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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

ASETON 0O-(4-KLOROFENILSULFONIL)OKSIiM MADDESININ STRES
ALTINDAKI MISIR BiTKi FIDELERI UZERINE ETKIiLERI

Inci KARDES

Mus Alparslan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damsman: Dr. Ogretim iiyesi Fuat YETISSIN

Yeni sentezlenmis olan Aseton O-(4-klorofenilsiilfonil)oksim (Ia) maddesinin kuraklik ve bakir
stresi altindaki musir (Zea mays L.) fideleri {izerine etkileri aragtirildi. Bitki biiyiitme odasinda optimum
kosullarda 25+2 giin yetigtirilen musir fidelerinin sonra toprak seviyesinden 2 cm yukaridan kesilen
kisimlarina 18 saat saf su (K), 6 Saat [a+12 saat saf su (Ia), 6 saat saf su+ 12 saat PEG (Ku), 6 saat saf
su+12 saat bakir (Cu), 6 saat la+12 saat PEG (Ia+Ku) ve 6 saat la+12 saat bakir (Ia+Cu) uygulandi. Sivi
azotla muamele edilen drnekler -20 °C’de korundu. Onemli stres parametreleri MDA, H2O., prolin,
fenolik madde, fotosentetik pigment, bakir ve nispi su igerikleri HPLC ve spektrofotometrik yotemler ile
belirlendi. SOD, GPX, CAT ve APX gibi antioksidan enzim aktiviteleri hesaplandi. Arastirma
sonuglarina gore tek bagina Ia maddesinin musir fideleri {izerine olumlu etkileri belirlendi. Kuraklik stresi
altindaki musir fidelerinde Ia maddesinin MDA, H20, ve ABA igerigini azalttig1, Prolin, Klorofil, AsA,
Karotenoid igerigini arttirdig1 ve nispi su iceriginin ise degismedigi saptandi. GPX, CAT ve APX enzim
aktivitelerinin azaldigi, SOD enzim aktivitesinin ise artti1 belirlendi. Bakir stresi altindaki misir
fidelerine Ia maddesinin uygulanmasinda ise MDA, H>O, ABA ve Korotenoid igeriginin azaldigi, Bakir,
Prolin, Klorofil, AsA, SA ve nispi su igeriginin arttig1 belirlendi. Ayrica GPX, CAT ve SOD enzim
aktiviteleri azalirken, APX enzim aktivitesinin arttig1 saptandi. Biitin bulgular birlikte
degerlendirildiginde 1 mM’lik bakir stresi ve % 3’lik PEG kuraklik stresi altinda, 0.66 mM
konsantrasyonda Ia maddesi uygulamasinin musir fideleri tizerinde stresin olumsuz etkilerini énemli
oranda hafiflettigi sonucuna varildu.

2021, 74 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Antioksidan sistem, aseton 0-(4-klorofenilsiilfonil)oksim, fenolik
bilesikler, bakir stresi, kuraklik stresi



ABSTRACT
MS THESIS

EFFECTS OF ACETONE O-(4-CHLOROPHENYLSULFONYL)OXIME ON
STRESSED MAIZE PLANT SEEDLINGS

Inci KARDES

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF MUS
ALPARSLAN UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE
IN BIOLOGY SCIENCE

Advisor: Assistant Professor Dr. Fuat YETISSIN

It was investigated whether the newly synthesized Acetone O- (4-chlorophenylsulfonyl)oxime
(la) substance has mitigating effects of stress on Maize ( Zea mays L.) seedlings under drought and
copper stress. Maize seedlings grown under optimum conditions in the plant growth room were cut 2 cm
above the surface after 25 + 2 days and subjected to the following applications: 18 hours distilled water
(C), 6 hours la + 12 hours distilled water (1a), 6 hours distilled water+12 hour PEG (Ku), 6 hours distilled
water+12 hours copper (Cu), 6 hours la+12 hours PEG (la+Ku) and 6 hours la+12 hours copper (la+Cu).
After the application process, the samples were passed through liquid nitrogen and preserved for the
experiments planned to be carried out at -20 ° C. The important stress parameters MDA, H20,, Proling,
Phenolic substance, Photosynthetic Pigment, Copper and Relative Water contents were determined by
HPLC and spectrophotometric methods. Besides these parameters, the activities of antioxidant enzymes
SOD, GPX, CAT, and APX were investigated. The positive effects of alone-la on maize seedlings were
determined. In maize seedlings under drought stress, it was determined that the substance la decreased the
MDA, H20,, ABA content, increased the Proline, Chlorophyll, AsA, Carotenoid content and the Relative
Water content did not change. In addition, it was determined that while GPX, CAT and APX enzyme
activities decreased, SOD enzyme activity increased. In the application of the la substance to maize
seedlings under copper stress, it was determined that the MDA, H;O,, ABA and Corenoid content
decreased and the Copper, Proline, Chlorophyll, AsA, SA and Relative Water content increased. In
addition, while GPX, CAT and SOD enzyme activities decreased, APX enzyme activity increased. When
all the findings are evaluated together, it is concluded that under 1 mM copper stress and 3% PEG
drought stress, application of la substance at a concentration of 0,66 mM significantly alleviates the
negative effects of stress on maize seedlings.

2021, 74 Pages

Key Words: Antioxidant system, acetone o- (4-chlorophenylsulfonyl) oxime, phenolic
compounds, copper stress, drought stress
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1. GIRIS

Kiiresel iklim degisikligi, sanayilesme ve artan insan niifusundan dolay: yeterli
besin kaynaklar1 ve artan enerji ihtiyaci gibi sorunlar gelecek i¢in biiyiik tehlike
olusturmaktadir. Insanoglu hayatin1 devam ettirebilmek igin ihtiyag duydugu besin,
hammadde ve enerji kaynagi olarak direk veya dolayli olarak bitkisel iiriinlere
muhtagtir. Bitkiler sadece insanlar igin degil, biitiin canlilar i¢in yararli organizmalardir.
Yasam i¢in bu kadar 6nemli bir yere sahip olan bitkilerin yasami, gelisimi ve verimliligi
cesitli etmenlerden olumsuz etkilenmektedir. Bitkiler tizerine olumsuz etkileri olan stres
etmenlerinin arastirilarak olumsuz etkilerinin en aza indirilmesi oldukg¢a Onem arz
etmektedir. Olumsuz ekolojik sartlara uyum saglamis bitkilerin belirlenmesi ya da
bitkilerin direncini arttiracak uygulamalarin yapilmasi olduk¢a 6nemlidir.

Olumsuz ekolojik sartlarin dogal bir sonucu olarak canlilar tizerinde olusan ve
canlt anatomisi ve fizyolojisi iizerinde olumsuz etkilere neden olan kuvvetler stres
olarak tanimlanabilir. Bitkiler de diger canlilar gibi yasam siireleri boyunca adaptasyon
eksikligine bagl olarak ¢esitli stres faktorlerine maruz kalmaktadirlar. Bitki tizerinde
ender olarak tek baslarina etki yapabilen stres faktorleri, genellikle etkilerini senkronize
olarak gerceklestirmektedirler (Kozlowski ve Pallardy, 2002). Bir ekosistemde bitkileri
etkileyen ¢esitli stres faktorleri bulunabilir. Stres faktorleri bitkilerin  biyosentez
islevlerini olumsuz etkiler, normal fonksiyonlarin1 degistirir hatta bitkinin 6liimiine yol
acabilecek zararlara neden olabilir. Stresin olusturdugu etkiler ayn1 zamanda bitkilerin
dagilisin1 da sinirlandirir (Taiz ve Zeiger, 2002). Bitkiler maruz kaldiklar1 streslerin
olumsuz etkilerinden kag¢inmak igin tolerans mekanizmalarina sahip olduklarindan,
degisen c¢evresel sartlara farkli adaptasyon araglari ve savunma mekanizmalari
gelistirmiglerdir (Arora ve ark., 2002). Bitkilerin ekolojik kosullara uygun ¢esitlerinin
belirlenmesi, birim alana diisen bitkiden verim miktarmin artirilmasi ve biyoteknolojik
gelismelerden faydalanip bitki ¢esitlerinin ¢evresel etkilere daha hizli ve daha fazla
adapte olmasini saglamaya baglidir. Bundan dolay1 bitkilerin strese karsi gelistirdikleri
savunma ve tolerans mekanizmalarinin arastirilip belirlenmesi olduk¢a Onemlidir
(Biiyiik ve Aras, 2016). Stres faktorleri mekanizmalarinin agiklanabilmesi igin farkli
stres kaynaklar1 altinda bitkinin verdigi fizyolojik reaksiyonlar, etki siireleri ve ¢esitleri,
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meydana gelen fizyolojik hasarin siiresi ve kaliciliginin belirlenmesi daha verimli iirlin
elde edilmesi i¢in 6nemlidir (Bayram, 2018).

Misir besin kaynagi olarak dnemli bir yere sahiptir. Gelismekte olan diinyada,
mustr iigiincii dnemli besin kaynagidir (Rosegrant ve ark., 2001). Ulkemizde gida iiriinii
olarak genis alanlarda musir tarimi yapilmaktadir. Tirkiye misir iriinii bakimindan
ithalat¢1 statiidedir (Aydogdu ve Altun, 2019). Misir da tiim bitkiler gibi streslerden
olumsuz etkilenmektedir. Misir flizerine etkili olan stres faktorlerinin etkisinin
azaltilmasi ve daha verimli muisir {iretimi yapilmasi olduk¢a 6nemlidir.

Bitkilerin transpirasyonla (terleme) kaybettikleri suyun, c¢evreden alinan su
miktarindan fazla olmasi durumunda kKuraklik stresi ortaya ¢ikmakta ve bu durum iiriin
kayiplarina neden olmaktadir (Cirak ve Esendal, 2006). Misir bitkisi de kuraklik
stresinden etkilenen bir bitkidir. Kiiresel ¢apta misirin 6nemli bir besin kaynagi
olmasindan dolay1; kuraklik stresinin etkisini en aza indirmek ve verimi artirmak énem
arz etmektedir.

Giinlimiizde, ekosistemlerin toprak, su ve hava gibi ortamlarinda yaygin bir
sekilde birikmeye baslayan agir metaller, diinya yiizeyindeki tiim organizmalarin
yasamini tehdit eden onemli bir ¢evre sorunu haline doniismistiir. EKosistemde asiri
miktarda biriken agir metaller; su ve gida kalitesi tizerindeki etkileri nedeniyle insan
saghigini da tehdit etmektedir (Lim ve ark., 2008). Agir metallerin ¢evreye yayilmasina
neden olan etmenlerin basinda endiistriyel faaliyetler, motorlu tasitlarin egzozlari,
maden yataklar1 ve isletmeleri, volkanik faaliyetler, tarimda kullanilan giibre ve ilaglar
ile kentsel atiklar gelmektedir (Asri ve Sonmez, 2006). Toprakta gereginden fazla
biriken agir metaller bitki igin bir stres faktoriine doniismektedir. Diinyadaki birgok
toprak bakir (Cu) kirlenmesine maruz kalmaktadir. Asir1 bakir, bitkinin strese girmesine
neden olur ve bitkinin bir¢ok yasamsal fonksiyonunu inhibe eder (Yildiz, 2014).

Stres bitkinin veriminde diisiise hatta 6liimiine neden olabilir. Bitki biiylimesini
tesvik eden kimyasallarin bitkilere uygulanmasi stres toleransini artirmak igin kolay,
diisiik maliyetli, diistik riskli ve etkili bir yaklasimdir (He ve Gao, 2009). Bu nedenle
bitkilerde olusan stresin olumsuz etkilerini hafifletmek i¢in digardan uygulanan
maddelerin 6nemi giin gectikce artmaktadir.

Bu calismada, kuraklik stresi ve bakir (Cu) toksisitesinin musir fidelerinde
yarattig1 etkiye karsin, Aseton O-(4-klorofenilsiilfonil)oksim (la) maddesinin fizyolojik
ve biyokimyasal baz1 parametreler {lizerinde stresin olumsuz etkileri tizerinde hafifletici

etkilerinin olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmistir.



1.1 Bitkilerde Stres ve Stres Cesitleri

Bitkiler dogalari geregi yasam siireleri boyunca biiyiime ve gelismelerini
olumsuz yonde etkileyecek birgok stres faktorii ile karsilasmaktadirlar. Cevre sartlarinin
bir bitkinin normal biiylime ve gelisme potansiyelini ters yonde etkileyecek kadar
degismesi durumunda, bitkide meydana gelen olumsuz duruma “stres” denir (Biiyiik ve
ark., 2012). Stres ayn1 zamanda hasar olusturma potansiyeli olarak tanimlanmaktadir
(Kadioglu, 2011). Bitkiler stresin etkisinden kurtulup yasamlarma devam etmek i¢in
cesitli savunma mekanizmalar gelistirmislerdir. Bitkilerin elverissiz sartlara karsi
hayatta kalabilme yetenegine ise “stres direnci” denir (Levitt, 1980). Bitkiler dogal
yasamlar1 boyunca stressiz bir ortami ¢ok az bulabilmektedirler.

Stres altindaki herhangi bir organizmada olusan degisiklikler ve tepkiler; geri
dontigiimlii ve geri doniisiimsiiz olabilir (Akgiil ve ark., 2017). Stresin ortadan kalkmasi
veya strese karsi direng saglanmasi durumunda, stres geri doniisiimlii olabilir. Ancak
stres olay1 gegici olarak meydana gelmisse bile, stresin uzun siire devam etmesi,
siddetini arttrmas1 veya dayamiklilik saglanamamasi durumunda, gerilemeye
baslamakta ve stres devam ettikce, bu gerileme daha da ilerlemektedir. Bitki
kapasitesinin sonuna ulasildiginda, o ana kadar belirti gostermeden (latent) kalabilen
tepkiler, kronik hastaliga veya geri doniisiimsiiz bir tahribata yol acabilmektedir (Ozcan
ve ark., 2004). Bu durum bitkinin triin kalitesini, biyokiitlesini olumsuz yonde etkiler.
Stresle ilgili yapilan ¢alismalarin iki nedeni vardir; bitkinin yasama sansini artirmak ve
irtin verimini artirmak. Bu nedenle bitkilerin strese karsi direng mekanizmalarinin
Ogrenilmesi ve tarimsal alanlarda stres altindaki bitkilerin streslere dayanma
kapasitesinin belirlenmesi onemlidir.

Stres faktorleri siniflandirildiginda dogal bir stres faktorii olan kuraklik stresi %
26’lik oranla en biiyiik paya sahiptir. Bunu % 20 ile mineral stresi ve % 15 ile soguk ve
don stresi takip etmektedir. Bunlarin disinda kalan diger tiim stresler % 29’luk bir pay
alirken, yalnizca bitkilerin % 10’luk bir kisim herhangi bir stres faktoriine maruz
kalmamaktadir (Blum ve Jordan, 1986). Kuraklik stresi ve mineral stresi bu kadar
biiyiik paya sahip olmasindan dolay1 derinlemesine arastirilmay1 hak etmektedir.

Toprakta asir1 biriken bakir bitki dokularinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumuna neden olmaktadir. ROS, siiperoksit, hidrojen peroksit, singlet oksijen ve
hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirleridir. Ayrica, bitkiler oksidatif stresi

antioksidan sistem ile azaltabilirler (Tie ve ark., 2012). Hiicresel hasara neden olan



ROS'larin siipiiriilmesi, antioksidan sistemin enzimatik bilesenleri olan peroksidaz
(POD), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR), siiperoksit dismutaz
(SOD) enzimler ve non-enzimatik molekiilleri olan glutatyon (GSH), askorbik asit ve
karotenoidler gibi antioksidan bilesikler sayesinde gergeklestirilebilmektedir (Zhang ve
Kirkham, 1996).

Bitkilerin maruz kaldig1 baslica stres faktorleri, biyotik ve abiyotik (Cizelge 1)

olmak tizere iki kisma ayrilabilir (Hale ve Orcutt, 1987).

Cizelge 1. Stres ve stres faktorleri (Maheswari, 2012)

STRES CESITLERI
Biyotik Stres Abiyotik Stres
Fungi Kuraklik
Bakteri Tuzluluk
Parazit Yiiksek Ve Diisiik Sicaklik
Virtis Agir Metal Stresi
Bocek Oksidatif Stres
Patojen Besin Stresi

Biitiin bu stres faktorleri bitkiler i¢in bir tehlikedir ve diinya capinda iiriin
kalitesini ve verimini azaltir. Diinya genelinde bitkisel iiretimde iiriin kaybinin baslica
nedeni abiyotik strestir ve dnemli tarimsal iiriinlerin ortalama {iretimini yaklasik %50
azaltarak tarim gelecegini tehdit etmektedir (Mahajan ve Tuteja, 2005). Bitkisel
tiretimde iriin kaybi1 kalite diisiisii tarimsal iriinlerinin asirt pahali olmasina neden
olmaktadir. Diinya tizerinde topraklarin yaklasik %12’si tarima elveriglidir (Bidwell,
1974). Tiirkiye’de ise TUIK in verilerine gore: Tiirkiye toprak biiyiikliigiiniin yaklasik
olarak yiizde 31.1’ini tarim alanlar1 olusturmakla birlikte tarimsal toprak alani gesitli

nedenlerle git gide azalmaktadir.

1.2 Bitkilerde Agir Metal Stresi

Ekosistemi bozan bir unsur da agir metallerdir. Ekosistemlerde biriken agir
metaller; su ve gida kalitesi iizerindeki etkileri nedeniyle insan sagligmi tehdit
etmektedir (Lim ve ark., 2008).

Toprak kirliligine sebep olan faktorlerin, temizlenmesi zor, kimi zaman da
miimkiin olmayabilmektedir. Bilingsizce yapilan ilaglama, giibreleme ve sulama, kaliteli

ve birinci sinif topraklarin yerlesim alanlar1 ve ¢esitli endiistri kuruluslari i¢in kullanima



acilmasi, tarimsal topraklarin her gegen giin daha fazla kirlenmesine ve daralmasina
neden olmaktadir (Ayhan ve ark., 2005). Toprak kirliliginin degerlendirilmesi ve
toprakta yeteri miktarda iz metal seviyeleri igin kabul edilebilir standartlarin
benimsenmesi, topragin ekolojik fonksiyonunun korunmasi ve siirdiiriilebilir tarim igin
olduk¢a onemlidir (Kabata-Pendias, 1995).

Agir metaller atomik yogunlugu 5 g/cm®den biiyiik olan metal ve metaloidler
grubu i¢in kullanilan genel bir isimdir. Agir metal stresi her gecen giin daha énemli ve
tehlikeli hale gelmektedir (Redondo-Gomez, 2013). Asir1 agir metal stresi bitkilerde
gozle gortilebilir ve dlciilebilir (morfolojik degisiklikler) diizeyde degisiklikler meydana
getirir. Ancak bu degisikliklerin yani sira ortaya c¢ikan daha birgok degisikligin
belirlenmesi i¢in biyokimyasal analizler gerektirmektedir (Koseoglu, 2019).

Bitkilerin yasamlar1 ve gelismeleri igin 6nemli yere sahip olan kobalt, mangan,
demir, ¢inko krom, kadmiyum, selenyum, arsenik, nikel ve bakir gibi mikro metal
elementler, bitkinin biiylime ortaminda eser miktarda bulunmasi gereken elementlerdir.
Bu elementlerin bitkinin ihtiyacindan fazla olmasi toksik etkiye neden olmaktadir. Bu
elementler hayati Oneme sahip olan enzimlerin c¢alismalarini yavaslatip ya da
durdurabilir. ETS’de elektronlarin aktariminda devreye girerek solunumu ve fotosentezi
olumsuz yonde etkileyerek bitkiye ciddi zarar vermektedirler (Redondo-Goémez, 2013).

