilarak belirlendi.

2.13. Fotosentetik Pigmentlerin Tayini

Fotosentetik pigmentler karotenoid ve klorofil tayini Arnon (1949)’a gore belirlendi.
Taze yaprak ornekleri (0,25 g) 5 ml % 80 aseton igerisinde homojenize edildi. Homojenat
5000 g’ de oda sicakliginda 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatantin absorbansi 663, 645 ve
450 nm’lerde spektrofotometrede (Nicoletevolution 100, ThermoScientific, USA) 6l¢iildii.
Pigment iceriklerinin belirlenmesi i¢in Lichtenthaler (1987) tarafindan gelistirilen
asagidaki formiiller kullanildi.

Klorofil a = 12,7 X Asss - 2,69 X Agas

Klorofil b = 22,9 x Agss - 4,68 X Asss

Toplam Klorofil = 20,2 X Agss + 8,02 X Asss

Toplam Karotenoid = 4,07 X Asso - ( 0,0435 x Kl a miktar1 + 0,3367 x kl b miktar1)

2.14. Klorofil Floresans Olciimleri

Klorofil floresans o6l¢iimleri OS1-FL, florometre ile Nar vd. (2009)’e gore
gerceklestirildi (Opti Science Corporation, Tyngsboro, MA, USA). Olgiimler, karanlik
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adaptasyon klipsi ile 20 dakika karanliga maruz birakilan bitkilerin 4. yapraklar iizerinde
yapildi. Olgiimler sirasinda kivrilmis yapraklar acilarak diiz hale getirildi. Minimum

2 Sfl) altinda

Klorofil floresansi (Fo) modiile edilmis, zayif 151k (A660, <0,1 pmol m™
Olctildii. Maksimum klorofil floresansi (Fy), PS2’yi doyuran A690 beyaz 15181n (8000 umol
m?s?), 0,8 s uygulanmasi ile elde edildi. Karanlik dl¢iimlerinin ardindan, yapraklara
biiylitme odasinin floresans lambalar1 ile beraber aktinik 151k (5,5 W halojen lamba, ML
S990, Micron, Tokyo, Japan) uygulanarak kararli hal klorofil floresans: (Fs) elde edildi.
Aktinik 151810 yogunlugu 120 pmol m s Vdi. Aydinliktaki maksimum klorofil fluresansin
(Fn') belirlemek icin doyurucu beyaz 1sik (8000 pmol m 2 s%), 0,8 s siireyle uygulandi.
Klorofil floresans parametrelerinin tanimlart1 van Kooten ve Snel (1990) tarafindan
belirtildigi gibi kullanildi. F\/Fy, ve @psy, sirasiyla PS2’nin maksimum ve etkili kuantum
verimliligidir. NPQ (Fm — Fn)/Fy' denklemi ile Bilger ve Bjorkman (1990)’a gore
hesaplandi. Fv/Fm ve ®ps; ise florometre cihazi tarafindan, (Fy/Fr = (Fi—Fo)/Fm ve @ps, =
(Fm' — Fs)/Fy') denklemleri kullanilarak Genty vd. (1989)’a gore hesaplandi. ETR, 6zel bir
Fotosentetik Aktif Radyasyon (PAR) klipsi ile 6l¢iildii ve ETO = (®PSII x PAR X 0,5 x
0,84) formiiline gore hesaplandi. Canlilik indeksi (Rfd) Rfd= (Fy-Fs)/Fs esitligi
kullanilarak hesaplandi (Lichtenthaler ve Rinderle, 1988).

2.15. Fotosentetik Gaz Degisimi Ol¢iimleri

Kurakligin 24. saatindeki stoma iletkenligi (gs) porometre cihazi (AP4, Delta-T
Devices, Burwell, Cambridge, UK) ile belirlendi.

Diger gaz degisim Ol¢iimleri taginabilir bir sistem olan TPS-2 Fotosentez Sistemi (PP
Systems, Hertfordshire, UK) ile gercgeklestirildi. Sistem, kalibrasyonu iiretici firma (PP
Systems, Amesbury, Massachusetts, USA) tarafindan yapilan otomatik {iniversal yaprak
kiivetine (25x18-mm PLC6) sahipti. Deney kosullar1 asagidaki gibiydi. Olgiimler sirasinda
kiivete gelen havanin akis hiz1 250+4 cm® min™!, PPFD (glin 15181) 1500£21 pmol m?s?
nispi nem < %350, ve yaprak sicakligi 26+1,8 °C’di. Olgiimler her iki misir gesidinin 4.
yapraklarinda yapildi. Olgiimler yapragin ortasindan alindi. Kiivete havanin akis orani
300 ml min "¢ ayarlanmist1. Olgiimler sirasinda alman havanin  CO, konsantrasyonu
350 ppm ve hava buhar basinci eksikligi (VPD) yaklasik 2 kPa’di. Stoma iletkenligi (gs),

fotosentez hiz1 (Pn), igsel CO, konsantrasyonu (C;) ve transpirasyon oranlar1 (E) 6l¢iildii.
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2.16. I¢sel Poliamin Miktarlarinin Belirlenmesi

I¢sel poliaminlerin belirlenmesi Anjum (2008)’a gore degistirilerek yapildi. 20 mg
liyofilize yaprak 5 cm® % 5 (w/v)’lik perklorik asit i¢inde havanda ezildi. Santrifiijden
sonra siipernatantlar alindi ve pellet ayn1 ¢ozeltiyle birka¢ yikamadan sonra % 5’°lik
perklorik asit iginde bekletildi. Siipernatant ve pellette suspansiyonlarinda bulunan serbest,
konjuge ve bagli poliaminler 6 M HCl ile 110 °C’de 18 saat hidroliz edilerek konjuge ve
bagli poliamin formlar1 serbest forma dontstiiriildii. 1,6 hekzandiamin (0,5 mM; 5 pl) igten
standart olarak eklendi. Ekstraktlarin dansil tirevleri hazirlanarak siipernatanttaki
poliaminler ve hidrolizeler yiikksek basing sivi  kromatografi (HPLC) (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) kullanilarak 6lgiildii.

2.17. istatistik Analizler

Alt1 tekerriirlii olarak gergeklestirilen ekstraksiyon ve analizlerin sonucunda elde
edilen verilerin varyans analizi Statistical Package for Social Sciences (SPSS for Windows
16.0) paket programi igerisinde yer alan Duncan Coklu Karsilastirma Testi'ne gore

belirlendi.



3. BULGULAR

3.1. Bitkilere Uygulanacak Etkili PEG Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Kuraklik stresi uygulamalar1 icin PEG’in hangi konsantrasyonunun kullanilacagini
belirlemek i¢in artan PEG serileri (% 0, 5, 10, 15, 20, 25) hazirlandi. PEG uygulamasinin
24. saatinde 4. yapraklarin yaprak kivrilma dereceleri (%) oOlgiilerek kivrilmanin en net
goriildiigii en uygun konsantrasyon belirlendi. Buna gore hem kurakliga hassas hem de
toleransli musir ¢esitlerinin yaprak kivrilmalarinin 24 saatin sonunda tim PEG

konsantrasyonlarinda kontrole (PEG’siz) oranla énemli derecede arttig1 belirlendi (Sekil
9).

N W W b
1O »n o
J

[y
(%)

W Karagay
H Side

=
(S =)

Yaprak Kivrilma Derecesi (%)
N
o

Kontrol %5PEG  %10PEG %15PEG %20PEG %25 PEG

PEG Konsantrasyonlari

Sekil 9. Karagay ve Side musir gesitlerinde PEG konsantasyonlarinin yaprak kivrilma
derecesi (%) tizerine etkisi (Barlar alti tekerriirli olarak yapilan olgtimlerin
standart sapmasini gostermektedir. Situnlararasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde 6nemlidir)

Tim PEG konsantrasyonlarinda hassas Karagay’in yaprak kivrilma dereceleri
toleransh Side’ye gore daha yliksek bulundu. Karagay’da 24 saat kurakligin ardindan % 5,
10, 15, 20, 25 PEG uygulanan bitkilerin yaprak kivrilma derecelerinin kontrole (PEG’siz)
gore yiikseldigi fakat farkli PEG uygulanan gruplar arasinda kivrilma derecesi bakimindan

istatistiksel agidan 6nemli bir fark olmadigi, bu degerlerin kontrolden baslayarak sirasiyla
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% 5; % 33; % 34; % 33; % 32; % 34 oldugu bulundu. Side’de ise yaprak kivrilma
derecelerinin 24 saat kurakligin ardindan kontrole (% 0) goére % 5, 10, 15, 20, 25 PEG
uygulama gruplarinin hepsinde istatistiki bakimdan 6nemli ve esit derecede arttig1, Olciilen
yaprak kivrilma dereceleri bu gruplarda sirasiyla % 4; % 24; % 23; % 24; % 23; % 23
oldugu bulundu. Bu yiizden bundan sonraki tiim denemelerde uygulanacak olan kuraklik
stresi i¢in yaprak kivrilmasmin etkili sekilde goriildigi % 5 PEG konsantrasyonunun

kullanilmasina karar verildi.

3.2. Bitkilere Disaridan Uygulanacak Poliamin Konsantrasyonlarinin
Belirlenmesi

Kurakliga toleransli (Side) ve hassas (Karacay) oldugu bilinen iki misir ¢esidine
disaridan uygulanacak poliaminlerin ve kuraklik stresi sonucu olusan yaprak kivrilma
mekanizmasinin antioksidan ve fotosentetik sistem tizerine etkisini belirlemek icin Putresin
(Put), Spermidin (Spd) veya Spermin (Spm)’in hangilerinin ve hangi konsantrasyonda
uygulanmasi gerektigini belirlemek i¢in yapilan denemelerde kivrilmay1 en fazla geciktiren
poliaminler ve konsantrasyonlar1 belirlenmeye ¢aligildi.

Kurakliga hassas oldugu bilinen Karacay fidelerine digsaridan uygulanan
poliaminlerden en etkili konsantrasyonlarinin 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm oldugu ve

yaprak kivrilmasini 6nemli derecede geciktirdikleri bulundu (Sekil 10).



63

KARACAY
40
S 35
8 30
2 25
a W kont
< 20
£ m0,1mM
2 10 1mM
-
s m2,5mM
©
>

o un

put Spd Spm

Poliamin Konsantrasyonlari

Sekil 10. Karacay musir ¢esidinde poliaminlerin farkli konsantrasyonlarinin yaprak
kivrilma derecesi tizerine etkisi (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan 6lgiimlerin
standart sapmasini gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemlidir)

Karacay’da kontrol (0); 0,1; 1 ve 2,5 mM Put 6n muamelesi yapilan bitkilerinin
yaprak kivrilma derecelerinin sirasiyla % 36; % 22; % 30; % 33 oldugu, kontrole gore 0,1
MM Put’un yaprak kivrilma derecesini % 39; 1 mM Put’un % 16; 2,5 mM Put’in % 8
geciktirdigi bulundu. Karagay fidelerine disaridan 0; 0,1; 1; ve 2,5 mM Spd 6n muamelesi
yapildiginda yaprak kivrilma derecelerinin kontrole gore degismedigi Karagay’da kontrol;
0,1; 1 ve 2,5 mM Spd 6n muamelesi yapilan bitkilerin yaprak kivrilma derecelerinin
strastyla % 30; % 29; % 31; % 31 oldugu tespit edildi. Yine Karagay fideleri 0; 0,1; 1; ve
2,5 mM Spm ile 6n muamele edildiginde yaprak kivrilma derecelerinin kontrole gore 0,1
ve 1 ve 2,5 mM Spm uygulanan bitkilerde 6nemli derecede azaldigi yani kivrilmay:
geciktirdigi tespit edildi. Hatta en ¢ok 0,1 mM Spm uygulamasiin kivrilmay1 geciktirdigi,
Karagay’da kontrol; 0,1; 1 ve 2,5 mM Spm 6n muamelesi yapilan bitkilerin yaprak
kivrilma derecelerinin sirastyla % 36; % 21; % 20; % 32 oldugu belirlendi. Karacay
fidelerinde kontrole gére 0,1 mM Spm’nin yaprak kivrilma derecesini % 42; 1 mM
Spm’nin % 22; 2,5 mM Spm’nin % 11 geciktirdigi bulundu.

Hassas ¢esit Karagay’da Spd’nin kivrilma derecesini etkilemedigi i¢in Put ve
Spm’nin ise en etkili konsantrasyonlarinin 0,1 mM oldugu bulundu. Mevcut ¢alismada
bundan sonra kurulacak denemeler i¢in 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm kullanilmasina karar

verildi.
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Kurakliga toleransli oldugu bilinen Side fidelerine disaridan 0; 0,1; 1; ve 2,5 mM Put
uygulandiginda 2,5 mM Put’un kivrilma derecesini kontrole gore degistirmedigi, 0,1 ve 1
mM Put konsantrasyonlarmin ise kivrilmayr onemli derecede geciktirdigi ozellikle
kivrilma tizerinde 0,1 mM Put uygulamasiin en etkili konsantrasyon oldugu belirlendi

(Sekil 11).
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Sekil 11. Side musir ¢esidinde poliaminlerin farkli konsantrasyonlarinin yaprak kivrilma
derecesi tizerine etkisi (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan 6lglimlerin standart
sapmasini gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde
onemlidir)

Side de kontrol; 0,1; 1 ve 2,5 mM Put 6n muamelesi yapilan bitkilerin yaprak
kivrilma derecelerinin sirastyla % 31; % 21; % 26; % 32 oldugu, kontrole gore 0,1 mM
Put’un yaprak kivrilma derecesini % 32 ve 1 mM Put’un % 18 geciktirdigi bulundu. Side
fidelerine disaridan 0,1 ve 2,5 mM Spd 6n muamelesi yapildiginda yaprak kivrilma
derecelerinin kontrole gore degismedigi, 1 mM Spd uygulamasmin yaprak kivrilma
derecesini kontrole gore % 6 geciktirdigi belirlendi. Side’de kontrol; 0,1; 1 ve 2,5 mM Spd
on muamelesi yapilan bitkilerin yaprak kivrilma derecelerinin sirasiyla % 26; % 26; % 25;
% 26 oldugu tespit edildi. Yine Side fideleri 0; 0,1; 1; ve 2,5 mM Spm ile 6n muamele
edildiginde yaprak kivrilma derecelerinin kontrole gére 2,5 mM Spm ile degismedigi fakat

0,1 ve 1 mM Spm uygulanan bitkilerde 6nemli derecede azaldigi yani kivrilmayi



65

geciktirdigi tespit edildi. Ozellikle en fazla 0,1 mM Spm uygulamasinmn kivrilmay:
geciktirdigi, Side ¢esidinde kontrol; 0,1; 1 ve 2,5 mM Spm 6n muamelesi yapilan bitkilerin
yaprak kivrilma derecelerinin sirasiyla % 31,51; % 22,43; % 28,9; % 30,67 oldugu
belirlendi. Side fidelerinde kontrole gore 0,1 mM Spm’nin yaprak kivrilma derecesini %
29, 1 mM Spm’nin % 8 geciktirdigi bulundu.

Put ve Spm poliaminlerinin hem hassas hem toleranshi ¢esitte yaprak kivrilmasini
geciktirdigi Spd’nin ise kivrilma derecesine bir etkisinin olmadig: belirlendi. Karagay’da
Put ve Spm’nin 0,1; 1 ve 2,5 mM konsantrasyonlar1 kivrilmay1 geciktirirken, toleransl

Side’de 2,5 mM Put ve 2,5 mM Spm’nin Kivrilmayi etkilemedigi bulundu.

3.3. Poliaminlerin Yaprak Kivrilma Derecesi (%) Uzerine Etkisi

Calismamizda kurakliga toleransli (Side) ve hassas (Karacay) oldugu bilinen
musirlara disaridan 17 saat uygulanan 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muamelelerinin
ardindan 24 saat kuraklik stresine birakilmasi esnasinda olusan 4. yapraklarin yaprak
kivrilma dereceleri (%) Ol¢iildii. Hem hassas hem toleransli musir ¢esitlerine disaridan
uygulanan 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm poliaminlerinin yaprak kivrilmasmi kontrole
(kuraklik) gore 6nemli ve ayni derecede geciktirdigi bulundu. Karagay’da kontrol, 0,1 mM
Put ve Spm 6n muameleli bitkilerin yaprak kivrilma derecelerinin sirastyla % 43; % 32; %
33 oldugu bulundu. Toleransh Side’ye disaridan uygulanan Put ve Spm poliaminlerinin
yaprak kivrilma derecelerinin hassas Karacay’in bu gruplarina gore daha diisiik oldugu
yani kivrilmay1 daha ¢ok geciktirdigi belirlendi. Side’nin yaprak kivrilma derecelerinin
kontrolde % 33 iken 0,1 mM Put uygulananlarda kontrole gore % 37’lik azalig géstererek
% 21; 0,1 mM Spm uygulananlarda % 41°lik azalis gostererek % 20 oldugu belirlendi
(Sekil 12).
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Sekil 12. Distan uygulanan poliaminlerin Karagay ve Side musir g¢esitlerinin yaprak
kivrilmasina etkisi (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan Sl¢iimlerin standart
sapmasini gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde
onemlidir)

3.4. Distan Uygulanan Poliaminlerin Yaprak Kivrilmasi Esnasinda Su
Potansiyeli (V) Uzerine Etkisi

Kurakliga hassas ve toleransli misir ¢esitlerinde hem yaprak kivrilmasinin hem de
Put ve Spm 6n muamelelerinin bitkilerin 4. yapraklarinin su potansiyellerini (V) istatistiki
acidan onemli (P<0,05) derecede artirdig1 saptandi. Yaprak su potansiyelindeki en yiiksek
artisin toleransh Side c¢esidinde ve kontrole kiyasla Put ve Spm uygulanan yapraklarda
oldugu bulundu. Side ¢esidinin kontrol, 0,1 mM Put ve Spm 6n muameleli bitkilerinin
yapraklarindaki su potansiyelleri sirasiyla -1,57; -1,31; -1,29 MPa olarak belirlendi.

Yaprak kivrilmas: engellenen Side’nin kontrol, Put ve Spm uygulanan gruplarindaki
su potansiyellerinin yaprak kivrilmasi goriilen Side’nin bu gruplarina kiyasla énemli ve
esit derecede (P<0,05) diisiis gosterdigi saptandi. Ayrica yaprak kivrilmasi engellenen
Side’nin kontrol grubuna gore Put ve Spm uygulanmis yapraklarindaki su potansiyellerinin
esit oranda yiikseldigi goriildii. Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin su potansiyelleri,
kontrolde -1,78 MPa iken 0,1 mM Put poliamin 6n muamelelilerde kontrole gore % 12’lik
artis gostererek -1,56 MPa’a, 0,1 mM Spm uygulananlarda % 13’lik artig gostererek -1,54
MPa’a yiikseldigi bulundu.

Kurakliga hassas misir ¢esidinin kontrol ve poliamin 6n muameleli gruplarindaki su
potansiyelleri (W) toleransli ¢eside gore azalis gosterdi. Karagay’daki su potansiyelleri-
1,63 MPa olan kontrole gére 0,1 mM Put uygulananlarda % 9’lik artisla -1,48 MPa’a, 0,1
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mM Spm uygulananlarda % 9’lik bir artigla -1,49 MPa’a yiikseldigi bulundu.
Aktivitelerdeki artiglarin istatistiki agidan 6nemli (P<0,05) oldugu saptandi.

Yaprak kivrilmasi mekanik olarak engellenmis Karagay’in kontrol ve poliamin
muameleli gruplarindaki su potansiyellerinin yaprak kivrilmasi gériilen Karagay ¢esidine
gore istatistiki bakimdan O©nemli derecede azalis gosterdigi kaydedildi. Yaprak
kivrilmasinin engellenmesiyle tespit edilen su potansiyellerindeki bu azalis kontrole gore
Put ve Spm 6n muamelesi ile bertaraf edildi. Ayrica Karagay engelli yapraklarda su
potansiyellerinin kontrole goére hem Put hem Spm 6n muamelesiyle onemli ve esit
derecede (P<0,05) arttig1 goriildii. Yaprak kivrilmast engellenen Karagay’in su
potansiyellerinin -2,29 MPa olan kontrole gére 0,1 mM Put uygulananlarda % 29’luk
artisla -1,62 Mpa’a; 0,1 mM Spm uygulananlarda % 28’lik bir artigla -1,65 MPa’a
yiikseldigi belirlendi (Sekil 13).  Aktivitelerdeki artislarin istatistiki ac¢idan Onemli
(P<0,05) oldugu saptandi.
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Sekil 13. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda su potansiyelinde
meydana getirdigi degisimler (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan dl¢timlerin
standart sapmasin1 gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemlidir)
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3.5. Distan Uygulanan Poliaminlerin Yaprak Kivrilmasi Esnasinda Nispi Su
I¢erigi (NSI) Uzerine EtKisi

Kurakliga hassas ve toleransli misir g¢esitlerinde yapilan analizler sonucunda hem
yaprak kivrilmasimin hem de Put ve Spm ile 6n muamele edilen bitkilerin 4. yapraklarinin
nispi su igeriklerinin (NSI) istatistiki agidan onemli (P<0,05) derecede artirdig1 saptandi.
NSI’deki en yiiksek artisin toleranshi gesitte kontrole kiyasla Put ve Spm uygulanan
yapraklarda oldugu kaydedildi. Toleransli ¢esidin kontrol, 0,1 mM Put ve Spm o6n
muameleli bitkilerinin yapraklarindaki NSI sirasiyla % 64, % 69, % 70 olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin kontrol, 0,1 mM Put ve Spm uygulanan
gruplarindaki NSI yaprak kivrilmas1 gériilen Side’nin bu gruplarina kiyasla énemli ve esit
derecede (P<0,05) diisiis gosterdigi bulundu. Ayrica yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin
kontrol grubuna gore Put ve Spm uygulanmis yapraklarindaki NSI’yi esit oranda
yiikselttigi goriildii. Yaprak kivrilmas: engellenen Side’nin NSI’lerinin kontrolde % 61
iken Put uygulananlarda % 66’ya, Spm uygulananlarda % 67’ye yiikseldigi bulundu.

Kurakliga hassas Karagay’in kontrol ve poliamin 6n muameleli gruplarindaki yaprak
NSI'nin toleransli Side’ye gore azalis gosterdigi kaydedildi. Karagay’daki NSI’nin
kontrolde % 62 iken, Put ve Spm uygulananlarda ise % 67 oldugu belirlendi. NSI’deki
artislarin istatistiki acidan 6nemli (P<0,05) oldugu saptandi.

Yaprak kivrilmasi mekanik olarak engellenmis Karagay’in kontrol ve poliamin
muameleli gruplarindaki yaprak NSI’nin yaprak kivrilmasi goriilen Karagaylara gore
istatistiki bakimdan Onemli derecede azalis gosterdigi bulundu. Yaprak kivrilmasinin
engellenmesiyle tespit edilen NSi’deki bu azalig kontrole gére 0,1 mM Put ve Spm &n
muamelesi ile bertaraf edildi. Ayrica Karagay engelli yapraklarda NSI’nin kontrole gore
hem Put hem de Spm 6n muamelesiyle dnemli ve esit derecede (P<0,05) arttig1 goriildii.
Karagay’m kivrilmas: engellenmis kontrol gruplarinda NSI’i % 57 iken, Put ve Spm
uygulananlarda % 64 olarak belirlendi (Sekil 14). NSi’deki artislarin istatistiki agidan
onemli (P<0,05) oldugu saptandi.
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Sekil 14. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda nispi su igeriginde
meydana getirdigi degisimler (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan 6lgiimlerin
standart sapmasin1 gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemlidir)

3.6. Distan Uygulanan Poliaminlerin Yaprak Kivrilmasi Esnasinda Lipid
Peroksidasyonu Uzerine Etkisi

Kuraklik stresi periyodu ge¢irmis hassas Karagay ve toleransli Side misir ¢esitlerinde
yapilan analizler sonucunda Put ve Spm 6n uygulamalarinin kontrole (kuraklik) oranla
lipid peroksidasyonlarim1 (MDA igeriklerini) esit ve dnemli derecede azalttig1 belirlendi

(Sekil 15).
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Sekil 15. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda lipid peroksidasyonunda
meydana getirdigi degisimler (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan Glglimlerin
standart sapmasint gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde onemlidir)



70

Bu azalislarin istatiksel olarak 6nemli (P<0,05) oldugu kaydedildi. Ayrica yaprak
kivrilmasinin engellenmesiyle Karacay ve Side’deki lipid perokidasyonlarinda 6nemli
derecede (P<0,05) artis goriildii.

Kuraklik stresi sonrasi yaprak kivrilmasi goriilen Karagay’da MDA miktarinin
kontrolle kiyaslandiginda, 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muamelesinden sonra azaldigi
bulundu. Kontrolde g taze agirlik basina 77,59 pmol olan MDA miktar1 Put ve Spm
muameleleriyle sirastyla 51,27 ve 51,61 umol olarak kaydedildi.

Yaprak kivrilmasi engellenen Karacay kontrol, Put ve Spm uygulanmis bitkilerin
yapraklarindaki MDA miktarlarinin yaprak kivrilmasi goriilen Karagay’in bu gruplarina
kiyasla onemli derecede (P<0,05) artis gosterdigi saptandi. Karacay’da yaprak
kivrilmasinin engellenmesiyle MDA miktarlar1 artarken, disardan PA uygulanan Karacay
engelli fidelerde kontrolle kiyaslandiklarinda MDA igeriklerinde azalis oldugu goriildii.
Yaprak kivrilmasi engellenen Karagcay’in MDA miktarlar1 kontrolde g taze agirlik basina
95,05 umol iken, Put ve Spm uygulamalarinda sirasiyla 67,44; 66,84 pmol olarak
kaydedildi.

MDA miktarlar1 toleransli Side’nin kontrol ve poliamin muameleli gruplarinda
hassas Karagay’inkilere gore daha da azalirken, Side engelli gruplarindaki MDA
miktarlarmin Side yaprak kivrilmasi goriilen bitkilere gore arttigi, fakat Karacay engelli
gruplarina gore ise azaldig1 bulundu. Side ¢esidinde de MDA miktarinin kuraklik kontrole
oranla 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm uygulamalariyla istatiksel bakimdan 6nemli ve esit
derecede azalig gosterdigi kaydedildi. MDA miktarlar1 Side kontrolde g taze agirlik bagina
57,81 pumol, Put ve Spm uygulamalarinda 44,39; 45,08 umol olarak tespit edildi.

Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin kontrol ve poliamin uygulanan gruplarindaki
MDA miktarlarinin yaprak kivrilmasi goriilen Side’nin bu gruplarina kiyasla 6nemli
derecede artis gosterdigi bulundu. Side de MDA miktarlart yaprak kivrilmasmin
engellenmesiyle artarken, Put ve Spm poliamin uygulanmasiyla kontrole oranla 6nemli ve
esit derecede azalis gosterdi. Side engelli fidelerin kontrol grubunda 68,99 pmol g TA
olarak bulunan MDA igeriginin 0,1 mM Put ve Spm uygulamalarinda sirasiyla 55,05 ve 56
umol g TA oldugu kaydedildi.
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3.7. Distan Uygulanan Poliaminlerin Yaprak Kivrilmasi Esnasinda Antioksidan
Sistem Uzerindeki Etkisi

3.7.1. Distan Uygulanan Poliaminlerin Hidrojen Peroksit (H,O,) Icerigi Uzerine
Etkisi

Kuraklik periyodu gecirmis hassas Karagay’in ve toleransli Side musir ¢esitlerinde
yapilan analizler sonucunda 0,1 mM Put ve 6zellikle de 0,1 mM Spm 6n uygulamalarinin
kontrole (kuraklik) oranla H,0O, igeriklerini 6nemli derecede azalttigi belirlendi. Bu
azalislarin istatiksel olarak o6nemli (P<0,05) oldugu kaydedildi. Ayrica yaprak
kivrilmasiin engellenmesiyle Karagay ve Side’deki H;0; iceriklerinde onemli derecede
(P<0,05) artis goriildii.

Kuraklik stresi sonrasi yaprak kivrilmasi goriilen Karagay’da H,O, miktarmin
kontrolle kiyaslandiginda Put ve ozellikle de Spm 6n muamelelerinden sonra azaldigi
bulundu. Kontrolde g taze agirlik basmma 680 pmol olan H;O, miktar1 Put ve Spm
muameleleriyle sirasiyla 501 ve 469 pmol olarak kaydedildi.

Yaprak kivrilmast engellenen Karagcay kontrol, Put ve Spm uygulanmis
yapraklarindaki H;O, miktarlar1 yaprak kivrilmasi goriilen Karagcay’in bu gruplarina
kiyasla onemli derecede (P<0,05) artis gosterdi. Karacay’da yaprak kivrilmasinin
engellenmesiyle H,;O, miktarlar1 artarken Put ve Spm On muamelesi yapilan Karagay
engelli fideler kontrolle kiyaslandiklarinda H,O; igeriklerinde azalig goriildii. Engelli
Karagay’in H,O, miktarlar1 kontrolde g taze agirlik bagina 874 pmol iken, Put ve Spm
uygulamalarinda sirasiyla 623; 576 umol olarak kaydedildi (Sekil 16).

H,0, miktarlar1 toleransli Side’nin kontrol ve poliamin muameleli gruplarinda hassas
Karagaya gore daha da azalirken, Side engelli gruplarindaki HyO, miktarlar1 da Karagay
engelli gruplarina gore azalig gosterdi. Side ¢esidinde de H,O, miktart kontrole (kuraklik)
oranla Put ve en ¢ok da Spm uygulamalariyla istatiksel bakimdan 6nemli derecede azalig
gosterdi. H,O, miktarlar1 Side’nin kontrol gruplarinda g taze agirlik basina 563 pmol, 0,1
mM Put ve Spm uygulamalarinda 422; 292 pmol olarak saptandi.

Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin kontrol ve poliamin uygulanan gruplarindaki
H.0, miktarlar1 yaprak kivrilmasi goriilen Side’nin bu gruplarina kiyasla énemli derecede
artis gosterdi. Side de H»O, miktarlar1 yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle artarken Put

ve en ¢cok da Spm uygulanmasiyla kontrole oranla 6nemli derecede azalis gosterdi. Side
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engelli fidelerin kontrol grubunda 656 pmol g™ TA olarak bulunan H,0; i¢eriginin 0,1 mM
Put ve Spm uygulamalarinda sirasiyla 572 ve 473 pmol g TA oldugu kaydedildi.
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Sekil 16. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda H;O» igeriginde
meydana getirdigi degisimler (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan 6lgiimlerin
standart sapmasini gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemlidir)

3.7.2. Distan Uygulanan Poliaminlerin Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi
Uzerine EtKisi

Kurakliga hassas ve toleransli misir ¢esitlerinde yaprak kivrilmasinin SOD enzim
aktivitesini artirdigi fakat Put ve Spm 0On muamelelerinin SOD enzim aktivitelerini
istatistiki acidan onemli derecede (P<0,05) etkilemedigi saptandi. Toleransl ¢esitteki SOD
enzim aktiviteleri hassas ¢eside gore yiiksek bulundu.

Side misir ¢esidinin kontrol, Put ve Spm 6n muameleli yapraklarindaki SOD enzim
aktiviteleri mg protein basina sirasiyla 0,24; 0,24; 0,24 {inite olarak hesaplandi. Yaprak
kivrilmasi engellenen Side’nin kontrol, Put ve Spm uygulanmis bitki gruplarindaki SOD
aktiviteleri yaprak kivrilmasi goriilen Side’nin bu gruplarina oranla énemli derecede diisiis
gosterdi. Ayrica Put ve Spm 6n muamelesi yapilip yaprak kivrilmasi engellenen kuraklik
stresine maruz kalmis Side fidelerindeki SOD aktiviteleri de yaprak kivrilmasi engellenen

Karagay’a gore onemli derecede yiiksek bulundu. Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin
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Put ve Spm uygulanan yapraklarindaki SOD aktivitelerinin de kontrole gore Onemli
derecede degismedi ve SOD aktiviteleri kontrolde, Put ve Spm uygulananlarda mg protein
basina 0,23; 0,22; 0,22 {inite olarak kaydedildi.

Kurakliga hassas Karagay’in kontrol ve poliamin 6n muameleli bitki gruplarindaki
SOD aktiviteleri toleransli Side’ye gore azalis gosterdi. Karagay’da SOD aktiviteleri
kontrolde, Put ve Spm uygulananlarda 6nemli derecede degismezken aktiviteler mg protein
basina sirastyla 0,20; 0,20; 0,20 iinite olarak hesaplandi. Yaprak kivrilmas1 mekanik olarak
engellenmis Karacay’m kontrol ve poliamin 6n muamelesi yapilan bitki gruplarindaki
SOD aktiviteleri yaprak kivrilmasi goriilen Karacay’in bu gruplarina gore istatistiki
bakimdan 6nemli derecede (P<0,05) azalis gosterdi. Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle
tespit edilen SOD aktivitesindeki bu azalis disaridan uygulanan Put ve Spm ile bertaraf
edilemedi ve kivrilmasi engellenen Karagay’in kontrol, Put ve Spm 6n muamelesi yapilan
bitki gruplar1 arasinda da SOD aktivitesi bakimindan istatiksel bir fark bulunmadi.
Karagay’da yaprak kivrilmasi engellenen kontrol, Put ve Spm uygulanan bitkilerdeki SOD
aktiviteleri mg protein basina sirasiyla 0,16; 0,16; 0,17 {inite olarak kaydedildi (Sekil 17).
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Sekil 17. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda SOD aktivitesinde
meydana getirdigi degisimler (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan 6l¢timlerin
standart sapmasini gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde onemlidir)
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3.7.3. Distan Uygulanan Poliaminlerin Katalaz (CAT) Aktivitesi Uzerine Etkisi

Misirda kuraklik stresi sonucu meydana gelen yaprak kivrilmasi ve 0,1 mM Put ve
0,1 mM Spm oOn muamelelerinin hem Karagcay hem Side g¢esitlerinde CAT enzim
aktivitesini istatistiki agidan onemli derecede (P<0,05) artirdig1 saptandi. CAT’daki bu
artisin en yiiksek kurakliga hassas Karacay cesidinde ve ozellikle de kontrole (kuraklik)
oranla 0,1 mM Spm 06n muameleli fidelerde oldugu belirlendi. Yaprak kivrilmasi
engellenen Karagay’in kontrol ve poliamin muameleli gruplarindaki CAT aktivitelerinde
yaprak kivrilmasi goriilen Karacay’a gore azalis saptandi. Kivrilmasi engellenip PA
uygulanan yapraklarda kontrole (kuraklik) oranla CAT aktivitelerinin istatistiki agidan
onemli derecede arttigt bulundu. 0,1 mM Put uygulanmis yaprak kivrilmasi goriilen
Karacay’daki CAT aktivitesi kontrole (kuraklik) gore % 16 artarken 0,1 mM Spm
uygulamasi ile % 52 oraninda artti. Yaprak kivrilmasi engellenen Karacay’daki CAT
aktiviteleri istatistiki bakimdan 6nemli derecede diiserken Put ve Spm 6n muameleleri ile
kontrole oranla sirasiyla % 19 ve % 59 oraninda arttig1 goriildii.

Toleransli ¢esitteki CAT aktiviteleri hassas ¢eside gore azalirken, Put ve Spm
uygulanmis Side’deki CAT aktiviteleri kontrole oranla énemli derecede yliksek bulundu.
Yine aym sekilde Side’deki CAT enzimindeki en ¢ok artis Spm muamelesi sonucunda
gorildii. Side’nin kontrol gruplarina goére Put ve Spm 6n muameleli fidelerde artis % 57 ve
% 94 olarak kaydedildi. Yaprak kivrilmas: mekanik olarak engellenmis Side’deki CAT
enzim aktivitelerinin kivrilmas: engellenmemis kontrol, Put ve Spm gruplarinda dnemli
derecede azaldig1 bulunmustur. Buna ragmen Side’nin yaprak kivrilmasi engelli fidelerinde
0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muamelesinin kontrole oranla CAT aktivitelerini artirdigi
saptand1. Side engelli yapraklardaki Put ve Spm muamelelerinin kontrole oranla CAT

aktivitelerini % 23 ve 52 oraninda artirdig1 bulundu (Sekil 18).
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Sekil 18. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda CAT aktivitesinde
meydana getirdigi degisimler (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan dl¢timlerin
standart sapmasin1 gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemlidir)

3.7.4. Distan Uygulanan Poliaminlerin Guaiakol Peroksidaz (GPX) Aktivitesi
Uzerine Etkisi

Kuraklik stresi sonucunda GPX aktivitelerinin kontrolle kiyaslandiginda 0,1 mM Put
ve Spm muameleleri sonucunda Karacay, Karagay engelli ve toleransli Side ve Side engelli
calisma gruplarinda istatistiki bakimdan 6nemli derecede (P<0,05) arttig1 belirlendi. En
yiiksek GPX aktivitesi toleransli Side ve 6zellikle Spm ile 6n muamele edilip kurakliga
maruz birakilmis yapraklarda bulundu. Side misir ¢esidinin kontrol, 0,1 mM Put ve 0,1
mM Spm 6n muameleli yapraklarindaki GPX enzim aktiviteleri sirasiyla 23,42; 36,65;
47,64 U/mg protein olarak hesaplandi. Ayrica yaprak kivrilmasi engellenen Side’de GPX
aktivitesi yaprak kivrilmasi olan Side’ye goére onemli derecede diiserken; Side engelli
fidelerin kontrol, Put ve Spm muameleli yapraklarindaki GPX enzim aktiviteleri 20,75;
25,61; 31,85 U/mg protein olarak kaydedildi.

Kurakliga hassas Karacay ve yaprak kivrilmasi engellenen Karagay fidelerinde
kontrole (kuraklik) gére Put ve Spm muamelelerinin GPX aktivitelerini 6nemli derecede
artirdigr; bu artisin en ¢ok Spm 6n muamelelerinde oldugu belirlendi. Ayrica yaprak
kivrilmast olan PA uygulanmis yapraklardaki GPX aktivitelerinin yaprak kivrilmasi
engellenen Karacay’in PA uygulanmis gruplarina gore daha yiiksek oldugu belirlendi.
Karagay’mn kontrol, Put ve Spm uygulanip kuraklik stresine maruz birakilmig

yapraklarindaki GPX enzim aktiviteleri sirasiyla 24,09; 30,68; 43,76 U/mg protein olarak
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bulundu. Diger taraftan yaprak kivrilmasi engellenen Karacay’in, kontrol, Put ve Spm
poliamin muameleli yapraklarindaki GPX aktiviteleri sirasiyla 19,83; 22,37; 28,55 U/mg
protein olarak hesaplandi (Sekil 19).
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Sekil 19. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda GPX aktivitesinde
meydana getirdigi degisimler (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan dl¢timlerin
standart sapmasin1 gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemlidir)

3.7.5. Distan Uygulanan Poliaminlerin Yaprak Kivrilmas1 Esnasinda Asada-
Halliwell Yolu Enzimlerinin Aktivitelerinin Uzerine Etkisi

3.7.5.1. Distan Uygulanan Poliaminlerin Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi
Uzerine Etkisi

Kurakliga hassas ve toleransh ¢esitlerde hem yaprak kivrilmasinin hem de 0,1 mM
Put ve 0,1 mM Spm muamelelerinin APX enzim aktivitelerini istatistiki agidan 6nemli
derecede (P<0,05) artirdigi saptandi. APX’deki en yiiksek artisin toleransli cesitte,
Ozellikle de kontrole oranla Spm muameleli yapraklarda oldugu bulundu. Side ¢esidinin
kontrol, Put ve Spm 6n muameleli yapraklarindaki APX enzim aktiviteleri mg protein
basina sirastyla 35,19; 45,15 ve 61,66 {linite olarak hesaplandi. Yaprak kivrilmasi
engellenen Side’nin kontrol, Put ve Spm uygulanan gruplarindaki APX aktiviteleri yaprak
kivrilmas: goriilen Side’nin bu gruplarina oranla 6nemli derecede diisiis gosterdi. Yaprak
kivrilmast engellenen Side’de APX enzim aktiviteleri azalirken Put ve Spm uygulanan

gruplardaki APX aktiviteleri mg protein basma 32,14 ve 43,55 iinite hesaplanarak
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kontroldeki 25,82 iinite olan enzim aktivitesine kiyasla 6nemli derecede artis gosterdi. Bu
artisin en fazla Spm uygulanan yapraklarda oldugu saptandi.

Kurakliga hassas misir ¢esidinin kontrol ve poliamin 6n muameleli gruplarindaki
APX aktivitesi toleransli ¢eside gore azalis gosterdi. Karagay’daki APX aktiviteleri
kontrolde mg protein basina 34,35 {inite iken Put uygulananlarda % 16 artarak 39,8 {initeye
yiikseldigi ama Spm uygulananlarda % 32’lik artisla 45,26 {initeye yiikseldigi goriildii.
Aktivitedeki artislarin istatistiki agidan Onemli oldugu (P<0,05) saptandi. Yaprak
kivrilmast mekanik olarak engellenmis Karagay’in kontrol ve poliamin 6n muamelesi
yapilan gruplarindaki APX aktiviteleri yaprak kivrilmasi goriilen Karacay gruplarina gore
istatistiki bakimdan Onemli derecede (P<0,05) azalis gosterdi. Yaprak kivrilmasinin
engellenmesiyle tespit edilen APX’deki bu azalis kontrole gore PA 6n muamelesi ile
bertaraf edildi ve 6zellikle de Spm muamelesi ile APX’de onemli derecede artig goriildii.
Karacay engelli yapraklarin kontrol gruplarinda APX aktivitesi mg protein basina 24,41
tinite iken, Put uygulananlarda 27,75, 0,1 mM Spm uygulananlarda 33,29 {inite olarak
kaydedildi (Sekil 20). Aktivitedeki artislarin istatistiki bakimdan 6nemli oldugu saptandi.
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Sekil 20. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda APX aktivitesinde
meydana getirdigi degisimler (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan 6l¢timlerin
standart sapmasini gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemlidir)
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3.7.5.2. Distan Uygulanan Poliaminlerin Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesi
Uzerine Etkisi

Kurakliga hassas ve toleransli misir ¢esitlerinde hem yaprak kivrilmasinin hem de
0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muamelelerinin GR enzim aktivitelerini istatistiki agidan
onemli derecede (P<0,05) artirdigi saptandi. Kuraklik stresi sonrasi yaprak kivrilmasi
goriilen Karacay’da GR aktivitelerinin kontrolle kiyaslandiginda arttig1, mg pretein basina
0,24 tinite olan kontroldeki aktivitelerinin Put 6n muameleli yapraklarda 0,43 {inite, Spm
o6n muameleli yapraklarda 0,35 tinite oldugu tespit edildi. Yaprak kivrilmasi engellenen
Karagay’in kontrol ve poliamin 6n muameleli gruplarindaki GR aktivitelerinin yaprak
kivrilmasi goriilenlere gore onemli derecede azaldigi tespit edildi. GR aktivitesi yaprak
kivrilmasinin engellenmesiyle diiserken, kivrilmasi engellenen Karacay kontrole gore
ozellikle 0,1 mM Put ve sonra da 0,1 mM Spm poliamin 6n muamelerinin GR aktivitelerini
onemli derecede artirdig1 saptandi. Karagay engelli yapraklardaki mg protein bagina GR
aktivitelerinin kuraklik kontrolde 0,20 iinite; Put muamelesinde 0,28 ve Spm 06n
muamelesinde 0,24 {inite oldugu kaydedildi.

GR aktivitesindeki en yiiksek artis hassas ¢eside gore toleransli ¢esitte goriildii. Side
cesidinde kuraklik kontrole oranla 0,1 mM ve 0,1 mM Spm muamelelerinin esit ve
istatiksel bakimdan onemli derecede (P<0,05) GR aktivitesini artirdigi goriildii. Side
kontrolde GR aktivitesi mg protein bagina 0,25 {inite olarak Put ve Spm 6n muamelelerinde
0,47 ve 0,46 {inite olarak kaydedildi.

Yaprak kivrilmasi engellenen Side’deki GR aktivitelerinin yaprak kivrilmasi goriilen
Side’ye gore Onemli derecede azaldigi tespit edildi. Side’de GR aktiviteleri yaprak
kivrilmalarinin engellenmesiyle azalis gosterirken Put ve Spm poliamin uygulamalariyla
kontrole oranla GR aktivitelerinde 6nemli derecede (P<0,05) artis goriildi. Side engelli
yapraklardaki mg protein basma GR aktiviteleri kontrolde 0,23 {inite; Put ve Spm 06n
muameleli yapraklarda is 0,33 ve 0,32 {inite olarak kaydedildi (Sekil 21).
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Sekil 21. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda GR aktivitesinde
meydana getirdigi degisimler (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan dl¢iimlerin
standart sapmasini gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemlidir)

3.7.5.3. Distan Uygulanan Poliaminlerin Dehidroaskorbat Rediiktaz (DHAR)
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Kurakliga hassas ve toleransli misir ¢esitlerinde hem yaprak kivrilmasinin hem de
PA 6n muamelelerinin DHAR enzim aktivitelerini istatistiki agidan 6nemli derecede
(P<0,05) artirdig1 saptandi. DHAR aktivitesindeki en yiiksek artisin toleransh Side
cesidinde 6zellikle de kontrole kiyasla Put n muameleli yapraklarda oldugu saptandi. Side
¢esidinin kontrol, 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muameleli yapraklarindaki DHAR
aktiviteleri mg protein basina sirasiyla 0,29; 0,35; 0,32 {inite olarak hesaplandi. Put’daki
artis % 20, Spm’deki artis % 10 olarak kaydedildi.

Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin kontrol, Put ve Spm uygulanan gruplarindaki
DHAR aktiviteleri yaprak kivrilmasi goriilen Side’nin bu gruplarina oranla Onemli
derecede (P<0,05) diisiis gosterdi. Yaprak kivrilmas: engellenen Side’deki DHAR
aktiviteleri kontrol gruplarinda 0,19 U/mg proteine diiserken Put uygulananlarda 0,27
U/mg proteine, Spm uygulananlarda 0,22 U/mg proteine yiikseldi.

Kurakliga hassas Karagay’in kontrol ve poliamin 6n muameleli gruplarindaki DHAR
aktiviteleri toleransli Side’ye gore azalis gosterdi. Karagay’daki DHAR aktiviteleri 0,13
U/mg protein olan kontrole gore ozellikle Put uygulananlarda % 48’lik artisla 0,19
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linite/mg proteine, Spm uygulananlarda % 37’lik bir artisla 0,18 U/mg proteine yiikseldi.
Aktivitelerdeki artiglarin istatistiki agidan 6nemli (P<0,05) oldugu saptandi.

Yaprak kivrilmasi mekanik olarak engellenmis Karagay’in kontrol ve poliamin
muameleli gruplarindaki DHAR aktiviteleri yaprak kivrilmasi goriilen Karacaylara gore
istatistiki bakimdan 6nemli derecede azalis gosterdi. Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle
tespit edilen DHAR’daki bu azalis kontrole gore PA 6n muamelesi ile bertaraf edildi.
Ayrica DHAR aktivitesi Karagay engelli yapraklarda kontrole gore oOzellikle Put 6n
muamelesiyle 6nemli derecede (P<0,05) artis gosterdi. Karacay engelli yapraklarin DHAR
aktiviteleri kontrolde 0,09 U/mg protein iken, kontrole gére Put ve Spm uygulananlarda %
41 ve % 29’luk artisla gostererek sirasiyla 0,13 ve 0,12 U/mg proteine yiikseldigi bulundu
(Sekil 22). Aktivitelerdeki artiglarin istatistiki bakimdan 6nemli (P<0,05) oldugu saptandi.
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Sekil 22. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda DHAR aktivitesinde
meydana getirdigi degisimler (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan 6lgiimlerin
standart sapmasin1 gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemlidir)

3.7.5.4. Distan Uygulanan Poliaminlerin Monodehidroaskorbat Rediiktaz
(MDHAR) Aktivitesi Uzerine Etkisi

Kurakliga hassas ve toleransli musir gesitlerinde hem yaprak kivrilmasinin hem de
PA 6n muamelelerinin MDHAR enzim aktivitelerini istatistiki agidan 6nemli derecede
(P<0,05) artirdig1 tespit edildi. MDHAR aktivitesindeki en yliksek artis toleransh cesitte
kontrole kiyasla Spm ve 6zellikle de Put 6n muameleli yapraklarda tespit edildi. Side’deki
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MDHAR aktiviteleri kontrole kiyasla Put ve Spm 6n muameleli yapraklarda sirasiyla % 74
ve % 53 oraninda kontrol gore istatiksel bakimdan 6nemli derecede (P<0,05) artig gosterdi.
Side c¢esidinin kontrol, Put ve Spm 6n muameleli yapraklarindaki MDHAR enzim
aktiviteleri mg protein basina sirasiyla 0,047; 0,083; 0,073 iinite olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi mekanik engellenen Side’deki MDHAR aktiviteleri yaprak
kivrilmas: goriillen Side’ye gore Onemli oranda (P<0,05) diisiis gosterdi. Yaprak
kivrilmasiin engellenmesiyle diisen MDHAR aktiviteleri PA 6n muameleleriyle kontrole
oranla Onemli derecede artis gosterdi. Yaprak kivrilmasi engelli Side’deki MDHAR
aktivitelerinin kontrole kiyasla Put ve Spm 6n muameleleriyle sirasiyla % 52 ve % 41
oraninda Onemli derecede arttigi bulundu. Yaprak kivrilmasi engellenen Side ¢esidinin
kontrol, Put ve Spm 6n muameleli yapraklarindaki MDHAR enzim aktiviteleri mg protein
basina sirasiyla 0,03; 0,05; 0,04 {inite olarak hesaplandi.

Kurakliga hassas ¢esitteki MDHAR enzim aktiviteleri toleransh ¢eside gore onemli
derecede diisiis gosterdi. Karagay ¢esidinde MDHAR aktivitesinin kontrole kiyasla Spm
ozellikle de Put 6n muamelesiyle dnemli derecede arttigi, bu artisin kontrole goére Put
muamelesiyle % 79 ve Spm muamelesiyle % 57 oraninda oldugu kaydedildi. Karagay
c¢esidinin kontrol, Put ve Spm 6n muameleli yapraklarindaki MDHAR enzim aktiviteleri
mg protein basina sirastyla 0,041; 0,07; 0,064 tinite olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi mekanik olarak engellenmis Karacay’daki MDHAR aktiviteleri
yaprak kivrilmasi goriilen (engellenmemis) Karagay’a gore Onemli derecede diislis
gosterdi. Kivrilmasi mekanik engelli Karacay’in kontrol grubuna gére MDHAR aktiviteleri
PA uygulanan yapraklarda artis gosterdi. Yaprak kivrilmasi engellenince MDHAR
aktivitesi diiserken PA 6n muamelesiyle ozellikle de Spm 6n muamelesiyle onemli
derecede artis gosterdi. Yaprak kivrilmasi engellenen Karagay’in MDHAR aktiviteleri
kontrole gore Put ve Spm 6n muameleleriyle sirasiyla % 17 ve % 44 oraninda artis gosterdi
(Sekil 23). Yaprak kivrilmasi engellenen Karagay c¢esidinin kontrol, Put ve Spm on
muameleli yapraklarindaki MDHAR enzim aktiviteleri mg protein basina sirasiyla 0,03;
0,03; 0,04 iinite olarak hesaplandi. MDHAR aktivitelerindeki artiglarin istatistiksel
bakimdan 6nemli (P<0,05) oldugu saptandi.
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Sekil 23. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda MDHAR aktivitesinde
meydana getirdigi degisimler (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan 6lgtimlerin
standart sapmasini gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde onemlidir)

3.7.6. Distan Uygulanan Poliaminlerin Yaprak Kivrilmasi Esnasinda Enzimatik
Olmayan Antioksidanlar Uzerine Etkisi

3.7.6.1. Distan Uygulanan Poliaminlerin Askorbat (ASC) I¢erigi Uzerine Etkisi

Kuraklik stresi periyodu gecirmis hassas ve toleranslt misir ¢esitlerinde yapilan
analizler sonucunda PA 6n uygulamalarinin kontrole (kuraklik) oranla ASC igeriklerini
onemli derecede artirdigt DHA igeriklerini ise azalttifi goriildi. Bu artiglarin istatiksel
olarak 6nemli (P<0,05) oldugu kaydedildi. Ayrica yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle
Karagay ve Side’deki ASC igeriklerinde 6nemli derecede (P<0,05) azalis gortildii.