Kuvvetli metal baglayici sentetik kimyasallar Etilen diamin tetraasetik asit
(EDTA) ve Etilen diamin disiiksinik asit (EDDS) gibi), metallerin ¢ozlniirligiini
arttirmakta ve metallerin bitkiler tarafindan alinimin1 kolaylastirmaktadirlar (Luo ve
ark., 2005). Bitki kokiiniin ihtiya¢ duydugu eser metalleri alma kapasitesi, topraktaki
stireglere baglidir (Kabata-Pendias, 1995).

1.2.1 Agir metallerin bitkiler tarafindan alinimi ve tasinmasi

Bilindigi iizere toprak negatif (-) yiiklidiir. Topraktaki mikro elementler ise
pozitif (+) yiklidir. Toprak bu elementleri kendi biinyesinde tutarken bitkinin bu
elementleri topraktan koparmasi igin bir yontem kullanmasi gerekir. Selatma denilen
yontemin kullanan bitkiler bu yontemle kullanilamaz haldeki mikro elementleri yararli
hala doniistiirerek kokler yardimiyla biinyesine alir. Bitki, metal elementini almak i¢in
ilk olarak selatlandirict molekiilleri (fitosiderofor) rizosfere salar. Bunun amaci topraga
bagli olan metalleri topraktan koparmaktir (Kinnersley, 1993; Yetissin, 2015).

Kokler spesifik plazma membranina bagli metal rediiktazlar ile metal iyonlarini

azaltabilirler. Bitki kokleri saldiklar1 protonlar ile toprak ortamini asitlestirerek agir



metalleri ¢ozebilirler. Diisilk pH, toprak icindeki bagli metal iyonlarinin serbest
kalmasina neden olur. Kok i¢ine hiicre igi sivilarla ya da hiicre dis1 yollarla giren metal
iyonlar1 spesifik veya genel iyon tasiyicilari vasitasiyla ya da kanallarla bitki hiicrelerine
girerler (Clarkson ve Liittge, 1989). Rizosferdeki agir metallerin alimim etkileyen
faktorler; alinan minarellerin 6zellikleri, selatlayan molekiiliin aktivitesi, topragin pH,
katyon degisim kapasitesi, organik bilesiklerin konsantrasyonu ve mikroorganizma
aktivitesidir (Ghosh ve Singh, 2005).

Bitki tarafindan alinan metal iyonlar1 koke girdiginde ya kokte biriktirilirler ya
da siirgiinlere tasinirlar. Siirglinlere metal tasinimi ksilem veya floem yoluyla

gerceklesebilir (Stephan ve Scholz, 1993).

1.2.2 Bitkilerde bakir stresi (Bakir toksitesi)

Bakir sahip oldugu o6zelliklerden dolayi; bitki biiylimesinde ve cesitli
biyokimyasal islevlerde yer almasina ragmen asir1 miktarlarda bakir toksik etkiler yapan
bir agir metaldir ve bitki dokularinda asir1 biriktigi zaman ¢esitli anatomik degisimlere
yol agmaktadir. Bakir kirliligi, insan aktivitesi sonucu olusan emisyon ve atmosferik
depositler, pestisid kullanimi, kanalizasyon atiklarinin giibre olarak degerlendirilmesi,
komiir ve maden yataklarindan kaynaklanmaktadir. Toprakta 100 mg/kg, bitki kuru
maddesinde ise 15-30 mg/kg’dan fazla bakir (Cu 8.9 g/cm®) toksisiteye neden olur
(Alaoui-Sossé ve ark., 2004). Cimlenmenin gerilemesi (Munzuroglu ve Geckil, 2002)
ve kok, govde biiylimesinin gerilemesi (Johansson ve ark., 2005), hormonal dengenin
bozulmasi (Hunter ve Welkie, 1977), protein metabolizmasi ve enzim inaktivasyonuna
(Cuypers ve ark., 2005; Xiong ve ark., 2006), fotosentetik fonksiyonlarin yavaslamasi
veya inhibe olmasi (Frankart ve ark., 2002; Mocquot ve ark., 1996), solunumun inhibe
olmasi, membran biitiinliigiiniin bozulmas: (Morelli ve Scarano, 2004; Sgherri ve ark.,
2007) gibi fizyolojik degisimlere neden olmaktadir (Guzel ve Terzi, 2013). Metallerin
ayn1 zamanda mitokondri zarlarinda, elektron transport sisteminde, adenin nukleotit ve
fosfat transportunda da olumsuz etki yaptig1 gosterilmistir. Asir1 bakira maruz kalan
bitkilerde goriilen bulgular biitiin tirlerde ayn1 sekilde belirgin degildir. Bakir iyonlari
lipit peroksidasyonuna dolayisiyla membranlarin pargalanmasina, islevinin bozulmasina
yol agarak bitkilerde klorozise neden olmaktadir (Keller ve Hammer, 2004). Bazi
durumlarda bitki tarafindan alinan bazi metaller birbirinin alinimini azaltip arttirabilirler
(He ve ark., 2005). Bakirin bitkilerde demir alinimina engel olmasi buna 6rnek olarak

verilebilir (Ouzounidou ve Constantinidou, 1999). Asir1 bakir toksisitesi, yapraklarin



sararak Oliimiine neden olur yani nekrozise neden olur (Yau ve ark., 1991). Bakirin
topraktan alinma hizi bitkinin terleme ile kaybettigi ve koklerden alinan su miktariyla
orantilidir (Nellessen ve Fletcher, 1993; Tani ve Barrington, 2005). Bakir elementi
yiiksek konsantrasyonlarda bitkilerin agir oksidatif strese girmesine neden olur
(Madejon ve ark., 2009). Diinyada en ¢ok yetistirilen tarim tiriinlerden biri olan misirin

(Zea mays L.) bakir toksisitesine duyarli bir bitkidir (Pourakbar ve ark., 2007).

1.2.3 Bakirin kimyasal ve biyolojik ozellikleri

Bakir elementi insanligin ilk tanistign elementlerdendir. Ilk kez Misirhilar
tarafindan iiretilen bakir, M.O. 3000 yilindan itibaren (Bronz Cagi) Anadolu,
Yunanistan ve Hindistan’da mekanik 6zellikleri alasimlandirma yolu ile kullanilmistir
ve admi ilk bulundugu ve c¢okca ¢ikarildigr yer olan Kibris’in Latincesinden (aes

cyprium = Kibris cevheri, cyprium ve daha sonra cuprum) almistir.

Sekil 1. Bakir elementinin goriiniimii

Normal sartlarda gri renginde bulunmayan kirmizi ve kahverengi
goriiniimiindedir (Sekil 1). Dogada 200’den fazla bakir minerali bulunmakla beraber
sadece 20 tanesi bakir cevheri olarak endiistriyel 6neme sahiptir. Ulkemiz bakir
tiretiminde % 50’lik paya sahiptir. Bakir hem prokaryot hem de okaryotlardaki
metabolik faaliyetler i¢in gereklidir. (Habashi, 1997). Atom numaras1 29, molekiiler
agirhigr 63.546 g.mol? olan bakir, periyodik ¢izelgenin IB serisinde yer alan bir
transisyon (gecis) elementidir. Dogal ortamda kayalarda, toprakta, suda ve havada
bulunmaktadir. Dogada yiiklii halde az olarak bulunur, genelde oksitli ve siilfiirli

kompleks formlarda bulunmaktadir. Toprakta en fazla Cu (I) ve Cu (II) olmak tizere iki



formu bulunan bakirin kirlenmemis topraklardaki konsantrasyonu yaklasik 10°-107 M
diizeylerindedir (Kabata-Pendias, 1995; Nriagu ve Pacyna, 1988).

Bakir birgok enzimin aktivitesi i¢in gereklidir. Bakir demirle beraber sitokrom
oksidaz enziminin aktivitesinde rol alir. Burada gérevi Cu*! ve Cu* haline gecerek
elektronu oksijene tasir. Feniloksidaz, katalaz ve askorbat oksidaz enzimlerinin yapisina
katilir. Bitkiler tarafindan bakirin topraktan alinmasi ve diger canlilar tarafindan
kullanilabilirligi, yiiksek baglanma affinitesi gosterdigi etilen diamin tetra asetik asit
(EDTA), sitrik asit ve fenolik asitler gibi organik molekiillere baglanarak
¢Ozlinirligiini arttirmasina baghdir. Cizelge 2’de bakir elementinin hiicrede bulundugu

yerler ve islevleri verilmistir.

Cizelge 2. Bakir elementinin bulundugu yerler ve islevleri verilmistir (Eryilmaz, 2007)

Adi Bulundugu yer Islevi
Plastosiyanin Kloroplast Elektron transferi
Siiperoksit dismutaz Mitokondri ve Glioksizomlar Siiperoksit radikalinin
detoksifikasyonu
(Cu-Zn SOD) Kloroplast Lipit peroksidazsonu
Sitokrom oksidaz Mitokondri Elektron trasnport zincirinin terminal
oksidasyonu
Askorbat oksidaz Hiicre ¢eperi Askorbik asittin oksidasyonu
/rediiksiyonu, Hiicre biiyiimesi ve
bitki savunmasi
Diamin oksidaz Epidermis, Ksilem, Doku Poliamin yikimi
apoplazmasi, lignifikasyonu-Suberizasyon
Fenol oksidaz Hiicre ¢eperi ve Kloroplastlar Lignin ve alkaloid biyosentezi
Plastosiyanin

1.2.4 Msir bitkisinde bakar stresi

Yiiksek Cu seviyesine maruz kalan misir ¢esitlerinde kuru agirlikta (Mocquot ve
ark., 1996), klorofil ve karotenoid igeriginde (Tanyolac ve ark., 2007) ve fotosentetik
oranda azalma oldugu bildirilmistir (Yetissin, 2015). Cu toksisitesine maruz birakilan
musir bitkisinin kok dokularinda stresin bir sonucu olarak bilinen hidrojen peroksit
miktarinin arttig1 gortilmistiir. Salisilik asit uygulanan misir bitkisinin kdk dokularinda
ise Cu stresine bagli hidrojen peroksit miktarmin diistiigi gozlenmistir (Waligarski ve
ark., 2017). Misir bitkisinin Cu stresinin istesinde gelmek igin bazi mekanizmalar

gelistirdigi yapilan gesitli arastirmalarda goriilmiistiir.




1.3 Kuraklik Stresi

Bitkilerin transpirasyonla (terleme) kaybettikleri suyun, g¢evreden alinan su
miktarindan fazla olmasi durumunda kuraklik stresi ortaya ¢ikmaktadir. Eger toprakta
yeteri kadar su varsa bitki su ihtiyacini karsilar yoksa bitki su alamaz ve bitkisel dokular
arasinda, suyun alinmasi i¢in rekabet baslamaktadir. Bitki su eksikligi icin tolerans
gelistirmezse strese girer ve bitkinin yasamsal faaliyetleri bozulur. Terlemeyi yiiksek
sicaklik, diisiik nem ve firtina gibi faktorler arttirmaktadir. Bitkinin biitiin metabolik
faaliyetleri su ortaminda gergeklesir. Bitkide kurakligin goériilmesi bitkideki islevlerin
bozulmasina ve bitki metabolizmasinda strese neden olmaktadir. Kuraklik stresi bitkide
bir potansiyel gerilim meydana getirir. S6z konusu potansiyel gerilim bitkide, once
geriye dontisimlii, fiziksel ve kimyasal degismelere neden olur. Buna elastik gerilim
denir. Clinkii stres etkisi ortadan kalkinca potansiyel gerilimde ortadan kalkar. Ancak
stresin uzun siire devam etmesi ve siddetini arttirmas: bitkilerde geriye doniisiimsiiz
etkilere neden olmaktadir. Buna plastik gerilim denir (Cirak ve Esendal, 2006).
Kuraklikla kars1 karsiya kalan bitki hayatta kalmak i¢in vegetatif dokularda su alinimina
kars1 bitki savunma mekanizmalarini harekete gecirir. Bunlar; stresten kaginma ve stres
toleransidir (Levitt, 1980). Kaginma, toprakta ciddi boyutlarda su noksanligi olusmadan
bitkinin yasama kabiliyetidir. Kurakliktan kag¢inma o6zelliginde olan bitkiler hizli
bliylimeleri ve gelismelerini diizenlemelerinden dolayr kurak c¢evrelerde canl
kalabilmektedirler. Ornegin ¢6l efemerleri kurak mevsimlerde dormant tohumlar
halinde kalarak kurakliktan kaginan bir yillik bitkilerdir. Boyle bitkilere efemeral
bitkiler denir. Bu bitkiler toprak nemi tiikenmeden 6nce erken olgunlagsmaya giderek az
miktarda tohum olusturur (Salisbury ve Ross, 1992). Stres toleransi, bitkinin yasami
icin uygun olmayan ortam sartlarina bitkinin gostermis oldugu direnctir. Stresten
kacinan bitkiler yalnizca orta siddetteki su stresi durumunda hayatta kalirken strese
toleransh bitki gruplar1 ise koruyucu mekanizmalarini c¢alistirmak suretiyle cok daha
siddetli kuraklik stresi durumunda hayatta kalabilirler (Kalefetoglu ve Ekmekei, 2005).
Stres karsisinda biitiin bitkiler benzer toleransi gostermezler. Bitkilerin kurakliga
tolerenst bitkinin enzim aktivitesine ve membran yapisina baglidir (Turner, 1986).

Bitkiler, ROS seviyesini kontrol altinda tutabilmek ve ROS sonucunda olusacak
oksidatif hasardan kendilerini koruyabilmek amaciyla olduk¢a kompleks bir antioksidan

savunma mekanizmasi gelistirmiglerdir. Bitkilerin gelistirdikleri bu mekanizma 6nemli
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bir tolerans mekanizmasidir (Cramer ve ark., 2011; Gill ve Tuteja, 2010; Wang ve ark.,
2003).

Kuraklik genel olarak su noksanligi ve kuruma olarak ikiye ayirilir. Su
noksanligi, stomalarda kapanmaya ve gaz degisiminde kisitlamaya neden olan orta
diizeydeki su kaybidir. Oransal su kapsaminin yaklasik % 70’te kaldigi hafif su
noksanligina maruz kalan bitkilerde stomalarin kapanmasia bagli olarak CO, alimi
kisitlanmaktadir. Kuruma, metabolizma ve hiicre yapisinin tamamen bozulmasina ve
sonunda enzimle katalizlenen reaksiyonlarin durmasina neden olabilecek potansiyele
sahip olan asir1 miktardaki su kaybi olarak tanimlanabilir. Genel bir kural olarak,
kurumaya duyarli vaskiiler bitkilerin ¢ogunda vejetatif doku, % 30’un altindaki su
oranlarinda iyilesme siirecine giremez (Smirnoff, 1993).

Kuraklik stresi biiylimeyi ve verimi etkileyen en yaygin gevresel streslerden
biri olup bitkilerde bir¢ok fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler cevabi indiiklemekte
ve buna bagli olarak bitkiler, smirli c¢evresel kosullara adapte olmayi saglayacak
tolerans mekanizmalar1 gelistirebilmektedirler (Arora ve ark., 2002).

Kuraklik stresine maruz kalan bitkiler antioksidan savunma sistemlerinin
bazilarmin ya da tamaminin aktivasyonu ile oksidatif stresin iistesinden gelebilirler.
Bununla beraber, uzun siireli ve akut; hatta bazen kisa siireli stres durumunda bile,
savunma mekanizmalarinin kapasiteleri asilir ve bu durum, gézle goriiliir zararlara hatta
bitki 6liimiine neden olabilir (Kalefetoglu ve Ekmekei, 2005).

Kuraklik stresinin bitkiler {izerindeki etkileri goriiniir ve goériinmez belirtiler
olarak siniflandirilir (Dogru ve Bayram, 2016). Goriiniir belirtiler; bitkinin normalinden
kiiciik olmas1 (Fischer ve Wood, 1979), yaprak sayisinda ve kiitlesinde azalma, erken
olgunlagmaya (Karamanos ve Papatheohari, 1999) bagli olarak tohum sayisinda azalma,
kok boyunun azalmasi ya da artmasi, kok-govde oraninda artis (Cattivelli ve ark., 2008)
ve yaprak kivrilmasi (Terzi ve Kadioglu, 2006) gibi belirtilerdir. Gortinmez belirtiler
ise (fizyolojik yanitlar), kuraklik sinyallerinin alinmasi, turgor kaybi, ozmotik
diizenleme, yaprak su potansiyelinde, stomatal iletkenlikte, i¢sel CO2
konsantrasyonunda, net fotosentezde ve biiylime oraninda azalmayi kapsar. Kurakliga
maruz kalan bitki hayatta kalmak i¢in erken yanitlar olusturur. Prolin ve glisin betain
gibi belirli metabolitlerin birikimi yoluyla dehidrasyona direng gelistirilerek yapisal
biitiinliigiin korunmasinda ve bitkinin islevselliginin siirdiiriilmesinde etkilidir (Pinhero
ve Paliyath, 2001). Toplam mevsimsel evapotranspirasyon ve dolayisiyla verimin

azalmasma yol acan uzun siireli stomatal kapanma, CO; derisiminde sinirlama ve
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rubisco aktivitesindeki azalma nedeniyle fotosentez oranini azaltmaktadir (Pinheiro ve

ark., 2004).

1.3.1 Msir bitkisi ve kuraklhik

Kuraklik stresi, tiim diinyada misir verimi ve kalitesini olumsuz sekilde
etkileyen en 6nemli abiotik streslerin basinda gelmektedir. Su kaynaklarinin azalmasi ve
yiiksek sicaklikla kombine halinde kuraklik, tilkemizin misir {iretimini ve Kkalitesini
olumsuz bir sekilde etkilemektedir (Erdal, 2014). Misir tarimi su olmadan diisiiniilemez.
Misir, toplam kuru madde {iretimi agisindan verimli bir su kullanicisidir ve tahillar
arasinda potansiyel olarak en yiliksek verimli tahil irliniidiir. Maksimum {iretim i¢in orta
olgunluktaki bir tahil iirlini, iklime bagl olarak 500 ila 800 mm arasinda suya ihtiyag
duymaktadir. Misir bitkisi i¢in en kritik donem, tepe piiskiilii ¢ikisinin hemen 6ncesi ile
kogcan piiskiilii ¢ikarma arasinda gegen 10 giinlilk periyottur. Bu zamanda misirin
kurakliga maruz kalmasi bitkide dnemli verim kaybina neden olur (Babaoglu, 2017).

Misirda kurakligin etkileri;

1. Kuraklik altinda musir bitkisinin yapraklar1 yanik durumuma gelir ve
oliir.

2. Kuraklik devam ettik¢e geng yapraklar oliir ve tepe puiskiilii zarar gorerek
gorevlerini kaybeder.

3. Bitkide burugsma ve solma meydana gelir.

4. Bitki tepe piiskiilii olusmadan 6nce kurakliga maruz kalmissa bitkinin
boyu kisa kalir. Bu durumda bitki sonradan ihtiyaci kadar su alirsa boy
kisalmas1 verim kaybina neden olmaz.

5. Tozlanma doneminde kuraklia maruz kalan misir tane baglama orani
diiser. Polenler disar1 ¢ikmaz, polenler dlebilir, kogan piiskiilii polenleri
kabul etmez bdylece tohum olusmaz ya da verimsiz tohumlar olusur.