Kuraklik stresi sonrast yaprak kivrilmasi goriilen Karacay’da ASC miktar1 kontrole
gore Put ve Spm 6n muameleleriyle artarken kontrolde g taze agirlik basina 129 ug olan
ASC miktar1 Put ve Spm muameleleriyle sirastyla 205 ve 203 pg olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmas1 engellenen Karacay kontrol, Put ve Spm uygulanmis
yapraklarindaki ASC miktarlar1 yaprak kivrilmasi goriilen bu gruplarina kiyasla énemli
derecede (P<0,05) diislis gosterdi. Karagay’da yaprak kivrilmasiin engellenmesiyle ASC
miktarlar1 diiserken PA uygulanan Karagay’in yaprak kivrilmasi engelli fideleri kendi
kontrolleriyle kiyaslandiklarinda ASC igeriklerinin arttigi goriildii. Yaprak kivrilmasi
engelli Karagay’in ASC miktarlar1 kontrolde g taze agirlik basina 84 ug iken, Put ve Spm
uygulamalarinda sirastyla 128, 130 pg olarak kaydedildi.
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ASC miktarlar toleransli Side’nin kontrol ve poliamin uygulanan gruplarinda hassas
Karacay’inkilere gore artarken, Side engelli gruplarindaki ASC miktarlar1 da Karagay
engelli gruplarina gore artis gosterdi. Side c¢esidinde de ASC miktar1 kuraklik kontrole
oranla Put ve Spm uygulamalariyla esit ve istatiksel bakimdan 6nemli derecede artis
gosterdi. ASC miktarlar1 Side kontrolde g taze agirlik basina 163 pg iken, Put ve Spm
uygulamalarinda 238 ve 237 ug olarak saptandi.

Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin kontrol ve poliamin uygulanan gruplarindaki
ASC miktarlar yaprak kivrilmasi goriilen Side’nin bu gruplarina kiyasla énemli derecede
azalig gosterdi. Side’de ASC miktarlar1 yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle azalirken Put
ve Spm poliamin 6n muameleleriyle kendi kontroliine oranla 6nemli derecede artis
gosterdi. Side engelli fidelerin kontrol grubunda 137 pg g* TA olarak bulunan ASC
iceriginin Put ve Spm uygulanmasiyla sirastyla 172 ve 168 pg g™ TA olarak bulundu
(Sekil 24).
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Sekil 24. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda ASC igerigi iizerine
etkisi (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan Olglimlerin standart sapmasini
gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde 6nemlidir)

3.7.6.2. Distan Uygulanan Poliaminlerin Dehidroaskorbat (DHA) icerigi
Uzerine Etkisi

DHA igeriklerinin Karagay yaprak kivrilmasi goriilen ve kivrilmasi engelli, hem de
Side yaprak kivrilmasi goriilen ve kivrilmasi engelli fidelerinin kontrollerine oranla 0,1
mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muameleleriyle 6nemli derecede diistiigii goriildii. Ayrica

Karagay-Karagay engelli fideler ve Side-Side engelli fidelerin DHA igerikleri bakimdan
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kiyaslandiginda yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle DHA miktarinin arttig1 tespit edildi.
Yani Karacay ve Side gesitlerinde Put ve Spm poliamin uygulamalart DHA miktarini
diistiriirken, yaprak kivrilmasiin engellenmesinin DHA miktarin arttirdigr goriildii.

Kurakliga hassas Karacay’da DHA miktar1 kontrole oranla 0,1 mM Put ve 0,1 mM
Spm muameleleriyle azalirken en ¢ok azalis Put uygulamasi sonucu tespit edildi. Karacay
kontrol fidelerinin yapraklarinda g taze agirlik basina 4 pg olan DHA miktari, Put ve Spm
muameleleriyle 2 ve 3 pg’a diistiigli bulundu (Sekil 25).

Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle DHA miktarlar1  kontrol ve poliamin
uygulanmis fidelerde kivrilmasi engellenmemis Karacaylara gore Onemli derecede
(P<0,05) artig gosterdi. Buna ragmen Karacay engelli fidelerin kontrollerine gore Put ve
Spm 6n muamelelerinin DHA miktarin1 % 48 ve % 35 oraninda azalttig1 bulundu. Karacay
engelli fidelerin kontrol yapraklarinda 5 ug g TA olan DHA miktari, Put muameleleriyle
3 ng g* TA, Spm muameleleriyle 3,5 pg g™ TA olarak hesaplandi.

Kurakliga toleranshi ¢esitteki DHA igerikleri hassas ¢eside gore dnemli derecede artis
gosterdi. Side ¢esidinde DHA igeriginin kontrole kiyasla 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n
muameleleriyle 6nemli derecede diistiigii, bu azalisin kontrole gére Put muamelesiyle % 10
ve Spm muamelesiyle % 12 oraninda oldugu bulundu. Side kontrol, Put, Spm uygulanmis

yapraklardaki DHA igerikleri sirasiyla 6; 5 ve 5 pg g™ TA olarak hesapland.
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Sekil 25. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda DHA igerigi lizerine
etkisi (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan Olgimlerin standart sapmasini
gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde 6nemlidir)
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Yaprak kivrilmas1 mekanik olarak engellenmis Side’nin, kontrol ve Spm uygulanmis
fidelerindeki DHA igerikleri kivrilmasi engellenmemis Side’nin bu gruplarina gore dnemli
derecede artis gosterdi. Yaprak kivrilmasit engelli Side’nin DHA igerikleri kendi
kontroliine gdre, Put ve Spm 6n muamelesiyle sirasiyla % 23 ve % 24 oraninda diislis
gosterdi. Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin kontrol, Put ve Spm gruplarindaki DHA
icerikleri sirastyla 7,3; 5,7 ve 5,6 pg g™ TA olarak hesaplandi.

3.7.6.3. Distan Uygulanan Poliaminlerin Glutatyon (GSH) Icerigi Uzerine Etkisi

Kurakliga hassas ve toleransli misir gesitlerinde yapilan analizler sonucunda hem
yaprak kivrilmasinin hem de Put ve Spm 6n muamelelerinin indirgenmis glutatyon
icerigini (GSH) istatistiki agidan 6nemli derecede (P<0,05) artirdigi saptandi. GSH
icerigindeki en yiiksek artigin toleransh Side ¢esidinde 6zellikle de kontrole kiyasla Put 6n
muameleli yapraklarda oldugu saptandi. Side ¢esidinin kontrol, Put ve Spm 6n muameleli
bitkilerinin yapraklarindaki GSH igerikleri taze agirlik basma sirasiyla 166; 250 ve 230
nmol olarak hesaplandi. Put’deki artis % 51, Spm’deki artis % 39 olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin kontrol, Put ve Spm uygulanan gruplarindaki
GSH igerikleri yaprak kivrilmasi goriilen Side’nin bu gruplarina kiyasla 6nemli derecede
(P<0,05) diisiis gosterirdi. Ayrica yaprak kivrilmasi engelli Side’nin kendi kontrol grubuna
gore PA uygulanmis yapraklarindaki GSH miktarinin yiikseldigi goriildii. Yaprak
kivrilmasi engellenen Side GSH igerikleri kontrolde 147 nmolg™ TA iken Put poliamin 6n
muamelelilerde kontrole gore % 23’lik artig gostererek 181 nmol g* TA’ya, Spm
uygulananlarda % 12’lik artis gostererek 165 nmol g'l TA’ya yiikseldigi bulundu.

Kurakliga hassas Karacay’in kontrol ve poliamin 6n muameleli gruplarindaki GSH
icerikleri toleransli Side’ye gére azalis gosterdi. Karagay’daki GSH igerikleri 185 nmol g™
TA olan kontrole gore 6zellikle Put uygulananlarda % 30’lik artisla 239 nmol g™ TA’ya,
Spm uygulananlarda % 16’lik bir artigla 214 nmol g* TA’ya yiikseldi. Aktivitelerdeki
artislarin istatistiki acidan 6nemli (P<0,05) oldugu saptandi.

Yaprak kivrilmasi mekanik olarak engellenmis Karagay’in kontrol ve poliamin
uygulanan gruplarindaki GSH igerikleri yaprak kivrilmasi goriilen Karagaylara gore
istatistiki bakimdan 6nemli derecede azalis gosterdi. Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle
tespit edilen GSH igeriklerindeki bu azalis kivrilmas: engellenen kontrole gore Put ve Spm

o6n muamelesi ile bertaraf edildi. Ayrica Karagay engelli yapraklarda GSH iceriklerinin
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kontrole gore Ozellikle Put 6n muamelesiyle 6nemli derecede (P<0,05) arttigi goriildii.
Karacay engelli yapraklarin GSH igerikleri 170 nmol g'l TA olan kontrole gore 6zellikle
Put uygulananlarda % 25°lik artigla 213 nmol g'1 TA’ya, Spm uygulananlarda % 10’lik bir
artigla 188 nmol g'1 TA’ya yiikseldi (Sekil 26). Aktivitelerdeki artiglarin istatistiki acidan
o6nemli (P<0,05) oldugu saptandi.
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Sekil 26. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda GSH igerigi iizerine
etkisi (Barlar alti tekerriirli olarak yapilan olgiimlerin standart sapmasini
gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde 6nemlidir)

3.7.6.4. Distan Uygulanan Poliaminlerin Okside Glutatyon (GSSG) Icerigi
Uzerine Etkisi

Kurakliga toleransli misir ¢esidindeki okside glutatyon (GSSG) igerikleri hassas
ceside oranla onemli derecede diisiis gosterdi. Side ¢esidinde GSSG igeriginin kontrole
kiyasla Put ve Spm 6n muameleleriyle 6nemli derecede diistiigii, bu azalisin kontrole gore
Put muamelesiyle % 28 ve Spm muamelesiyle % 12 oraninda oldugu bulundu. Side
kontrol, Put ve Spm uygulanmis yapraklardaki GSSG igerikleri sirastyla 3123; 2227 ve
2740 nmol g™ TA olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi mekanik olarak engellenmis Side’nin, kontrol, Put ve Spm
uygulanmis gruplarmin  GSSG igerikleri, yaprak kivrilmast goriilen (kivrilmasi
engellenmemis) Side’nin bu gruplarina kiyasla onemli derecede artis gosterdi. Yaprak
kivilmasi engelli Side’nin GSSG igerikleri kivrilmasi engellenen kontrole gore, Put ve Spm

on muamelesiyle sirasiyla % 39 ve % 31 oraninda diisiis gosterdi. Boylece kivrilmasi
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engellenen Side’nin kontrol, Put ve Spm gruplarindaki GSSG igerikleri sirasiyla 4655;
2843 ve 3231 nmol g TA olarak hesapland: (Sekil 27).
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Sekil 27. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda GSSG igerigi iizerine
etkisi (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan Ol¢limlerin standart sapmasini
gostermektedir. Stitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde 6nemlidir)

Karagay-Karacay engelli ve Side-Side engelli fidelerin yapraklarindaki GSSG
igeriklerinin kontrollerine oranla PA 6n muameleleriyle her dort grupta da 6nemli derecede
diistiigii gortldi. Ayrica Karagay-Karagay engelli fideler ve Side-Side engelli fideler
GSSG igerikleri bakimdan kiyaslandiginda yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle GSSG
miktarinin arttigi tespit edildi. Yani Karacay ve Side gesitlerinde Put ve Spm poliamin
uygulamalart GSSG miktarin1 disiirlirken, yaprak kivrilmasinin engellenmesinin GSSG
miktariin arttirdig gorildii.

Kurakliga hassas Karacay’da GSSG miktar1 kontrole oranla Put ve Spm
muameleleriyle azalirken en ¢ok azalisin Put uygulamasi sonucu oldugu tespit edildi.
Karagay fidelerin kontrollerine goére Put ve Spm 6n muamelelerinin GSSG miktarin1 % 15
ve % 9 oraninda azalttig1 bulundu. Karagay kontrol fidelerinin yapraklarinda g taze agirlik
basina 4483 nmol olan GSSG miktari, Put ve Spm muameleleriyle 3809 ve 4084 nmol’e
diistiigii bulundu.

Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle GSSG miktarlart kontrol ve poliamin
uygulanmig Karacay fidelerinde kivrilmasi engellenmemis Karacaylara gore oOnemli
derecede (P<0,05) artis gosterdi. Buna ragmen Karagay engelli fidelerin kontrollerine gére

Put ve Spm 6n muamelelerinin GSSG miktarini % 33 ve % 26 oraninda azalttig1 bulundu.
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Karagay engelli fidelerin kontrol yapraklarinda 5950 nmol g™ TA olan GSSG miktari, Put
muameleleriyle 4013 nmol g* TA ve Spm muameleleriyle 4422 nmol g* TA olarak

hesaplanda.

3.8. Distan Uygulanan Poliaminlerin Yaprak Kivilmasi Esnasinda Fotosentez
Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

3.8.1. Distan Uygulanan Poliaminlerin Fotosentetik Pigment icerigi Uzerine
Etkisi

Karagay ve Side ¢esitlerinde 0,1 mM Put ve 0,1 MM Spm 6n muameleleri ve yaprak
kivrilmas: toplam klorofil miktarini artirirken, yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle bu
miktarlar istatistiksel bakimdan (P<0,05) 6nemli derecede diisiis gosterdi. Toplam klorofil
igerigindeki en yliksek artis toleransli gesitte olup kontrole kiyasla Spm ve 6zellikle de 0,1
mM Put 6n muameleli yapraklarda tespit edildi. Side’deki toplam klorofil icerigi kontrole
kiyasla 0,1 mM Put ve 0,1 MM Spm 6n muameleli yapraklarda sirasiyla % 57 ve % 40
oraninda istatiksel bakimdan 6nemli derecede (P<0,05) artis gosterdi. Boylece Side
kontrol, Put ve Spm uygulanmis yapraklardaki klorofil pigment igerikleri sirasiyla 0,83;
1,3 ve 1,16 mg g™ TA olarak hesapland.

Yaprak kivrilmast mekanik engellenen Side’deki toplam klorofil igerigi yaprak
kivrilmas1 goriilen Side’ye gore Onemli oranda (P<0,05) diislis gosterdi. Yaprak
kivrilmasmin engellenmesiyle diisen toplam klorofil igerigi Put ve Spm poliamin 6n
muameleleriyle kivrilmasi engellenmis kontrole oranla onemli derecede artis gosterdi.
Yaprak kivrilmasi engelli Side’deki toplam klorofil igerigi kontrole kiyasla 0,1 mM Put ve
0,1 mM Spm 6n muameleleriyle sirasiyla % 28 ve % 15 oraninda 6nemli derecede artti
(Sekil 28). Boylece yaprak kivrilmasi engellenen Side kontrol, Put ve Spm uygulanmis
yapraklardaki klorofil pigment icerikleri sirasiyla 0,7; 0,9 ve 0,8 mg g TA olarak
hesaplanda.

Kurakliga hassas Karagay’daki toplam klorofil igerigi toleransl Side’ye gore 6nemli
derecede diisiis gosterdi. Karagay ¢esidinde toplam klorofil igeriginin kontrole kiyasla 0,1
mM Spm ve 0,1 mM Put 6n muamelesiyle 6nemli derecede arttigi, bu artisin Put ve Spm
uygulamalariyla istatiksel olarak esit miktarda ve kontrole gére Put muamelesiyle % 17 ve

Spm muamelesiyle % 14 oraninda oldugu hesaplandi. Boylece Karagay kontrol, Put ve
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Spm uygulanmis yapraklardaki klorofil pigment igerikleri sirasiyla 0,68; 0,8 ve 0,78 mg g™
TA olarak hesaplandi.
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Sekil 28. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda toplam klorofil
icerigi lizerine etkisi (Barlar alti tekerriirlii olarak yapilan Gl¢timlerin
standart sapmasin1 gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5
(P<0,05) seviyesinde onemlidir)

Yaprak kivrilmas: mekanik olarak engellenmis Karagay’daki toplam klorofil igerigi
yaprak kivrilmasi goriilen (engellenmemis) Karagay’a gore Onemli derecede diislis
gosterdi. Kivrilmasi mekanik engelli Karacay’in kontrol grubuna goére toplam klorofil
icerigi 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muameleli yapraklarda istatiksel bakimdan esit
miktarda artis gosterdi. Yaprak kivrilmasi engellenince toplam klorofil igerigi diiserken
Put, Spm 6n muameleleriyle onemli derecede artis gosterdi. Yaprak kivrilmasi engelli
Karacay’in toplam klorofil icerigi kontrole gore 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n
muameleleriyleistatistiksel bakimdan onemli (P<0,05) derecede artis gosterdi. Boylece
yaprak kivrilmasi engellenen Karacay kontrol, Put ve Spm uygulanmis yapraklardaki
klorofil pigment igerikleri sirasiyla 0,52; 0,74 ve 0,75 mg g'1 TA olarak hesaplandi.

Kurakliga hassas Karagay ve toleranshi Side c¢esitlerinde hem yaprak kivrilmasinin
hem de Put ve Spm 6n muamelelerinin toplam karotenoid icerigini istatistiki agidan 6nemli
derecede (P<0,05) artirdig1 saptandi. Toplam karotenoid igerigindeki en yiiksek artigin
toleransli Side c¢esidinde Ozellikle de kontrole kiyasla 0,1 mM Put 6n muameleli
yapraklarda oldugu saptandi. Side ¢esidinde toplam karotenoid igerigindeki artis 0,1 mM

Put ve 0,1 mM Spm 6n muameleli yapraklarda kontrole oranla sirasiyla % 43 ve % 22
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olarak hesaplandi. Boylece Side kontrol, Put ve Spm uygulanmis yapraklardaki karotenoid
pigment icerikleri sirastyla 0,17; 0,25 ve 0,21 mg g TA olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin kontrol, 0,1 Put ve 0,1 mM Spm uygulanan
gruplarindaki toplam karotenoid igerigi yaprak kivrilmasi goriilen Side’nin bu gruplarina
oranla 6nemli derecede (P<0,05) diisiis gosterdi. Yaprak kivrilmasi engellenen Side’de
toplam karotenoid igerigi kontrolde 0,15 mg g TA’a diiserken 0,1 mM Put poliamin 6n
muamelelilerde kontrole gore % 25°lik artis gostererek 0,19 mg g‘lTA’a, 0,1 mM Spm
uygulananlarda % 12’lik artis gostererek 0,17 mg g'lTA’a yiikseldi.

Kurakliga hassas Karagay’in kontrol ve poliamin 6n muameleli gruplarindaki toplam
karotenoid igerigi toleranshi Side’ye gore azalig gosterdi. Karagay’daki toplam karotenoid
icerigi 0,07 mg g'TA olan kontrole gére dzellikle 0,1 mM Put uygulananlarda % 34’lik
artisla 0,1 mg g 'TA’a, 0,1 mM Spm uygulananlarda % 10’lik bir artisla 0,08 mg g TA’a
yiikseldi.

Yaprak kivrilmasi mekanik olarak engellenmis Karagay’in kontrol ve poliamin
muameleli gruplarindaki toplam karotenoid igerigi yaprak kivrilmasi goriilen Karacaylara
gore istatistiki bakimdan O©nemli derecede azalis gosterdi. Yaprak kivrilmasinin
engellenmesiyle tespit edilen toplam karotenoid igerigindeki bu azalis kontrole gore 0,1
mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muamelesi ile bertaraf edildi. Ayrica Karagay engelli
yapraklarda toplam karotenoid icerigi kontrole gore 6zellikle 0,1 mM Put 6n muamelesiyle
onemli derecede (P<0,05) artis gosterdi. Karagay engelli yapraklarin toplam karotenoid
icerigi kontrole gore Put ve Spm 6n muamelelerinde sirasiyla % 25 ve % 10’luk artis
gosterdi (Sekil 29). Boylece yaprak kivrilmasi engellenen Karagay kontrol, Put ve Spm
uygulanmis yapraklardaki karotenoid pigment igerikleri sirasiyla 0,066; 0,083 ve 0,073 mg
g* TA olarak hesaplandi. Aktivitelerdeki artiglarin istatistiki bakimdan 6nemli (P<0,05)

oldugu tespit edildi.
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Sekil 29. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda toplam
karotenoid igerigi lizerine etkisi (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan
Ol¢limlerin standart sapmasini gostermektedir. Siitunlar arasindaki
fark % 5 (P<0,05) seviyesinde 6nemlidir)

3.8.2. Distan Uygulanan Poliaminlerin Yaprak Kivrilmasi Esnasinda Klorofil
Floresans Parametreleri Uzerine Etkisi

3.8.2.1. Distan Uygulanan Poliaminlerin PS2 Maksimum Kuantum Verimi
(Fv/Fm) Uzerine Etkisi

Kurakliga hassas Karacgay ve toleransl Side cesitlerinde yapilan analizler sonucunda
hem yaprak kivrilmasinin hem de Put ve Spm 6n muamelelerinin PS2 maksimum kuantum
verimini (Fv/Fm) istatistiki a¢idan onemli derecede (P<0,05) artirdig1 saptandi. Fv/Fm
oranindaki en yliksek artigin toleransli Side ¢esidinde 6zellikle de kontrole kiyasla 0,1 mM
Put 6n muameleli yapraklarda oldugu saptandi. Side ¢esidinin kontrol grubuna gore 0,1
mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muameleli bitkilerinin yapraklarindaki Fv/Fm oranlarindaki
artis swrastyla % 20 ve % 9 olarak hesaplandi. Side kontrol, Put, Spm uygulanmig
yapraklarindaki Fv/Fm orani sirasiyla 0,62; 0,74 ve 0,68 olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin kontrol, 0,1 mM Put ve Spm uygulanan
gruplarindaki Fv/Fm oranlar1 yaprak kivrilmasi goriilen Side’nin bu gruplarina kiyasla
onemli derecede (P<0,05) diisiis gosterirdi. Ayrica yaprak kivrilmasi engelli Side’nin
kontrol grubuna gore Put ve Spm uygulamalariyla Fv/Fm oranlarimin yiikseldigi gortildii.
Yaprak kivrilmast engellenen Side’nin Fv/Fm oranlarinin 0,1 mM Put poliamin 6n

muamelelilerde kontrole gore % 10’luk, 0,1 mM Spm uygulananlarda % 3,6’lik artis
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gosterdigi bulundu. Yaprak kivrilmasi engellenmis Side’nin kontrol, Put, Spm uygulanmis
yapraklarindaki Fv/Fm orani sirastyla 0,59; 0,64 ve 0,61 olarak hesaplandi.

Kurakliga hassas Karagay’in kontrol ve poliamin 6n muameleli gruplarindaki
Fv/Fm oranlan toleranshi Side’ye gore azalis gosterdi. Fv/Fm oranlar1 Karagay kontrole
gore poliamin uygulananlarda yiikselirken, 6zellikle 0,1 mM Put uygulananlarda % 15°1ik,
0,1 mM Spm uygulananlarda % 8’lik bir artig gosterdi. Karagay’in kontrol, Put, Spm
uygulanmis yapraklarindaki Fv/Fm orani sirasiyla 0,59; 0,69 ve 0,64 olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi mekanik olarak engellenmis Karagay’in kontrol ve poliamin
muameleli gruplarindaki Fv/Fm oranlari yaprak kivrilmasi gorillen Karagaylara gore
istatistiki bakimdan 6nemli derecede azalig gosterdi. Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle
tespit edilen Fv/Fm oranlarindaki bu azalis kontrole goére 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n
muamelesi ile bertaraf edildi. Ayrica Karagay engelli yapraklarda Fv/Fm oranlarinin
kontrole gore ozellikle 0,1 mM Put 6n muamelesiyle 6nemli derecede (P<0,05) arttig
goriildii. Karacay engelli yapraklarin Fv/Fm oranlart kivrilmasi engellenen kontrole gore
ozellikle 0,1 mM Put uygulananlarda % 12’lik, 0,1 mM Spm uygulananlarda % 9’luk bir
arttg gosterdi (Sekil 30). Yaprak kivrilmasi engellenmis Karagay’in kontrol, Put, Spm
uygulanmis yapraklardaki Fv/Fm orani sirasiyla 0,56; 0,63 ve 0,61 olarak hesaplandi.
Aktivitelerdeki artiglarin istatistiki agidan 6nemli (P<0,05) oldugu saptandi.
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Sekil 30. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda maksimum
kuantum verimi Fv/Fm iizerine etkisi (Barlar alti tekerriirlii olarak
yapilan Olglimlerin standart sapmasini gostermektedir. Situnlar
arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde 6nemlidir
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3.8.2.2. Distan Uygulanan Poliaminlerin Fotokimyasal Verim (®ps)) Uzerine
Etkisi

Karacay ve Side ¢esitlerinde 0,1 mM Put ve Spm 6n muameleleri ve yaprak
kivrilmasi fotokimyasal verimi (®psy) artirirken, yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle bu
miktarlar istatistiksel bakimdan (P<0,05) 6nemli derecede diisiis gosterdi. Fotokimyasal
verimdeki en yiiksek artis toleransh Side ¢esidinde olup kontrole kiyasla 0,1 mM Spm ve
ozellikle de 0,1 mM Put 6n muameleli yapraklarda tespit edildi. Side’deki fotokimyasal
verim kontrole kiyasla 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muameleli yapraklarda sirastyla %
9 ve % 4 oraninda istatiksel bakimdan 6nemli derecede (P<0,05) artis gosterdi. Side
kontrol, Put, Spm uygulanmis yapraklarindaki ®ps, sirasiyla 0,56; 0,62 ve 0, 59 olarak
hesaplandi.

Yaprak kivrilmast mekanik engellenen Side’deki fotokimyasal verim, yaprak
kivrilmas1 goriilen Side’ye gore Onemli oranda (P<0,05) diislis gosterdi. Yaprak
kivrilmasinin engellenmesiyle diisen ®ps, degeri Put ve Spm poliamin 6n muameleleriyle
kontrole oranla 6nemli derecede artis gosterdi. Yaprak kivrilmasi engelli Side’deki ®ps;
kivrilmas1 engelli kontrole kiyasla 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muameleleriyle
sirastyla % 9 ve % 5 oraninda Onemli derecede artti. Yaprak kivrilmasit mekanik
engellenen Side kontrol, Put, Spm uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki ®ps, sirastyla
0,53; 0,58 ve 0,56 olarak hesaplandi.

Kurakliga hassas Karagay’daki fotokimyasal verim toleransli Side’ye gore Onemli
derecede diisiis gosterdi. Karagay ¢esidinde fotokimyasal verimin kontrole kiyasla 0,1 mM
Spm ve 0,1 mM Put 6n muamelesiyle énemli derecede arttigi, bu artisin Put ve Spm
uygulamalariyla kontrole gore Put muamelesiyle % 7 ve Spm muamelesiyle % 3 oraninda
oldugu hesaplandi. Karacay fidelerinin kontrol, Put, Spm uygulanmis yapraklarindaki ®psp
strastyla 0,54; 0,58 ve 0, 56 olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi mekanik olarak engellenmis Karagay’daki fotokimyasal verim
yaprak kivrilmast goriilen (engellenmemis) Karacay’a gore oOnemli derecede diisiis
gosterdi. Kivrilmast mekanik engelli Karagay’in kontrol grubuna gére fotokimyasal verimi
0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muameleli yapraklarda istatiksel bakimdan onemli
derecede (P<0,05) artis gosterdi. Yaprak kivrilmasi engellenince ®psy’nin diistiigii Put,
Spm 6n muameleleriyle 6nemli derecede arttig1 tespit edildi (Sekil 31). Yaprak kivrilmasi

mekanik engellenen Karagay kontrol, Put, Spm uygulanmis bitkilerin yapraklarindaki ®pgs;
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sirastyla 0,44; 0,56 ve 0,53 olarak hesaplandi. Fotokimyasal verimdeki artiglarin
istatistiksel bakimdan 6nemli (P<0,05) oldugu tespit edildi.
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Sekil 31. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda fotokimyasal
verim (®psy) tlizerine etkisi (Barlar alti1 tekerriirlii olarak yapilan
Ol¢limlerin standart sapmasini gostermektedir. Siitunlar arasindaki
fark % 5 (P<0,05) seviyesinde 6nemlidir)

3.8.2.3. Distan Uygulanan Poliaminlerin Fotokimyasal Floresans Sonmesi (QP)
Uzerine EtKisi

Kurakliga hassas Karagay ve toleransli Side ¢esitlerinde yapilan analizler sonucunda
hem yaprak kivrilmasinin hem de Put ve Spm 6n muamelelerinin fotokimyasal floresans
sonmesini (QP) istatistiki agidan 6nemli derecede (P<0,05) artirdig1 saptandi. QP’deki en
yiiksek artigin toleransli Side c¢esidinde oOzellikle de kontrole kiyasla 0,1 mM Put 6n
muameleli yapraklarda oldugu saptandi. Side ¢esidinin kontrol grubuna gére 0,1 mM Put
ve Spm 6n muameleli bitkilerinin yapraklarindaki QP degerindeki artis sirasiyla % 86 ve
% 55 olarak hesaplandi. Side fidelerinin kontrol, Put ve Spm uygulanmis yapraklarindaki
QP degerleri sirasiyla 1,88; 3,5 ve 2,93 olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin kontrol, 0,1 mM Put ve Spm uygulanan
gruplarindaki QP degerleri yaprak kivrilmasi goriilen Side’nin bu gruplarina kiyasla
onemli derecede (P<0,05) diisiis gosterirdi. Ayrica yaprak kivrilmasi engelli Side’nin

kontrol grubuna gore Put ve Spm uygulamalariyla QP degerlerinin yiikseldigi goriildii.
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Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin QP degerlerinin 0,1 mM Put poliamin 6n
muamelelilerde kontrole gore % 64’liikk, 0,1 mM Spm uygulananlarda % 45’lik artig
gosterdigi bulundu. Yaprak kivrilmasi engellenen Side fidelerinin kontrol, Put, Spm
uygulanmis yapraklarindaki QP degerlerisirasiyla 1,39; 2,27 ve 2,02 olarak hesaplandi
(Sekil 32).
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Sekil 32. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda fotokimyasal
floresans sonmesi (QP) iizerine etkisi (Barlar alti tekerriirlii olarak
yapilan Olgiimlerin standart sapmasini = gostermektedir. Siitunlar
arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde 6nemlidir)

Kurakliga hassas Karagay’in kontrol ve poliamin 6n muameleli gruplarindaki QP
degerleri toleransh Side’ye gore azalig gosterdi. QP’ler Karagay kontrole gore poliamin
uygulananlarda yiikselirken, 6zellikle 0,1 mM Put uygulananlarda % 84’liik, 0,1 mM Spm
uygulananlarda % 61°lik bir artis gosterdi.Karacay fidelerinin kontrol, Put, Spm
uygulanmis yapraklarindaki QP degerleri sirastyla 1,54; 2,83 ve 2,48 olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi mekanik olarak engellenmis Karagay’in kontrol ve poliamin
muameleli gruplarindaki QP degerleri yaprak kivrilmasi goriillen Karacaylara gore
istatistiki bakimdan 6nemli derecede azalis gosterdi. Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle
tespit edilen QP’lardaki bu azalis kontrole gore 0,1 mM Put ve Spm 6n muamelesi ile
bertaraf edildi. Ayrica Karacay engelli yapraklardaki fotokimyasal floresans sénmesinin

kontrole gore ozellikle 0,1 mM Put 6n muamelesiyle onemli derecede arttigi goriildii.
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Karagay engelli yapraklarin QP’lar1 kontrole gore 6zellikle 0,1 mM Put uygulananlarda %
58’lik, 0,1 mM Spm uygulananlarda % 42’lik bir artis gosterdi. Yaprak kivrilmasi
engellenen Karagay fidelerinin kontrol, Put, Spm uygulanmis yapraklarindaki QP degerleri
sirastyla 1,32; 2,08 ve 1,86 olarak hesaplandi. Fotokimyasal floresans sonmesindeki

artiglarin istatistiki acidan 6nemli (P<0,05) oldugu saptandi.

3.8.2.4. Distan Uygulanan Poliaminlerin Fotokimyasal Olmayan Floresans
Sonmesi (NPQ) Uzerine Etkisi

Kurakliga hassas Karagay ve toleransli Side ¢esitlerinde hem yaprak kivrilmasinin
hem de Put ve Spm 6n muamelelerinin fotokimyasal olmayan floresans sonmesini (NPQ)
istatistiki agidan 6nemli derecede (P<0,05) azalttigi saptandi. NPQ’daki en ¢ok azalisin
toleransli Side c¢esidinde oOzellikle de kontrole kiyasla 0,1 mM Put 6n muameleli
yapraklarda oldugu saptandi. Side cesidinde NPQ degerindeki azalis 0,1 mM Put ve 0,1
MM Spm 6n muameleli yapraklarda kontrole oranla sirasiyla % 14 ve % 8 olarak
hesaplandi. Side fidelerinin kontrol, Put, Spm uygulanmis yapraklarindaki NPQsirastyla
0,97; 0,83 ve 0,89 olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin kontrol, 0,1 Put ve 0,1 mM Spm uygulanan
gruplarindaki NPQ degerleri yaprak kivrilmasi goriilen Side’nin bu gruplarina oranla
onemli derecede (P<0,05) artis gosterdi. Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin kivrilmasi
engellenmis kontrol grubuna gore NPQ degerleri poliamin muameleleriyle diiserken, 0,1
mM Put poliamin 6n muamelelilerde % 29’luk, 0,1 mM Spm uygulananlarda % 25’lik
azalig gosterdi. Yaprak kivrilmasi engellenen Side fidelerinin kontrol, Put, Spm
uygulanmis yapraklarindaki NPQ degerleri sirasiyla 1,27; 0,9 ve 0,95 olarak hesaplandi.

Kurakliga hassas Karagay’in kontrol ve poliamin 6n muameleli gruplarindaki
fotokimyasal olmayan floresans sonmesi (NPQ) toleransli Side’nin bu gruplarina gore artis
gosterdi. Karagay’daki NPQ poliamin uygulanmis yapraklarda azalirken, 0,1 mM Put ve
0,1 mM Spm 6n muameleleriyle NPQ kontrole gore sirasiyla % 22 ve % 6 oraninda diisiis
gosterdi. Karacay fidelerinin kontrol, Put, Spm uygulanmis yapraklarindaki NPQsirastyla
1,24; 0,97 ve 1,17 olarak hesaplandi. Fotokimyasal olmayan floresans sonmesindeki
diisiislerin istatistiksel bakimdan 6nemli (P<0,05) oldugu tespit edildi.

Yaprak kivrilmasi mekanik olarak engellenmis Karagay’in kontrol ve poliamin

muameleli gruplarindaki NPQ degerleri yaprak kivrilmasi goriilen Karacaylara gore
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istatistiki bakimdan Onemli derecede (P<0,05) artis gosterdi. Yaprak kivrilmasinin
engellenmesiyle tespit edilen NPQ degerlerindeki bu artis kontrole gére 0,1 mM Put ve 0,1
MM Spm 6n muamelesi ile bertaraf edildi. Ayrica Karagay engelli yapraklardaki NPQ
degerleri kontrole gore 6zellikle 0,1 mM Put 6n muamelesiyle dnemli derecede (P<0,05)
azalig gosterdi (Sekil 33). Yaprak kivrilmast engellenen Karagay fidelerinin kontrol, Put,
Spm uygulanmig yapraklarindaki NPQ sirasiyla 1,56; 1,01 ve 1,17 olarak hesaplandi. NPQ

degerlerindeki azaliglarin istatistiki bakimdan 6nemli (P<0,05) oldugu tespit edildi.
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Sekil 33. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda fotokimyasal
olmayan floresans sonmesi (NPQ) lizerine etkisi (Barlar alt1 tekerriirlii
olarak yapilan dlgilimlerin standart sapmasini gdstermektedir. Siitunlar
arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde 6nemlidir)

3.8.2.5. Distan Uygulanan Poliaminlerin Elektron Taginim Oram (ETO) Uzerine
Etkisi

Kurakliga hassas Karacay ve toleransli Side ¢esitlerinde yapilan analizler sonucunda
hem yaprak kivrilmasinin hem de Put ve Spm 6n muamelelerinin elektron taginim oranini
(ETO) istatistiki acidan dnemli derecede (P<0,05) artirdig1 saptandi. ETO’daki en yiiksek
artisin toleransh Side g¢esidinde 6zellikle de kontrole kiyasla 0,1 mM Put 6n muameleli
yapraklarda oldugu saptandi. Side ¢esidinin kontrol grubuna goére 0,1 mM Put ve 0,1 mM
Spm 6n muameleli bitkilerinin yapraklarindaki ETO degerindeki artis sirasiyla % 84 ve %
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46 olarak hesaplandi. Side fidelerinin kontrol, Put, Spm uygulanmis yapraklarindaki ETO
degerleri sirasiyla 0,25; 0,47 ve 0,37 olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin kontrol, 0,1 mM Put ve degerleri Spm
uygulanan gruplarindaki ETO degerleri yaprak kivrilmasi goriilen Side’nin bu gruplarina
kiyasla onemli derecede (P<0,05) diisiis gosterirdi. Ayrica yaprak kivrilmas: engelli
Side’nin kontrol grubuna gore Put ve Spm uygulamalariyla ETO degerlerinin yiikseldigi
goriildii. Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin ETO degerlerinin 0,1 mM Put poliamin 6n
muamelelilerde kontrole gore % 29’lik, 0,1 mM Spm uygulananlarda % 19’lik artis
gosterdigi bulundu. Yaprak kivrilmasi engellenmis Side fidelerinin kontrol, Put, Spm
uygulanmis yapraklarindaki ETO degerleri sirasiyla 0,21; 0,27 ve 0,25 olarak hesaplandi.

Kurakliga hassas Karagay’in kontrol ve poliamin 6n muameleli gruplarindaki ETO
degerleri toleransl Side’ye gore azalig gosterdi. ETO’lar Karagay kontrole gore poliamin
uygulananlarda yiikselirken, 6zellikle 0,1 mM Put uygulananlarda % 41°lik, 0,1 mM Spm
uygulananlarda % 26’lik bir artis gosterdi. Karacay fidelerinin kontrol, Put, Spm
uygulanmis yapraklarindaki ETO degerleri sirasiyla 0,26; 0,36 ve 0,32 olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi mekanik olarak engellenmis Karagay’in kontrol ve poliamin
muameleli gruplarindaki ETO degerleri yaprak kivrilmasi goriilen Karacaylara gore
istatistiki bakimdan 6nemli derecede azalis gosterdi. Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle
tespit edilen ETO’lardaki bu azalig kontrole gére 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n
muamelesi ile bertaraf edildi. Ayrica Karacay engelli yapraklardaki elektron taginim
oranlarinin kontrole gore 6zellikle 0,1 mM Put 6n muamelesiyle 6nemli derecede (P<0,05)
arttig1 gorildii. Karagay engelli yapraklarin ETO’lar1 kontrole gore 6zellikle 0,1 mM Put
uygulananlarda % 20’lik, 0,1 mM Spm uygulananlarda % 10’luk bir artis gosterdi (Sekil
34). Yaprak kivrilmast engellenmis Karacay fidelerinin kontrol, Put, Spm uygulanmis
yapraklarindaki ETO degerleri sirasiyla 0,20; 0,25 ve 0,23 olarak hesaplandi. Elektron

taginim oranlarindaki artiglarin istatistiki acidan 6nemli (P<0,05) oldugu saptandi.
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Sekil 34. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda elekton taginim
orant (ETO) {izerine etkisi (Barlar alti tekerriirlii olarak yapilan
Olclimlerin standart sapmasini gostermektedir. Stitunlar arasindaki fark
% 5 (P<0,05) seviyesinde onemlidir)

3.8.2.6. Distan Uygulanan Poliaminlerin Bitkinin Canhhik indeksi (RFD)
Uzerine Etkisi

Kurakliga hassas Karagay ve toleransh Side gesitlerinde yapilan analizler sonucunda
hem yaprak kivrilmasinin hem de Put ve Spm 6n muamelelerinin canlilik indeksini (RFD)
istatistiki acidan onemli derecede (P<0,05) artirdigi saptandi. RFD’dedeki en yiiksek
artisin toleransh Side ¢esidinde 6zellikle de kontrole kiyasla 0,1 mM Put 6n muameleli
yapraklarda oldugu saptandi. Side ¢esidinin kontrol grubuna gére 0,1 mM Put ve 0,1 mM
Spm 6n muameleli bitkilerinin yapraklarindaki RFD degerindeki artis sirasiyla % 20 ve %
14 olarak hesaplandi. Side fidelerinin kontrol, Put, Spm uygulanmis yapraklarindaki RFD
degerleri sirasiyla 3,33; 4,01 ve 3,81 olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmast engellenen Side’nin kontrol, 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm
uygulanan gruplarindaki RFD degerleri yaprak kivrilmasi goriilen Side’nin bu gruplarina
kiyasla onemli derecede (P<0,05) diisiis gosterirdi. Ayrica yaprak kivrilmasi engelli
Side’nin kontrol grubuna gore Put ve Spm uygulamalariyla RFD degerlerinin yiikseldigi
goriildii. Yaprak kivrilmasi engellenen Side fidelerinin kontrol, Put, Spm uygulanmis

yapraklarindaki RFD degerleri sirasiyla 2,72; 3,83 ve 3,4 olarak hesaplandi.
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Kurakliga hassas Karacay’in kontrol ve poliamin én muameleli gruplarindaki RFD
degerleri toleransh Side’ye gore azalis gosterdi. RFD’ler Karagay kontrole gore poliamin
uygulananlarda yiikselirken, 6zellikle 0,1 mM Put uygulananlarda % 13’lik, 0,1 mM Spm
uygulananlarda % 3’lik bir artig gosterdi. Karagay fidelerinin kontrol, Put, Spm
uygulanmis yapraklarindaki RFD sirastyla 3,20; 3,63 ve 3,31 olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi mekanik olarak engellenmis Karagay’in kontrol ve poliamin
muameleli gruplarindaki RFD degerleri yaprak kivrilmasi goriilen Karacaylara gore
istatistiki bakimdan 6nemli derecede azalis gosterdi. Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle
tespit edilen RFD’lerdeki bu azalis kontrole gére 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 06n
muamelesi ile bertaraf edildi. Ayrica Karagay engelli yapraklardaki RFD’lerin kontrole
gore Ozellikle 0,1 mM Put 6n muamelesiyle 6nemli derecede arttig1 gortildi (Sekil 35).
Yaprak kivrilmas: engellenen Karagay fidelerinin kontrol, Put, Spm uygulanmis
yapraklarindaki RFD sirastyla 2,43; 3,44 ve 3,07 olarak hesaplandi. Canlilik indeksindeki

artiglarin istatistiki agidan 6nemli (P<0,05) oldugu saptandi.
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Sekil 35. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmas: esnasinda bitki canlilik
indeksi (RFD) tizerine etkisi (Barlar alti tekerriirlii olarak yapilan
Olctimlerin standart sapmasii gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark
% 5 (P<0,05) seviyesinde dnemlidir)
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3.8.3. Distan Uygulanan Poliaminlerin Yaprak Kivrilmasi Esnasinda
Fotosentetik Gaz Degisim Parametreleri Uzerine Etkisi

3.8.3.1. Distan Uygulanan Poliaminlerin Stoma Iletkenligi (gs) Uzerine Etkisi

Karagay ve Side ¢esitlerinde 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muameleleri ve yaprak
kivrilmas1 stoma iletkenligini (gs) artirirken, yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle bu
miktarlar istatistiksel bakimdan (P<0,05) onemli derecede diisiis gosterdi. gs’deki en
yiiksek artis toleransh Side ¢esidinde olup kontrole kiyasla 0,1 mM Spm ve 6zellikle de 0,1
mM Put 6n muameleli yapraklarda tespit edildi. Side’deki gs kontrole kiyasla 0,1 mM Put
ve 0,1 mM Spm 6n muameleli yapraklarda sirasiyla % 62 ve % 18 oraninda istatiksel
bakimdan onemli derecede (P<0,05) artis gosterdi. Side fidelerinin kontrol, Put, Spm
uygulanmis yapraklarindaki gs 66,58; 107,83 ve 78,85 mmol m2snt olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi mekanik engellenen Side’deki gs yaprak kivrilmasi goriilen
Side’ye gore oOnemli oranda (P<0,05) disiis gosterdi. Yaprak kivrilmasinin
engellenmesiyle diisen g5, Put ve Spm poliamin 6n muameleleriyle kontrole oranla 6nemli
derecede artig gosterdi. Yaprak kivrilmasi engelli Side’deki gs, kontrole kiyasla 0,1 mM
Put ve 0,1 mM Spm 6n muameleleriyle sirasiyla % 29 ve % 15 oraninda 6nemli derecede
artti. Yaprak kivrilmasi engellenen Side fidelerinin kontrol, Put, Spm uygulanmis
yapraklarindaki stoma iletkenligi 54,08; 69,92 ve 62,33 mmol msn™ olarak hesaplandi.

Kurakliga hassas Karagay’daki gs toleransli Side’ye gore onemli derecede diisiis
gosterdi. Karacay ¢esidinde gs’nin kontrole kiyasla 0,1 mM Spm veya 6zellikle de 0,1 mM
Put 6n muameleleriyle 6nemli derecede arttig1, bu artisin kontrole gore Put muamelesiyle
% 38 ve Spm muamelesiyle % 27 oraninda oldugu hesaplandi. Karacay fidelerinin kontrol,
Put, Spm uygulanmis yapraklarindaki stoma iletkenligi 58,5; 80,58 ve 74,58 mmol m2snt
olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasit mekanik olarak engellenmis Karagay’daki gs yaprak kivrilmasi
goriilen (engellenmemis) Karacay’a gore Onemli derecede diisiis gosterdi. Kivrilmasi
mekanik engelli Karagay’in kontrol grubuna gore gs 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n
muameleli yapraklarda istatiksel bakimdan onemli derecede (P<0,05) artig gosterdi.
Yaprak kivrilmasi engellenince g¢'nin diistiigli Put ve Spm 6n muameleleriyle 6nemli
derecede arttig1 tespit edildi. Yaprak kivrilmas: engelli Karagay’in gs’leri kontrole gore 0,1
mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muamelesiyle sirasiyla % 26 ve % 14 oraninda artis gosterdi

(Sekil 36). Yaprak kivrilmasi engellenen Karacay fidelerinin kontrol, Put, Spm uygulanmis
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yapraklarindaki stoma iletkenligi 46,33; 58,58 ve 52,67 mmol m2sn! olarak hesaplandi.
Stoma iletkenligindeki artiglarin istatistiksel bakimdan 6nemli (P<0,05) oldugu tespit
edildi.
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Sekil 36. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda stoma iletkenligi
(gs) tzerine etkisi (Barlar alti tekerriirlii olarak yapilan Olglimlerin
standart sapmasini gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05)
seviyesinde dnemlidir)

3.8.3.2. Distan Uygulanan Poliaminlerin Transpirasyon Oram (E) Uzerine
Etkisi

Kurakliga hassas Karagay ve toleransli Side cesitlerinde yapilan analizler sonucunda
hem yaprak kivrilmasinin hem de Put ve Spm 6n muamelelerinin transpirasyon oranini (E)
istatistiki agidan 6nemli derecede (P<0,05) artirdigi saptandi. E’deki en yiiksek artigin
toleransli Side c¢esidinde Ozellikle de kontrole kiyasla 0,1 mM Put 6n muameleli
yapraklarda oldugu saptandi. Side ¢esidinin kontrol grubuna goére 0,1 mM Put ve 0,1 mM
Spm 6n muameleli bitkilerinin yapraklarindaki E’deki artis sirasiyla % 60 ve % 35 olarak
hesaplandi. Side fidelerinin kontrol, Put, Spm uygulanmis yapraklarindaki E degerleri
0,55; 0,88 ve 0,74 mmol m™2sn! olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin kontrol, 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm
uygulanan gruplarindaki transpirasyon oranlari yaprak kivrilmasi goriilen Side’nin bu
gruplarina kiyasla 6nemli derecede (P<0,05) diisiis gosterirdi. Ayrica yaprak kivrilmasi
engelli Side’nin kontrol grubuna gére Put ve Spm uygulamalariyla E’lerin yiikseldigi

goriildii. Yaprak kivrilmasi engellenen Side’nin E degerlerinin 0,1 mM Put uygulananlarda
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kontrole gore % 61°lik, 0,1 mM Spm uygulananlarda % 42’lik artis gdsterdigi bulundu.
Yaprak kivrilmasi engelli Side fidelerinin kontrol, Put, Spm uygulanmis yapraklarindaki E
degerleri 0,54; 0,88 ve 0,48 mmol msn? olarak hesaplandi.

Kurakliga hassas Karagay’in kontrol ve poliamin 6n muameleli gruplarindaki E
degerleri toleransli Side’ye gore azalis gosterdi. E’ler Karagay kontrole gbre poliamin
uygulananlarda yiikselirken, 6zellikle 0,1 mM Put uygulananlarda % 38’lik, 0,1 mM Spm
uygulananlarda % 25°lik bir artis gosterdi. Karacay fidelerinin kontrol, Put, Spm
uygulanmis yapraklarindaki E degerleri 0,49; 0,68 ve 0,62 mmol msn olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi mekanik olarak engellenmis Karagay’in kontrol ve poliamin
muameleli gruplarindaki E degerleri yaprak kivrilmasi goriilen Karagaylara gore istatistiki
bakimdan 6nemli derecede azalis gosterdi. Yaprak kivrilmasmin engellenmesiyle tespit
edilen E degerlerindeki bu azalis kontrole gore 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muamelesi
ile bertaraf edildi. Ayrica Karagay engelli yapraklardaki E’lerin kontrole gore 6zellikle 0,1
mM Put 6n muamelesiyle énemli derecede arttig1 goriildii (Sekil 37). Yaprak kivrilmast
engelli Karagay fidelerinin kontrol, Put, Spm uygulanmis yapraklarindaki E degerleri 0,34;
0,56 ve 0,46 mmol m?2sn? olarak hesaplandi. Transpirasyon oranlarindaki artiglarin

istatistiki agidan 6nemli (P<0,05) oldugu saptandi.
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Sekil 37. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda transpirasyon
orani (E) tizerine etkisi (Barlar alt1 tekerriirli olarak yapilan 6l¢iimlerin
standart sapmasini gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5
(P<0,05) seviyesinde 6nemlidir)
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3.8.3.3. Distan Uygulanan Poliaminlerin Fotosentez Hizi (Pn) Uzerine Etkisi

Karagay ve Side cesitlerinde 0,1 mM Put ve Spm 6n muameleleri ve yaprak
kivrilmast fotosentez hizin1 (Pn) artirirken, yaprak kivrilmasmin engellenmesiyle bu
miktarlar istatistiksel bakimdan (P<0,05) onemli derecede diisiis gosterdi. Fotosentez
hizindaki en yiiksek artig toleransli Side ¢esidinde olup kontrole kiyasla 0,1 mM Spm ve
ozellikle de 0,1 mM Put 6n muameleli yapraklarda tespit edildi. Side’deki Pn kontrole
kiyasla 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muameleli yapraklarda istatiksel bakimdan 6nemli
derecede (P<0,05) artis gosterdi. Side fidelerinin kontrol, Put, Spm uygulanmis
yapraklarindaki Pn 0,8; 1,5 ve 1,27 pmol m? snt olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi mekanik engellenen Side’deki Pn, yaprak kivrilmasi goriilen
Side’ye gore Onemli oranda (P<0,05) diisiis gosterdi. Yaprak kivrilmasinin
engellenmesiyle diisen Pn, Put ve Spm poliamin 6n muameleleriyle kontrole oranla dnemli
derecede artig gosterdi. Yaprak kivrilmasi engelli Side fidelerinin kontrol, Put, Spm
uygulanmis yapraklarindaki fotosentez hizlar1 0,35; 0,85 ve 0,65 pmol m? sn! olarak
hesaplanda.

Kurakliga hassas Karacay’daki Pn toleransli Side’ye gore onemli derecede diisiis
gosterdi. Karagay cesidinde Pn kontrole kiyasla 0,1 mM Spm ve 0,1 mM Put 6n
muamelesiyle 6nemli derecede arttigi bulundu. Karacay fidelerinin kontrol, Put, Spm
uygulanmis yapraklarindaki fotosentez hizlar1 0,62; 1,22 ve 1,07 pmol m? sn? olarak
hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi mekanik olarak engellenmis Karagay’daki Pn yaprak kivrilmasi
gorlilen (engellenmemis) Karacay’a gore Onemli derecede diisiis gosterdi. Kivrilmasi
mekanik engelli Karagay’in kontrol grubuna gore fotosentez hizi 0,1 mM Put ve 0,1 mM
Spm 6n muameleli yapraklarda istatiksel bakimdan onemli derecede (P<0,05) artis
gosterdi. Yaprak kivrilmasi engellenince Pn’nin diistiigli Put, Spm 6n muameleleriyle
onemli derecede arttig1 tespit edildi. Yaprak kivrilmasi engelli Karagay’in Pn’si kontrole
gore 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 0n muamelesiyle artis gosterdi (Sekil 38). Yaprak
kivrilmas1 engelli Karagay fidelerinin kontrol, Put, Spm uygulanmis yapraklarindaki
fotosentez hizlar 0,25; 0,58 ve 0,45 umol m? snt olarak hesaplandi. Fotosentez hizindaki

artislarin istatistiksel bakimdan 6nemli (P<0,05) oldugu tespit edildi.
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Sekil 38. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda fotosentez hizi
(Pn) tizerine etkisi (Barlar alti tekerriirlii olarak yapilan &lgimlerin
standart sapmasin1 gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5
(P<0,05) seviyesinde onemlidir)

3.8.3.4. Distan Uygulanan Poliaminlerin i¢sel CO, Miktar1 (C;) Uzerine Etkisi

Karacay ve Side cesitlerinde 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muameleleri ve yaprak
kivrilmasi i¢sel CO, miktarimi (C;) artirirken, yaprak kivrilmasmin engellenmesiyle bu
miktarlar istatistiksel bakimdan (P<0,05) onemli derecede diisiis gosterdi. Ci’deki en
yiiksek artis toleransli Side ¢esidinde olup kontrole kiyasla 0,1 mM Spm ve 6zellikle de 0,1
mM Put 6n muameleli yapraklarda tespit edildi. Side fidelerinin kontrol, Put, Spm
uygulanmis yapraklarindaki C; miktarlar1 440; 520 ve 496 pmol mol™ olarak hesaplandi.