Misir i¢in ¢igeklenme doneminde toprak neminin azlhigi tepe piuskiilii igin
hizlandirict bir etmendir, ancak kogan piiskiiliiniin ¢ikisint olumsuz etkiler

(adana.tarim.gov.tr, 2019).
1.4 Bitkilerin Strese Kars1 Gelistirdikleri Cesitli Savunma Stratejileri

Bitkiler stresin neden oldugu toksik radikalleri temizlemek ve kendilerini
oksidatif zarardan korumak i¢in molekiiler savunma mekanizmalarina sahiptirler. Bu

savunma sistemleri savunma sistemleridir, iki tiir (enzimatik ve enzimatik olmayan)
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antioksidan savunma sistemleri vardir. Antioksidan enzimler: Siiperoksit dismutaz
(SOD), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT) ve glutatyon rediiktaz (GR) ve
enzimatik olmayip: membran ile iliskili antioksidanlar (o-tokoferol, B-karoten) ve suda
¢Oziinen indirgeyiciler (glutatyon, askorbat) iceren diisiik molekiiler agirlikli
antioksidanlar olarak bilinmektedir (Sarma, 2011; Zaimoglu ve ark., 2011). Kuraklik
sirasinda bitkilerde iyon icerikleri ile ilgili farkli savunma sistemlerinin oldugu
belirlenmistir (Dasgan ve ark., 2006). Stres sirasinda hormonal sistemlerde farkliliklar
meydana gelerek antioksidan sistemde yer alirlar (Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki,
2007).

1.4.1 Bitkilerde oksidatif stres ve serbest oksijen tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri yiiksek enerjiye sahip molekiillerdir. Bu bilesenler
biyolojik sistemlerdeki metabolizmada yer alan yapisal molekiiller (proteinler, lipidleri,
niikleik asitleri gibi) ile kimyasal reaksiyona girerek islevlerini bozar bu maddelerin
aktif yapilarini kaybetmelerine sebep olur. Bu etkilerinden dolay: bunlara reaktif oksijen
tirleri (Reaktive Oxygen Species, ROS) denir (Halliwell, 1996; Stadtman, 2002).

Bitkilerin agir metal toksisitesi oksidatif strese neden olmaktadir. Oksidatif stres
sonucu meydana gelen Oz, H2O2 ve <OH gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS), yiiksek
diizeyde agir metallere maruz kalan bitkilerin olusturdugu ilk cevaplardir (Mithofer ve
ark., 2004). Serbest radikaller, hiicrelerde igsel ve dissal nedenlerden kaynakli olarak
eslesmemis elektrona sahip, kisa dmiirlii, kararsiz, molekiil agirligi diisiik ve baglanma
potansiyeli yiiksek molekiiller olarak tanimlanirlar (Elstner, 1982).

Kurakligin bitkilerde neden oldugu oksidatif etki, oksijenin reaktif oksijen tiirleri
olusturarak, canlinin makromolekiillerinde doniisiimsiiz hasar meydana getirmesi diye
tanimlanmaktadir (Cavdar ve ark., 1997). Suyun kisith oldugu donemlerde, vejetatif
bitki dokularinda oksidatif stresin en yaygin nedeni kloroplastta gergeklesen 1s1k-
klorofil etkilesimleri olarak diisiiniilmektedir (Farrant, 2000). Kuraklik altindaki bitki
daha fazla su kaybetmemek icin, genelde, stomalarini kapatir; bu da fotosentezle
fiksasyon i¢in gerekli CO2’nin aliminin kisitlanmasina neden olur. Bu durum; kuantum
verimini azaltir ve fotosentetik aparatin reaksiyon merkezlerindeki uyarma (eksitasyon)
enerjisinin agirth@ina neden olur (Stuhlfauth ve ark., 1990). NADP™ (fotosentezdeki e-
akseptorii) kisith hale gelir ve ferrodoksin NADP™ yerine oksijeni baglayarak fotosistem
I (PSI)’in elektronlar1 O2’ye transferi sonucunda reaktif O, radikali tiretilir (Mehler

reaksiyonu) (Tambussi ve ark., 2000). Bir¢ok bitki tiiriinde kuraklik stresi altinda artan



13

O2 yaglarin yiikseltgenmesiyle yag asidi doygunluguna ve sonugta membranlarin
biitiiniiyle zarar gormesine neden olur (Sgherri ve ark., 1996).

Bu radikallerin yarilanma Omiirleri birka¢ mili saniye ile dakikalar hatta saatler
arasinda degisebilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) eslenmemis elektron tasiyip

tasimamalarina gore gruplandirilirlar (Cavdar ve ark., 1997).

1.4.2 Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusturan kaynaklar

1.4.2.1 Siiperoksit radikali (O2.-)

Stiperoksit radikali oksijene bir elektronun aktarilmasi sonucu olusur. Bu
reaksiyon cesitli organellerde enzimler vasitasiyla meydana gelebilir. Molekiiler
oksijenin, oksidatif fosforilasyon esnasinda NADPH-oksidaz veya ksantin-oksidaz gibi
enzimlerin Kkatalizorliigiinde siiperoksit radikali meydana gelir. Oldukca reaktif
molekiildiir. Siiperoksit radikalinin yarilanma 6mrii hiicrelerin farkli yerlerinde bulunan
siperoksit dismutaz enziminin varligina baglidir (Stahl ve Sies, 2002). Su yollarla
iiretilmektedirler: Indirgeyici 6zellikteki molekiiler oksitlenirken oksijene tek elektron
verirken, flavinler, tiyoller gibi indirgenmis niikleotitler aerobik ortamda oksitlenirken
stiperoksit olusur (Corpas ve ark., 2001). Plazma membranlarinda da siiperoksit {ireten
NAD(P)H oksidaz enziminin varligi belirlenmistir (Vianello ve Macri, 1991). Ayrica
stiperoksit enzimatik olmayan reaksiyonlarla, 6rnegin kloroplast, mitokondri ve plazma
membranindaki elektron transport sisteminin yeterince diisiik redoks potansiyeline sahip
bilesenleri ve ferrodoksin tarafindan da iiretilebilir. Kloroplastlarda PS | ve PS 1l
tarafindan siiperoksitin iiretildigi belirlenmistir. Stiperoksit dismutaz (SOD) enziminin
etkisiyle dismutasyona girerek derisimi azalir ve bu tepkime dismutasyon tepkimesi
olarak adlandirilir Biyokimyasal tepkimelerde yaglarin ve diger bilesenlerin
oksidasyonuna sebep olur (Fridovich, 1995; Halliwell, 1984). Oldukga reaktif olan bu
radikalin; lipid peroksidasyonu, hiicresel toksisite, membran hasar1 ve DNA’daki tek

zincir kiriklariyla alakali oldugu belirtilmektedir (Yetigsin, 2015).

1.4.2.2 Singlet oksijen (102)

Molekiiler oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters
yoniinde olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur. Singlet

oksijen, fotosentez reaksiyonu sirasinda meydana gelir. Molekiil, oksijenin yiiksek
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enerji ile uyarilmig formudur. Radikal degildir ¢iinkii ortaklagmamis elektron cifti
bulunmaz, ancak yiiksek dl¢iide reaktiftir (Akkus, 1995). Bitkilerde O,‘nin baslica
kaynag fotosentetik elektron transport sistemindeki klorofil pigmentleridir (Hallwell ve
Gutteridge, 1989). Pigmentlerin oksijen varliginda 1s181 absorblamasiyla, -O2’nin
dismutasyon tepkimesi sirasinda, hidroperoksitlerin metal tepkimelerinde olusur
(Halliwell ve Gutteridge, 1990). Singlet oksijenin DNA, protein ve lipit gibi biyolojik
molekiiller ile reaksiyona girdigi bilinmektedir (Ekici ve Sagdig, 2008). Singlet
oksijenin yarilanma 6mrii 10 ile 10 saniye arasinda olup karbon-karbon baglar ile
tepkimeye girme egilimi yiiksektir (Stahl ve Sies, 2002). Singlet oksijen yine molekiiller

oksijene doniismek i¢in aldig1 enerjiyi ¢evreye dalga enerjisi olarak verebilirler.

1.4.2.3 Hidrojen peroksit (H202)

Hidrojen peroksit biyolojik sistemlerde oksijenin enzimatik olarak iki elektron
ile indirgenmesiyle ya da siiperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan SOD
katalizli dismutasyon tepkimeleri sonucu olusur. Siiperoksitin olustugu yerlerde 6nemli
miktarda H20‘de iiretilir. Eslesmemis elektron igermedigi i¢in radikal degildir, ancak
biyolojik membranlar1 gegerek hiicrelerin arasina veya icine kolayca difiize olabilir ve
uzun Omiirlii bir oksidandir. Bakir ve demir gibi metal iyonlarinin varliginda hidroksil
radikalinin onciilii olarak davranir bundan dolay1 oksitleyici bir tiirdiir. Fotosentetik
elektron transport zinciri H2O2‘nin iiretiminden sorumludur. H20> bir radikal olmadig1
halde, reaktif oksijen tiirleri (ROS) igine girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli
rol oynar. Ciinkii ge¢is metal iyonlar1 varliginda Fenton reaksiyonu sonucu; siiperoksit
radikali varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve daha ¢ok hasar verici
olan hidroksil radikaline geger. H202 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan
demir ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini
olusturur. Demirle tepkimeleri olduk¢a hizhidir. Bu formdaki demir ¢ok giiglii
oksitleyici Ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal
tepkimeleri baslatabilir. Oksitleyici 6zelliginden dolay: biyolojik sistemlerden hidrojen
peroksidin uzaklasmasi gereklidir. Antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz
olusan H20:’sistemden uzaklastirir Bu gorevi hiicrelerdeki dnemli antioksidan enzimler
olan katalaz ve peroksidaz yerine getirir (Halliwell, 1984; Halliwell ve ark., 2000;
Slesak ve ark., 2007).
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1.4.2.4 Hidroksil radikali (OH)

Hidroksil radikali, en aktif ve en toksik oksijen radikali olup bulundugu her
yerde bir¢ok molekiil ile reaksiyon verir. Hidroksil radikali, su molekiillerinin homolitik
kirilmasi ve biyolojik sistemlerde iiretilen hidroksil radikalinin (OH) 6nemli bir kismi
canlilarda hidrojen peroksitin tam indirgenmemesi sonucu ger¢eklesmektedir. Hidrojen
peroksit molekiiliiniin indirgenmemesi sonucunda olustugu gibi hidrojen peroksit
molekiiliiniin metaller ile reaksiyonu sonucunda eksik indirgenmesi ile de olusabilir.
Hidroksil radikali geg¢is metalleri varliginda H>O2’nin indirgenmesiyle (Fenton
reaksiyonu) ile katalizlenir (Sigel ve Sigel, 1999; Stahl ve Sies, 2002). Biyolojik
sistemlerdeki en ¢ok hasar verici radikal tlirtidiir. Kisa omiirlii oldugu halde su dahi
karsilastig1 biitiin biyolojik tepkimelere girerek biiyiik hasarlara yol acar. Elektronca
zengin molekiilleri 6zellikle hedef alir (Akkus, 1995; Halliwell ve Gutteridge, 1990).
Paylasmamis elektron ¢iftinden kaynaklanmaktadir. Hidroksil radikalinin sebep oldugu
en Onemli hasar, lipid peroksidasyonudur boylece hiicre zarinin bozulmasina ve hiicre

6liimiine neden olur (Nishiyama ve ark., 1998).

1.4.3 Antioksidan sistemler

Antioksidan terimi, zararli bir hale doniismeksizin reaktif oksijen tiirleri
(ROS)‘ni temizleyebilen bilesikler icin kullanilmaktadir. Bitki dokular1 stres
kosullarinda hiicreleri ROS etkisinden korumak i¢in savunma mekanizmasi gelistirirler.
Abiyotik ve biyotik stres kosullarinda etkinligi artan ROS, antioksidan genlerin
ekspresyonunu aktive ederek hiicresel savunma sistemini uyarmaktadir (Dixon ve Paiva,
1995). (Grene, 2002). Bu mekanizmalar “antioksidan savunma sistemleridir” (Cizelge
3). Antioksidanlar; enzimatik olmayan antioksidanlar (C vitamini, E vitamini,
karotenoidler gibi), antioksidan enzimler ise (siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz) olarak siniflandirilabilmektedir (Jung, 2004; Pinheiro ve ark., 2004;
Reddy ve ark., 2004; Srivalli ve ark., 2003). Stresle ilgili calismalarda amag¢ ROS’lar1
hapseden antioksidanlarin arayisidir.

Organizmada hiicresel savunma mekanizmasinin ortadan kaldirildigindan daha
fazla reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusabilir. Antioksidan savunma sistemlerin
vasitastyla ortadan kaldirilandan daha fazla reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) meydana

gelmesi oksidatif stres olarak tanimlanir.
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Bu durumda antioksidan savunma sistemlerinin yetersizliginin nedenlerinin

arastirilmasi tarimsal verimin artmasi agisindan hem de insan sagligi acisindan oldukca

Onemlidir.

Cizelge 3. Genel olarak antioksidanlarin gérevleri (Biiyiik ve ark., 2012)

Enzimatik ve Enzimatik
Olmayan Antioksidanlar
Askorbik Asit

Tokoferoller

Karotenoidler

Fenolik Bilesikler

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit Dismutaz (SOD
Askorbat Peroksidaz (APX)
Katalaz (CAT)

Glutatyon Peroksidaz (GPX)

Rolii

Direk olarak O»~, OH:ve H,0,’ i
temizler.
Lipit peroksidasyonunu kirar. Lipit
peroksitlerini 02~ ve OH’i
temizler.

Peroksi radikalleri ile O2~ ve OH"i
temizler.
Redoks dongiisiiniin bir substrati
olarak, OH- ile O, ’nin direk
temizlenmesinde yararlidir.
Antioksidan 6zelliklerini iyi birer
hidrojen veya elektron vericisi
olmalari, zincir kirict 6zellikleri ve
gecis metalleri ile selat
olusturmalari ile gosterirler.
027’1 H20; ’ye doniistiiriir

H>0- ’yi HO ’ya cevirir.
H>0- ’yi H>O ’ya gevirir

H>0- ’yi ve lipit peroksitlerini

etkisizlestirir.

Hiicresel Lokasyonu

Kloroplast, apoplast, vakuol,
sitozol
Bitkilerin tiim kisimlarinda
bulunur. Kloroplast
membranlarinda tokoferol
yogun olarak bulunur.
Sitozol, vakuol

Sitozol, endoplazmik
retikulum, vakuol, mitokondri

Sitozol, vakuol

Kloroplast, sitozol,
mitokondri, peroksizom
Kloroplast, sitozol,
mitokondri, peroksizom
Peroksizom

Kloroplast, sitozol,
mitokondri, endoplazmik

retikulum

Bitkiler agir metal stresine karsi savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir

(Krdamer ve ark., 1996). Bazi enzimleri sentezleyerek, agir metalleri vakuol igerisinde
biriktirerek ya da selatlanma olusturarak ortadan yok etme yoluna giderler. Bakir
sliperoksitin asir1 birikimi, hidrojen peroksit, singlet oksijen ve hidroksil radikalleri gibi
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasina sebep olur. (Tie ve ark., 2012). Toksik etkili
agir metallere dayanikli olan bir bitki ya alinan agir metalleri derhal detoksifiye etmeli
ya da hiicreye alinimini sinirlamalidir (Cumming ve Taylor, 1990).

Kuraklik stresine maruz kalan bitkiler antioksidan savunma sistemlerinin
bazilarinin ya da tamaminin aktivasyonu ile oksidatif stresin iistesinden gelebilirler.
Bununla beraber, uzun siireli ve akut; hatta bazen kisa siireli stres durumunda bile,
savunma mekanizmalarinin kapasiteleri asilir ve bu durum, gézle goriiliir zararlara ve

hatta bitki 6liimiine neden olabilir (Kalefetoglu ve Ekmekci, 2005). Fakat radikal
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tiretimi, antioksidan savunma sisteminin kapasitesini agsacak kadar fazla olursa, o zaman

bitkide meydana gelecek hasar geri doniisiimsiiz olmaktadir.
1.4.4 Enzimatik antioksidan sistemler

1.4.4.1 Siiperoksit dismutaz (SOD)

Serbest radikallere kars1 organizmadaki ilk savunma SOD enzimiyle gergeklesir.
Enzimin fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest
radikalinin zararli etkilerine kars1 korumaktir (Kuzu, 2015). Siiperoksidin daha az toksik
olan H;O2’ye doniisiimiinii katalizler baslangicta bir bakir depo proteini oldugu
disiinilmstir.

SOD aktivitesi kuraklik stresi altindaki celtik ve bugday bitki tiirlerinde
proteinin ifade seviyesindeki artislara neden oldugu yapilin ¢aligmalarda belirlenmistir
(Ji ve ark., 2012). Hypnum cupressiforme nin bakir uygulanmis 6rneklerinde siiperoksit
dismutaz, peroksidaz aktivitelerinde artis belirlenmistir (Kuzu, 2015).

1.4.4.2 Katalaz (CAT)

Katalaz dogada ¢ok yaygin dagilim gostermektedir. Yiiksek molekiiler agirliga
sahip, protein yapisindadir. Oksidorediiktazlar grubunun enzimidir, yani ylikseltgenme
indirgenme reaksiyonlarini katalizleyen enzimdir. Peroksizomda iiretilir ve mitokondri
matriksinde bulunur, aerobik mikroorganizmalarin hepsinde, omurgalilarda, bitkilerde
ve mantarlarda bulunmaktadir.(Fridovich, 1986; Streb ve ark., 1993)

Katalaz kararsiz bir enzimdir. Stres altindaki bitki hiicrelerinde olusan H2O2’nin
yiiksek konsantrasyonlariyla inhibe edilebilir (Ugurlar, 2019). Zehir etkisi yapan
hidrejen peroksiti parcalayarak su ve oksijene cevirir. H2O2’nin uzaklastirilmasinda
onemli rol oynadigi disiiniilmektedir (Fridovich, 1986). Siyanid, azid, siiperoksit ve
indirgenmis glutatyon tarafindan da katalaz aktivitesinin inhibe edildigi rapor edilmistir.
Ayrica H202’ye olan zayif affinitesi bu enzimin etkinligini kisitlamaktadir (Foyer ve
ark., 1994). Katalazin en temel islevi, oksijen varliginda H>O’in ve ROOH gibi bir
peroksitin radikalligini gidererek, ozellikle membranlarda olusturabilecekleri geri
doniistimsiiz  hasarlar1  engellemektir (Chaudiére ve Ferrari-lliou, 1999). Tuz
konsantrasyonu yiiksek topraklarda katalaz enziminin aktivitesinin artig1 bulunmustur
(Cimen ve ark., 2005). Bitkilerde kiikiirt uygulamasina bagli olarak CAT enziminin
aktivitesi artis gostermistir (Giines ve Sonmez, 2019). Bakir stresi altindaki Spirodela
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polyrhiza (Upadhyay ve Panda, 2010) Atriplex halimus (Brahim ve Mohamed, 2011)
bitkilerinde CAT aktivitesinin uyarildig: bildirilmektedir. Capia tipi kirmiz1 tatlt biber

bitkisinin H2S uygulamas1 CAT aktivitesinin artig1 belirlenmistir.

1.4.4.3 Askorbat peroksidaz (APX)

ROS’ un etkilerine karsi rol alan en etkili antioksidandir. Bitkilerdeki temel rolii
H202’ in zararl etkilerini ve diger toksik oksijen tiirevlerinin etkilerini zarar gérmeden
atlatmaktir. Bu mekanizma ile H.O, askorbat peroksidaz araciligiyla suya
indirgenmektedir. Bunun igin askorbik asit kullanilmakta ve monodehidroaskorbat
(MDHA) agiga c¢ikmaktadir. Mitokondride sentezlenmektedir ve diger hiicrelere
kolaylastirilmis difiizyon yolu ile tasinmaktadir. APX ailesi, thylakoid ve mikrozomal
membran bagli formlarda bulunabildigi gibi ¢oziinlir formda stromal, sitosolik ve
apoplastik enzimleri de igeren tAPX, gmAPX, sAPX, cAPX gibi en az bes farkli
izoformdan olusur (Asada, 1987; Noctor ve Foyer, 1998). Fotosentez sirasinda olusan
H202’nin uzaklastirilmasinda katalaza yardimci olur (Davis ve Swanson, 2001).