Yaprak kivrilmasi mekanik engellenen Side’deki C; miktari, yaprak kivrilmasi
goriilen Side’ye gore onemli oranda (P<0,05) diisiis gosterdi. Yaprak kivrilmasinin
engellenmesiyle diisen C;, Put ve Spm poliamin 6n muameleleriyle kontrole oranla 6nemli
derecede artis gosterdi. Yaprak kivrilmasi engelli Side fidelerinin kontrol, Put, Spm
uygulanmis yapraklarindaki C; miktarlar1 340; 418 ve 389 umol mol ™ olarak hesaplandi.

Kurakliga hassas Karagay’daki C; toleranshi Side’ye gore onemli derecede diisiis
gosterdi. Karacay c¢esidinde Ci’nin kontrole kiyasla 0,1 mM Spm ve 0,1 mM Put 6n
muamelesiyle onemli derecede arttigi, bu artisin Put ve Spm uygulamalariyla istatiksel
olarak esit ve 6nemli miktarda bulundu. Karacay fidelerinin kontrol, Put, Spm uygulanmis

yapraklarindaki C; miktarlar1 373; 430 ve 401 pmol mol™ olarak hesaplanda.
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Yaprak kivrilmast mekanik olarak engellenmis Karagay’daki i¢csel CO, miktari
yaprak kivrilmasi goriilen (engellenmemis) Karagay’a gore Onemli derecede diislis
gosterdi. Kivrilmasit mekanik engelli Karagay’in kontrol grubuna gore i¢gsel CO, miktari
0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muameleli yapraklarda istatiksel bakimdan onemli
derecede (P<0,05) artis gosterdi. Yaprak kivrilmast engellenince igsel CO; miktarinin
diistiigiic Put, Spm 6n muameleleriyle 6nemli derecede arttigi tespit edildi. Yaprak
kivrilmasi engelli Karagay’in i¢sel CO, miktar1 kontrole gore 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm
on muamelesiyle arttig1 bulundu (Sekil 39). Yaprak kivrilmasi engelli Karacay fidelerinin
kontrol, Put, Spm uygulanmis yapraklarindaki C; miktarlart 331; 393 ve 352 pumol mol™
olarak hesaplandi. Bu degisimlerin istatiksel olarak dnemli (P<0,05) oldugu kaydedildi.
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Sekil 39. Distan uygulanan PA’larin yaprak kivrilmasi esnasinda igsel CO,
miktar1 (C;) tlizerine etkisi (Barlar alti tekerriirli olarak yapilan
Olctimlerin standart sapmasini gostermektedir. Siitunlar arasindaki
fark % 5 (P<0,05) seviyesinde onemlidir)

3.9. Distan Uygulanan Poliaminlerin ve Inhibitérlerinin i¢sel Poliamin
Miktarlar1 Uzerine Etkisi

Kuraklik stresine maruz kalmis hassas (Karagay) ve toleransli (Side) misir
cesitlerinde yapilan HPLC analizleri sonucunda 0,1 mM Put, 0,1 mM Spd ve 0,1 mM Spm
on uygulamalarinin kontrole (kuraklik) oranla igsel poliamin igeriklerini 6nemli derecede
arttirdig1 ve distan uygulanan poliamin sentez yolu inhibitdrlerinin ise (1 mM CHA+1 mM
DFMO+1 mM DFMA) igsel poliamin igeriklerini 6énemli derecede azalttigi belirlendi.
Ayrica 0,1 mM Put, 0,1 mM Spd ve 0,1 mM Spm 6n uygulamalarinin kontrole (kuraklik)
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oranla igsel poliamin igeriklerini toleransli gesitte hassas c¢eside gore daha ¢ok artirdig
saptand1. Bu degisimlerin istatiksel olarak 6nemli (P<0,05) oldugu kaydedildi. Kuraklik
stresi sonrasi yaprak kivrilmasi goriilen Side’de toplam poliamin igeriginin kontrol
grubunda 6,33 nmol/g KA Put; 4,25 nmol/g KA Spd ve 4,54 nmol/g KA Spm oldugu
belirlendi. 0,1 mM Put 6n muamelesi yapilan Side’deki Put, Spd ve Spm miktarlarinin
kontrole gore % 101; % 223 ve % 206 oraninda artarak miktarlarinin sirasiyla 12,7; 13,7
ve 13,91 nmol/g KA oldugu belirlendi. 0,1 mM Spd 6n muamelesi yapilan Side’deki Put,
Spd miktarlarinin kontrole gore % 58 ve % 35 oraninda artti1, Spm’nin ise % 54 oraninda
azaldig1, miktarlarinin ise sirasiyla 10; 5,7 ve 2,08 nmol/g KA oldugu belirlendi. 0,1 mM
Spm 6n muamelesi yapilan Side’deki Put, Spd ve Spm miktarlarinin kontrole gore % 53, %
133 ve % 397 oraninda artarak miktarlarinin sirastyla 9,7; 9,9 ve 22,6 nmol/g KA oldugu
belirlendi. Fakat inhibitr 6n muamelesi yapilan Side’deki Put, Spd ve Spm miktarlarinin
ise kontrole gore % 21, % 48 ve % 21 oraninda diistiigii, miktarlarinin sirasiyla 4,94; 2,18
ve 3,57 nmol/g KA oldugu belirlendi (Sekil 40, 42).
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Sekil 40. Side’ye distan uygulanan PA’larin ve PA inhibitorlerinin yaprak kivrilmasi
esnasinda igsel PA miktar1 lizerine etkisi (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan
Olctimlerin standart sapmasini gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5
(P<0,05) seviyesinde Onemlidir. Her bir poliamin (Put, Spd, Spm) kendi
arasinda degerlendirilmistir)

Igsel poliamin igeriklerini hassas Karagay’m kontrol ve poliamin muameleli

gruplarinda toleransli Side’ye gore azalirken, Karagay’a 0,1 mM Put, 0,1 mM Spd ve 0,1
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mM Spm 6n uygulamalarinin kontrole (kuraklik) oranla i¢sel poliamin igeriklerini 6nemli
derecede arttirdig1 ve distan uygulanan poliamin sentez yolu inhibitérlerinin ise poliamin
iceriklerini 6onemli derecede azalttigi belirlendi. Yaprak kivrilmasi goriilen Karagay’da
poliamin igeriginin kontrol grubunda 9,77 nmol/g KA Put, 4,81 nmol/g KA Spd ve 1,09
nmol/g KA Spm oldugu belirlendi. 0,1 mM Put 6n muamelesi yapilan Karagay’da Put, Spd
ve Spm miktarlarinin kontrole gére % 60, % 108 ve % 28 oraninda artarak miktarlarinin

sirastyla 15,67; 9,99 ve 1,4 nmol/g KA oldugu belirlendi (Sekil 41, 42) .
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Sekil 41. Karagay’a distan uygulanan PA’larin ve PA inhibitorlerinin yaprak kivrilmasi
esnasinda i¢sel PA miktar tizerine etkisi (Barlar alt1 tekerriirlii olarak yapilan
Olctimlerin standart sapmasini gostermektedir. Siitunlar arasindaki fark % 5
(P<0,05) seviyesinde onemlidir. Her bir poliamin (Put, Spd, Spm) kendi
arasinda degerlendirilmistir)

0,1 mM Spd 6n muamelesi yapilan Karagay’da Put miktarinin kontrole gore azaldigi,
Spd ve Spm miktarlarinin ise % 65 ve % 20 oraninda arttig1, Put, Spd ve Spm miktarlarinin
ise sirastyla 8,65; 7,93 ve 1,30 nmol/g KA oldugu belirlendi. 0,1 mM Spm 6n muamelesi
yapilan Karacay’da Put miktarlarinin kontrole goére % 49 azaldigi, Spd ve Spm miktarinin
ise % 205 ve 115 oraninda arttig1, Put, Spd ve Spm miktarlarinin ise sirasiyla 5,02; 14,68
ve 2,34 nmol/g KA oldugu belirlendi. Fakat inhibitér 6n muamelesi yapilan Side’deki Put
ve Spd miktarlarinin kontrole gore % 71 ve % 8 oraninda diistligli, Spm miktarinin ise %
11 oraninda arttig1; Put, Spd ve Spm miktarlarinin sirasiyla 2,81; 4,38 ve 1,2 nmol/g KA
oldugu belirlendi.
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Sekil 42. Karagay ve Side’ye distan uygulanan PA’larin ve PA inhibitorlerinin yaprak
kivrilmasi esnasinda igsel PA miktar1 iizerine etkisi (Barlar alti tekerriirlii
olarak yapilan Ol¢limlerin standart sapmasii gostermektedir. Siitunlar
arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde onemlidir. Her bir poliamin (Put,
Spd, Spm) kendi arasinda degerlendirilmistir)



4. TARTISMA

Mevcut ¢alismamizda kuraklik stresine maruz kalan toleransli ve hassas muisir
cesitlerinde disaridan uygulanan poliaminlerin etkisini belirlemek i¢in yaprak kivrilma
dereceleri (%) olgiilmiistiir. Calismamizda oncelikle toleransh (Side) ve hassas (Karagay)
misir ¢esitlerine disaridan uygulanan 0,1mM Put ve 0,ImM Spm 6n muamelelerinin
yaprak kivrilmasini kontrole (kuraklik) gore 6nemli ve aymi derecede geciktirdigi
bulunmustur. Ayrica toleransl ¢esidin Put ve Spm uygulanan bitkilerinde yaprak kivrilma
derecesinin hassas ¢eside gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar
literatiirdeki calismalarla benzerlik gostermektedir. Ornegin, Ctenathe setosa bitkisine
disaridan uygulanan poliaminlerin yaprak kivrilmasini geciktirdigi rapor edilmistir
(Kadioglu vd., 2002). Benzer sekilde Fernandez ve Castrillo (1999)’nun muisir
varyetelerinde yaptigi bir calismada ge¢ kivrilan musirlarin su eksikligi stresine daha
toleransh oldugu bildirilmistir.

Distan uygulanan poliaminlerin kuraklik stresine maruz kalan toleransli ve hassas
musir  gesitlerindeki etkisini  belirlemek ig¢in bitkinin su durumundaki degisimler
arastirilmistir. Bitkilerde stres kosullarinda degisen ve bitkinin su durumunu gdésteren
parametrelerden biri nispi su icerigidir (NSI). Mevcut calismada yaprak kivrilmasi goriilen
bitkilerdeki nispi su igeriginin kivrilmasi engellenen bitkilere gore daha yiiksek oldugu
PA’larin bu durumu daha da iyilestirdigi bulunmustur. Ayrica PA uygulanmis kivrilmasi
gec olan toleransh ¢esitteki nispi su iceriginin hassas olan ¢eside gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Toleranslh ve hassas misirlarin mekanik engelli yapraklari, yaprak kivrilmasi
goriilen bitkilerle kiyaslandiginda hem yaprak kivrilmasinin hem de poliaminlerin digtan
uygulanmasinin hem toleransli hem hassas misirlarda 6zellikle de toleranslilarda nispi su
icerigini artirdigim1  gbstermektedir. Literatiirde kuraklik stresinin artmasiyla ¢im ve
zeytinde nispi su igeriginin azaldigi rapor edilmistir (Giori vd., 1999; Fu ve Huang, 2001).
Ayni zamanda agir kuraklik stresi esnasinda yaprak kivrilmasina sahip bitkilerin orta
seviyedeki su stresinde goriilebilecek bir nispi su igerigine sahip olmasi bu bitkinin
yapraklarini kivirarak kurakliga dayaniklilik sagladiginin bir gostergesidir (Nar vd., 2009).
Elde edilen sonuglara benzer sekilde disaridan uygulanan Put, Spd ve Spm’nin kuraklik
stresi altindaki geltik (piring) bitkilerinde nispi su igerigini artirarak stresli bitkilerin su

iligkilerini 6nemli derecede gelistirdigi rapor edilmistir (Farooq vd., 2009). Yine Farooq
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vd. (2010)’na gore disaridan uygulanan Spm’nin kuraklik stresi altindaki geltigin yaprak
nispi su oranini kuraklik kontrole gére onemli derecede gelistirdigi bildirilmistir.

Su stresinden etkilenen ve bitkinin su durumunu gosteren diger bir parametre de
yaprak su potansiyelidir (¥). Mevcut calismamizda kuraklik stresi altindaki bitkilerde
yaprak su potansiyelinin hem 0,1mM Put hem 0,ImM Spm 6n muamelesi ile kuraklik
kontrole gore arttigi; bunun kivrilmasi engellenmis bitkilerden ziyade hem yaprak
kivrilmasi goriilen hem de toleransli misir ¢esidinde daha yiiksek oldugu bulunmustur.
Mevcut bulgulara benzer sekilde kuraklik stresi altinda disaridan Spm uygulanan ¢eltik
bitkilerinin su potansiyelinin 6nemli derecede arttig1 bildirilmistir (Farooq vd., 2010). Yine
yapilan baska bir ¢alismada ¢eltik bitkilerinin kuraklik toleransi saglamak i¢in disaridan
uygulanan Put, Spd ve Spm poliaminlerinin etkisiyle 6zellikle de yapraktan foliar olarak
uygulanan Spm ile su potansiyelinin arttig1 rapor edilmistir (Farooq vd., 2009). Mevcut
caligmamizda kuraklik kosullarinda disaridan uygulanan Put ve Spm poliaminlerinin su
potansiyelini artirdig1 tespit edilirken, toleransli misir ¢esidinin hem PA (Put ve Spm ayni
oranda artirmig) uygulanmis hem de yaprak kivrilmasi gegirmis gruplarindaki su
potansiyellerinin hassas ¢eside oranla daha yiiksek oldugu bulunmustur. Benzer bir
calismada kuraklik kosullarinda kivrilmanin baslangicinda, ge¢ kivrilan (15.giin) toleransh
misir ¢esidindeki su potansiyelinin daha erken kivrilan (9.giin) hassas c¢esidin su
potansiyeliyle ayni oldugu, ek olarak osmotik potansiyelin ise ge¢ kivrilan toleransli gesitte
yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica bu caligmada yaprak kivrilmasinin baslamasinin
osmotik potansiyelle iliskili olabilecegi, bdylece biiyiime esnasinda bitkinin hayatta
kalmasini artirabilecegi rapor edilmistir (Fernandez ve Castrillo, 1999). Benzer bigimde
Guoth vd. (2009) su potansiyelinin kurakliga cevap olarak kuraklia hassas bugday
cesitlerinde dayanikli cesitlere gore daha hizli bir bicimde azaldigin1 kaydetmislerdir.
Mevcut caligmamizda musir bitkisinin yaprak kivrilmasinin engellenmesi sonucu su
potansiyelinde daha ¢ok azalma meydana gelmesi ve bu azalmanin disardan Put ve Spm
uygulamalariyla iyilestirilebilmesi yaprak kivrilmasinin ve disaridan PA uygulamasinin su
kaybini dnleyici bir diizenleme mekanizmast oldugunu ve bdylece bitkinin su durumunu
gelistirerek fotosentezi koruyabilecegini diisiindiirmektedir.

Su stresinden etkilenen ve bitkinin su durumunu gosteren parametrelerden bir digeri
ise stoma iletkenligi (gs) olup kuraklik stresi i¢in iyi bir indikatordiir. Calismamizda
kuraklik stresi esnasinda PA uygulanmis ve yaprak kivrilmas: goriilen bitkilerdeki stoma

iletkenligi kivrilmasi engellenmis bitkilere gére daha yiiksek bulunmustur. Ote yandan
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toleransli misir ¢esidindeki stoma iletkenliginin hassas olana gore daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Mevcut ¢alismamizdaki sonuglara gore hem yaprak kivrilmasinin hem de
PA uygulamasinin toleransli ve hassas misir ¢esidinin her ikisinde 6zellikle de toleransl
cesitte stoma iletkenligini artirdigi sylenebilir. Stoma iletkenligindeki artis muhtemelen
yaprak su potansiyelindeki artistan kaynaklanabilir. Yapilan bir calismada kuraklik
periyodu esnasinda kivrilma boyunca C. setosa bitkisinde stoma iletkenliginin azaldigi,
stres gec¢irmis (yapraklarini kivirmis) bitkilerde stres gecirmemis (yapraklarin1 kivirmamas,
sulanmig) olanlara kiyasla stoma iletkenliginin iki kat daha fazla azaldig1 goriilmiistiir (Nar
vd., 2009). Bu sonuglara gore stomalarin kivrilma derecesinin artmasina paralel olarak
kuraklik arttikca agamali olarak kapandig aciktir. Bagka bir calismada kivrilmis yapragin
i¢ kismindaki stoma iletkenliginin orta damara yakin diiz kismindan daha yiiksek oldugu,
boylece kivrilma sayesinde i¢ kisimda nemli bir alan olusturularak stomalarin agik kaldigi,
CO; alimmin ve boylece fotosentezin devam ettigi bildirilmektedir (Matthew vd., 1990).
Mevcut sonuglarimiza benzer olarak celtik bitkisine disaridan spm uygulanmasi ile
kurakligin etkisi tamamen iyilestirilemese de kontrole (kuraklik) gore gs’nin arttig1 boylece
kuraklik toleransinin da arttirildigi bildirilmistir (Farooq vd., 2010). Benzer sekilde tuz
stresine hassas ¢eltik bitkisinde stoma iletkenliginin stres esnasinda O6nemli derecede
distiigii, Spm uygulanmis tuz stresli bitkilerdeki stoma iletkenliginin yiiksek oldugu, Put
ve Spd uygulanmis bitkilerin yapraklarinda ise degismedigi rapor edilmistir (Ndayiragije
ve Lutts, 2007). Bagka bir ¢alismada tuz stresine maruz kalan Cucumber fidelerinde
disaridan  uygulanan poliaminlerin stoma iletkenligini artirarak bitki biiylimesini
tyilestirdigi bildirilmistir (Li vd., 2006). Literatiirde genelde kuraklik stresinin ve poliamin
uygulamalarinin stomalar1 kapattig1 boylece daha az su kayb1 olacagi rapor edilmistir (Liu
vd., 2000; Cavusoglu vd., 2007; Shi vd., 2010). Fakat mevcut ¢alismamizda belirtilen
arastirmalara zit olarak stomalarin kapanmadigi, su potansiyelinin ise arttig1 bulunmustur.
Nar vd. (2009) kurakliga maruz kalmis ve yapraklarin1 kivirmig C.setosa bitkisinde
yapragin kivrildig: taraf olan iist ylizeyindeki stoma iletkenliginin daha yiiksek oldugunu
bunun kivrilma mekanizmasi sayesinde nemli alan olusturularak stomalarin agik
kalabildigini rapor etmislerdir. Diger taraftan ¢aligmamizin sonuglarina gore toleransh ve
hassas musir bitkilerinde kivrilma mekanizmasina ilaveten disaridan PA uygulamasi ile
yaprak kivrilmasi geciktirilerek bitkinin kurakligin zararh etkilerinden daha az etkilendigi,
su durumunu daha iyi korudugu i¢in stomalarin kontrole (kuraklik) gore daha fazla agik

kaldig1 sdylenebilir. Yaprak kivrilmasi engellenen misir fidelerinin gs’lerinin yapraklarin
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kiviran bitkilere gore azaldigi, yaprak kivrilmasi engellenen musirlara Put ve Spm
uygulamalarinin stoma iletkenligini artirdigi, kuraklik stresinin stoma {izerindeki olumsuz
etkisini tersine c¢evirdigi sdylenebilir. Yaprak kivrilmasinin engellenmesi ile stoma
iletkenliginde yapraklarimi kiviran bitkilere gore meydana gelen diistisler, yaprak
kivrilmasinin  bazi  stomalarin  agik kalmasimmi saglayarak CO; almimmi devam
ettirilebilecegi fikrine kanit olusturmaktadir.

Yaprak kivrilmasimnin ve poliamin 6n muamelesinin etkileyebilecegi diger bir
parametre ise fotosentetik pigment miktaridir. Bitkilerin Kklorofil seviyelerinin gevresel
faktorlere cevap olarak azaldigi birgok calismada gosterilmistir (Sfichi-Duke vd., 2008;
Munzi vd., 2009). Mevcut ¢alismamizda 0,ImM Put ve 0,1mM Spm uygulanip 24 saat
kuraklik stresine maruz kalan yapraklarmi kivirmis bitkilerin klorofil ve karotenoid
pigment iceriklerinde kontrole goére dikkate deger artiglar oldugu saptanmistir. PA
uygulanmis bitkilerin klorofil ve karotenoid pigment iceriklerinde meydana gelen artis
toleransli ¢esitte hassas ¢esitte gore daha yiiksek bulunmustur. Ayrica poliaminlerin
klorofil kaybini geciktirdigi ve net fotosentez oranin gelistirilmesine neden olan 1s1k
yakalanmasinda bir artisa yol a¢tig1 bildirilmistir (Shu vd., 2012). Yapraklarda klorofil a ve
toplam klorofil igeriginde distan uygulanan PA’larin pozitif etkilerinin gesitli streslerde
gozlemlendigi, fakat li¢ poliaminin etkileri arasinda farkliliklar oldugu belirtilmistir (Shu
vd., 2012). Unal vd. (2008) Physcia semipinnata’min UV-A 15131ina maruz kalmasi
esnasinda disaridan eklenen PA’larn kI a igerigini Onemli derecede artirdigini
bildirmislerdir. Distan uygulanan PA’lar arasinda Put ve Spd’nin aksine Spm’nin
protoklorofillid (PChlide) ve klorofilin in vivo’da miktarlarin1 hem karanlik hem de
aydinlikta diizenlendigi gosterilmistir (Beigbeder ve Kotzabasis, 1994). Cheng ve Kao
(1983) celtik, bugday ve soya fasulyesi yapraklarinda Spd ve Spm’nin klorofil kaybini
onemli derecede geciktirdigini gostermislerdir. Senesensli yapraklarda 0,2 mM Spm’nin
uygulamalarinin Kl a ve kl b’nin bozulmasini engelledigi bildirilmistir (Serafini-Fracassini
vd., 2010). Klorofil ve karotenoid miktarlarindaki degisimlerin kuraklik toleransi ile iligkili
oldugu gosterilmistir (Sairam vd., 1998). Calismamizda yaprak kivrilmasi esnasinda
dayanikli misir ¢esidinde meydana gelen toplam klorofil ve karotenoid miktarlarinin hassas
ceside gore yiiksek olusu bu goriisii desteklemektedir. Yine Lascano vd. (2001) kurakliga
duyarl ve hassas bugday cesitleri lizerinde yaptiklar1 ¢alisma sonuglart mevcut ¢alismamiz
ile uyum icindedir. Diger taraftan Nyachiro vd. (2001) kuraklik stresi altindaki bugday

bitkilerinde klorofil iceriginin kontrole gore onemli dlgiide diistiigiinii belirlemislerdir.
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Mevcut ¢alisgmamiza benzer sekilde 1 mM Spm ve 0,1 mM Put 6n muamelesi yapilan misir
fidelerinde paraquat ile tesvik edilen oksidatif strese karsi klorofil ve karotenoid
miktarlarindaki kayiplarin énemli derecede onlendigi bildirilmistir (Durmus ve Kadioglu,
2005). Poliaminlerin anti senesens 6zelligi oldugu ve tilakoit membranlar1 kararli hale
getirerek klorofil kaybini engelledigi rapor edilmistir (Bestford vd., 1993). Yaprak
kivrilmasinin engellenmesi durumunda klorofil ve karotenoid miktarinda meydana gelen
azaliglarin, yaprak kivrilmasi sirasinda yaprak icerisinde olusturulabilecek nemli ortamin
ve kurakliga saglanan direncin kivrilmanin engellemesi ile ortadan kaldirilmasiyla iliskili
olabilecegi sdylenebilir.

Yaprak kivrilmasinin ve PA 6n muamelelerinin kuraklik stresi esnasinda fotosentezi
etkileyerek fotosentetik verimin korunup korunmadigini belirlemek igin klorofil floresans
parametreleri incelenmistir. Bu parametrelerden biri fotosentetik aygitin stres kosullarinda
saglamligin1 gosteren Fv/Fm (PS2 fotokimyasal reaksiyonlarinin maksimum kuantum
verimi)’deki degisimdir. Mevcut ¢alismamizda 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muamelesi
yapilip 24 saat kuraklik stresine maruz kalan misirlarin yaprak kivrilmalari esnasinda
kurakliga dayanikli misir ¢esidindeki Fv/Fm degerinin hassas ¢eside gore ozellikle de Put
uygulananlarda daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu durum dayanikli ¢esitlerde su
eksikligine kars1 fotosentez mekanizmasinin siirdiiriilebilirliginin daha yiiksek oldugunu
dogrulamaktadir (Chaves vd., 2002; Cornic ve Fresneau, 2002). Ayrica her iki poliamin 6n
muamelesinin dzellikle de Put 6n muamelesinin Fv/Fm degerini artirdigi saptanmustir. Ote
yandan poliamin 6n muamelesi ile Fv/Fm’deki artislar PA’larin kurakligin fotosentetik
sistem Tlizerindeki olumsuz etkisini tolere edebildigini gostermektedir. Yapilan bir
calismada distan uygulanan PA’larin hizli bir sekilde saglam kloroplastin igine girebildigi
(He vd., 2002) ve cevresel streslerin kotii etkilerinden fotosentetik aygiti korumada rol
oynadig1 gosterilmistir (Navakoudis vd., 2003). Distan uygulanan PA’larin PS2’nin
fotokimyasal etkinlik seviyesini artirarak tuz stresi gecirmis salatalik bitkilerinin
fotosentetik kapasitesini gelistirdigi bildirilmistir (Zhang vd., 2009). Ayrica kloroplastlarda
sentezlenen PA’larin stres sartlar1 altinda tilakoit membranlarin fotosentetik bilesiklerini
kararli kildig1 kaydedilmistir (Borrell vd., 1995). Put, Spd ve Spm’nin kok boyunca
uygulanmasinin PS1 ve PS2 aktivitelerine tuz stresinin zararini iyilestirmede etkili oldugu
rapor edilmistir (Chattopadhayay vd., 2002). I¢sel poliamin seviyesi ve formlarmin tuz
stresli bitkilerin fotokimyasal etkinliginin diizenlenmesi ve fotosentezle iligkili oldugu

saptanmistir. Distan uygulanan poliaminlerin tuz stresine maruz birakilan misir bitkisinde
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fotosentetik kapasiteyi artirmak icin kloroplastlarda bagli Spd icerigini artirdigi
bildirilmistir (Liu vd., 2006). Disaridan 4 mM Spd uygulamasinin iki domates ¢esidinde 1s1
direncini gelistirdigi ve Ozellikle toleransli gesitte hassas gesitten ziyade daha yiiksek
kapasiteye sahip oldugu ve pigment-protein kompleks yapisinda olusacak termal zarara
daha yiiksek diren¢ ve daha yiiksek PS2 aktivitesi gdsterdigi bildirilmistir (Murkowski,
2001). Distan uygulanan Spm’nin salataligin fotosentetik aygitina 1s1 zararini iyilestirmede
etkili oldugu, tilakoitlerdeki protein komplekslerinin Spm’ye baglanarak daha kararli hale
getirildigi ileri strtlmistir (Li vd., 2003). He vd. (2002)’ye gore Spd on muameleli
salatalik bitkilerinin iislime stresi esnasinda her iki yapraktaki tilakoit membranlarin
yiiksek bir Spd igerigine sahip oldugu bulunmustur. Ayrica iistime stresli yapraklarda Spd
Oon muamelesinin stoma iletkenligine etkisinin olmadigi, fakat PS2 fotokimyasinin
maksimum etkinligindeki (Fv/Fm) azalmay1 ve tilakoitlerin fotosentetik taginim
aktivitesini ve karbon metabolizmasindaki enzimlerin aktivitelerini iyilestirdigi rapor
edilmistir (Shu vd., 2012). Fotosentetik aygitin yapisindaki Put/Spm oraninin fotosentetik
etkinlik ve maksimum fotosentetik oran ile iliskili oldugu, buna ragmen diisiik sicakliga
artan toleransta PA’larin katkisinin heniiz anlasilamadigi rapor edilmistir (He vd., 2002).
Ayrica kivrilmast engellenen yapraklardaki Fv/Fm degerlerinin yaprak kivrilmasi goriilen
bitkilere gore diisiis gosterdigi, bdylece Fv/Fm’nin kivrilma sayesinde hem hassas hem de
toleransh gesitte arttigina isaret etmektedir. Diger taraftan yaprak kivrilmasi yapay olarak
engellenmis cesitlerde PA uygulamasiyla kontrole gore Fv/Fm’deki 6nemli artiglarin,
distan PA uygulamasiin yaprak kivrilmast mekanik olarak engellenmis dahi olsa
fotosentetik sistemi koruyucu yonde fonksiyon gorebilecegini, fakat yaprak kivrilmasiyla
birlikte daha etkili oldugu fikrini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde Nar vd. (2009)
kuraklik kosullarinda yapraklarini kiviran C.setosa’da Fv/Fm’nin de8ismemesini yaprak
kivrilmasinin fotosentetik sistem {izerinde koruyucu bir rol {istlenmesinin bir sonucu
oldugu seklinde rapor etmislerdir.

Calismamizda 6lgiilen bagka bir klorofil floresans parametresi fotokimyasal olmayan
floresans sonmesi (NPQ)’dir. Mevcut ¢calismamizda Put ve Spm uygulanip 24 saat kuraklik
stresine maruz kalan yapraklarmi kivirmig bitkilerin NPQ’larinda kontrole gore dikkate
deger azalislar meydana geldigi bulunmustur. PA uygulanmis bitkilerin NPQ’larinda
meydana gelen azalisin toleransli misir gesidinde hassas ceside gore yiiksek oldugu
bulunmustur. Elde edilen bulgular Fv/Fm, ®PS2, qp, ETO sonuglariyla ortiismektedir.

Toleranslt ve PA uygulanmig Side yapraklarmin PS2 fotokimyasal verimi, PS2 reaksiyon
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merkezlerinin etkinligi, elektron taginim orani hassas ¢eside gore daha yiiksek oldugundan
fotosistemdeki enerjisinin 1s1 yoluyla dagitimimin sembolii olan NPQ’nin hassas geside
gore daha diisiik oldugu saptanmstir. Literatiirdeki bilgiler transpirasyon orani azaldiginda
yayilan 1s1 miktarinin arttigin1 bu durumun net fotosentezde bir azalisa neden oldugunu
gostermektedir (Yokota vd., 2002). Mevcut ¢alismamizda elde edilen bulgular disaridan
PA uygulamalar1 ve yaprak kivrilmasi ile her iki misir ¢esidinde ozellikle de toleransh
Side’de transpirasyon, stoma iletkenligi, su iliskileri ve net fotosentezin arttigini buna
uygun olarak da NPQ’nun azaldigin1 gostermektedir. PA 6n muamelelerinin (6zellikle de
0,imM Put) NPQ’da meydana getirdigi en fazla azalisin PA’larmm kurakligin musir
fidelerinde olusturdugu fotosentetik sistem tizerindeki olumsuz etkisini tolere edebildigini
gostermektedir. Bununla beraber, calismamizda yaprak kivrilmasinin engellenmesi ile
NPQ’nun yapraklarini kiviran bitkilere gére daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu durum
yine elektron tasinim orani, Fv/Fm, qp, PS2’deki azaligla ilgili olabilir. Bunun yaprak
kivrilmasinin fotosistemi koruyucu rol iistlendiginin bagka bir isareti oldugu soylenebilir.
Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle yapraklardaki enerji yiikiinlin bir kismi 1s1 olarak
dagitilmakta, 1s1 dagiliminin asir1 uyarilma (excitation) enerjisinin birikimini ve 11k hasari
thtimalini minimize ettigi diisiiniilebilir. Yaprak kivrilmasindan dolayr azalan yaprak
alaninin gelen 15181 azalttigr ve yapragin 1s1 dagilim mekanizmasina ihtiya¢ duymadig
sOylenebilir.

Mevcut calismamizda disardan PA uygulanip 24 saat kuraklik stresine maruz
birakilmig bitkilerin elektron tasinim oranlart (ETO)’nda dikkate deger artislar meydana
gelmistir. PA uygulanmis bitkilerin ETO’larinda meydana gelen artis toleransh cesitte
hassas ¢eside gore yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar toleransh ¢esitte hassas ¢eside gore
daha diisiik bulunan NPQ sonuglariyla ortiismektedir. ETO’da meydana gelen diisiis, artan
NPQ etkisiyle fotosistemdeki enerjinin 1s1 yoluyla dagiliminin artmasina baghdir. Bilindigi
tizere ETO’da meydana gelen azalma fotosentezde indirgenmeye yol acar (Lu ve Zhang,
1999). Ayrica her iki PA 6n muamelesinin 6zellikle de Put 6n muamelesinin ETO degerini
artirdig1 belirlenmistir. Ote yandan PA 6n muamelesi ile ETO’daki artislarin kurakligin
fotosistem tizerindeki olumsuz etkisini tolere edebildigini gostermektedir. Yaprak
kivrilmasinin  engellemesiyle kivrilmig yapraklara gore hem dayanikli hem hassas
musirlarin ETO’larinda dikkate deger azalislar meydana geldigi goériilmiistiir. Bu durum

yaprak kivrilmasinin fotosentetik membranlart koruduguna isaret etmektedir.
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Mevcut ¢alismamizda Put ve Spm uygulanip kuraklik stresine maruz kalan
yapraklarmi kivirmig bitkilerin PS2’lerinin fotokimyasal verimlerinin (®PS2) kontrole
gore onemli oranda yiikseldigi belirlenmistir. PA (6zellikle Put) uygulanmis bitkilerin
®PS2’lerindeki artisin toleransli musir ¢esidinde hassas ¢eside gore yiiksek oldugu
bulunmustur. ®PS2’deki artisin azalan NPQ ile iliskili oldugu bilinmektedir. Kuraklik
stresinde disaridan uygulanan PA’larin 6zellikle de Put’'un musir fidelerinin yaprak
kivrilmasi esnasinda PS2’nin fotokimyasal verimini artirarak 1s1k hasarindan korumak igin
fotosistemdeki yikiin dagitildigi ve bdylece fotosentezin arttirildigi diisiiniilmektedir.
Bununla beraber ¢alismamizda yaprak kivrilmasinin engellenmesi ile fotokimyasal verimin
yapraklar1 kivrilmis bitkilere gore daha fazla azaldigi gozlenmistir. Bu durum kivrilmasi
engellenmis yapraklarin elektron taginim oranlarindaki (ETO) azalisla ilgili olabilir. Ayrica
yaprak kivrilmasinin fotosistemi koruyucu rol iistlendigini ve fotosentetik membranlari
korudugunu isaret etmektedir.

Mevcut ¢alismamizda 0,1mM Put ve 0,1mM Spm uygulanip 24 saat kuraklik stresine
maruz birakilan yapraklarini kivirmis bitkilerin fotokimyasal floresans sonmesinin (QP)
kontrole gore onemli oranda yiikseldigi belirlenmistir. PA 6zellikle de Put uygulanmis
bitkilerin QP’lerindeki artisin toleransli misir gesidinde hassas ¢eside gore yiiksek oldugu
bulunmustur. QP’deki artisin azalan NPQ ile iligkili oldugu bilinmektedir. Ayrica ETO
sonuglart QP OSl¢limleriyle uyumludur. Kuraklik stresinde disaridan uygulanan PA’larin
ozellikle de Put’un musir fidelerinin yaprak kivrilmasi esnasinda PS2’yi korudugu, 11k
hasarindan korumak icin fotosistemdeki yiikiin dagitildig1 ve bdylece fotokimyasal verimin
ve fotosentezin artirildigi disliniilmektedir. Bununla beraber c¢alismamizda yaprak
kivrilmasinin engellenmesi ile QP’nin yapraklar1 kivrilmis bitkilere gore daha fazla
azaldig1 gozlenmistir. Bu durum kivrilmasi engellenmis yapraklarin elektron tasinim
oranlarindaki (ETO) azalisla ilgili olabilir. Ayrica yaprak kivrilmasinin fotosistemi
koruyucu rol iistlendigini ve fotosentetik membranlari korudugunu isaret etmektedir.

Yaprak kivrilmasmin ve disaridan uygulanan PA’larin kuraklik stresi esnasinda
fotosentetik karbon fiksasyonunu etkileyerek fotosentetik verimin korunup korunmadigini
belirlemek i¢in fotosentetik gaz degisimi parametreleri incelenmistir. Bilindigi gibi stoma
kapanmas1 kuraklik stresine verilen ilk cevaplar arasindadir ve CO; alinimini
simirlandirdig@1 i¢in azalan fotosentezin temel nedenlerinden birisi olarak kabul edilir
(Zanella vd., 2004). Bu acidan fotosentezdeki azalma su potansiyelinden c¢ok

kloroplastlardaki CO,’nin ulasilabilir olmasina baglidir (Chaves, 1991). Calismamizda
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kuraklik stresi esnasinda fotosentez hizinda yaprak kivrilmasi ve digtan uygulanan PA’lar
sayesinde artis oldugu belirlenmistir. Fotosentez hizindaki artigla beraber stoma iletkenligi
(gs), transpirasyon orani (E), fotosentez hizi (Pn) ve igsel CO, konsantrasyonu (Cj)’nda da
artislar meydana gelmistir. Calismamizda fotosentez hizi, gs, E, Pn ve Ci’nin kurak kosullar
altinda distan PA uygulanmasi ve yaprak kivrilmasi sayesinde artmasi fotosentezin
stomatal faktorler tarafindan ylikseltgendigini diistiindiirmektedir. Kuraklik esnasinda
disaridan uygulanan PA’lar ve yaprak kivrilmasi sayesinde artan fotosentez hizi, stoma
iletkenligi, transpirasyon orami ve CO; konsantrasyonunun kurakliga dayanikli cesitte
kurakliga hassas ¢eside gore daha da yiiksek oldugu belirlenmistir. Loggini vd. (1999)
kuraklik stresine hassas ve dayanikli bugday cesitlerinde fotosentezin kuraklik stresine
farkli cevap verdigini rapor etmislerdir. Calismamiza benzer sekilde Subrahmanyam vd.
(2006) kurakliga dayanikli ve hassas iki bugday ¢esidinde yaptiklari calismada stoma
iletkenligi ve transpirasyonun dayanikli ¢esitlerde  kurakliktan  kaynaklanan
indirgenmesinin hassas c¢esitlere gore daha az oldugunu kaydetmislerdir. Ndayiragije ve
Lutts (2007)’nin celtik ¢esitlerinde yaptiklar1 bir calismada tuz stresi altinda distan
uygulanan Put’'un CO, asimilasyonunu, transpirasyon ve stoma iletkenligini artirdigini
rapor etmislerdir. Yapilan bazi caligmalarda PA’larin 151k yakalayan komplekslerin
korunmasia (Sfichi vd., 2004) ya da 6zel proteinlerin kararli hale getirilmesine katki
sagladig1 kaydedilmistir. Put 6n muamelesine cevap olarak stomatal iletkenlikte stresle
tesvik edilen artisin CO; fiksasyonuyla iligkili biyokimyasal parametreleri etkileyerek, CO;
net asimilasyonunun ve net fotosentezin artisina neden oldugu gosterilmistir (Ndayiragije
ve Lutts, 2007). Calismamiza benzer sekilde celtik bitkisine disaridan uygulanan Put, Spd
ve Spm’nin kuraklik stresi esnasinda yaprak net CO; asimilasyon oranini kontrole
(kuraklik) gore artirdigi boylece PA’larin kuraklik toleransini gelistirdigi bildirilmektedir
(Farooq vd., 2009). Ayn1 zamanda caligmamizda yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle
tim gaz degisim parametrelerinde (Pn, g, C; ve E) kivrilan yapraklara gore Onemli
azaliglarin olmas1 yaprak kivrilmasinin fotosentetik verimi koruyucu bir fonksiyon
gosterdigi fikrini desteklemektedir. Yaprak kivrilmasmin da stomatal iletkenligi
diizenlemek suretiyle kuraklik kosullar1 altinda CO, aliniminin devamliligini saglayan bir
mekanizma oldugunu gdstermektedir.

Calismamizda 0,ImM Put ve 0,1mM Spm 6n muamelesi yapilip kuraklik stresine
maruz birakilan yapraklart kivrilmis bitkilerin Rfd degerlerinin Put uygulananlarda 3,5’un

tizerinde, Spm uygulananlarda 3’iin {izerinde oldugu yani fotosentezlerinin yiiksek oldugu
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bulunmustur. Rfd degerindeki bu artisin toleranshi gesitte hassas ¢eside gore daha yiliksek
oldugu belirlenmistir. Bu artis biiyiik bir plastisitenin ve fotosentezin karanlik yolundaki ve
PS2’deki reaksiyonlarin kuraklik stresine toleransinin gostergesidir. Rfd tiim bitkinin
fizyolojik durumunu gosteren iyi bir indikatérdiir (Pukacki ve Kaminska-Rozek, 2005).
Rfd degerinin 3’iin iizerinde olmasi ¢ok etkili fotosentezi ve yaprak alani birim basina
yiiksek fotosentetik orani gosterir. Buna karsin Rfd degerinin 1’in altinda olmas1 yaprak
artik net bir CO, asimilasyonu gostermez demektir (Lichtenthaler ve Rinderle, 1988). Rfd
ayrica Calvin dongiisii enzimatik reaksiyonlar1 hakkinda bilgi saglar (Lichtenthaler ve
Rinderle, 1988). Disaridan PA uygulamasinin yaprak kivrilmasi esnasinda Calvin dongiisii
enzimatik reaksiyonlarint olumlu yonde etkilemis olabilecegini diisiindiirmektedir, fakat bu
konuda daha fazla delile ihtiya¢ bulunmaktadir. Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle Rfd
degerlerinin yaprak kivrilmasi goriilen bitkilere gore 6nemli derecede diistiigii, fakat 0,1
mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muameleleriyle bu azalisin bertaraf edildigi, Rfd degerlerinin
en disik oldugu grupta 3’ln tlizerinde oldugu bulunmustur. Yaprak kivrilmanin
engellenmesiyle yaprak kivrilmasi goriilen bitkilere goére Rfd degerinde meydana gelen bu
azalig yaprak kivrilmasimin bitkinin canliligini, PS2 kompleksini ve karanlik yolu
reaksiyonlarini, muhtemelen Calvin dongiisii enzimlerini, fotosentezini korudugunu
diistindiirmektedir. Sonug olarak yaprak kivrilmasi kuraklik stresi altinda gelen 151k, stoma
iletkenligi ve bitkilerin PS2 etkinligi arasinda bir uyum saglayan avantajli bir mekanizma
olup kurak periyodu esnasinda bitkilerde fotosentetik aygiti1 korudugu goriilmektedir.
Strese maruz kalma asir1 reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna neden
olmaktadir (Pastori ve Trippi, 1993). Mevcut c¢alismamizda disaridan 0,1mM Put ve
0,1mM Spm uygulanip kuraklik stresine maruz kalan 6zellikle de Spm ile muamele edilen
yapraklarint kivirmis bitkilerin HpO, igeriklerinin kontrole oranla onemli derecede
azaldiklar1 belirlenmistir. PA uygulanmis bitkilerin H,O; igeriklerindeki azalisin toleransh
cesitte hassas c¢eside gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde sogana
(Allium fistulosum L.) disaridan Spm uygulanip asir1 sulama stresine maruz birakildiginda
H,0; igeriginin kontrole oranla 6énemli derecede diistiigii rapor edilmistir (Yiu vd., 2009).
Ayrica disaridan Spm uygulanip kuraklik stresine maruz kalmis ¢eltik fidelerinde yapilan
bir ¢alismada H,0O; igeriginin kontrole gore kademeli olarak azaldigi bulunmustur (Farooq
vd., 2010). Calismamizda yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle hidrojen peroksit
igeriginin artmasini, bitkinin 1sik hasarina kars1 koruyucu etkinlik gosterememesi ve 151k

hasarmin sonucu olarak ROS konsantrasyonunun artmastyla aciklanabilir.
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Mevcut calismamizda Put ve Spm 6n muamelesinin kuraklik stresinin neden oldugu
H20, ve MDA igeriginin artisin1 engelledigi bulunmustur. Disardan uygulanan Put ve
Spm’nin MDA igeriklerini aym1 oranda azaltarak membran hasarin1 esit derecede
engelledigi kaydedilmistir. Lipid peroksidasyonunun inhibisyonunun PA’larin antisenesens
etkilerinden biri olabilecegi bildirilmektedir (Borell vd.,1997). PA’larin niikleik asit,
protein ve fosfolipidler gibi negatif yiiklii fosfolipidlerle birleserek (organik polikatyonlar
gibi) membranlar1 kararli hale getirdigi rapor edilmistir. Ayrica Spd ya da Spm ile
muamelenin klorofil kaybin1 engelledigi, tilakoit membranlarin molekiiler bilesenlerini
kararli hale getirdigi ve senesensi geciktirdigi kaydedilmistir (Besford, 1993). Velikova vd.
(2000)’e gore PA’larin tilakoit membranlara baglanarak tilakoit membranlarin énemli bir
kismini1 korudugu rapor edilmistir. Tilakoit membranlarin biitiinliigliniin korunmasinin
fotosentetik mekanizmanin siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (Sakurai
vd., 2003). Sonug olarak PS2 aktivitesi su stresi esnasinda disaridan PA uygulanarak
zarardan korunmaktadir (Duan vd., 2006). Ayrica PA’larin membranlar1 kararli hale
getirerek ve antioksidan kapasiteyi artirarak hiicreleri stresle karsilasma ve miicadeleye
hazirladigi kaydedilmistir (Velikova vd., 2000). Yapilan ¢alismalar mevcut ¢alismamizda
elde edilen bulgularla benzerlik gostermektedir. Mevcut c¢alismamizda disardan PA
uygulamasinin ve yaprak kivrilmasinin su durumunu, fotosentetik ve antioksidan aktiviteyi
artirarak H,O; igerigini temizledigi ve lipid peroksidasyonunu azalttigi sonucuna
varilmistir. Genelde fotosentetik aktivitenin korunmasinda Put’un daha etkili oldugu, diger
taraftan H,O- ‘nin temizlenmesinde ve diger antioksidan enzimleri aktiflestirmede Spm’nin
daha etkili olabildiginden su durumunun korunmasinda, yaprak kivrilmasinin
geciktirilmesinde ve MDA igeriginin azaltilmasinda Put ve Spm ‘nin ayni oranda etkili
oldugu belirlenmistir. Calismamiza benzer sekilde disaridan Spm uygulanip kuraklik
stresine maruz birakilmis celtik fidelerindeki MDA igeriginin kontrole gore azaldig1 rapor
edilmistir (Farooq vd., 2010). Nitekim salatalik bitkilerine disaridan poliaminlerin kuraklik
stresi Oncesi uygulanmasiyla kuraklik stresiyle tesvik edilen lipid peroksidasyonunu
diislirdiigli, membran hasarini iyilestirdigi gozlenmistir (Arasimowicz-Jelonek vd., 2009).
Duan vd. (2006) tarafindan poliamin 6n muamelesinin bugday fidelerinde su stresiyle
tesvik edilen membran lipid peroksidasyonunu iyilestirdigi, poliamin 6n muamelesinin su
stresine toleransi artirdigl kaydedilmistir. Ayrica disaridan uygulanan Spm’nin su stresine
maruz kalan Allium fistulosum L. bitkisinde MDA igerigini 6nemli derecede azalttig

saptanmistir (Yiu vd., 2009). Calismamizda yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle MDA
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iceriginin artmasi 1s1k hasarinin sonucu olarak ROS konsantrasyonunun yani hidrojen
peroksit tretimininin yilikselmesi ve kivrilmanin engellemesiyle daha fazla 1sik alan
yapraklarin membran hasariin artmasi ile agiklanabilir.

Bu calismada toleransli ve hassas misir ¢esitlerinde yaprak kivrilmasinin ve disaridan
uygulanan PA’larin kuraklik stresi esnasinda bitkide antioksidan savunma mekanizmasint
nasil etkiledigini tespit etmek i¢in SOD, CAT, GPX ve Halliwel-Asada yolu enzimleri
(APX, DHAR, MDHAR, GR) ve enzimatik olmayan askorbat (ASC) ve glutatyon (GSH)
antioksidanlarmin rolii arastirilmistir. Bu antioksidan enzimlerin ROS seviyesini
diizenledigi ve ROS’un sebep oldugu zarar1 azalttigi ya da elimine ettigi, PA’larin 6n
muamelesinin ROS olusumunu inhibe ettigi, ROS’lar1 temizledigi, antioksidan enzimlerin
aktivitelerini artirdig1 rapor edilmistir (Velikova vd., 2000; Wang vd., 2007; Zhao ve
Yang, 2008; Yiu vd., 2009). Calismamizda Put ve Spm uygulanip kuraklik stresine maruz
kalan yapraklarint kivirmig bitkilerin SOD enzim aktivitelerinin istatistiki agidan 6nemli
derecede degismedigi belirlenmistir. Benzer sekilde kisa donemli denemelerde (3 giin
kadar) PEG kullanilan ortamda SOD aktivitesi iizerine su stresinin etkisinin bulunmadig:
rapor edilmektedir (Ahuja ve Kaur, 1985). Daha 6nce C.setosa’nin yaprak ve petiyoliinde
yapilan c¢aligmalarda kuraklik boyunca toplam SOD aktivitesinin de ¢ok fazla degismedigi
rapor edilmistir (Terzi ve Kadioglu, 2006). PA’larla muamele edilen asma
protoplastlarinda SOD aktivitesinin 6nemli derecede degismedigi bildirilmistir (Papadakis
ve Roubelakis-Angelakis, 2005). Bakir stresine maruz kalmig Raphunus sativus bitkisinde
disardan uygulanan PA’larin SOD enzim aktivitesini degistirmedigi rapor edilmistir
(Choudhary vd., 2012). Ayrica mevcut ¢calismamizda SOD aktivitesinin toleransli gesitte
hassas ¢eside gore yiiksek oldugu bulunmustur. Bu sonuglar H,O, sonuglariyla da
uyumludur. Toleranshi ¢esitte hassas ¢eside gore SOD aktivitesinin yiiksek H,O; i¢eriginin
daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada H,0O; igerigi SOD’un enzimatik etkisiyle
orantisiz dagilim gostermistir. Side’de Karagay’a gore daha az H,O,bulunmasini, H,O, nin
daha yiiksek miktarlarda bulunan CAT, GPX ya da APX gibi diger antioksidan enzimlerle
ayristirilmis olabilecegini gostermektedir. Benzer bir ¢alismada disaridan uygulanan 1 mM
Spm’nin dehidrasyon toleransina kars1 antioksidan enzimleri artirarak stresle artan ROS’un
etkin uzaklagtirilmasina katki sagladigi, stresin 12. saatinde SOD enziminin yiiksek oldugu
buna kars1 H,O, ve O, seviyelerinin ise diisiik oldugu bildirilmektedir. Boylece kontrol ile
kiyaslandiginda dehidrasyon altinda Spm ile muamele edilen yapraklarda daha diisik ROS
olusumunu agciklayabilmektedir (Shi vd., 2010). Calismamizda yaprak kivrilmasinin
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engellenmesiyle SOD enzim aktiviteleri yapraklarmi kiviran bitkilere gore Onemli
derecede diiserken, SOD aktiviteleri yaprak kivrilmast engellenen toleransli ¢esitte
kivrilmast engellenen hassas ¢eside gore yiiksek bulunmustur. Yaprak kivrilmasinin
engellenmesiyle antioksidan enzimlerin aktiviteleri diiserken ROS’larin yani H>O,’nin
seviyesi artmugtir. Ote yandan disardan uygulanan PA’larin SOD aktivitesi {izerine etkisi
olmazken, yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle SOD aktivitesinde yapraklarini kiviran
bitkilere kiyasla meydana gelen azalmalar, yaprak kivrilmasinin SOD enzimini stresin
olumsuz etkilerinden koruyucu rol iistlendigini ve yaprak kivrilmasmin oksidatif hasari
azaltic1 gorev gorebilecegine kanit olugturmaktadir.