Stresle ilgili yapilan ¢alismalarda APX aktivitesinde ve gen ekspresyonunda
artiglar oldugu gozlenmis ve bu artislarin stres savunmasiyla iligkili oldugu ileri
strilmistiir (Kiregci, 2018). Su stresine maruz kalan duyarli bugday cesitlerinde
askorbat peroksidaz aktivitesinin uyarildigi, toleranshi bugdayda ise sadece yiiksek stres
yogunlugunda arttig1 kaydedilmistir (Sgherri ve ark., 2001). Bakir stresi kosullarinda,
Akpmar ve 31G98’de iki musir ¢esidinde H202, GSH ve SA uygulamalarinin APX
enzim aktivitesini bakir uygulamasina gore onemli oranda arttirdigir belirlenmistir

(Yetigsin, 2015).

1.4.4.4 Glutatyon rediiktaz (GR)

Ik defa eritrositlerde ve mayalarda tespit edilmistir (Meldrum ve Tarr, 1935)
Glutatyon (GR) hem prokaryotlarda hem de okaryotlarda bulunur (Creissen ve ark.,
1994). H.0> detoksifikasyonundan sorumlu antioksidandir. GR stres sirasinda
indirgenmis glutatyon havuzunun (GSH) korunmasinda onemli yere sahiptir. GR'de
artis bitkilerde aktivite, glutatyon (GSH) seviyelerinin birikmesine neden olur ve sonug
olarak bitkilere tolerans saglar (Kiregci, 2018). Glutatyonun indirgenmis halde kalmasi
bircok antioksidan enzim aktivitesi i¢in 6dnemlidir. GR, bitkilerin kuraklik ve cesitli
stres etkileri sonucu meydana oksidatif stresin olumsuz etkilerinin diizenleyip ve strese

bir direng olusturur (Meister, 1983). Farkli bakir konsantrasyonlarina maruz birakilan
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musir bitkisinde GR aktivitesinin 6nemli miktarda arttig1 belirlenmistir (Tanyolac ve
ark., 2007).

1.4.4.5 Guaikol peroksidaz

Guaiakol peroksidaz (GPX) hiicre duvarlarinda ve sitoplazmada bulunan bir
enzimdir (Demiral, 2003). Stres ve metabolizma sonucu olusan H»>O>‘yi temizler.
Lignin biyosentezinde hayati bir rol oynayip indol asetik asidi (IAA) bozarak ve
H20.'yi de kullanarak biyotik strese kars1 savunur. GPX, guaiakol ve pirogalol (Asada,
1999), gibi aromatik bilesikleri elektron dondrii olarak tercih eder. GPX hiicre
duvarinda (sitosol, vakuol) aktif oldugu i¢in H2O2'nin hiicreden ¢ikarilmasinda anahtar

enzim olarak kabul edilir (Kiregci, 2018).

1.4.4.6 Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR)

MDHAR kisa Omiirli Monodehidroaskorbat (MDHA)'dan, NADPH'yi bir
indirgeyici ajan olarak kullanarak, hiicresel askorbik asittin (AsA) iiretilmesinden
sorumludur, bunu gergeklestiren tek enzimdir. Oksidatif stresin neden oldugu
olumsuzluklar1 azaltmada onemli bir role sahiptir (Sekuli¢, 2019). AsA'nin yeniden
olusmasini saglar ve H2O2'i ve askorbat peroksidazi (APX) temizler bu sirada AsA'yi
oksitler (Kiregci, 2018). MDHAR‘in NADH ile olan aktivitesi NADPH ile olan
aktivitesinden iki kat daha fazladir (Hossain ve Asada, 1984; Sano ve ark., 1995).
MDHA birgok enzimin inaktive edilmesini saglar Enzimlerin inaktive olmamasi igin
belirli konsantrasyonlarda tutulmasi gereklidir (Saglam, 2011).

MDHAR, bir¢ok canlida bulunur. Bitkilerde, hayvanlarda, mantarlarda, alglerde
ve tek hiicreli canlilarda tespit edilmistir (Arrigoni ve ark., 1981; Hossain ve Asada,
1984). Bitkilerde kloroplastlarda bulunur. Kloroplastlardaki MDHAR, stromaya
yerlesik olarak bulunur ve yapisi tilakoid membrana baghdir. Hiicrede glioksizomlarda,
peroksizomlarda, mitokondri ve sitozolde bulundugu belirlenmistir (Donaldson, 1990;
Yamauchi ve ark., 1984). MHDAR’1n izoformlarinin kloroplast, sitozol, peroksizom ve

mitokondride bulundugu belirtilmistir (Jimenez ve ark., 1997).

1.4.4.7 Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR)

DHAR biitiin canlilarda bulunur bitkilerde tohumda, koklerde ve yesil
filizlerinde bol miktarda bulunur. Cesitli bitkilerin dokularinda DHAR aktivitesi oldugu
da bildirilmistir (Anjum ve ark., 2014). DHAR, biitiin canlilarda bulunan, tek bir
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polipeptid zincirinden olugmus bir tiyol enzim olup, glutatyon (GSH) araciligiyla
dehidroaskorbatin (DHA) askorbata dontstiiriir. pH 6’dan biiyik oldugu zaman
dehidroaskorbat kararsizdir ve tartarat ile oksalata doniisebilir. Bu doniisiimii 6nlemek
icin dehidroaskorbat elektron verici olarak glutatyonu kullanan dehidroaskorbat
rediiktaz tarafindan askorbata doniisiir ve bu reaksiyon sonucu olusan okside glutatyon
(GSSG), glutatyon rediiktaz (GR) tarafindan tekrardan GSH‘a indirgenir (Foyer ve
Halliwell, 1976).

1.4.5 Lipid peroksidasyonu

Stresin etkisiyle olusan serbest radikaller bitkilerde lipid peroksidasyonunu
gerceklesmesine neden olur. Malondialdehit oSlgiilmesi lipid peroksit seviyelerinin
indikatorii  olarak  kullanilir. Malondialdehit (MDA) bilesigi yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu olusmaktadir ve yiliksek seviyede MDA birikimi asir1 lipit
peroksidasyonunu gostermektedir. Oksidasyon sirasinda ¢oklu doymamis yag asitleri
bir hidrojen atomu koparilmasiyla lipid peroksidasyonun baslar. Hiicrenin membraninda
ve dokularinda hasar meydana getirir. Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam
ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir. Stresle
ilgili caligmalarda stres direk olarak Olgiilmedigi icin incelenen stres parametresidir.
Stres altinda lipidlerin oksidasyonu iki veya ii¢ kat artabilir. Ornegin, kuraklik stresi
altindaki bugday ve musir ¢esitlerinde MDA igerigi artarken strese toleransi yiiksek
bitkilerde lipid peroksidasyonu diisiik oranda meydana gelir (Sairam ve ark., 1998).

MDA hiicre icinde tek basina etkili degildir. Etkisini proteinlerin amino
gruplarina, fosfolipidlere veya niikleik asitlere baglanarak gosterir. Lipit peroksidasyon
fenton reaksiyonu sonucu olusan hidroksil radikali (OH’) ile baslar. Peroksidasyon
sonucunda ise lipit peroksitleri (LOOH) olugmaktadir ve lipit peroksitleri yikildiginda
da aldehitler olugsmaktadir. Aldehitler hiicre i¢indeki hasari yayarak hiicrenin diger
bilesenlerine zarar verebilir, hiicre diizeyinde metabolize edebilirler. Boylece doku

hasarina ve birgok hastaliga neden olur (Halliwell, 1994; Panda ve ark., 2003).



21

1.4.6 Antioksidan sistemin enzimatik olmayan bilesenleri

1.4.6.1 Glutatyon (GSH)

Glutatyon hiicrelerde diisiik konsantrasyonda bulunur ve enzimatik olmayan
antioksidandir. Bitkilerde c¢ogunlukla indirgenmis formda bulunan glutatyon;
sitoplazma, endoplazmik retikulum, vakuol, mitokondri, Kkloroplast, apoplast
peroksizomlar neredeyse biitiin hiicre kisimlarinda bulunur (Dogru, 2019; Mittler ve
Zilinskas, 1992). Glutamin, sistein ve glisin amino asitlerinden olusan ve bir tripeptid
olan glutatyon, ROS’larin neden oldugu oksidatif strese karsi en Onemli savunma
mekanizmalarindan birini olusturmaktadir. Yapilan arastirmalara gore glutatyon
biiylime gelismede onemli role sahiptir. Bitki metabolizmasinda birgok olayda rol
oynar; hiicre farklilagmasi, hiicre 6liimii, patojen direnci ve enzimatik diizenlemeleri
yapar (Khan ve Singh, 2008). Indirgenmis glutatyon konsantrasyonunun miktari
hiicrelerin hemolize olan dayanikliligini belirler. Yiiksek diizeyde indirgenmis
glutatyon, hemolize daha dayaniklidir (Akin, 2019).

Fitokelatin (PCs) : Agir metal stresine maruz kalan bitkilerde sentezlenen
polipeptidlere verilen isimdir (Chen ve Goldsbrough, 1994). Glutatyon oligomeridir. Bir
fitokelatin onciilii olan GSH; demir ve bakirin baglh formda kalmasini ve proteinlerdeki
-SH gruplarimin  indirgenmis halde tutulmasmi saglayarak biyomolekiillerin
oksidasyonunu dnlemektedir (Rennenberg, 1980).

GSH, DNA sentezinde ve hasarli DNA pargalarinin onarilmasinda, membran
yapisini kararli olmasimi (Foyer ve ark., 1994), protein ve enzimlerin inaktivasyonunu
engellenmesini (Alscher ve Hess, 2017) , fitoaleksin biyosentezi ile baglantili savunucu
gen lrlinlerinin miktarlarini artmasini saglar (Wingate ve ark., 1988).

Okside glutatyonun konsantrasyonunun asir1 derecede artisi bircok enzime zarar
vermekte; proteinlerdeki siilfidril gruplar ile etkilesime girerek protein-glutatyon

distilfidril yapilarin1t meydana getirmektedir (Alscher ve Hess, 2017).

1.4.6.2 Askorbat (L-askorbik asit, C vitamin)

Askorbat, mitokondride sentezlenir. Giiglii bir antioksidandir ve sulu ortamlarda
serbest radikallerle tepkimeye girebilme yeteneginde olan suda ¢6ziiniir bir vitamindir.
Diger hiicrelere proton-elektrokimyasal mekanizma veya kolaylastirilmis diflizyon

yoluyla tasinir. Bitkilerde normal kosullarda yaprak ve kloroloplastlarda az miktarda
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bulunurken, fotosentetik hiicrelerde ve meristemlerde fazla miktarda bulunur. Yapilan
calismalarda askorbatin bitki bitylimesinde ve gelismesinde 6nemli oldugu gibi, ¢cevresel
stres kosullarinda Onemli bir role sahip oldugu gorilmistir. Bitkinin stresle
karsilagsmas1 durumunda konsantrasyonu artar. Stres durumunda konsantrasyonu artan
askorbik asit, O>- ve OH- radikallerinin ortamdan uzaklastirilmasini saglar (Biiyiik ve
ark., 2012; Conklin, 2001). Askorbatin siiperoksit tepkimeleri SOD tepkimelerine
benzer. Diger taraftan hidrojen peroksitle olan reaksiyonu askorbat peroksidaz
tarafindan Kkatalizlenir (Saglam, 2011). Askorbat ketenepoksidazin kofaktorii gibi
davranarak asir1 uyarim enerjisinin yayilmasini saglar (Dat ve ark., 2000). Bir baska
gorevi de NADPH/NADP™ oranimi diistirerek elektronlarin PS1¢den oksijene verilme
potansiyelini azaltir ve ROS olusumunu onler. Bu sistemle bitkileri oksijenin
toksikliginden korur (Saglam, 2011). Askorbat okside olmus glutatyon (GSSG),
tokoferoksil ya da fenoksil radikallerinin, Halliwell Asada (askorbat-glutatyon) dongiisii
ile rediiklenmesinde dolayli yoldan etkileyen antioksidan ozellikler gostermektedir
(Eryilmaz, 2007; Noctor ve Foyer, 1998) . Sekil 2’de Halliwell-Asada yolu sematize

edilmistir.
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Sekil 2. Halliwell-Asada yolu (Askorbat-Glutatyon Dongiisii) (Eryilmaz, 2007).

1.4.6.3 Karotenoidler (f-Karotin, A Vitamini)

Dogada meydana gelen 600'den fazla karotenoid vardir. Karotenoidler,
bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan, konjuge cift bag iceren, sari-kirmizi ve

turuncu renk veren 40 atomlu pigmentlerdir. Kararsiz bir yapiya sahip olduklar i¢in
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ROS’a kars1 savunma yaparlar, zararli hidrojen peroksitlerin olusum hizini diisiiriirler.
Karotenoidler antioksidan aktivitelerini serbest radikal reaksiyonlarina katilarak zararl
hidrojen peroksitlerin ~ olusum hizin1 azaltmak suretiyle gosterirler. Isigin
absorblanmasina yardimci olur ve yikict fotooksidan zararlara karsi klorofillerin
korunmasinda da gorev alir (Biiyiik ve ark., 2012; Giilesci ve Aygiil, 2016). Misir

bitkisi karotenoid bakimindan olduk¢a zengindir.

1.4.6.4 a-Tokoferol (E vitamini)

Bitkisel yaglarda bulunan bir vitamindir. Yer fistig1, badem, pamuk yagi,
ketentohumunda bulunur. E vitamini ve diger antioksidanlar, belirli kanser tiirlerine
kars1 gesitli sekillerde koruma saglar. Antioksidan etkisi Glutatyon ve askorbik asit ile
daha ¢ok artar (De Zwart ve ark., 1999). Eksojen olan E vitamini ve bazi mineraller,
hiicreleri lipit peroksidasyonuna kars1 korurlar. Vitaminler oksidatif reaksiyonlar
sirasinda tretilen reaktif oksijen radikallerinin saldirisindan direkt olarak korurlar veya
stiperoksit dismutaz, glutatyon (Saglam, 2011) peroksidaz sistemi tarafindan bu

radikalleri etkisiz hale getirilir (Altiner ve ark., 2017).

1.4.6.5 Prolin

Proteinleri olusturan 20 aminoasitten biri olan prolin sitoplazmada ve son
yillarda az da olsa kloroplastlarda sentezlendigi gosterilmistir (Székely ve ark., 2008).
Insan derisinde bulunan kolajanlerin yapisinda bolca bulunur. Prolin, stres tarafindan
olusturulan ROS’un temizlenmesinde gorev yapan proteinlerdir. Ozmotik ayarlayici ve
ozmoprotektan olarak rol oynarlar. Sitoplazmada suyu tutulmasini saglar ve hiicresel
yapilar1 korur (Saglam, 2011; Smirnoff, 1998).

Kuraklik stresiyle prolin arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu, MDA
aktivitesindeki artisin klorofil miktarindaki artistan kaynaklanmadigini gostermektedir.
Kuraklik uygulamasina bagli olarak bitkilerin su seviyelerini belirli diizeyde tutmak i¢in
osmotik potansiyellerini diisiirdiikleri, klorofil ve MDA degerlerinin kuraklik stresiyle
degistigi fark edilmistir. Kuraklik stresinde klorofil seviyesinin azaldigi belirlenmistir.

Ayni sekilde prolin miktarinin artmasi1 da strese karst verilen bir cevap olarak

algilanmistir (Kayabasi, 2011).
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1.5 Absisik Asit

Absisik asit (ABA), bitkide dogal olarak sentezlenen ve bitki gelismesinin
diizenlenmesinde gorev alan biiylime inhibitoriidiir. ABA’nin yaprak, kok, govde,
tohum ve meyve dokularinda mevalonik asitten sentezlendigi belirtilmistir ve ABA’nin
biiyiik bir cogunlugu plastidlerde sentezlenmektedir. ABA gen¢ dokularda yiliksek
seviyededir, ancak ABA'dan yoksun mutant bitkiler ciddi sekilde bodurlagmustir.
Kapali kimyasal formiili CisH2004 ve molekiil agirligt 264.32g/mol olan ABA,
seskuiterpen yapisindadir. Kimyasal yapisinda asimetrik karbon atomu bulunduran

ABA, optik (enantiomer) ve geometrik izomerizim 6zelligine sahiptir (Ergiil, 2020).

ABA'nin embriyo olgunlagmasi, tohum uyku hali, ¢imlenme, iyon-su tasinimi,
hiicre boliinmesi ve uzamasi, ¢igeklenme ve kuraklik, tuzluluk, soguk, patojen saldirisi
ve UV radyasyonu, gibi g¢evresel streslere yanit gibi birgok fizyolojik olayda gorev
almaktadir (Finkelstein, 2013). ABA ayrica, birlesik glukozil ester formunun hiicresel
depolarindan sivi kaybi ile aktiflestirilen veya stabilize edilen glukanazlar tarafindan
hizla salinabilir.

ABA’nin antioksidan savunmada ROS ile etkilesime girerek antioksidan
sistemini etkinlestirmede 6nemli bir hormondur. (Jiang ve Zhang, 2002). Kuraklik stresi
altinda ABA miktar1 50 kat (Taiz ve Zeiger, 2002) kadar artar (Cirak ve Esendal, 2006).
Strese bagli olarak ABA ve etilen gibi hormonlarin iiretiminde ve cesitli genlerin
ifadelerinde degisimler meydana gelmektedir. ABA nin tuz stresine yanit veren genlerin
promoterlerinde H4 asetilasyon seviyelerini degistirerek diizenlenmesinde rol oynadigi
belirlenmistir (Ullah ve ark., 2020). Yapilan aragtirmalarda ABA ‘nin stresli
uygulamalarda prolin miktarmni artirdigini, kuraklik stresi altinda SOD aktivitesinin

arttirdigini belirlenmistir (Jiang ve Zhang, 2002).

1.6 Salisilik Asit

Latince Salix (sogiit) sozciigiinden gelmektedir. Bitki bilyiimesinin
diizenlenmesinde ve gelisiminde oldukga etkili bir hormondur. Bitkilerin cevresel
streslere cevabinda énemli bir rol oynamaktadir Yapilan arastirmalarda salisilik asittin
(SA) membran depolarizasyonunu etkiledigi, klorofil igerigini artirdigi alisma
cevaplarina aracilik ettigi, stres hormonu olan etilenin 6ncii maddesi olan ACC’nin
sentezlenmesini geciktirdigi bitkilerin strese karsi toleranshi artirdigi belirlenmistir
(Sevimay, 2009).
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Termojenik (1s1 lireten) bitkilerde, piring bitkisinin yapraklarinda, s6giit agacinin
yapraklarinda daha birgok bitkide bulunur.
Bitkilerde SA, olusumu i¢in iki metabolik yolun bulundugu ileri siiriilmektedir.
Titin  (Nicotiana tabacum L.) bitkisinde yapraklarin hiicrelerarast bosluklarinda
(Yalpani ve ark., 1991) ve domates (Lycopersicon esculentum L.) salisilik asidin yaygin
biyosentez yolunun; sikimik asitten benzoik asit ve kumarik asit yolu ile
sentezlenmektedir (Davies, 2013). Bakir stresi altinda musir {izerine belirli
konsantrasyonlarda ki SA uygulamasinin stres parametreleri tizerine iyilestirici etkisi
oldugu belirlenmistir (Yetigsin, 2015). Hem endojen hem de ekzojen olarak

uygulamalari arastirilip incelenmistir.

1.7 Fenolik Bilesikler

Yapilarinda bir fenol grubu bulunduran, benzen halkasi igeren organik maddeler
fenolik bilesikler olarak adlandirilmaktadir. Non-enzimatik antioksidan grubundadirlar
(Yilmaz, 2010). Bitkilerde hiicre ¢eperinde birikerek odun dokusunu olusturur. Fenolik
bilesikler bitkiler aleminde ¢ok miktarda bulunan sekonder (ikincil) metabolitlerdir
(Nizamlioglu, 2010). Hiicresel aktivitede antioksidan etkisi gostererek reaktif oksijen
tirlerinden karst rol alir, bagli olarak stres kosullarina karsi dayaniklilik saglar.
Antioksidan etkisinin yaninda oksidasyonuna enzimatik esmerlesmeye de neden
olmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerine karst selatlama, fenton tepkimelerinin
sonlandirilmasi ve zincir kirma gibi gorevleri vardir. Fenoliklerin antioksidatif lipid
metabolizmast modifikasyonu ve zarlarin akigskanliginin azaltilmasi mekanizmasi ile
flavonoidlerin peroksidasyon kinetigini degistirebilmekteler (Rice-Evans ve ark., 1997,
Schroeter ve ark., 2002).

Yapilan calismalarda insan sagligi iizerinde olumlu etkileri kaydedilmistir.
Yaklagik 8000 kadar fenolik madde tanimlanmis olup bunlarin biiyiik c¢ogunlugu
flavonoidlerdir.  Kimyasal ag¢idan flavonoid olmayanlar  (hidroksisinnamik,
hidroksibenzoik asit ve tiirevleri, fenolik alkoller) ve flavonoidler (antosiyaninler,
flavon-3-ol monomerleri ve polimerleri, flavonoller ve proantosiyanidinler) olmak iizere
iki gruba ayrilmaktadir. Benzoik asitlerin esterlesmesi sonucu olugan hidrolize olabilen
tanenler ve proantosiyanidinler (kondense tanenler), tanenler kategorisinde
degerlendirilebilir (Akalin, 2011; Gayon ve ark., 2000). Fenolik bilesikler tim

ozelliklerinden dolayi stresle ilgili caligsmalarinda ele alinan bir bilesiktir
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1.8 Musir Bitkisinin Tarihi ve Genel Ozellikleri

Maistr, binlerce yildan beri tarimi yapilan birkag ender bitkiden biridir. Iliman ve
tropik bolgelerde tarimi yapilan bir bitki olan misirin kokeni ve gen merkezi Amerika
kitas1 olarak kabul edilmektedir. Diinyaya Amerikan’dan yayildigi bilinmektedir.
Misirin Kesin orijini ve tarihine iliskin kesin bir bilgi yoktur. ABD’ de yapilan kazilarda
bulunan musir taneleri ve misir kogani parcalarmin yaklasik 5000 yillik olduklari tespit
edilmistir. Bir baska arastirma da Mexico City’de yapilan kazilarda, topragin 50-60 m
derinliginde, yaklasik 7000 yillik oldugu belirlenen misir ¢igek tozlarina rastlanmistir.
Babaoglu (2017) ‘ye gore yapilan arastirmalardan elde edilen bulgular, misir bitkisinin
8,000 ile 10,000 yillik bir gegmisi oldugunu gostermektedir

Bitkinin sistematikteki yeri asagidaki sekildedir.

Alem: Plantae

Sube: Magnoliophyta

Smuf: Liliopsida

Takim: Cyperales

Familya: Poaceae (bugdaygil ailesi)

Cins: Zea

Tiir: Zea mays, Corn, Mais

Cigekleri monoik yapida olup, erkek (tepe piiskiili)) ve disi cicekler (kogan) ayni
bitki lizerinde fakat farkli yerlerde bulunmaktadir. Tek yillik, otsu, tahil bir bitkisidir
Misir, 2n=20 kromozomlu olup diploid bir bitkidir. Misir bitkisi 2009 yilinda genetik
sekans1 tamamlanan, 2n=20 kromozomlu diploid bir bitki olmasina ragmen 10 tane
haploid kromozomu iizerinde yerlesmis 39469 gen bulunduran ve 2,4 milyar bazdan
olusan biiyiik bir genoma sahiptir (Schnable ve ark., 2009) Genetik bir model sistemi
olarak musir, bitki gelisimi ve evrimi anlayisina énemli katkida bulunmustur ve daha
yakin zamanda bu bilgi miRNA genlerinin diizenleyici islevlerini ag¢iklamak igin
kullanilmistir. MicroRNA'lar (miRNA'lar), bitki bliylimesi, gelisimi ve stres tepkisinde
onemli rol oynayan kiiciik, kodlayici olmayan RNA'lardir (Zhang ve ark., 2009). Misir
bir¢ok arastirmanin kilit bitkisi konumundadir.

Misir adaptasyon kabiliyeti nedeniyle diinyanin birgok boélgesinde kiiltiirii
yapilabilmektedir (Saglam, 2011). Misir bitkisinin hemen hemen her kismi1 ekonomik
degere sahiptir. Misirda oldugu kadar higbir tahil bitkisi ¢ok sekilde kullanilamaz. Tahil

su sekilde tiiketilebilir: Insan gidasi, fermente iiretiminde, hayvan yemi, nisasta, yag,
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seker, protein, seliiloz, bitkisel yag, biyodizel yakitti ve etil alkol gibi ¢ok genis
kullanim yelpazesine sahiptir (Morris, 2002). Misirin yapisinda birgok kimyasal bilesik
vardir. Olgun bir misir danesi en ¢ok %70-75 oraninda nisasta, % 8-10 protein ve % 4-5
yag icerir. Toprakta nem seviyesi tohum agirliginin %30’dan fazla oldugunda ekim i¢in
uygundur. Boyu yetistigi bolgeye gore 1,5-3 metre arasinda olabilir. Radikuladan
gelisen kalin ana kok ve ¢ok sayida yan kokten olusan, sagakli agsi yapida bir kok
sistemine sahiptir. Yaprak yapisi ise; uca dogru sivrilesen, uzun ince yapidadir. Misir
bitkisi tepede sapin ucunda karisik salkim (tepe piiskiilii) seklinde erkek cigekler ve
sapin orta kisminda yaprak koltugunda kogan seklinde disi ¢igekler bulunur. Sekil 3°te
genel misir gorliiniimii verilmistir. Misir yabanci tozlanan bir bitkidir. Danelerin
olustugu kocan boyu yetisme sartlar1 ve ¢eside bagl olarak 10-40 cm arasinda degisir.
Bir misir koganinda 500 ile 1000 arasinda tohum olusur. Misirda bakir noksanliginda
yaprak uglar1 acik yesil olur, yapragi kivrilir ve biiylime durur. Toprak ve iklim
Ozelliklerine bagli olarak; misir bazi donemleri itibariyla su ihtiyacinin mutlaka
karsilanmasi gereken bir bitkidir. Toprak yapisina, yetisme siiresindeki sicakliga, hava

nemine gibi kosullara bagli olarak yapilir (Eryilmaz, 2007; Isler, 2017)
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Sekil 3. Misir bitkisinin genel goriiniimii ve baglica kisimlar (Thomé, 1885)
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1.9 Aseton O-(4-Klorofenilsiilfonil)Oksim (la) Maddesinin Ozellikleri

Molekiiler agirhgr 247,02 gr/mol’dir ve sentetik olan Aseton O-(4-
Klorofenilsiilfonil)oksim (Ia) maddesinin yapisi (Sekil 4) geregi radikallerin C=C g¢ift
bagina katilmalari, C=N veya C=S bagimna katilmalarina gore daha kolaydir. Ciinkii
C=N veya C=S baglarinin C-N’ye veya C-S’ye doniismesi, C=C’nin C-C’ye
doniismesinden daha c¢ok enerji gerektirir. Aseton O-(4-klorofenilsiilfonil)oksim
yapisinda bulunan C=N, S=0 ve C=C yapilar1 sayesinde radikallerin bu yapilara
tutunmalarinin saglanabilecegi sGylenebilir. Ayrica yapida bulunan elektron gekici —Cl
grubu radikallerin kararliligini artirabilecek 6zellige sahiptir. Cilinkii molekiil yapisinda
bulunan elektronegatif veya elektropozitif gruplarin radikallerin kararliligini arttirdig
bilinmektedir. Bu durumda yapidaki —C1 grubunun, radikallerin yapiya hapsedilmesine
katki sunacagi tahmin edilmektedir.  Ayrica, yapidaki konjugasyon radikallerin
kararliligini arttirarak yapiya antioksidan 6zellik kazandirabilir (Korkmaz, 2021). la
ketoksimine benzer molekiiller daha ¢ok, organik, analitik, anorganik kimya, endiistri ve
sanayide siklikla kullanilmaktadir. Ornegin, ketoksim tiirevleri boyalar ve epoksit
recinelerinin gelistirilmesi i¢in katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Carlos ve David,
1972; Lecterc ve ark., 1980). Ayrica, ketoksim tiirevlerinin ila¢ aktif ve fizyolojik
etkilerinin ~ oldugu  bilinmektedir. Ozellikle, 3-hidroksi-5-hidroksimetil-2-
metilisonikotinaldoksim (piridoksal oksim) bilesiginin epilepside (Chanvattey ve ark.,
1970), (eritomisin oksimlerin antibiyotik ve O-(w-aminoalkil) oksimlerin lokal anastezi
ve analjezide kullanildig1 rapor edilmistir (Kurihara ve ark., 1980). Bu yapilarin, birgcok
Ozelliginin ortaya ¢ikmasi arastirmacilarin bu yapilara ilgisini arttirmistir. Ek olarak,
ketoksim yapisinda siilfo grubu bulunduran bilesiklerin herbisidlerde kullanildig:
belirtilmistir (Belluci, 1985). Alkil-aril grubu igeren ketoksimlerin insektisidlerde
kullanildigi tespit edilmistir (Epstein ve Bodor, 1981).

Ketoksimlerle, antiproliferatif aktivitesi ve inhibisyonu (Surkau ve ark., 2010)),
anti-enflamatuar (Abdel-Aziz ve ark., 2020), antitiimor (Huang ve ark., 2020), in vitro
sitotoksik aktivite (Dan ve ark., 2020), antimikrobiyal etkisi (Singh ve ark., 2020),
kolinesteraz inhibitorleri (Ratkovi¢ ve ark., 2020), optik (Karthik ve ark., 2021) gibi

bir¢ok ¢alisma mevcuttur.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Kuraklik ve bakir stresi bitki biiylime ve gelismesini olumsuz yonde etkileyen
cevresel streslerin en basinda gelmektedir. Yapilan ¢aligmalar 1s181inda kuraklik ve bakir
stresi bitkilerde biiyltime, gelisme, {iriin verimliligi, {iriin kalitesi, tane agirlig1 tlizerine
engelleyici etkiler gosterdigi bilinmektedir (Alghabari ve lhsan, 2018). Bu nedenle
kuraklik ve bakir stresinin bitki biiylime ve gelismesine, bitkinin fizyolojik, morfolojik,
anatomik ve biyokimyasal 6zelliklerine hiicresel, dokusal ve molekiiler diizeyde bir
takim olumsuz etkilere sebep olduguna dair yapilan calismalardan bazilar1 asagida
listelenmistir.

Tim abiyotik streslerin bitki yetistiriciligi lizerindeki zararli etkilerini
azaltmanin en Onemli yollarindan biri bu stres faktorlerine dayanakli bitki gesitleri
iretmektir. Bu nedenle abiyotik streslerin fizyolojik, biyokimyasal, hiicresel ve
molekiiler diizeydeki olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak veya yok etmek igin bazi
arastiricilar ¢esitli hormonlar, biliyiime diizenleyicileri ve vitaminler gibi koruyucu
faktdrlere sahip maddeleri kullanmiglardir (Ozmen, 2020).

Yetigsin ve Kurt (2020) yillinda yapilan ¢alismada bakir stresi altindaki musir
fidelerine, gallik asit (GA) uygulamasmin fizyolojik parametreler iizerine etkilerini
arastirmustlardir. Arastirmada sonucunda bakir stresi altindaki musir bitkisinde GA'in
bakir stresinden kaynaklanan oksidatif strese karsi iyilestirici etkisinin oldugunu,
GA’nin herhangi bir olumsuz etkisinin olmadig1 belirtmislerdir. Bu etkinin gallik asitin
yiiksek selasyon potansiyelinden kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.

Bakir uygulamasi yapilmis musir bitkisinin kok ve govdesinde dnemli derecede
azot, fosfor ve potasyum miktarin azaldigir bulunmustur (Ali ve ark., 2002). Bakira
maruz birakilan musir bitkisinin {iglincli yapraklarinda kalsiyum ve magnezyum
miktarlarinda artis, magnezyum miktarinda hafif bir diisiis kaydedilmistir (Mocquot ve
ark., 1996). Ayrica bakirin Triticum aestivum ve Zea mays“da protein miktarini azalttig
bildirilmistir (Lanaras ve ark., 1993; Stiborova ve ark., 1986).

Bakir bitkiler i¢in hayati bir mikro besindir. Bitkilerin normal biiylimesi ve
gelismesi igin gerekli olup gesitli hiicresel enzimleri diizenler ve bir dizi oksidasyon-
indirgeme reaksiyonunun oOnemli bir faktorii olarak hareket eder. Bakir fazlaligi
bitkilerde kok hiicrelerine zarar verdiginden kok uzamasini engellemektedir (Keller ve
Hammer, 2004) ve demir eksikligine neden olmaktadir (Ouzounidou ve ark., 1998).

Nazir ve ark. (2021) tarafindan yapilan calismada bakir stresi altindaki domates
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bitkisine dogal bir hormon olan Epibrassinolide (EBL) ve H20. uygulamasinin
fotosentetik mekanizmay1, stomatal hareketi, kok morfolojisini ve hiicre canliligi
tizerine, EBL’nin hem de H;02’in k6k morfolojinde, protein igeriginde ve canliliginda
tyilesme oldugunu belirtmistirler.

Bitki dokularinda agir metal birikimi ve fotosentez olaymi olumsuz etkiler
(Lidon ve ark., 1993). Bakir toksisitesinin hiyar bitkisindeki fotosentez orani {izerine
etkilerinin arastirildigi bir c¢alismada 0 ve 10 pg/g Cu uygulanmistir. Hiyar
yapraklarinin bakir stresine karsi olusturduklar1 tepkiler biiyiime ddnemine gore
degismistir. Fotosentezin olgun yapraklarda kontrole gore %52, gen¢ yapraklarda ise
%27 oraninda azaldig1 belirlenmis olup, fotosentez oraninin olgun yapraklarda daha
fazla azalmasinin nedeni olarak; olgun yapraklardaki stomal hareket ve dolayisiyla CO2
asimilasyonun daha fazla azalmasi gosterilmistir (Vinit-Dunand ve ark., 2002).

Agir metal stresine cevaben bitkiler, ¢ok miktarda prolin biriktirir. Birgok
bitkinin agir metal stresine maruz kaldiginda prolin biriktirdigi gosterilmistir (Bassi ve
Sharma, 1993; Costa ve Morel, 1994; Talanova ve ark., 2000). Bununla ilgili olarak
Coskun (2020) tarafindan yapilan calismada digsal olarak belirli konsantrasyonlarda
uygulanan prolinin bakir fazlaligina karsi yatistirict etkiler gosterdigi sonucuna
ulagmustir.

Antioksidan enzimler degisen cevresel sartlar altinda aktiflesirler ve bircok
bitkide stres toleransi ile iliskilidirler (Kadioglu ve Terzi, 2007). Farkli
konsantrasyonlarda (Kontrol, 50, 100, 250, 500, 1000 ve 1500 uM) Cu uygulanmis
misir fidelerindeki antioksidan enzim aktiviteleri ile ilgili bir ¢calisma yapan Eryilmaz
(2007), bitkiler Cu’1n tesvik ettigi oksidan strese karsi enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan sistemlerini diizenleyerek yanit vermektedir. Cu’a bagl fitotoksisitenin
oksidan stresten kaynaklandigin1 gosterir sekilde, bakirin toksik dozlarina maruz
birakilmis fidelerin yiiksek diizeylerde reaktif oksijen tiirlerini (ROS) trettigi ve ilgili
antioksidan bilesik ve enzimlerinin aktivitelerinin degistigi ortaya konmustur.

Bitkilerin strese karsi tolerans artirmasinda antioksidan sistemlerin aktif hale
getirilmesi onemli rol oynar. Antioksidan aktivite 6zelligine sahip fenolik bilesikler,
yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunduran serbest radikallere hidrojen vererek
onlar etkisiz hale getirmektedir (Es-Safi ve ark., 2007; Ruiz ve ark., 2003).Yapilan bir
arastirmada; tuz stresi altindaki iki farkli misir ¢esidinde yapraklarinda oksidatif etkilere
kars1 polifenol degisimi incelenmistir. Tuz stresi altinda yapraklarda polifenol birikimi

goriilmiistiir. Geng Yyapraklarda polifenol birikimi yasli yapraklardan daha fazla
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artmistir. Geng yapraklar reaktif oksijen tiirlerine kars1 bitkinin daha korunakli olmasini
saglamigtir. (Hichem ve Mounir, 2009).

Masir bitkisi lizerine yapilan bir ¢alismada, kadmiyum (Cd) stresine maruz kalan
gen¢ musir fidelerine (Zea mays L.hibrit ) salisilik asit (SA) uygulamasmin etkisi
incelenmistir. SA uygulamasi Cd‘in toksik etkisinin neden oldugu oksidatif hasari
azalttig1 goriilmiistiir (Szalai ve ark., 2005).

Stresin etkilerini inceleyen bir g¢alismada, musir fidelerine uygulanan bakir
kloriir (CuCly) bitkide bakir konsantrasyonunun artigina bagli olarak prolin igerigi artis
gostermistir (Wen ve ark., 2013). Yapilan bir ¢alismada artan konsantrasyonlarda
bakirin musir koklerinde cesitli aktivitelerin azalmasina ve kok hiicrelerinde fizyolojik
hasarlara neden oldugu bildirilmistir (Liu ve ark., 2014).

Anjum ve ark. (2014), bitkilerin kuraklik stresine morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal cevabi ile ilgili olarak yapmis olduklart ¢alismalarinda, kuraklik stresinin
biiyiimeyi, kuru maddeyi ve elde edilen iiriin verimliligini olumsuz etkiledigini, ayrica
stomalarin su eksikliginde kapanmasina paralel olarak su aliminda ve fotosentez
seviyesinde azalma gosterdigini tespit etmislerdir.

Kasim ve ark. (2013), bugday bitkisinde kuraklik stresinin neden oldugu etkileri
bakterilerle yenmeye calismiglardir. Yaptiklar1 calismada kuraklik stresinin, stresin 7.
giiniinde Olgiilen parametrelere gore taze agirlik, kuru agirlik ve su iceriginde asiri
miktarda bir azalma gosterdigini belirtmistirler.