Mevcut ¢alismamizda bir diger antioksidan enzim olan katalaz (CAT) aktivitesindeki
degisimler arastirllmistir. Calismamizda Put ve Spm uygulanip kuraklik stresine maruz
kalmis bitkilerin yaprak kivrilmasi esnasinda yapraktaki CAT enzim aktivitelerinin arttig1
bulunmustur. En yiiksek CAT aktiviteleri her iki ¢esitte de Spm 6n muameleli bitkilerde ve
hassas gesitte belirlenmistir. Bu sonug¢lar H,O; sonuglariyla da uyumludur. En yiiksek CAT
aktivitesi her iki ¢esitte de Spm uygulanan bitkilerde oldugundan en diisiik H,O- igerigi de
Spm uygulanan bitkilerde bulunmaktadir. CAT aktivitesi hassas ¢esitte daha yiiksek
olmasina ragmen H,0O; icerigi de Side’de daha diisiik bulunmustur. H,O,’nin
temizlenmesinde CAT, APX, GPX enzimlerinin yan sira ve diger antioksidanlarinda etkisi
olacagindan Side’de H,0; igeriginin az ¢ikmast CAT’dan ziyade APX, GPX gibi Side’de
daha yiiksek miktarda bulunan enzimler sayesinde oldugu diisiiniilmektedir (Calismamizda
aktivitesi en yiiksek enzimin APX, daha sonra GPX ve CAT oldugu belirlenmistir). PA 6n
muamelesinin ve yaprak kivrilmasinin sebep oldugu CAT aktivitesindeki bu artis
literatiirdeki bazi c¢alismalarla uygunluk icerisindedir. Disaridan Put, Spd ve Spm
uygulamalarinin kuraklik stresine maruz kalmis ¢eltik bitkisinde H,O;’nin azaltilmasina
neden olan CAT enzim aktivitesinin atmasina ve membran Ozelliklerinin geligmesine
neden oldugu bildirilmektedir (Farooq vd., 2009). Bu sonuglar PA’larin ROS temizleyicisi
olarak hareket ettigini dogrulamaktadir.(Sharma, 2005). Yapilan baska bir ¢alismada
0,ImM Spd ve 0,ImM Spm’nin CAT aktivitesini artirdigi ve agir metal stresi altinda
N.peltatum yapraklarinda ROS seviyesini 6nemli derecede azalttig1 bildirilmektedir (Wang
vd., 2007). Calismamiza benzer sekilde disaridan foliar olarak Spm uygulanip kuraklik
stresine maruz birakilan celtik fidelerindeki CAT aktivitesinin dnemli derecede arttigi,
boylece membranlardaki oksidatif zarardan yaprak dokularmi korudugu belirtilmistir.

Ayrica Spm’nin ¢eltikte oksidatif zarardan korumada ¢esitli yollar1 tesvik edebilecegi rapor
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edilmistir (Farooq vd., 2010). Baska bir ¢alismada disaridan uygulanan Spd’nin 1s1 stresine
maruz kalmis geltik fidelerinde CAT aktivitesini artirdigi kaydedilmistir (Mostofa vd.,
2014). Calismamizda yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle CAT enzim aktivitelerinin
yapraklarii kiviran bitkilere gore énemli derecede azaldigi bulunmustur. Hem toleranslh
hem de hassas yaprak kivrilmasi engellen misir fidelerinde 0,1 mM Put ve Spm &n
muamelesinin CAT aktivitesini artirarak kurakliga toleranst artirdigi ve yaprak
kivrilmasinin engellemesinin olumsuz etkilerini bertaraf ettigi gozlenmistir. Ote yandan
yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle CAT aktivitesinin diigmesi 151k hasar1 sonucu H,0;
ve MDA igeriginin artmasi, yaprak kivrilmasmin CAT aktivitesinin oksidatif hasardan
koruyucu rol tstlendigini gostermektedir.

Mevcut ¢alismamizda arastirilan bir diger enzim peroksidaz (POD)’lardir. POD’lar
(GPX ve APX) yapilan g¢aligmalarda birgok cevresel strese karsi bitkileri korumada
savunma mekanizmasinin ilk basamagini olusturmaktadir (Klotz vd., 1998). Bu yiizden
POD’larin oksidatif stres esnasinda H,O,’nin zararli etkilerine karsi hiicreleri korudugu
diisiiniiliir (Bolwell vd., 1999). Calismamizda 0,1mM Put ve 0,1mM Spm 6n muamelesi
yapilip kuraklik stresine maruz birakilan yapraklari kivrilmig bitkilerin GPX aktivitelerinin
Ozellikle de Spm uygulamasiyla ¢ok daha fazla arttigi, bu artisin toleransh ¢esitte hassas
cesitte gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. En yiiksek GPX aktiviteleri her iki ¢esitte
de Spm On muameleli bitkilerde belirlenmistir. Bu sonuglar H;0, sonuglariyla da
uyumludur. Her iki gesitte en yiiksek GPX aktivitesi ve en diisiik H,O, icerigi Spm
uygulanan bitkilerde bulunmustur. PA muamelesi ve yaprak kivrilmasi ile H,0,
seviyesindeki bu azalis GPX, CAT ve APX enzimlerindeki artistan kaynaklanabilir.
Mevcut ¢caligmamizda H,O; temizliginde en aktif calisan, en yliksek aktiviteye sahip ikinci
enzimin GPX oldugu tespit edilmistir. Ayrica H,O; temizliginde en aktif ¢alisan, en yiiksek
aktiviteye sahip enzimin APX, sonra GPX en sonra da CAT oldugu tespit edilmistir. Elde
edilen bulgular literatiirdeki diger ¢alismalarla uygunluk igerisindedir. Kubis (2008)’e gére
disaridan uygulanan 1 mM Spd’nin su stresine maruz kalan salatalik fidelerinin H20;
seviyesini azaltarak GPX aktivitesini artirdigi rapor edilmistir. Kuraklik stresi kosullarinda
muisir bitkisinde yapilan bir ¢caligmada GPX aktivitesinin arttig1 rapor edilmistir (Zhang vd.,
1995). Benzer sekilde orta siddette kuraklik stresine maruz birakilan geltik bitkisinde GPX
aktivitesinin kontrole gore arttigi, fakat agir kuraklik kosullarinda aktivitenin azaldig
kaydedilmistir (Sharma ve Dubey, 2005). Calismamiza benzer sekilde 1 mM Spm 6n

muamelesinin limon bitkisinde dehidrasyon toleransini gelistirdigi, H.O; igerigini
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diisiirerek GPX enzim aktivitesini artirdigi bulunmustur (Shi vd., 2010). Ayrica Malus
hupehensis Rehd. bitkisine disaridan foliar uygulanan PA’larin GPX aktivitesini artirarak
H.0; igerigini ve lipid peroksidasyonunu azalttigi rapor edilmistir (Zhao ve Yang, 2008).
Calismamizda yaprak kivrilmasimin engellenmesiyle GPX enzim aktiviteleri yapraklarini
kiviran bitkilere gore onemli derecede diiserken, GPX aktiviteleri yaprak kivrilmast
engellenen toleransh gesitte kivrilmasi engellenen hassas ¢eside gore yiliksek bulunmustur.
Bu sonuglar H,O5 sonuglartyla da uyumludur. Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle GPX
aktivitesinde yapraklarim1 kiviran bitkilere kiyasla meydana gelen azalmalar, yaprak
kivrilmasinin GPX enzimini stresin olumsuz etkilerinden koruyucu rol iistlendigini ve
yaprak kivrilmasinin oksidatif hasar1 azaltic1 gérev gorebilecegine kanit olugturmaktadir.
Calismamizda 0,1mM Put ve 0,1mM Spm 6n muamelesi yapilip kuraklik stresine
maruz birakilan bitkilerin yaprak kivrilmalar1 esnasinda Askorbat-glutatyon yolunun ilk
enzimi olan APX aktivitelerinin 6zellikle de Spm uygulamasiyla ¢ok daha fazla arttigi, bu
artigin toleransli misir ¢esidinde hassas ¢eside gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu
sonuclar HyO; sonuglariyla da uyumludur. En yiiksek APX aktivitesi her iki ¢esitte de Spm
uygulanan bitkilerde oldugundan en diisiik H,O, icerigi de bunlarda bulunmaktadir.
Mevcut ¢aligmamizda Hy0, temizliginde en aktif calisan, en yiiksek aktiviteye sahip
enzimin APX, sonra GPX en sonra da CAT oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bulgular
literatiirdeki diger c¢alismalarla uygunluk igerisindedir. Benzer sekilde kuraklik
kosullarindaki pamuk bitkilerinde yiiksek APX aktivitesi belirlenmistir (Ratnayaka vd.,
2003). Ma vd. (2011) elma bitkisi ile yaptiklar1 bir ¢alismada APX aktivitesinin kuraklik
kosullarinda kontrol bitkilerine kiyasla arttigin1 rapor etmislerdir. Diger taraftan kurakliga
hassas ve toleransh iki misir ¢esidinin kuraklik stresi esnasinda strese tolerans cevaplari
kiyaslanmus, fide evresinde toleransli misirda MDA, H,0O, seviyelerinin hassas ¢eside gore
azaldigi, SOD, CAT, POD aktivitelerinin, fotosentetik etkinliginin, su tutma kapasitesinin
ve membran Kararliliginin ise arttigi rapor edilmistir (Moussa ve Abdel-Aziz, 2008).
Benzer sekilde Allium fistulosum L. bitkisine disaridan uygulanan Spm ve Spd
poliaminlerinin sel stresine karst APX enzim aktivitesini artirarak H,O, miktarini azalttig1
ve bdylece strese toleransi gelistirdigi kaydedilmistir (Yiu vd., 2009). Disaridan uygulanan
Spd’nin 1s1 stresine maruz kalmis geltik fidelerinde APX, CAT, GPX enzim aktivitelerini
artirdigi, H,O, ve MDA igerigini azalttigr bildirilmistir (Mostofa vd., 2014). Ayrica
Spd’nin disaridan uygulanmasiyla iislime stresine maruz kalmis zencefilin GPX, APX,

CAT enzim aktivitelerini artirarak H,O, ve MDA igerigini azalttigi ve lislime stresine
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tolerans gelistirdigi belirlenmistir (Li vd., 2014). Benzer sonuglarin tuz stresi altindaki
cesitli bitkilerde PA tesvikiyle gergeklestigi rapor edilmistir (Lin vd., 2012; Shu vd., 2012 ;
Li vd., 2013). Baska bir ¢alismada disaridan foliar uygulanan Spm’nin kuraklik stresine
maruz kalan geltik bitkisinde APX enzim aktivitesini ve bitki su durumunu (su potansiyeli,
nispi su igerigi) artirarak kuraklik direncini gelistirdigi, H,O, ve lipid peroksidasyonunu
diisiirerek yaprak dokularinin membranlarini oksidatif zarardan korudugu kaydedilmistir
(Farooq vd., 2010). Bu sonuglar ¢alismamizin sonuglariyla da uygunluk gostermektedir.
Calismamizda yaprak kivrilmasmin engellenmesiyle APX enzim aktiviteleri yapraklarini
kiviran bitkilere gore onemli derecede diiserken, APX aktiviteleri yaprak kivrilmasi
engellenen toleransh gesitte kivrilmasi engellenen hassas ¢eside gore yiliksek bulunmustur.
Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle APX aktivitesinde yapraklarii kiviran bitkilere
kiyasla meydana gelen azalmalar 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm uygulamasiyla bertaraf
edilmis ve yaprak kivrilmasi engellenmis hormon uygulanmig bitkilerde kontrole gore
APX aktivitelerinin arttigi bulunmustur. Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle APX
aktivitesinde yapraklarin1 kiviran bitkilere kiyasla meydana gelen azalmalar, yaprak
kivrilmasinin APX aktivitesini koruyucu ve oksidatif hasar1 azaltict bir rol iistlendigini
diisindiirmektedir. Bununla birlikte hidrojen peroksit konsantrasyonunun yaprak
kivrilmasimin engellenmesiyle artmasi APX aktivitesinin inhibisyonu ile de sonuglanmis
olabilir.

Caligmamizda 0,ImM Put ve 0,ImM Spm 6n muamelesi yapilip kuraklik stresine
birakilan bitkilerin yapraklari kivrilmalari esnasinda Askorbat-glutatyon yolunun diger
enzimleri olan DHAR ve MDHAR aktivitelerinin 6zellikle de Put uygulamasiyla ¢ok daha
fazla arttigi, bu artisin toleransli c¢esitte hassas ¢eside gore daha yiikksek oldugu
belirlenmistir. DHAR ve MDHAR oksidatif hasara karsi hiicre bilesenlerini korumada
onemli rol oynadig1 (Asada ve Takahashi, 1987; Elstner, 1987; Salin, 1988), ayn1 zamanda
askorbat tiretimini katalizledigi rapor edilmistir (Sgherri vd, 2000). Ayrica bu iki enzimin
askorbatin yiiksek redoks durumunun siirmesine katki sagladigi belirtilmistir (Noctor ve
Foyer, 1998). Literatiirde yapilan calismalarla da kuraklik stresi sirasinda MDHAR ve
DHAR aktivitelerinin arttig1 ileri siiriilmiistiir. Ornegin kuraklik stresine maruz birakilan
bugday cesitlerinde orta ve agir su stresi kosullarinda MDHAR ve DHAR aktivitelerinin
arttigi bulunmustur (Selote ve Chopra, 2006). Ayrica kuraklik stresine maruz kalan C.
setosa bitkisinin yaprak kivrilmasi esnasinda apoplastik ve simplastik alanda MDHAR ve
DHAR enzim aktivitelerinin arttig1 rapor edilmistir (Saruhan, 2009). Yine ¢eltik bitkisinde
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yapilan bir ¢alismada orta siddette kuraklik stresi altinda her iki enzim aktivitesinin de
kontrolle kiyaslandiginda onemli derecede artis gosterdigi kaydedilmistir (Sharma ve
Dubey, 2005). Disaridan uygulanan Spd’nin 1s1 stresine maruz kalmis celtik fidelerinde
DHAR enzim aktivitesini artirdigi, H,O, ve MDA igerigini azalttigi belirlenmistir
(Mostofa vd., 2014). Arpada su stresine maruz kalmadan once uygulanan Spd’nin
MDHAR enzim aktivitesini artirdigi boylece oksidatif stres yogunlugunun azalmasina
sebep oldugu bulunmustur (Kubis, 2001). Benzer olarak disaridan uygulanan Spd’nin
salatalik fidelerinde antioksidan enzim aktivitelerini artirarak 1siyla tesvik edilen oksidatif
stresi iyilestirdigi belirlenmistir (Tian vd., 2012). Ayrica Spd’nin digaridan uygulanmasiyla
tisime stresine maruz kalmis zencefil bitkisinin DHAR ve MDHAR aktivitelerini artirarak
lisiime stresine tolerans gelistirdigi saptanmistir (Li vd., 2014).Benzer sonuglarin tuz stresi
altindaki ¢esitli bitkilerde PA tesvikiyle gergeklestigi rapor edilmistir (Lin vd., 2012; Li
vd., 2013). Elde edilen sonug¢lar DHAR ve MDHAR aktivitelerindeki artisin kuraklik
esnasinda askorbat (ASC) ve glutatyon (GSH) konsantrasyonlarinin 6nemli derecede
artmasindan kaynaklanabilecegini gostermektedir. Ayrica artan DHAR ve MDHAR’1n
hiicrelerde biriken H,0,’yi temizlemek icin askorbatin indirgenmesini katalizlediklerini
sdylemek miimkiindiir. Ote yandan yaprak kivrilmasmnin engellenmesiyle DHAR ve
MDHAR aktivitelerinde, yaprak kivrilmast durumuna gore Onemli Olgiide azalmalarin
meydana gelmesi yaprak kivrilmasinin MDHAR ve DHAR enzimlerini stresin olumsuz
etkilerinden koruyucu bir rolii de istlendigini gdstermektedir.

Mevcut caligmamizda askorbat-glutatyon siklusunun diger bir antioksidan enzimi
olan GR aktivitesinde meydana gelen degisimler aragtirilmigtir. Calismamizda Put ve Spm
o6n muamelesi yapilip kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerin yaprak kivrilmalar
esnasinda GR aktivitelerinin 6zellikle de Put uygulamasiyla ¢ok daha fazla arttigi, bu
artisin toleransh c¢esitte hassas ceside gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. GR
aktivitesindeki artig, glutatyon seviyesinin artmis olmasindan kaynaklanabilir. Nitekim
arastirmamizda yaprak kivrilmasi esnasinda Spm ve Ozellikle de Put 6n muamelesi
yapilmis bitkilerdeki GSH seviyesinin arttig1 bulunmustur. Bu nedenle misir ¢esitlerinde
yaprak kivrilmasi ile disardan poliamin uygulanmis bitkilerde GR aktivitesinin artig
gostermesi kuraklik kosullarinda bu enzimin bitkiye dayaniklilik saglamada rol
oynayabileceginin bir kanit1 olabilir. GR’nin, GSSG’nin GSH’a indirgenmesine aracilik
ettigi ve GSH’1n GSSG’ye oraninin yiiksek kalmasini saglayarak oksidatif hasara karsi

kloroplastlarin korunmasinda énemli bir rol oynadig: rapor edilmistir (Gamble ve Burke,
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1984; Pilon-Smits vd., 2000). Benzer sekilde c¢eltik bitkisinde yapilan bir ¢alismada
kuraklik stresi esnasinda GR aktivitesindeki artisin glutatyon seviyesinin artmasindan
kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir (Sharma ve Dubey, 2005). Artan GR aktivitesinin strese
tolerans gelistirmede etkili olabilecegi ve elektron transport zincirindeki Onemli
bilesenlerin redoks dengesini degistirebilecegi rapor edilmistir (Tyystjarvi vd., 1999). Su
stresine maruz birakilan bugday bitkisinde GR aktivitesinde gdzlenen artisin reaktif oksijen
tiirlerine kars1 kloroplastlar1 korumada etkili olabilecegi rapor edilmistir (Gamble ve
Burke, 1984). Ayrica Foster ve Hess (1982), artan oksijen konsantrasyonuna cevap olarak
oksidatif hasara kars1 bitki dokularmi korumada GR aktivitesinin arttigin1 ileri
stirmislerdir. Benzer olarak disaridan uygulanan Spd’nin 1s1 stresine maruz kalmis geltik
fidelerinde GR aktivitesini artirdidi, H,O, ve MDA igerigini azalttigi bildirilmistir
(Mostofa vd., 2014). Ayrica arpada su sterine maruz kalmadan 6nce uygulanan Spd’nin
GR enzim aktivitesini artirdigr bdylece oksidatif stres yogunlugunun azalmasina sebep
oldugu bulunmustur (Kubis, 2001). Baska bir ¢alismada Spm ile 6n muamele edilip
kadmiyum ve bakir stresine maruz kalan bugday yapraklarinda kontrole gére GR
aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Groppa vd., 2007). Ayrica distan uygulanan Spd’nin
Cd?** stresi altindaki T. latifolia‘nin GR aktivitesini ve GSH seviyesini artirarak strese
tolerans1 artirdig1 rapor edilmistir (Tang vd., 2005). Spd’nin disaridan uygulanmasiyla
lisiime stresine maruz kalmis zencefilin GR aktivitesinin ve GSH igeriginin artarak {islime
stresine tolerans gelistirdigi belirlenmistir (Li vd., 2014). Benzer sonuglarin tuz stresi
altindaki cesitli bitkilerde PA tesvikiyle gergeklestigi rapor edilmistir (Lin vd., 2012; Shu
vd., 2012). Ote yandan yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle GR aktivitesinde, yaprak
kivrilmasimma kiyasla meydana gelen azalmalar 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 06n
muamelesiyle bertaraf edilmis ve poliamin uygulanan yaprak kivrilmasi engellenen
bitkilerdeki GR aktiviteleri kivrilmas1 engellenen kontrole gore yiiksek bulunmustur. Elde
edilen bulgulardan poliamin 6n muamelesinin yaprak kivrilmasi engellenen bitkilerde GR
aktivitesini artirarak HyO, seviyesini azalttigi, fakat yapraklar1 kivrilmis bitkilerin
seviyesine ¢ikamadigi sonucuna varilmigtir. Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle yaprak
kivrilmas1 goriilen bitkilere kiyasla GR aktivitesinde meydana gelen azalmalar yaprak
kivrilmasimin, GR aktivitesini koruyucu rol iistlendigini ve oksidatif hasar1 azaltici gorev
gorebilecegine kanit olusturmaktadir.

Caligmamizda Put ve Spm 6n muamelesi yapilip kuraklik stresine maruz birakilan

bitkilerin yaprak kivrilmalar1 esnasinda ASC-DHA igeriklerindeki degisimlerin istatiksel
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bakimdan 6nemli oldugu bulunmustur. Ayrica her iki PA muamelesi ile ASC igeriginin
esit derecede arttig1 ve DHA iceriklerinin ise her iki muamelede azaldig1 kaydedilmistir.
Ay zamanda ASC ve DHA igeriklerinin toleranslh ¢esitte hassas ¢eside gore daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Yiiksek ASC igerigi bitkileri oksidatif stresten korumada antioksidan
kapasitenin  siirdiiriilmesi igin gereklidir. Artan ASC igerigi APX aktivitesinin
stirdiiriilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Sonu¢ olarak APX’in ASC’yi tiikettigi ve
ayrica ASC’nin DHA ve GSSG’den MDHAR, DHAR ve GR aktivitelerine bagli diger
mekanizmalarla yeniden tretildigi gosterilmistir (Gill ve Tuteja, 2010). Ayrica bakir stresi
altindaki Raphanus sativus bitkisine disaridan Spd uygulamasiyla ASC igeriginin arttigi,
bakir stresine toleransin gelistirildigi rapor edilmistir (Choudhary vd., 2012). Benzer olarak
disardan Spd uygulanan zencefil fidelerinde iisiime stresi esnasinda ASC igeriklerinin
arttigl, DHA igeriklerinin ise azaldigi belirtilmistir (Li vd., 2014). Ayrica distan uygulanan
PA’larin ASC sentezini tesvik ettigi belirtilmistir (Ksouri vd., 2007; Shu vd., 2012, 2013).
Artan ASC’nin, bir elektron vericisi olarak hareket ettigi ve APX’in H,0,’yi elimine
etmesinde substrat olarak gérev gordiigii belirtilmistir (Li vd., 2014). Baska bir ¢alismada
disaridan uygulanan Spd’nin 1s1 stresine maruz kalmis celtik fidelerinde ASC igerigini
artirdig1, DHA igerigini azalttig1 bildirilmistir (Mostofa vd., 2014). 1 mM Spm ya da 1 mM
Put ile muamele edilen misir fidelerinin paraquat stresi esnasinda askorbik asit icerigini
artirarak oksidatif strese toleransin gelistirildigi belirtilmistir (Durmus ve Kadioglu, 2005).
Diger taraftan yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle ASC igeriginde meydana gelen
azaliglarin ve DHA igeriginde meydana gelen artiglarin kivrilmasi engellenen bitkilerdeki
diisik MDHAR, DHAR ve GR aktivite sonuglariyla da uyumlu oldugu goriilmektedir.
Ayrica diisiik ASC igerigi askorbat biyosentezinin sinirlandirildigini, DHAR tarafindan
etkisiz geri doniislim saglandigint gostermektedir. Bu sonuglar yaprak kivrilmasinin
askorbat redoks sisteminin dengesinin saglanmasinda ve oksidatif stresin olumsuz etkisinin
azaltilmasinda 6nemli rolii olabilecegini gostermektedir.