Yapilan ¢aligmalar kuraklik stresinin bitkilerde yapraklarin nispi su miktarinin
ve su potansiyelinin azalmasina neden olarak, fotosentetik reaksiyonlar: olumsuz yonde
etkiledigini gostermistir (Lawlor ve Cornic, 2002). Kuraklik stresinin bitki
yapraklarindaki fotosentetik pigment miktarinin azalmasina yol actig1 da belirlenmistir
(Richardson ve arkadaglari, 2004)

Bitki hiicrelerinde turgor basincinin stirekliligi, biiylimenin saglanabilmesi i¢in
onemli bir faktordiir. Ayrica kuraklik stresi altindaki bitki hiicrelerinde birikim
gosterdigi bilinen prolin adli aminoasidin, su eksikligine karsi bitki hiicrelerinin
adaptasyonunda onemli rol oynadig: bildirilmistir (Hare ve Cress, 1997). Tekis (2016)
kuraklik stresi ( %25 PEG konsantrasyon) altindaki misir fidelerine disaridan selenyum
(5 uM ve 15 uM) uygulamasinin prolin ve lipid peroksidasyonu seviyelerine, biiyiime
parametreleri, su durumu, glisin betain icerigi, karbonhidrat igerigi ilizerine etkisini
incelemis ve selenyumun stres kosullarinda bitkinin toleransini arttirmada olumlu etki

gosterdigini bildirmistir.
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Kuraklik stresine maruz birakilan arpada digsal poliamin 6n uygulamasinin
fizyolojik ve molekiiler etkilerini incelemistir. Ozmen (2020) Yapmis oldugu calismada
poliaminlerin kuraklik stresi altinda fide biiylimesini, tohum ¢imlenmesini gibi
fizyolojik parametrelerle, mitotik indeks, hiicre dongiisii ve toplam protein miktarlari
tizerinde iyilestirici etki gosterdigini kaydedilmistir.

Noman (2018), kuraklik stresi altinda turp bitkisine disardan ilave olarak verilen
askorbik asidin (C vitamini) fizyolojik ve biyokimyasal etkilerini incelemislerdir. Buna
gore ilave verilen askorbik asit, strese bagl olarak azalma gosteren biiylime, biyokiitle
ve fotosentetik pigmentler iizerine iyilestirici etki gosterdigini belirtirken, strese cevap
olarak {iiretilen SOD ve POD miktarinda artis oldugunu ispat etmiglerdir

Shao ve ark. (2018), bambu bitkisine eksojen olarak verilen poliaminlerden
spermidinin (Spd) kuraklik stresi iizerine yaptiklar1 ¢alismada eksojen olarak uygulanan
Spd’in bitkinin bagil su icerigi miktarinda, klorofil miktarinda artis , siiperoksit serbest
radikali, MDA, POX ve CAT aktivitelerini normal seviyeye getirmis. Eksojen olarak
verilen Spd’in kuraklik stresinin neden oldugu bir dizi fizyolojik ve biyokimyasal
degisiklikleri etkili bir sekilde hafifletebilecegini belirtmisler.

Sadig ve ark. (2017), yaptiklar1 ¢alismada kuraklik stresi sartlarinda Mas
Fasulyesi (Vigna radiata) bitkisinde bir lipofilik antioksidan olan E vitaminin (alfa
tokoferol) etkisini incelemislerdir. Yaptiklar1 calismaya gore, Su stresi kosularinda
eksojen olarak E vitamini uygulamasi sonucunda toplamda ¢o6ziiniir protein, ¢6ziinebilir
seker, prolin, fenolikler, toplam amino asit, klorofil a, b, SOD, POD ve CAT
miktarlarinda 6nemli derecede iyilesme kaydetmisler. Calismamizda da disaridan
verilen Ia maddesi ile kuraklik stresinin etkilerine bakilmistir, bu agidan ¢alismamiza
benzer bir ¢alismadir.

Avsar (2018) tarafinda yapilan bir ¢alismada, kuraklik stresi altinda fenilalanin
uygulamasinin reyhan (Ocimum basilicum L.) bitkisinde antioksidan aktiviteleri, fenolik
bilesikler ve stres parametreleri incelenmistir. Kuraklik uygulamasina bagli olarak yesil
ve mor reyhan genotiplerinde yas ve kuru agirlikta protein igeriginde, total klorofil,
klorofil a, klorofil b ve karotenoid miktarlar1 6nemli oranda azalttigi kaydetmistir.
Kuraklik stresi altinda SOD aktivitesinde artis. POD aktivitesinde azalma kaydetmistir.

Bitkiler maruz kaldiklar1 stresli kosullarla miicadele etmek ve hayatta
kalabilmek i¢in bircok sisteme sahiptirler. Bu sistemlerden en 6nemlilerden birisi de
enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlerden olusan antioksidan sistemdir.

Antioksidan sistem stresli kosullarda devreye girer ya da aktiviteleri artar (Fu ve Huang,
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2001; Zhao ve ark., 2010). Dogan ve Aslihan (2013), kuraklik stresine karsi borun
antioksidant enzimler lizerine etkisi aragtirilmasi amaciyla soya (Glycine max. L., cv.,
“A3935”) tohumlarina bor uygulamiglardir. Calismaya gore borun CAT aktivitesinde
artisa, GR, APX ve SOD aktivitelerinde azalma neden oldugunu kaydetmislerdir.

Kuraklik hiicre boliinmesini etkileyerek besin elementi aliniminin azalmasina ve
biilylime hizinin diismesine neden olmaktadir. Bununla ilgili olarak Aydin ve ark.
(2016), kuraklik stresi altindaki bugdayin (Triticum aestivum L.) fide gelisimi ve hiicre
boliinmesi iizerine putresin uygulamasi yapmustirlar. Arastirmaya gore; kurakliin
siddeti artik¢a kok sayisi, kok uzunlugu, koleoptil uzunlugu, siirgiin uzunlugu ve hiicre
boliinmesi ¢ok 6nemli derecede azalmistir. Diger taraftan, putresinin 6zellikle 1 mM’lik
dozu, PEG 6000 ile olusturulan kurakligin olumsuz etkilerini azaltmistir.

Sajedi ve ark. (2011), Kkuraklik stresi altinda musir (Zea mays L.) bitkisine
selenyum (Se) ve diger mikro besin uygulamalarini yapip antioksidan aktiviteleri
tizerine etkilerini arastirmistirlar. Caligma bulgularina gore, stres seviyesinin artmasiyla
eklenen Se ve mikro besin uygulanmasi kuraklik stresi altindaki misir tanelerinde
verime neden oldugunu kaydetmistirler.

Bitkilerin biiyime ve gelismesini etkileyen ¢ok fazla faktor vardir. Glinlimiizde
hizla artan sanayilesme ve su kaynaklarinin dengesiz kullanimi bitkileri olumsuz
etkilemektedir. Bununla beraber olarak stres etkilerini en aza indirmek i¢in bitkilere
digsal uygulamalar yapilmaktadir. Yapilan literatiir taramasinda hem kuraklik stresi hem
de bakir stresi altindaki musir bitkisine aseton O-(4-klorofenilsiilfonil)oksim maddesinin
on uygulamasini ele alan her hangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Strese karsi yapilan
calismalarda streslerin olumsuz etkileri ne kadar ¢ok azaltilirsa tarimsal verim o kadar
artar. Mevcut ¢alismada, hem kuraklik stresinin hem de bakir stresinin bitkiler tizerinde

olusturdugu olumsuz etkilerin iyilestirilmesi amaglanmaistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Calismada stres kosullar1 {izerine etkileri incelenen Aseton O-(4-
Klorofenilsiilfonil)oksim maddesi sentetik olarak elde edilmistir. Uygulama yapilan
misir tohumlart (Ada 523) ise Sakarya Misir Arastirma Enstitiisii’nden temin edildi.
Daha 6nceden temin edilen tohum ve Ia maddesi denemenin kurulmasi asamasina kadar
+4 °C’de saklandi. Toz halde temin edilen Ia maddesi ¢ozelti haline getirilerek yine +4
°C’de saklandu.

Ada 523 misirt FAO 700 grubundadir. Yapraklari yesil, taneleri sar1 atdisidir.
Yapraklarinin sekli dik ve genis yapidadir. 130-135 giinde yetisen, boyu 265-300 cm
olan saglam sapl ve genis yaprakli misir ¢esididir. Yaklasik olarak kogan biiytikligi
130-150 cm ve silindirik ve orta diizeydedir Verim olarak 1350-1650 kg/da tane olarak
ise 9-10 ton/da silaj verimine sahiptir. Tanelerinde protein orani % 8.6 oranindadir. Ada
523 musirinin en belirgin  6zelligi yaprak yanikligi, sap ve kogan ciiriikliigiine

dayanikliligidir.

3.2 Yontem

Aseton O- (4-klorofenilsiilfonil) oksim literatiirde sentezlenmis yonteme gore
hazirlanmistir. Asetonoksim (13.70 mmol), DMF (4mL) ve trietilamin (1.9 mL), 100
mL'lik siseye yerlestirerek sise buz banyosuna daldirilarak ve manyetik bir karistiric
tizerine karistirilmistir. Daha sonra 4-klorofenilsiilfonil kloriir (13.70 mmol) dikkatlice
parca parga 5-10 dakika karistirilarak eklenmistir. Elde edilen reaksiyon karigimi 1 saat
buz banyosunda tutularak karistirma islemi yapilmistir. Daha sonra reaksiyon
karigtmimnin 50 mL buzlu su ilave edilerek yavasca seyreltilmesiyle beyaz kati
olusturulmustur. Bu ham {iriin, vakum altinda stizme ve bir kurutucuda kurutulma islemi
yapilmistir. Kuru beyaz kati, heksan-benzen (5: 1) karisimindan (1.962 g,% 58, en 89-
92 ° C) kristallesmistir (Korkmaz, 2021).

Tohumlar Mus Alparslan Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda bitki
bliylitme odasinda kontrollii kosullarda (22 °C giindiiz/18 °C gece sicakliginda, %65+5
bagil nemde ve 400 pmol m2s? 151k yogunlugunda) saksilara ekilerek belirli siirelerle

sulama yapilarak, 2543 giin diizenli olarak kontrol edildi (Sekil 5).
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Sekil 5. Misir fide olugumu

Deneysel amaglar icin yeteri olgunluga ulasan misir fideleri toprak ylizeyinden 2
cm yukaridan kesilerek etiketlendi. Kesim yapildiktan hemen sonra musir fidelerinin

yaralanma stresini atmak i¢in bir saat saf suda bekletildi (Sekil 6).

Sekil 6. Misir fideleri kesildikten sonra, yaralanma stresini atlatmast i¢in bir saat siire ile saf
suda bekletilmesi
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3.2.1 Aseton O-(4-Klorofenilsiilfonil)oksim maddesinin en iyi konsantrasyonun

belirlenmesi

Cozelti dimetil siilfoksit (DMSO) haline getirilen Aseton O-(4-
klorofenilsiilfonil)oksim farkli konsantrasyonlarda bitkilere uygulayarak iyilestirici
konsantrasyonu belirlendi. Kesilmis olan fidelere asagidaki gibi 8 farkh
konsantrasyonlarda Ia 6n uygulamasi yapildi (Cizelge 4).

Cizelge 4. Uygulama gruplar1 ( PEG: polietilen glikol)

1. 6 saat saf su+12 saat %3 PEG

2. 6 saat 0.01 mM la+12 saat %3 PEG
3. 6 saat 0.05 mM la+12 saat %3 PEG
4. 6 saat 0.25 mM la+12 saat %3 PEG
5. 6 saat 0.5 mM la+12 saat %3 PEG

6. 6 saat 0.75 mM la+12 saat %3 PEG
7. 6 saat 1 mM mM la+12 saat %3 PEG
8. 6 saat 5 mM mM la+12 saat %3 PEG

Calismanin ilk asamasinda uygulanacak olan la konsantrasyonunu tespit etmek igin
kesilmis fidelere on uygulamalar yapildi. H202 ve MDA igerigi iizerine yapilan
Olgtimler sonucunda 0.66 mM konsantrasyondaki la maddesinin uygulanmasina karar

verildi.

3.2.2 Stres uygulamasi

Stresin olumsuz etkilerini hafifletici konsantrasyon belirlendikten sonra 6 farkli

deney grubu diizenegi kuruldu ( Cizelge 5).

Cizelge 5. Uygulama gruplari

1) 18 saat saf suda kontrol grubu (K)

2) 6 saat (l1a), 12 saat saf su (1a)

3) | 6 saat saf su, 12 saat %3’luk PEG (Ku)

4) 6 saat saf su, 12 saat 1mM CuSQO4.5H,0 (Cu)

5) 6 saat (la), 12 saat %3’luk PEG (la+Ku)
6) 6 saat (l1a), 12 saat 1mM CuSQO4.5H,0 (la+Cu)

(K: kontrol, la: Aseton O-(4-klorofenilsiilfonil)oksim, Ku: kuraklik stresi, Cu: bakir stresi)
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Uygulama yapmak i¢in yukaridaki her grup icin altt misir fidesi kesildi.
Uygulamalardan sonra elde edilen fideler asagidaki parametrelere bakilmasi i¢in

uygun bir sekilde -20 °C’de saklandi. Strese bitki yanitlarinin belirlenmesi i¢in: HPLC
ile fenolik madde icerigi, FAAS ile bakir icerigi, H20: igerigi, malondialdehid igerigi,
fotosentetik pigment igerigi, prolin igerigi, protein igerigi Spektrofotometrik olarak
belirlendi. Yaprak nispi su igerigi ile antioksidan sistemin 6nemli enzimleri olan CAT,

GPX, SOD ve APX enzim aktivitelerinin tayini yapildi.

Sekil 7. Stres uygulanmasi ve Ia uygulanmasi ve belirlenen siirelerde bekletilmesi

3.2.3 Lipid peroksidasyonun miktari tayini

Malondialdehit (MDA) 6lgiilmesi lipid peroksit seviyelerinin gostergesi olarak
kullanilir. Lipid peroksidasyonun bir iiriinii olan malondialdehid igerigi Heath ve Packer
(1968) metodu kullanilarak 6lgiildii. Bu metod bir stres gostergesi olan lipid
peroksidasyonu i¢in kolay, uygun ve hizli bir yontemdir. MDA Spektrofotometrede
rengini en iyi 532 nm'de verir ve TBA (tiyobarbitiirik asit) ile kirmizims1 bir renk verir
reaktif tiriin olarak MDA TBA’yi kullanir. Lipid perokdasyonu i¢in elde edilen veriler
formiilde (A = E.c.l) yerine konularak malondialdehit konsantrasyonu hesaplandi. Bu

yontem icin, daha Onceden kesilen ve uygun sartlarda muhafaza edilen misir
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numunelerinden 0.25 gr alindi. Ekstraksiyon ¢ozeltisi igin % 0.1 TCA hazirlamak igin
50 ml i¢in 0.05 gr TCA tartilip ekstraksiyon ¢ozeltisi hazirlandi. Kisaca 0.25 taze
yaprak dokusu, 5 ml % 0.1 TCA ile 6gitildi. Tim numune gruplarina ayni islem
yapildi. Homojenat 15000 g’de 5 dakika santrifiijlendi. Stipernatantin 1 ml’sine 4 ml
%20 TCA igerisinde hazirlanmis %0.5 tiobarbiturik asit ilave edildikten sonra,
Siipernatanin absorbanst 532 nm'de kaydedildi. Degerler 600 nm'de okunan absorbans
cikarilarak spesifik olmayan absorpsiyon i¢in diizeltildi spesifik olmayan absorbsiyon

icin okunan deger hesaptan ¢ikarildi.

3.2.4 Hidrojen peroksit (H202) miktar1 tayini

Hidrojen peroksit tayini i¢in birgok yontem gelistirilmistir. Calismamizda H>O>
icerigi Velikova ve ark, (2000) metodu kullanildi 50 ml % 0.1 lik TCA ekstraksiyon
cozeltisi hazirlamak i¢in 0.05 gr TCA tartilip tlizerine 0.1 gr aktif komiir eklendi ve
numunelerden 0,25 gr almarak 5 ml % 0.1 TCA igerisinde homojenize edildi. Iki tane
2.5 ml lik santrifiij tiiplerine aktarildi. Her uygulama grubuna ayni islem yapildi.
Homojenat 15,000 g’de + 4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatanttan 1000 ul
alinarak tizerine 1000 pl 10 mM potasyum fosfat tamponu ve 1500 ul 1 M KI ilave
edildikten sonra vortekslenip 15 dakika karanlik ortamda bekletildi. Tiiplerde sar1 renk
meydana geldi ve numuneler 390 nm’de spektrofotometredeki belirlenen standart

grafikten okundu.

3.2.5 Prolin tayini

Prolin igeriginin belirlenmesi ninhidrin yontemine gore yapildi. EKstraksiyon
¢ozeltisi i¢in % 3’liik siilfosalisilik asit hazirlandi. Taze yaprak numunelerden 0.25 gr
yaprak dokusu alinarak 5 ml % 3’liik siilfosalisilik asit ile homojenizasyon edildi. 22
°C’de 5,000 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Ninhidrin, asetik asit ve orto-fosforik asit
kullanilarak hazirlandi. Stipernatant kisimlarindan 1 ml alinarak tizerine 1 ml glisial
asetik asit ve 1 ml ninhidrin konuldu. Daha sonra tiiplere konulan 6rnekler 1 saat 100
°C’de su banyosunda tutuldu ve reaksiyon buzda sonlandirildi. Sogutma isleminden sonra
orneklerin tizerine 1 ml toluen eklenerek, vorteksle karistirildi. Santriij tiiplerine alinan
ornekler 5,000 g’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi pipetle iist faz sarsilmadan
spektrofotometre kiivetlerine alind1 ve 520 nm dalga boyunda spektrofotometrede her
bir 6rnek tiger tekrarl olarak okundu. Sonuglar prolin konsantrasyonu kalibrasyon egrisi

yardimiyla hesaplandi yas agirlik (YA) basina umol prolin g olarak ifade edildi.
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3.2.6 Fotosentetik pigmentlerin tayini

Pigment sentezinin bakir stresinden etkilendigi bilinmektedir. Fotosentetik
pigmentlerin (karotenoid ve klorofil) tayini Arnon (1949)’a goére belirlendi. Tampon
icin %80’lik aseton ¢ozeltisi hazirladi misir numunelerinden 0.1 gr tartildi. Alinan
numuneler tiiplerde % 80’lik aseton ¢ozeltisine aktarildi. +4 °C’de 24 saat bekletildi.
Daha sonra ekstraksiyon iglemi her numune igin yapildi (Bu islem sirasinda asetonun
ucuculugu g6z oniinde bulundurulmalidir). Homojenize edilen numuneler iki tane 2.5
lik ml santrifiij tiiplerine aktarildi. 5 dakika 5000 g’de santriij yapildi. Santrifiij sonrasi
daha biiyiik tiiplere aktarilan siipernatantin {izerine 9 ml aseton ¢ozeltisi eklenerek
spektrofotometre kiivetlerine alindi. Numuneler spektrofotometrede 450 nm, 645 nm ve

663 nm de okundu, her bir ornek tekrarli olarak okundu.