Mevcut calismamizda ASC gibi antioksidan 6zellik gosteren etkili bir radikal
temizleyici olan glutatyon (GSH) igerigindeki degisimler de arastirilmistir. Calismamizda
0,ImM Put ve 0,ImM Spm 6n muamelesi yapilip kuraklik stresine maruz birakilan
bitkilerin yaprak kivrilmalar1 esnasinda GSH igeriklerinin arttigi, GSSG igeriklerinin ise
azaldig1 gozlenmistir. GSH igerigindeki artisin ve GSSG igerigindeki azalisin toleransh
cesitte hassas c¢eside gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Buna ilave olarak PA 6n

muamelesinin askorbat-glutatyon dongiisiinii destekleyerek toleransli ve hassas misir
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cesitlerinde kuraklik toleransini artirdigi diisiiniilmektedir. Calismamizda PA’larin distan
uygulanmasinin GR ve DHAR aktivitelerini artirdigi ve bunun GSH igeriginde artisa ve
GSSG igeriginde azalisa neden oldugu bulunmustur. Elde edilen bulgulara benzer sekilde
kuraklik stresine maruz birakilmis celtik bitkisinde glutatyon konsantrasyonunun arttigi ve
bu artigin askorbat-glutatyon yolundaki enzim aktivitelerindeki degisimle iliskili oldugu
rapor edilmistir (Sharma ve Dubey, 2005). Kuraklik stresi esnasinda GSH seviyesindeki
artisin oksidatif strese karsi bitkileri korumada ne kadar onemli oldugu gdsterilmistir
(Zhang ve Kirkham, 1996). Ayn1 zamanda artan glutatyon seviyesinin askorbat ve
dehidroaskorbat seviyelerinin diizenlenmesi i¢in gerekli oldugu belirtilmistir (Noctor ve
Foyer, 1998; Foyer vd., 2001). PA’larin merkezi sinyal molekiili oldugu ve disardan
uygulanmalar1 halinde bitki toleransin1 artirmak i¢in askorbat-glutatyon dongiisiinii
hizlandirdigr bulunmustur (Alcazar vd., 2010; Wang vd., 2010). Calismamiza benzer
olarak disaridan uygulanan Spd’nin 1s1 stresine maruz kalmis celtik fidelerinde glutatyon
seviyesini diizenledigi, GSH igerigini artirdigt GSSG igerigini ise azalttigi, disardan
uygulanan Spd’nin antioksidan sistemi aktive ederek geltikleri 1s1 stresine daha toleransh
hale getirdigi ileri siiriilmiistiir (Mostofa vd., 2014). Bagka bir ¢alismada Spd’nin disaridan
uygulanmasiyla tisiime stresine maruz kalmis zencefilin GSH igeriginin artmasina GSSG
igeriginin ise azalmasina sebep olarak iisiime stresine tolerans gelistirdigi belirlenmistir (L1
vd., 2014). Mevcut ¢aligmamizda disardan uygulanan PA’larin ve yaprak kivrilmasinin
kuraklik stresine maruz kalan misir fidelerinde 6zellikle de toleransh gesitte ASC ve GSH
seviyelerinin asiri tiretilen ROS’lar1 elimine etmek i¢in arttig1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda
ASC ve GSH’1 yeniden olusturan enzimlerin (MDHAR, DHAR, GR) de artt1ig1 ve DHA ve
GSSG igeriklerinin ise azaldigi ve bunlarin birbirleriyle ve artan stres toleransiyla iliskili
oldugu bulunmustur. Sonug olarak artan ASC ve GSH seviyeleri daha yiiksek antioksidan
kapasite ve azalan H,O, ve MDA igerigi olarak agiklanabilir. Askorbat-glutatyon dongiisii
enzimlerinin aktiviteleri arasindaki hassas denge H,O,’nin etkin uzaklastirilmasi i¢in ¢ok
onemlidir. Benzer olarak 1s1 stresinin ASC ve GSH igerigini azalttig1 rapor edilmistir (Xu
vd., 2010; Ma vd., 2008). Baska bir ¢alismada Spd ile muamele edilen 1s1 stresine maruz
kalmis fidelerde yiiksek ASC, GSH igerigine diisiik DHA, GSSG icerigi ve daha yiiksek
DHAR ve GR aktivitelerinin eslik ettigi bildirilmistir (Li vd., 2014). Kuraklik stresiyle
azalan ASC ve GSH seviyelerinin ASC-GSH dongiisiiniin etkinligini ciddi sekilde
etkiledigi ve bu olumsuz etkinin, yaprak kivrilmasi ve Put ve Spm 6n muameleleri ile

tersine g¢evrildigi disiiniilmektedir. Diger taraftan yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle
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GSH igeriginde meydana gelen azalma ve GSSG igeriginde meydana gelen artiglar, 0,1
mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muameleleriyle bertaraf edilmis ve poliamin uygulanip yaprak
kivrilmasi engellenen bitkilerdeki GSH igerikleri kontrole gore yiiksek, GSSG igerikleri ise
diisiik bulunmustur. Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle GSH igeriginde meydana gelen
azalmalarin, artan MDA ve H;0, icerikleriyle iligkili olabilecegini gostermektedir.
Bununla birlikte GSH konsantrasyonunun yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle azalmasi
ve GSSG’nin artmasi, DHAR ve GR aktivitelerinin inhibisyonu ile de sonuglanmis
olabilir. Boylece yaprak kivrilmasinin glutatyon dengesini saglamada fonksiyon
gorebilecegi ve ASC-GSH dongiisiiniin devamliligini saglamada etkili bir mekanizma
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda 0,1mM Put, 0,1mM Spd, 0,1mM Spm 6n muamelesi yapilip kuraklik
stresine maruz birakilan yapraklar1 kivrilmig bitkilerin igsel poliamin miktarlarinin (Put,
Spd ve Spm) kontrole gére 6nemli derecede arttig1 poliamin sentez yolu inhibitorlerinin (1
mM DFMA+1 mM DFMO+ 1 mM CHA) uygulanmastyla ise azaldigi bulundu. Boylece
disaridan uygulanan PA’larin ve sentez yolu inhibitorlerinin igsel PA seviyesine etki ettigi
anlasilmis oldu. Ayrica bu galisma ile misir fidelerinde PA 6n muamelesinin i¢sel PA’lart
da artirarak yaprak kivrilmasini geciktirdigi bulunmustur. Mevcut ¢alismamizda PA
muamelesinin toleransli ve hassas musirlarda yaprak kivrilmasi esnasinda igsel PA
birikimine neden oldugu, antioksidan ve fotosentetik sistemleri aktiflestirerek yaprak lipid
peroksidasyonu ve H,O; igeriklerini azalttigi, fotosentez ve su potansiyelini artirdigi ve
bdylece kuraklik toleransinin gelismesine ve yaprak kivrilmasmin gecikmesine neden
oldugu diisliniilmektedir. Ayrica PA 6n muamelesinin yaprak kivrilmasi esnasinda icsel
birikiminin PA’larin antioksidan 06zelliginden dolay1r dogrudan ROS’lar1 temizlerken
membranlar1 koruyabilecegi diistiniilmektedir (Lee vd., 1997; Velikova vd., 2000). Bundan
dolay1 yaprak kivrilmasi esnasinda poliamin igeriginde artis olmasi, poliaminlerin yaprak
kivrilmasinda 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir. Genellikle bitki tiirleri, kurakligin
tesvik ettigi abiyotik strese cevapta poliamin biyosentezini arttirma egilimindedirler (Erdei
vd., 1996). Disaridan uygulanan Put ve Spd’nin 6zellikle soya fasulyesinde stresle tesvik
edilen etkileri yatistirdigi, DFMA, DFMO ve CHA kullanilarak nohut ve soya fasulyesinde
su stresine farkli hassasiyet gostermede PA’larin etkili oldugu bildirilmistir (Nayyar vd.,
2005). Ayrica misir fidelerine 1 mM Spm ve Put foliar uygulamasi yapilan yapraklarda
paraquatla tesvik edilen klorofil ve karotenoid kaybinin 6nemli derecede engellendigi rapor

edilmistir (Durmus ve Kadioglu, 2005). Disaridan uygulanan Spd’nin 1s1 stresine maruz
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kalmis celtik fidelerinde kontrole gore i¢sel Spd ve Spm seviyesini artirdigi boylece
kloroplastlardaki hasari azalttigi ve 1s1 stresli fidelerde daha yiiksek klorofil seviyesini
stirdiirdiigli saptanmistir (Mostofa vd., 2014). Su eksikligi stresiyle iliskili olarak Capell
vd. (1998) celtikte yulatf ADC geni asir1 ekspreslendiginde bitkilerde klorofil kaybi
acisindan kuraklik toleransinin gelistigini ileri siirmiistiir. Stres altinda ¢ok daha yiiksek
Put iireten Datura adc geni ekspresleyen transgenik bitkilerin, Spd ve Spm sentezini tegvik
ettigi ve sonunda bitkileri kurakliktan korudugu bildirilmistir (Capell vd., 2004). Igsel
PA’lardaki degisikliklerin fotosentetik aygitta 6nemli bir koruyucu rolii olabilecegi rapor
edilmistir (Kotzabasis vd., 1999; Sfakianaki vd., 2006). Disardan uygulanan PA’larin
saglam kloroplasta hizlica girdigi (He vd., 2002) ve g¢evresel streslerin kotii etkilerinden
fotosentetik aygiti koruyucu bir rol oynadig1 gosterilmistir (Navakoudis vd., 2003). Stres
toleransinin  gelistirilmesinde Spd ve Spm’nin serbest ve bagli formlarinin ROS
temizliginde, polikatyonik Ozelliklerinden dolayr membran kararliliginda dogrudan rol
oynamasina bagli oldugu belirtilmistir (Liu vd., 2007; Kubis, 2008).

Mevcut ¢aligmamizda i¢sel PA miktarlarinin disaridan 0,1 mm Spd uygulamasindan
ziyade o6zellikle 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm uygulamalartyla yaprak kivrilmasi esnasinda
¢ok daha fazla arttig1, bu artisin toleransl gesitte hassas ¢eside gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Benzer olarak strese toleransli bitkilerin igsel poliamin miktarini1 hassas
olanlara gore daha ¢ok artirdig1 rapor edilmistir (Lee, 1997).

Caligmamizda yaprak kivrilmasmin engellenmesiyle antioksidan sistemin biiyiik
oranda inhibe ve 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm 6n muameleleriyle aktive olmasi,
kivrilmanin ve PA 6n muamelesinin antioksidan sistemin diizenlenmesiyle yakindan
iligkili olabilecegini ve yaprak kivrilmasinin ve PA’larin antioksidan sistemi tesvik ederek
fotosentetik verimi koruyabilecegini isaret etmektedir.

Sonug olarak elde edilen tiim bulgular, yaprak kivrilmasinin ve PA 6n muamelesinin
kuraklik kosullar1 altinda bitkilerin su kaybini azaltan, transpirasyonu diizenleyen,
fotosistemleri foto-dinamik hasara kars1 koruyan, yaprak kivrilmasi sayesinde olusturdugu
nemli bir ortam aracilii ile stomalarin agik kalmasina yol agarak CO, aliniminin ve
dolayisiyla fotosentezin devamliligini saglayan, stoma iletkenligi ve 151k arasindaki uyumu

saglayan avantajli bir mekanizma oldugunu gostermektedir.
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. Kurakliga toleransli (Side) ve hassas (Karagay) musir gesitlerinin % 5 PEG
konsantrasyonunda 24 saatte en etkili kivrildig: belirlendi.

. Kurakliga toleransli ve hassas misir gesitlerinin yaprak kivrilmalarini en ¢ok geciktiren
poliaminlerin 0,1 mM Put ve 0,1 mM Spm oldugu, Spd’nin ise kivrilma derecesine bir
etkisinin olmadig1 bulundu.

. Kurakliga toleranslt ve hassas musir gesitlerine disaridan uygulanan 0,ImM Put ve
0,21mM Spm 6n muamelelerinin yaprak kivrilmasini ayni derecede geciktirdigi saptandi.
Ayrica Put ve Spm 6n muamelerinin kurakliga toleransh cesitte yaprak kivrilma
derecesini hassasa gore daha ¢ok geciktirdigi belirlendi.

. 0,ImM Put ve 0,1mM Spm 6n muamelesi yapilip kuraklik stresine maruz birakilan
musir ¢esitlerinde yaprak kivrilmasi esnasinda, yaprak su potansiyeli (V) ve % yaprak
nispi su igeriginin her iki muamelede de esit ve kontrole (kuraklik) gbre Onemli
derecede arttigi bulundu. Toleransli c¢esitteki yaprak su potansiyeli ve % nispi su
icerigindeki artisin hassas ¢eside gore yiiksek oldugu kaydedildi. Yaprak kivrilmasinin
engellenmesinin su potansiyelini ve % yaprak nispi su igerigini azalttig1 belirlendi.
Diger taraftan poliamin 6n muamelesinin mekanik engelli yapraklarda yaprak su
potansiyeli ve % nispi su icerigini kontrole gore artirdig1 saptandi.

. Put ve Spm 6n uygulamalarinin kontrole (kuraklik) oranla lipid peroksidasyonlarini
(MDA igeriklerini) esit ve Onemli derecede azalttigi belirlendi. Lipid
peroksidasyonundaki bu azalisin toleransh ¢esit Side’de daha yiiksek oldugu kaydedildi.
Yaprak kivrilmasinin engellenmesinin lipid peroksidasyonunu artirdig: belirlendi.

. Misir ¢esitlerinde Put ve Spm 6n uygulamalarimin 6zellikle de Put’un kontrole
(kuraklik) oranla klorofil ve karotenoid pigment iceriklerini 6nemli derecede artirdigi
tespit edildi. Toleransl gesitteki klorofil ve karotenoid pigment iceriklerin hassasa gore
daha yiiksek oldugu saptandi. Yaprak kivrilmasinin engellenmesinin fotosentetik
pigmentlerdeki azalmayi arttirdig: belirlendi.

. Misir gesitlerinde Put ve Spm 6n uygulamalarinin 6zellikle de Put’un yaprak kivrilmasi
esnasinda PS2 maksimum kuantum verimini (F\/Fy) kontrole (kuraklik) gore artirdigi

tespit edildi. Toleransh c¢esitteki F,/Fn degerinin hassasa gore daha yiiksek oldugu
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saptandi. Yaprak kivrilmasmin engellenmesinin PS2 maksimum kuantum verimini
azalttig1 belirlendi.

. 0,lmM Put ve 0,1mM Spm 6n muamelesi yapilip kuraklik stresine maruz birakilan
misir ¢esitlerinde yaprak kivrilmasi esnasinda Ozellikle Put uygulanan bitkilerde
fotokimyasal verim (®psy)’in kuraklik kontrole gore arttigi bulundu. Fotokimyasal
verim (®psy)’deki artigin toleranshi cesitte hassasa gore yliksek oldugu kaydedildi.
Yaprak kivrilmasiin engellenmesinin fotokimyasal verimi dikkate deger bir bi¢cimde
azalttig1 belirlendi.

. 0,ImM Put ve 0,ImM Spm uygulanip kuraklik stresine maruz birakilan misir
cesitlerinde yaprak kivrilmasi esnasinda 6zellikle Put uygulanan bitkilerde fotokimyasal
floresans sonmesini (QP) kontrole (kuraklik) gore artirdigi bulundu. QP’deki artisin
toleransh c¢esitte hassasa gore daha yiiksek oldugu kaydedildi. Yaprak kivrilmasinin
engellenmesinin fotokimyasal floresans sonmesini dikkate deger bir bigimde azalttig

bulundu.

10. 0,1 mM Put ve 0,imM Spm uygulanip kuraklik stresine maruz birakilan musir

cesitlerinde yaprak kivrilmasi esnasinda 6zellikle Put uygulanan bitkilerde fotokimyasal
olmayan floresans sonmesinin (NPQ)’in kontrole (kuraklik) gore azaldigi bulundu.
NPQ’daki azalisin toleransh ¢esitte hassasa gore yiiksek oldugu kaydedildi. Kivrilmanin
engellenmesinin fotokimyasal olmayan floresans sonmesini dikkate deger bir bigimde

artirdig1 belirlendi.

11. Misir cesitlerinde Put ve Spm ©n uygulamalarinin 6zellikle de Put’un yaprak

kivrilmas: esnasinda elektron tasinim oranini (ETO) kontrole (kuraklik) gbre artirdigi
tespit edildi. Toleransli ¢esitteki ETO degerinin hassasa gore daha yiiksek oldugu
saptand1. Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle ETO’da yaprak kivrilmasina gore

dikkate deger azalmalar meydana geldi.

12. 0,ImM Put ve 0,1mM Spm 6n muamelesi yapilip kuraklik stresine maruz birakilan

musir gesitlerinde yaprak kivrilmasi esnasinda 6zellikle Put uygulanan bitkilerde stoma
iletkenligi (gs)’nin kontrole (kuraklik) goére arttigi bulundu. Stoma iletkenligindeki
artisin toleranslt ¢esitte hassasa gore yiiksek oldugu kaydedildi. Kivrilmanin
engellenmesinin stoma iletkenligini yaprak kivrilmasma gore dikkate deger bicimde

azalttig1 belirlendi.

13. Kuraklik stresi esnasinda yapilan analizler sonucu, musirlara disardan uygulanan

poliaminlerin ve yaprak kivrilmasina paralel olarak transpirasyon oraninda (E) 6zellikle
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de toleranshi c¢esitte istatistiki olarak Onemli Olgiide artiglar kaydedildi. Yaprak
kivrilmasinin engellenmesiyle transpirasyon oraninda yaprak kivrilmasina gore dikkate
deger bicimde diistisler oldugu kaydedildi.

14. Misir ¢esitlerinde Put ve Spm On uygulamalarinin 6zellikle de Put’un yaprak
kivrilmasi esnasinda fotosentez hizin1 (Pn) kuraklik kontrole gore artirdigi tespit edildi.
Toleransh ¢esitteki fotosentez hizinin hassasa gore daha yiiksek oldugu saptandi.
Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle fotosentez hizinda yaprak kivrilmasina gore
Oonemli azalmalar meydana geldigi kaydedildi.

15. 0,ImM Put ve 0,1mM Spm 6n muamelesi yapilip kuraklik stresine maruz birakilan
misir ¢esitlerinde yaprak kivrilmasi esnasinda 6zellikle Put uygulanan bitkilerde igsel
CO; miktar1 (Cj)’nin kuraklik kontrole gore arttigi bulundu. Ci’deki artisin toleransh
cesitte hassasa gore yiiksek oldugu kaydedildi. Yaprak kivrilmasinin engellenmesinin
igsel CO, miktart onemli derecede azalttig1 belirlendi.

16. 0,ImM Put ve 0,ImM Spm 6n muamelesi yapilip kuraklik stresine maruz birakilan
misir ¢esitlerinde yaprak kivrilmasi esnasinda 6zellikle Put uygulanan bitkilerde bitki
canlilik indeksi (Rfd) nin kurak kontrole gore arttigi bulundu. Rfd’deki artisin toleransh
cesitte hassasa gore yiiksek oldugu kaydedildi. Kivrilmanin engellenmesinin canlilik
indeksini yaprak kivrilmasina gore dikkate deger bicimde azalttigi belirlendi.

17. Misir cesitlerinde Put ve Spm 6n uygulamalarinin 6zellikle de Spm’nin yaprak
kivrilmas1 esnasinda hidrojen peroksit icerigini kuraklik kontrole gore azalttigi tespit
edildi. H,O; igerigindeki bu azalisin toleranslh gesitte hassasa gore daha yiiksek oldugu
saptand1. Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle H,O; iceriginde yaprak kivrilmasina
gore onemli oranda artis oldugu bulundu.

18. 0,ImM Put ve 0,ImM Spm 6n muamelesi yapilip kuraklik stresine maruz birakilan
misir ¢esitlerinde yaprak kivrilmasi esnasinda 6zellikle Spm uygulanan bitkilerde CAT
aktivitesinin kontrole (kuraklik) gore arttigi bulundu. CAT aktivitesindeki artisin hassas
cesitte daha yiiksek oldugu kaydedildi. Yaprak kivrilmasmin engellenmesi ile CAT
aktivitesinin yaprak kivrilmasina gére onemli derecede azaldig: belirlendi.

19. 0,ImM Put ve 0,1mM Spm 6n muamelesi yapilip kuraklik stresine maruz birakilan
misir ¢esitlerinde yaprak kivrilmasi esnasinda SOD aktivitesinin kontrole gore
degismedigi bulundu. Fakat SOD aktivitesinin toleransh c¢esitte daha yiliksek oldugu
saptand1. Yaprak kivrilmasinin engellenmesi ile SOD aktivitesinin yaprak kivrilmasina

gore 6nemli derecede azaldigi belirlendi.
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20. Misir gesitlerinde Put ve Spm 6n uygulamalarinin 6zellikle de Spm’nin yaprak
kivrilmas: esnasinda GPX aktivitesini kontrole gore artirdigi tespit edildi. GPX
aktivitesindeki bu artisin toleransh ¢esitte hassasa gore daha yiiksek oldugu saptandi.
Antioksidan enzimler arasinda en ¢ok artan ikinci enziminin GPX oldugu belirlendi.
Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle GPX aktivitesinde yaprak kivrilmasina gore
onemli oranda azalis oldugu saptandi.

21. Misir cesitlerinde Put ve Spm 6n uygulamalarinin 6zellikle de Spm’nin yaprak
kivrilmas1 esnasinda APX aktivitesini kontrole gore artirdigi tespit edildi. APX
aktivitesindeki bu artigin toleransh cesitte hassasa gore daha yiiksek oldugu saptandi.
Antioksidan enzimler arasinda en yiiksek artisi APX enziminin gosterdigi saptandi.
Yaprak kivrilmasmnin engellenmesiyle APX aktivitesinde yaprak kivrilmasma gore
onemli oranda azalis oldugu kaydedildi.

22. 0,lmM Put ve 0,ImM Spm 6n muamelesi yapilip kuraklik stresine maruz birakilan
misir ¢esitlerinde yaprak kivrilmasi esnasinda ozellikle Put uygulanan bitkilerde
MDHAR aktivitesinin kontrole (kuraklik) gore arttigi bulundu. MDHAR aktivitesindeki
artisgin  toleransh cesitte daha yiiksek oldugu kaydedildi. Yaprak kivrilmasinin
engellenmesi ile MDHAR aktivitesinin yaprak kivrilmasina gore onemli derecede
azaldig belirlendi.

23. 0,AmM Put ve 0,ImM Spm 6n muamelesi yapilip kuraklik stresine maruz birakilan
misir ¢esitlerinde yaprak kivrilmasi esnasinda 6zellikle Put uygulanan bitkilerde DHAR
aktivitesinin kontrole (kuraklik) gore arttigi bulundu. DHAR aktivitesindeki artigin
toleransli ¢esitte daha yiiksek oldugu kaydedildi. Yaprak kivrilmasinin engellenmesi ile
DHAR aktivitesinin yaprak kivrilmasina gore 6nemli derecede azaldig: belirlendi.

24. 0,1mM Put ve 0,ImM Spm 6n muamelesi yapilip kuraklik stresine maruz birakilan
musir gesitlerinde yaprak kivrilmasi esnasinda GR aktivitesinin kontrole (kuraklik) gore
arttigr bulundu. GR aktivitesindeki artisin toleransli c¢esitte daha yiiksek oldugu
kaydedildi. Yaprak kivrilmasinin engellenmesi ile GR aktivitelerinde yaprak
kivrilmasina gore 6nemli diisiisler oldugu belirlendi.

25. Musir gesitlerinde Put ve Spm 6n uygulamalariin yaprak kivrilmasi esnasinda ASC ve
DHA igeriklerini kuraklik kontrole gére onemli ve esit oranda artirdigi tespit edildi.
ASC ve DHA igeriklerindeki bu artiglarin toleransh ¢esitte hassasa gore daha yiiksek
oldugu saptandi. Yaprak kivrilmasinin engellenmesiyle ASC ve DHA igeriklerinde

yaprak kivrilmasina gore 6nemli oranda diisiisler meydana geldigi bulundu.
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0,ImM Put ve 0,ImM Spm 6n muamelesi yapilip kuraklik stresine maruz birakilan
misir ¢esitlerinde yaprak kivrilmasi esnasinda 6zellikle Put uygulanan bitkilerde GSH
iceriginin kontrole goére arttigi ve GSSG igeriginin ise azaldigi bulundu. GSH
icerigindeki artisin ve GSSG igerigindeki azalisin toleransli c¢esitte daha yiiksek
oldugu kaydedildi. Yaprak kivrilmasinin engellenmesi ile yaprak kivrilmasina gore
GSH igerigi azalirken, GSSG iceriginde dnemli derecede artis oldugu belirlendi.
Distan PA uygulamasinin igsel PA seviyesine etki ederek toleransli ve hassas
misirlarda Ozellikle de toleransli ¢esitte PA birikimine neden oldugu, poliamin
biyosentez yolu biyosentetik inhibitoérlerinin (I mM DFMA+DFMO+CHA)
uygulanmasiyla PA seviyelerinin azaldig1 bulundu.

Hem PA 6n muamelesinin hem yaprak kivrilmasinin kuraklik kosullar1 altinda
toleransli ve hassas cesitlerde 6zellikle de toleransh ¢esitte antioksidan sistemin ve
fotosentezin artirilmasinda ve kuraklik toleransinin gelistirilmesinde etkili oldugu

sonucuna varildi.



6. ONERILER

Diinyada genis olarak tarimi yapilan ve yaprak kivrilma mekanizmasma sahip
piring, bugday, misir gibi diinyanin artan besin ihtiyacin1 karsilamak i¢in iiretiminin
artirtlmas1 gereken tahillardaki kivrilma mekanizmasinin biitiin yonleriyle bilinmesi
gerekir. Ekonomik olarak 6nemli olan musir bitkisinde kivrilma mekanizmasi ile digtan
uygulanan poliaminler ve stres toleransi arasindaki iliskiyi belirlemek igin yapilan bu
calismadan elde edilen bulgularin benzer mekanizmalara sahip bitkiler i¢in kullanilabilir
ozellikte olacag: diisiiniilmektedir. Diger taraftan yaprak kivrilmasiyla ilgili genlerin zirai
bitkilere aktarim g¢alismalarina hiz kazandirilmasi gerekmektedir. Mevcut projeden elde
edilen sonuglar distan uygulanan poliaminlerin yaprak kivrilmasini geciktirdigini
gostermistir. Ayn1 zamanda mevcut ¢aligmanin Kurakliga toleransh g¢esitler gelistirmede
yaprak kivrilmasi genlerinin yani sira poliamin mutant bitkileriyle yapilacak molekiiler
calismalar icin de temel olusturdugu distiniilmektedir. Stres esnasinda yaprak
kivrilmasinin ve PA arasindaki etki mekanizmasiin ayrintili olarak ortaya konulmasi i¢in
poliamin mutanti1 misir bitkileriyle benzer ¢aligmalarin yapilmasi da yararli olacaktir.

Diger taraftan kuraklik stresi sonucu verim kayiplarini azaltabilmek i¢in hem
toleransli hem hassas misir gesitlerinin fide asamasinda Put ve Spm ile 6n muamele
yapitlmasinin  kuraklik stresine tolerans1 gelistirecegi, fotosentezi koruyabilecegi
diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda tarimi yapilacaksa yaprak kivrilmasi cevabi daha geg
baslayan ve distan PA muamelesi ile antioksidan sistemi ve fotosentetik aktiviteyi kurak
sartlarda daha ¢ok artiran toleransli Sidenin ekilmesi tarafimizdan Onerilmektedir.
Laboratuar sartlarinda yapilan bu c¢alismanin tarla denemelerinin yapilmasi, elde edilen
bulgulara gore PA’larin tohumdan ve kuraklik oOncesinde fide asamasinda distan
uygulanmasi ¢aligmalarinin yapilmasi yararli olacaktir.

Ayrica mevcut ¢alisma sonuglarina gore distan uygulanan poliaminlerin igsel PA
seviyesini etkileyerek PA birikimine, distan uygulanan PA biyosentez yolu inhibitérlerinin
(DFMA+DFMO+CHA) uygulanmasi ile de igsel PA seviyelerinin 6nemli derecede
azalmasina neden oldugu bulunmustur. Boylece distan uygulanan PA’larin kuraklik
stresiyle miicadelede antioksidan ve fotosentetik sistemlerin aktiflestirilmesinde igsel PA
seviyelerinin arttirilmasinin da rolii oldugu sonucuna varildi. Fakat PA ve PA sentez yolu

inhibitorlerinin digardan uygulanarak bu etkinin kesin olarak goriilmesi i¢in yaprak
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kivrilmas1 esnasinda ilave ¢aligmalar yapilmasi tam etkinin anlasilmasinda Onemli
olacaktir.

Bu ¢alisma sonucunda yaprak kivrilmasi esnasinda H;O; ve poliaminler arasinda
bir iligkinin oldugu belirlenmistir. PA’lar ile H,O, arasindaki iligskinin ¢alisilmasiin

faydali olacag diistintilmektedir.
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