3.2.7 Yaprak su icerigi

Yaprak su igerigini belirlemek i¢in nisbi su igerigi (RWC) olgiildii Barr ve
Weatherley (1962). Orneklerin taze agirliklari belirlendi ve not edildi (Yas Agirlik).
Sonrasinda 6rnekler 16 saat siire ile saf suda ve 4 °C’de bekletildi ve sonrasinda
agirliklar tekrar tartildi (Turgit Agirhik). Orneklerin fazla suyu alinarak 16 etiive alind
ve 65 °C 72 saat siire ile tiim su igeriklerinin uzaklagmasi saglandi (Kuru Agirlik). Elde
edilen sonuglar Smart ve Bingham (1974) denkleminde yerine konularak nisbi su igerigi

belirlendi.
3.2.8 Antioksidan enzim aktivitelerinin tayini

3.2.8.1 Enzimler icin ekstrakt hazirlanmasi

GPX, SOD, APX, CAT enzimlerinin Olgiimleri i¢in tek seferde ekstrakt
hazirlandi. Ekstraksiyon i¢in 50 mM pH 7’lik potasyum fosfat tamponu (K2HPO4 ) ve 1
mM EDTA karistirilip hacim 100 ml tamamlandi. Yaprak numunesinden 0.5 gr alindi.
S1vt azot, 0.05 gr % 1 PVPP( polivinilprolidon) ve 5 ml ektraksiyon ¢ozeltisi eklenip
ekstre edildi. Numuneler 20000 rpm +4 °C’de 20 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi
pipetle lst faz sarsilmadan yeni tiiplere aktarildi. Elde edilen silipernatant enzim

aktivitesinin tayini i¢in kullanildu.
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3.2.8.2 Guaiakol peroksidaz (GPX) aktivitesinin tayini

GPX’in, hiicre duvarinda aktif oldugu i¢cin H2O2'nin ¢ikarilmasinda belirleyici
enzim bir olarak kabul edilir. Guaiakol peroksidaz aktivitesi, Urbanek ve ark., (1991)
yontemine gore belirlendi. Enzim aktivitesini belirlemek i¢in 25 mM asetat tamponu
(pH 5), 10 MM guaiakol ¢ozeltisi hazirlandi ve 30 ul enzim ekstrakti iceren karigiminin
470 nm’de 1 dakika siireyle 6l¢timler okunarak belirlendi. Guaiakol peroksidaz (GPX)

aktivitesi e=26.6 mMcm™ ekstriksiyon katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi.

3.2.8.3 Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin tayini

Askorbat H>O>‘nin detoksifikasyonunda anahtar rol oynar. Askorbat peroksidaz
aktivitesi Nakano ve Asada (1981) tarafindan belirlenen yontemle askorbat orani
izlenerek belirlendi. Bu yontemle 290 nm’de absorbansdaki askorbat miktarindaki optik
yogunluktaki azalmaya bagli olarak belirlendi. Enzim ekstraksiyonu icin: 50 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 250 uM askorbik asit (ASC), 5 mM H20. ve 20ul
enzim ekstrakti igeren 1 ml’lik reaksiyon karisimi spektrofotometrede 290 nm dalga
boyunda 0. ve 60. saniye arasindaki degerler alindi. Degerlendirme bir dakika siireyle
olgiimler okunarak belirlendi.  Askorbat peroksidaz aktivitesi e=2.8 mMZ*cm

ekstriksiyon katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi.

3.2.8.4 Katalaz (CAT) aktivitesinin tayini

Katalaz kinetigi normal paterna uymaz bu nedenle tayini i¢in tercih edilen
ultraviyole (UV) spektrofotometredir. Katalaz aktivitesi, Aebi (1983) yontemine gore
belirlendi. Enzim aktivitesi, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7), 30 mM H.O; ve
30 ul enzim ekstrakti igeren 1 ml’lik reaksiyon karsiminin 240 nm’de, Uygun bir
tampon igerisinde bulunan H2O2’in katalaz enzimi etkisiyle yikilmasi sonucunda 240
nm’de absorbansta azalma meydana gelir. Absorbansta meydana gelen bu azalma, hizi
katalaz aktivitesi ile orantilidir. 25 °C’de 5 dakika siireyle absorbanslarin okunmasiyla
belirlendi. Katalaz aktivitesi, H202 igin £=39.4 mM™cm™ ekstriksiyon katsayisinin

kullanilmasiyla hesaplandi.

3.2.8.5 Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin tayini

Stiperoksit dismutaz 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 nitro blue tetrazolyum (NBT) ve 50 pl ekstrakt ihtiva eden 1 ml
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reaksiyonun baslamasi igin en son su ile hazirlanan 2 pM riboflavin ilave edildi. Bu
karisimin numuneleri 10 dakika boyunca 375 umol m™ s siddetinde beyaz 15132 maruz
birakildi. Olusan mavi renkli karigim saf su ile sifirlanan spektrofotometrede 560 nm’de

absorbanslarin okunmasiyla belirlendi.

3.2.9 HPLC ile fenolik madde iceriginin belirlenmesi

Ekstraksiyon tamponu olarak; 10 ml Acetonitril/90 ml %]1’lik Asetik asit
oranindaki 100 ml soliisyona 100 ml Metanol ilave edilerek 200 ml ekstraksiyon
tamponu elde edildi. 1 gr bitki yaprak numunesine 10 ml ekstraksiyon tamponu ilave
edildikten sonra, doku pargalayici cihaz ile dokular iyice pargalandi. Santrifiije edilen
ekstraksiyondan 50 pl alinarak 0.45 um’lik membran filtreden gegirildikten sonra
viyallere aktarilarak HPLC cihazina verildi (Tapan, 2016). Olgiimler Mus Alparslan
Universitesi Merkezi Arastirma ve Uygulama Merkezinde hizmet alimi seklinde

gerceklestirildi.

3.2. Bakar iceriginin belirlenmesi

1000 mg taze yaprak numunesi kurutuldu. Birka¢ damla su ile toz haline
getirilen numunelere 5 ml nitrik asit eklendikten bir silire sonra evapore edildi.
Komiirlesmis malzeme goriinmeyene kadar par¢alamaya devam edildi. 5 ml nitrik asit
ve 5 ml perklorik asit ilave edildi. Sollisyonun rengi berraklasana kadar hafifce
sitildiktan sonra tekrar evapore edildi. Filitre kagidinda siiziildii ve siiziintii balon jojede
50 ml tamamlandiktan sonra Agilent Flame Atomic Absorption Spectrometry cihazinda
olgiim yapildi. Olgiimler Mus Alparslan Universitesi Merkezi Arastirma ve Uygulama

Merkezinde hizmet alim1 seklinde gerceklestirildi.

3.3 istatistiksel Analizler

Calisma deneme, tesadiif parseller deneme desenine gore en az ii¢ tekrarli olarak
planlandi. Stres ve 6n muamele islemlerine bagl olarak yapilacak orneklemeler ve
ekstraksiyonlar sonucu elde edilecek olan sayisal ve oransal degerler, windows tabanli,
lisanshi bir paket program olan Statistic Package for Social Sciences (SPSS) ile
bilgisayar ortaminda ANOVA varyans analiz testleri, korelasyon ve regresyon testleri

ile degerlendirildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

4.1 Stres Altindaki Masir Fideleri Uzerine Aseton O-(4-klorofenilsiilfonil)Oksim

Uygulamasinin Stresi Parametreleri Uzerine Etkileri

4.1.1 Lipid peroksidasyonu iizerine etKisi

MDA igerigi, oksidatif stres kosullar1 tarafindan olusturulan 6nemli bir
parametredir (Irigoyen ve ark., 1992). Uygulanan kuraklik (%3’luk PEG) ve bakir
(ImM CuS04.5H20) stresi lipit peroksidasyonu iizerinde kontrol grubuna gére 6nemli
bir artisin oldugu tespit edildi. Ayrica Ia uygulamasi hem kuraklik hemde bakir stresi
uygulamalarinda kontrollerine gore onemli iyilestirmeler sagladigi belirlendi. MDA
miktarinda gozlenen degisimlerin istatistiksel olarak anlamli oldugu goériildi. Lipid
peroksidasyon olusumu, stresorlere maruz kalmanin bir sonucu olarak serbest radikaller
tarafindan indiiklenebilir (Thompson ve ark., 1987). Mevcut ¢alismaya paralel olarak,
titlin bitkisine uygulanan kuraklik ve tuz stresi MDA igeriginde bir artisa neden
olmasma ragmen, uygulanan melatonin ile MDA igeriginde onemli bir azalmanin
oldugu gortilmistiir (Armagan ve Memet, 2018). Calismamizdan elde edilen bulgular
1s1ginda MDA igeriginin la uygulamast ile azalmis olmasi Ia’nin strese karsi antioksidan
fonksiyonlara sahip oldugunu ya da antioksidan sistemin gii¢lii bir sekilde aktive olmayi

sagladigimi diisiindiirmektedir (Sekil 8).
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Sekil 8. Kuraklik ve bakir stresi kosullarinda Ia uygulamasinin lipid peroksidasyonu iizerine etkisi.
Kolonlar iizerindeki ayni harflerle gosterilen barlar arasinda fark dnemsizdir (P < 0,05).

MDA Icerigi (nmol/g TA)
1DA Igerigi (nmol/g TA)

4.1.2 Hidrojen peroksit icerigi iizerine etkisi

Redoks aktif bir agir metal olan bakir, redoks reaksiyonlarina neden olur bunun
sonucu olarak siiperoksit (O2™) ve H20> olusumuna neden olur (Hossain ve ark., 2012).

Daha sonra, Haber-Weiss reaksiyonu olarak bilinen H2O2 ve siiperoksidin (O2")
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reaksiyonuyla hidroksil radikalleri (¢ OH) olusur. Bakir gibi hiicresel demir ve gegis
metal igeriklerinin artmasi, Fenton reaksiyonunun meydana gelmesine neden olarak
oksidatif hasara neden olabilir (Smirnoff, 1998). Oksitleyici O6zellikleri nedeniyle
biyolojik sistemlerde olusan H2O2’nin ortamdan uzaklagtirilmasi gerekmektedir
(Mittler, 2006). Caligmamizda yapilan uygulamalar kontrol grubuna gore stressiz
ortamda uygulanan la kimyasal maddemizin H2O, miktarin1 6nemli 6l¢iide disiirdigii
tespit edilmistir. Her iki stres kosulunda igerigi artan H2O2’nin, Ia uygulamasi ile
diismiis olmasi Ia maddesinin olumlu etkisi olarak degerlendirilmektedir. Bu ¢alismada
strese bagli olarak artan H»>O: igeriginin Ia 6n uygulamasi ile H2O2’nin temizlenmis
olmasi ve ROS’larin zararinin 6nlenmesi biiylik 6nem tagimaktadir. Lui ve ark, (2019)
yilinda Oryza sativa tohumlar tizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada, bizim g¢alismamiza
benzer sekilde kuraklik stresinin MDA igerigini artirdigini belirtmislerdir. la
maddesinin yapisinda bulunan elektron ¢ekici —Cl grubu radikallerin kararliligini
artirabilecek 6zellige sahiptir (Korkmaz, yayindaki kabul edilmis makale). Bu durumda
la maddesinin streslerle olusan H202‘nin temizlenmesinde antioksidan gorevi gordiigi
sOylenebilir (Sekil 9).

a

1500
1000 b
c
500
d
¥ I
7 K la Ku la+Ku

Sekil 9. Kuraklik ve bakir stresi kosullarinda Ia uygulamasinin hidrojen peroksit igerigi lizerine etkisi.

Hidrojen Peroksit Igerigi (ng/g TA)

Hidrojen Peroksit Icerigi (ng/g TA)

Kolonlar tizerindeki ayni harflerle gosterilen barlar arasinda fark 6nemsizdir (P < 0,05).
4.1.3 Prolin icerigi iizerine etkisi

Bakair stresine karsi, bitkiler hiicrelerin osmotik uyumunu saglamak iizere prolin
gibi koruyucu organik bilesiklerin birikimini uyarir (Eryilmaz, 2007). Bitki, prolin artis
ile strese kars1i adaptasyon mekanizmasi gelistirir (Saradhi, 1991). Kadioglu ve ark.
(2002) kuraklik stresi altinda C. setosa bitkisinde stresin derecesine bagl olarak
ozmotik ayarlama saglamak icin yaprakta prolin seviyesinin arttigimni belirtmislerdir.
Bakir stresine maruz kalan bitkiler, stresi arttiran prolin igerigine tepki verir ve daha
fazla prolin biriktirir (Ku ve ark., 2012). Calismamizda yapilan uygulamalar sonucunda,

kontrol grubuna gore tek basina uygulanan la kimyasal maddesinin misirda prolin
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miktarin1  arttirdigi  tespit edilmistir. Uygulanan = streslerinde prolin igeriginde
beklenildigi gibi onemli bir artisa neden oldugu goriilmiistiir. Stresler ile birlikte
uygulanan Ia maddesi kontrol gruplarina (Ku ve Cu) kiyasla prolin miktarinda énemli
oOlgtide bir artis tespit edilmistir. Calismamiza benzer bir ¢alismada bakir stresi altindaki
celtik bitkisinde prolin iceriginin bakir konsantrasyonun artigina paralel olarak arttigini
rapor etmislerdir (Thounaojam ve ark., 2012). Jnandabhiram ve Sailen, (2012)
tarafindan yapilan c¢alismada piring ve nohut bitkilerinde PEG kullanilarak
olusturduklar1 kuraklik stresinde total prolin ig¢eriginin arttigi rapor etmislerdir. Mevcut
calismaya benzer bir bagka calismada Yetissin, (2015) tarafindan bakir stresi altindaki
misir bitkisine uygulanan H2O02, GSH ve SA 0n uygulamasinin prolin miktarinda
belirgin bir artisa neden oldugunu belirtmistir. Mevcut c¢alismadan elde edilen
bulgularin 15181inda, la uygulamasinin kuraklik ve bakir stresleri altindaki misir
fidelerinde prolin birikimin uyararak hem ozmotik diizenlemeye hem de ROS’larin

temizlenmesine katkida bulundugu séylenebilir ( Sekil 10).
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Sekil 10. Bakir stresi ve kuraklik stresi kosullarinda Ia uygulamasinin prolin icerigi tizerine etkisi.
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Prolin Igerigi (ng/g TA)

Prolin Igerigi (ng/g TA)

Kolonlar iizerindeki ayn1 harflerle gosterilen barlar arasinda fark énemsizdir (P < 0,05).
4.1.4 Fotosentetik pigment icerikleri iizerine etkisi

Su eksikligi ROS olusumuna neden olur. ROS, hiicrede membran lipitleri,
niikleik asitler, proteinler, klorofiller ve makro molekiillere zarar vermektedir (Kacar ve
ark., 2006). Bakir stresi kosullarinda misir gesitlerinde 0.05 mM GSH, 10 mM H20- ve
0.01 mM SA 6n muamelelerinin fotosentetik verim iizerine iyilestirici etkiye sahip
oldugu belirtilmistir (Yetigsin, 2015). Caligma bulgularina bakildiginda kontrol grubuna
gore tek basina uygulanan la maddesi toplam klorofil ve karotenoid miktarlarinda bir
artisa neden oldugu tespit edilmistir. Uygulanan kuraklik ve bakir stresi ise; toplam
klorofil miktarinda kontrolle gore bir azalma, karotenoid miktarinda ise dnemli bir artig
kaydedilmistir. la+Ku uygulamasinda kontrole (Ku) kiyasla hem toplam klorofil hem de

karotenoid miktarinda artma kaydedilmistir. la+Cu uygulamasinda ise kontrole (Cu)
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kiyasla toplam Klorofil iceriginde artmaya, karotenoid miktarinda azalmaya neden
olmustur. Caligmamiza benzer bir ¢aligmada kuraklik stresi altinda turp bitkisine dissal
olarak verilen askorbik asidin fotosentetik pigment igeriginde iyilestirici etkisinin
oldugunu kaydedilmistir (Noman ve ark., 2018).

Ia’nin hem tek basina hem de streslerle uygulanmast misir bitkisindeki toplam
Klorofil igeriginde bir artisa neden olmustur. Kuraklik stresi altinda karotenoid
igeriginde bir artis, bakir stresi altinda ise karotenoid igeriginde bir azalis olusturmustur.
Bu durum Ia maddesinin fotosentetik aygit iizerinde olumlu etkilerinin olabilecegi

seklinde agiklanabilir (Sekil 11).
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Sekil 11. Kuraklik ve bakir stresi kosullarinda Ia uygulamasinin fotosentetik pigment icerigi tizerine
etkisi. Kolonlar iizerindeki ayni harflerle gosterilen barlar arasinda fark dnemsizdir (P < 0,05).

Fotosentetik Pigment Icerigi (mg/g TA)

Fotosentetik Pigment Igerigi (mg/g TA)

4.1.5 Nispi su icerigi (NSI) iizerine etkisi

Cu stresi, su potansiyelinin azalmasina neden olur (Chatterjee ve Chatterjee,
2000). Ayrica, toksik seviyelerde metal iyonlarinin bitkilerdeki g¢esitli organlarin su
icerigini azalttig1 bildirilmistir. Bakirin Silene vulgaris, Helianthus annus yapraklarinin
ve Oryza sativa siirgiinlerinin su igeriklerinde azalmaya neden oldugu bulunmustur
(Rucinska-Sobkowiak, 2016). Kuraklik stresi, RWC igeriginin azalmasina neden olur ve
RWC, kuraklik stresinden etkilenen en 6nemli parametrelerden biridir (Hussain ve ark,
2019). Kuraklik stresine maruz kalan Oryza sativa'nin su igeriginin azalmasina neden
oldugunu ve skandiyum uygulamasinin su igerigini iyilestirdigini kaydetmistir (Elbasan
ve ark., 2020).

Calismamizdan elde edilen bulgular incelediginde; kontrol grubuna kiyasla
stresiz ortamda la uygulanmasi misir bitkisinin nispi su igeriginde istatistiki olarak
onemli bir farkin olmadig1 goriilmektedir. Kuraklik ve bakir stresleri altindaki misir
fidelerinin nispi su igeriginde kontrole gore Onemli azaliglar gorilmiistir. la+K

uygulamasi kuraklik ile karsilastirildginda 6nemli bir farkin olmadigi gézlenmektedir.
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Sasirtict bir sekilde Ia+Cu uygulanan fidelerde nispi su igerigi en yiikksek bulunmustur
(Sekil 12).
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Sekil 12. Kuraklik ve bakir stresi kosullarinda Ia uygulamasinin nispi su igerigi iizerine etkisi.
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Kolonlar iizerindeki ayni harflerle gosterilen barlar arasinda fark énemsizdir (P < 0,05).
4.1.6 Antioksidan enzim aktiviteleri iizerine etkisi

Reaktif oksijen tiirlerini siipiiriilmesi i¢in antioksidan enzimlerin uyumlu bir
sekilde ¢alismasina ihtiya¢ vardir (Borna ve ark., 2021).

Kuraklik stresi ve bakir stresi altinda Ia uygulamasinin antioksidan enzimlerden
guaikol peroksidaz (GPX), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve askorbat

peroksidaz (APX), enzimlerinin aktivitelerini nasil etkilendigi incelenmistir.

4.1.6.1 Guaiakol peroksidaz (GPX) aktivitesine etkisi

GPX, stres sirasinda olusan H2O2’nin temizlenmesini saglayarak oksidatif strese
karst koruma gorevi yapar. Stres altindaki bitkilerde GPX aktivitesinin arttigi
bilinmektedir (Gaspar, 1991). Ornegin yapilan bir ¢alismada farkli konsantrasyonlarda
uygulanan bakir stresi GPX aktivitesini arttirmigtir (Demirevska-Kepova ve ark., 2004).
[ran da yaygin bir yayilis gosteren Aslankuyrugu bitkisinin kuraklik stresi altinda GPX
aktivitesinde artis kaydedilmistir (Borna ve ark., 2021). Cesitli stres kosullarinda
glutatyon peroksidaz familyasina ait gen ailesinin ekspresyon seviyelerinde artis
goriilmistiir (Chen ve ark., 2017).

Calismamizdan elde ettigimiz bulgular incelendiginde; tek basmna uygulanan Ia
GPX aktivitesinde kontrole gore 6nemli bir artig goriildii. Bakir ve kuraklik stresi
altindaki fidelerde GPX aktivitesinde kontrole gore onemli bir artis goriildi. Ta+Ku
uygulamasinin Ku uygulamasina gére GPX aktivitesinde 6nemli bir azalis kaydedildi.
[a+Cu uygulamasimin da Cu uygulamasina gore GPX aktivitesinde ise onemli bir azalis

kaydedildi. Guaiakol peroksidaz enzimi hidrojen peroksiti suya doniistiiriir. Bu nedenle,
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strese maruz kalan bitkilerde enzim aktivitesinin artmasi beklenir. Calismamiza benzer
bir ¢aligma da bakir stresi kosullarinda prolin 6n uygulamasinin GPX aktivitesinde
azalmaya neden oldugunu rapor etmislerdir (Gill ve Tuteja, 2010). Stresli sartlarda la
uygulamasinin GPX aktivitesinde meydana getirdigi azalmanin bir sonucu olarak;
Ia’nin oksidatif strese karst korumada, H20: ve lipit peroksidasyon igeriklerini

azaltilmasiyla Kritik bir rol oynadigi s6ylenebilir (Sekil 13).
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Sekil 13. Kuraklik ve bakir stresi kosullarinda Ia uygulamasinin GPX aktivitesi tizerine etkisi.

Kolonlar tizerindeki ayni harflerle gosterilen barlar arasinda fark 6nemsizdir (P < 0,05).

4.1.6.2 Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesine etkisi

Askorbat peroksidaz, askorbik asiti kullanarak H2O. ile enzimatik olarak
tepkimeye girerek H2O2’nin siipiirilmesine yardimci olmaktadir. H2O2 belirli
konsantrasyonlarin {izerinde oldukg¢a zararli olmasi nedeniyle detoksifikasyonu ¢ok
onemlidir. Kloroplast ve mitokondrilerde H202’i elemine etmede en Onemli rolii
askorbik asit oynamaktadir (Asada, 1999).

APX enzimi aktivitesine iligkin bulgular incelendiginde tek bagina la muamelesi
kontrole gore APX aktivitesinde artis kaydedildi. la+Ku uygulamasinin Ku
uygulamasina gore APX aktivitesinde Onemli bir azalis kaydedildi. Ia+Cu
uygulamasmin da Cu uygulamasina goére APX aktivitesinde ise Onemli bir artis
belirlendi (Sekil 14).

Kabay ve Sensoy, (2016) tarafindan yapilan bir calismada kuraklik stresi
altindaki fasulye c¢esitlerinde APX aktivitesinin strese bagl olarak artigim
bildirmiglerdir. Bir baska c¢alismada stres altinda sodyum siilfidrat (NaSH)
uygulamasinin askorbat peroksidaz enzim aktivitesini arttirdigi belirtilmistir (Zhang ve
ark., 2009). Kadmiyum stresine maruz birakilan musir fideleri lizerine yapilan bir
calismada askorbat peroksidaz aktivitesi Ol¢ililmiistiir, metal toksitesine bagli olarak

APX aktivitesinde artis kaydedilmistir (Deveci, 2015).
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Sekil 14. Kuraklik ve bakir stresi kosullarinda Ia uygulamasinin APX aktivitesi lizerine etkisi.

Kolonlar iizerindeki ayni harflerle gosterilen barlar arasinda fark 6nemsizdir (P < 0,05).
4.1.6.3 Katalaz (CAT) aktivitesine etkisi

Bitki hiicrelerinde stresli sartlarda olusan H2Oz‘nin katalaz enzimi tarafindan
parcalanabilecegi ifade edilmektedir (Feierabend ve ark., 1992).

Calismamizin CAT enzimi aktivitesine iligkin bulgular incelendiginde stressiz
olarak uygulanan Ia maddesi katalaz aktivitesinde kontrole gore artts meydana
getirmistir. Kuraklik ve bakir stresi CAT aktivitesinde kontrole gére onemli bir artisa
neden oldu. Ia+Ku ve la+Cu uygulamalarinda ise Ku ve Cu uygulamasina gore CAT
aktivitesinde 6nemli bir azalis tespit edildi.

Yapilan bazi ¢alismalarda; kuraklik stresi altinda Arabidopsis thalianada (Kubo
ve ark., 1999), soyada (Dogan ve Aslihan, 2014), aliiminyum stresi altindaki bugday
fidelerinde (Xu ve ark., 2011), kadmiyum stresi altindaki ¢eltikte (Hu ve ark., 2009)
CAT aktivitesinin arttigi kaydedilmistir. Calismamiza benzer yapilan bir ¢aligmada
kadmiyum stresine maruz kalan zeytin fidanlar1 iizerine prolin 6n uygulamasi CAT
aktivitesini distirmustiir (Zouari ve ark., 2016). Mevcut ¢alismada Stres kosullarinda
ozellikle bakir stresi etkisinde katalaz aktivitesi oOnemli bir sekilde arttigi
gozlenmektedir. Stresle uygulanan Ia’nin stresin olumsuz etkilerini hafiflettigi

dolayisiyla CAT aktivitesinin azaldigi soylenebilir (Sekil 15).
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Sekil 15. Kuraklik ve bakir stresi kosullarinda Ta uygulamasinin CAT aktivitesi tizerine etkisi.
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Kolonlar tizerindeki ayni harflerle gosterilen barlar arasinda fark 6nemsizdir (P < 0,05).
4.1.6.4 Siiperoksit dismiitaz (SOD) aktivitesi iizerine etkisi

SOD, siiperoksit radikalinin molekiiler su ile etkileserek hidrojen perokside
doniistimiin katalizleyen bir enzimdir. Olusan hidrojen peroksit ise APX, CAT ve GPX
tarafindan suya ve oksijene doniistiiriilir (Asada, 1999).

SOD enzimi aktivitesinin grafigini inceledigimizde; stressiz kosulda uygulanan
Ia maddesi SOD aktivitesinde istatiksel olarak kontrole goére bir artisa neden oldugu
tespit edildi. Kuraklik stresi altinda SOD aktivitesinde 6nemli derecede azalma, bakir
stresi altinda SOD aktivitesinde istatiksel olarak 6nemli bir artis kaydedildi. la+Ku
uygulanmasi1 SOD aktivitesinde Ku uygulamasina kiyasla artma tespit edildi. la+Cu
uygulamasinda ise SOD aktivitesinde hem kontrole gére hem de bakir stresine gore
azalma kaydedildi (Sekil 16).

SOD enzimi biitiin canli organizmalarda siiperoksiti temizleyerek hidroksil
radikalinin olusum riskini azaltir. Oksidatif strese karst merkezi bir roli vardir
(Mehlhorn ve ark., 1996).

Kuraklik stresi altinda arpa bitkisine 18 saat nanopartikiil uygulamasi sonucunda
SOD aktivitesinde artis kaydedilmistir (Akpmar, 2017). Ingiliz ¢imi bitkisinin
koklerinde SOD aktivitesinin bakir konsantrasyonundaki artiga paralel olarak uyarildig:
bildirilmistir (Zhao ve ark., 2010).

Calismamizda bakir ve kuraklik stresine karsi farkli durumlarin kaydedilmesi
sununla agiklanabilir. SOD enziminin farkli formlarinin olmasi, hiicrede farkli yerlerde
bulunabilmesi ve SOD enzimini kodlayan genlerin strese duyarli olmas1 (Dixit ve ark.,

2001) cesitli stresler altinda SOD aktivitesinde azalis veya artisa neden olabilir.
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Sekil 16. Kuraklik ve bakir stresi kosullarinda Ia uygulamasinin SOD aktivitesi lizerine etkisi
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Kolonlar tizerindeki ayn1 harflerle gosterilen barlar arasinda fark 6nemsizdir (P < 0,05).
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4.1.7 Fenolik bilesik icerikleri iizerine etkisi

Yapilan caligmalarda antioksidan bilesenler ile fenolik bilesenler arasinda bir
korelasyon oldugu belirlenmistir. Fenolik bilesikler serbest radikallere H vererek zararl
etkilerini ortadan kaldirmay:1 saglamaktadirlar. Stres sartlarinda fenolik bilesiklerin

miktarinda artig goriiliir. (Kaya ve Artuvan, 2016).

Cizelge 6. Kuraklik ve bakir stresi kosullarinda la uygulamasinin fenolik bilesikler igerigi

tizerine etkisi (Lg/g).

Fenolik maddeler K la Ku la+Ku
Absisik asit 12.46+0.2 ¢ 11.53+0.04 d 167.41+0.2 a 119.03+0.2 b
Askorbik asit 146.97+£3.5 ¢ 128.78+0.4 d 149.57+0.4 b 156.82+4.3 a
Salisilik asit N/A N/A N/A N/A
Gallik N/A N/A N/A N/A

Trans-p-kumarik asit 17.242+0.004c | 16.53+0.04 d 19.9+0.19 b 20.83+0.005 a
Mirisetin 44.16+0.5 a 30.42+0.9 ¢ 41.64+0.6 b 44.54+0.5 a

4-hidroksibenzoik asit 35.33+0.15b 28.84+0.08 ¢ 55.0+0.05 a 11.51+0.12 d

3.4-Dididrobenzoik asit 15.29+0.05 d 16.27+0.09 ¢ 25.61+0.13 b 32.17£0.27 a
Apigenin 17.42+0.22 ¢ 23.70+0.19 b 10.15+0.03 d 27.48+0.03 a

Kaempferol N/A 10.07+0.02 b 12.31+0.008 a 9.93+0.004 b
Kurkumin N/A N/A N/A N/A
Katesol 31.82+0.03 a 6.26+0.25 d 22.30+0.01 b 11.60+0.03 ¢
Vanilik asit N/A N/A N/A N/A
Kafeik asit N/A N/A N/A N/A
Sinnamik asit 8.08+£0.03 b 7.59+0.002 b 9.51+0.03 a 9.64+0.03 a

Kuarsetin N/A N/A N/A N/A

Fenolik maddeler K la Cu la+Cu
Absisik asit 12.46+0.02b 11.53+0.004¢ 36.27+0.02a 12.72+0.03b
Askorbik asit 146.97+0.35b 128.78+0.04¢ 122.05+0.46d 179.23+0.05a
Salisilik asit N/A N/A 6.94+0.01b 73.42+0.018a
Gallik N/A N/A N/A N/A

Trans-p-kumarik asit 17.24+0.004b 16.53+0.04¢ 17.28+0.03b 19.5+0.01a
Mirisetin 44.16+0.05b 30.42+0.09¢ 26.48+0.01d 54.95+0.07a

4-hidroksibenzoik asit 35.33+0.15a 28.84+0.08b 19.99+0.16¢ 12.99+0.12d

3.4-Dihidro benzoik asit 15.29+0.05¢ 16.27+0.09¢ 21.52+0.04a 18.96+0.01b
Apigenin 17.42+0.22¢ 23.70+0.19b N/A 33.63+0.02a
Kaempferol N/A 10.07+0.02a N/A 8.67+0.004b
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Kurkumin N/A N/A N/A N/A
Katesol 31.82+0.03¢ 6.260.25d 71.94+0.02a 46.83+£0.01b
Vanilik asit N/A N/A N/A N/A
Kafeik asit N/A N/A N/A N/A
Sinnamik asit 8.08+0.03¢ 7.59+0.002¢ 11.85+0.002b 12.63+0.001a
6.2120.004¢ 6.94+0.002b N/A 7.30+£0.04a

Rozmarinik asit

Kuarsetin N/A N/A N/A N/A

Fenolik bilesikler, absisik asit, askorbik asit, salisilik asit, gallik, trans-p-
kumarik asit, mirisetin, 4-hidroksibenzoik asit, 3,4-dihidrobenzoik asit, apigenin,
kaempferol, kurkumin, katesol, vanilik asit, kafeik asit, sinnamik asit, rozmarinik asit,
kuarsetin olarak belirlendi (Cizelge 6).

Absisik asit igeriginde tek basina uygulanan la ile azalma, bakir ve kuraklik
stresi uygulamasi ile de artig goriildii. la+tKu uygulamasiyla absisik asit (ABA)
iceriginde kontrole gore artis ve kuraklik stresi uygulamasina gore azalma kaydedildi.
Iat+ Cu uygulamasi ile ABA miktar1 kontrole gére kismi bir artisa neden oldugu bakir
stresine gore de bir azalisa neden oldugu belirlendi. Absisik asit kuraklik stresi sirasinda
iyon konsantrasyonunu azaltarak stomalarin kapanmasini saglayarak su kaybini engeller
(Borel ve Simonneau, 2002). Yapilan bir ¢alismada bakir stresi uygulanan bugday
tohumlarinda i¢sel ABA igeriginin dnemli oranda arttigi gosterilmistir (Munzuroglu ve
ark., 2008). ABA kuraklik stresi sirasinda genlerin ekspresyon seviyelerinde gegici
artiglara ve koruyucu proteinlerin birikimi, antioksidanlarin seviyesinde degisikliklere
yol agmaktadir (Bartels ve Sunkar, 2005; Taiz ve Zeiger, 2002). Calismamizda kuraklik
ve bakir stresi ile uygulanan la’nin ABA igerigini azaltmis olmasi stresin olumsuz
etkilerini hafiflettigini ve c¢alismamizin literetiir bilgisi ile uyumluluk gosterdigi
sOylenebilir.

Askorbik asit igeriginde stresiz uygulanan Ia uygulamasinda kontrole goére
azalma kaydedildi. Kuraklik stresi altinda ASA igeriginde artis kaydedildi. AsA
oksidatif strese tolerans ile hidroksil radikallerinin

saglamada ve siiperoksit

temizlenmesinde rol aldigindan, stres kosullarinda bitki hiicrelerinde miktari
artmaktadir (Avsar, 2018). Calismamizda bakir stresi altinda AsA igeriginde kontrole
gore azalig kaydedildi. la+Ku uygulamasinda AsA igeriginde hem kontrole gore hem de
kuraklik stresine gore artis kaydedildi, benzer sekilde Cu+la uygulamasinda da AsA

iceriginde artis saptandi. AsA’nin strese karsit miicadele etmesinden dolay1 eksojen
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olarak uygulamalar1 yapilmistir. Buna 6rnek tuz stresi altindaki misir bitkisine askorbik
asit uygulamasmin yapilip sonucun da iyilestirici etkisinin kaydedilmesi verilebilir
(Dogru ve Torlak, 2020). Calismamizda stresle uygulanan Ia AsA igeriginde meydana
getirdigi artiglar APX aktivitesinin devami i¢indir. APX Hidrojen peroksiti suya
dontistiiriilirken, AsA’y1 kullanir. APX tarafindan indirgenen askorbik asit MDHAR
tarafindan yeniden tiretilir (Makino ve ark., 2002).

Salisilik asit igerigi kontrol, la ve kuraklik stresi uygulamalarinda
belirlenemezken, bakir stresi altinda ilging bir sekilde etki yapmuistir. la+Cu uygulamasi
SA igeriginde Cu uygulamasina gore 6nemli derece artis kaydedildi. Salisilik biyotik ve
abiyotik streslere karsi iyilestirme ve alismada gorev alan sinyal molekiildiir.
Kadmiyum stresi altindaki arpa (Metwally ve ark., 2003) ve musir bitkisine (Krantev ve
ark., 2006), bakir stresi altindaki musir bitkisine (Yetissin, 2015) SA uygulamalari
yapilarak stresin etkilerini hafiflettigi belirlenmistir. Kuraklik stresi altinda SA
uygulamalar1 kavun fidelerinde, domateste ve fasulyede kuraklik stresinin zararini
azalttigr belirlenmistir (Korkmaz ve ark. 2007).Caligmamizda la uygulamasinin SA
iceriginde meydana gelen degisim bitkinin gelisme donemine, depo formundan aktif
forma ge¢me durumu ya da [a’nin uygulama donemine bagli olabilir.

Trans-p-kumarik asit icerigi tek bagina uygulanan Ia ile kontrole gore azda olsa
bir azalma goriildii. Kuraklik ve bakir stresi uygulamasi ile kontrole gore azalma
kaydedildi. la+Ku ve Ia+Cu uygulamalarinda hem kontrol gére hem de stresli duruma
gore trans-p-kumarik asit i¢eriginde artis kaydedildi.

Mirisetin aktivitesinde; stressiz uygulanan la ile diisiis, kuraklik stresi ve bakir
stresi altinda kontrole gore diislis goriliirken, Ia+tKu ve Ia+Cu uygulamalart hem
kontrole gore hem de stresli duruma gore artig goriildii.

3,4 dihidroksibenzoik asit igeriginde stressiz uygulanan la aktivitesini kontrole
gore azda olsa artirmistir. Kuraklik ve bakir stresi ile 3,4 dihidroksibenzoik asit
iceriginde artig goriildii. la+Ku uygulamasi hem kontrole hem de goére bakir stresine
gore artig kaydedildi. Ia+Cu uygulamasi kontrole gore artig, bakir stresine gore azalis
kaydedildi.

4-hidroksibenzoik asit igerigi stressiz uygulanan Ia uygulamasi kontrole diisiis,
kuraklik stresi altinda artig, bakir stresi altinda kontrole gore azalis kaydedildi. la+Ku
uygulamas1 ve la+Cu uygulamasi 4-hidroksibenzoik asit aktivitesinde hem kontrole

gore hem de bakir ve kuraklik stresine gore aktivitesinde azalma tespit edildi.
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Kuarsetin, kurkumin, vanilik asit, kafeik asit ve gallik asit i¢eriklerinde herhangi
bir degisim saptanmadi.

Apigenin aktivitesi tek basina uygulanan Ia ile artis, kuraklik stresi altinda
kontrole gore azalma, bakir stresi altinda aktivite gostermedigi, Ia+Ku ve la+Cu
uygulamasiyla hem kontrolle gére hem de stres altindaki uygulamalara gore artis
kaydedildi.

Kaempferol igerigi kontrol grubunda etki gostermezken, tek basina uygulanan
Ia, bakir ve kuraklik stresiyle etki gosterdigi goriildii. Uygulanan la+Ku uygulamasi
kuraklik stresine gore azalma goriildii ve Ia+Cu uygulamalar1 kaempferol bir etkinlik
meydana getirdigi goriildii.

Katesol igeriginde tek basina uygulanan Ia kontrole gore azalis kaydedildi.
Kuraklik stresi altinda katesol aktivitesinde kontrole azalis kaydedilirken bakir stresi
altinda kontrole gére onemli bir artis kaydedildi. la+tKu uygulamasi Katesol igeriginde
hem kontrole gére hem de kuraklik stresine gore azalisa neden oldugu goriildii. Ia+Cu
uygulamasi Katesol igeriginde kontrole gore artis, bakir stresine gore azalis saptandi.

Sinnamik asit iceriginde; tek uygulanan Ia kontrole diisiis, kuraklik ve bakir
stresi altinda ise kontrole gore artis kaydedildi. la+Ku uygulamasi sinnamik asit
igeriginde kontrole gore artig goriiliirken kuraklik stresine gore nerdeyse diisiik miktarda
artig saptandi. la+Cu uygulamasi sinnamik asit igeriginde kontrole gore artis, bakir
stresine gore de azalis kaydedildi.

Rozmarinik asit igerigi; stressiz uygulanan la ile azda olsa artis, stresli ortamda
goriilmezken, Ia+Ku uygulamasi ve la +Cu uygulamasi kontrole gére rozmarinik asit
igeriginde de azda olsa artig goriildii.

Kuraklik stresi altindaki Vigna radiata bitkisine E vitamini uygulanmustir.
Arastirma sonucunda fenolikler miktarinda artis kaydedilmistir (Sadiq ve ark., 2017).
Stres kosullar1 altinda yapilan ¢alismalarda fenolik bilesik miktarlarinda artis meydana

geldigi gozlenmistir.

4.1.8 Bakir icerigine etkisi

Kuraklik ve bakir stresi altindaki musir fidelerine la uygulamasinin bakir

iceriginde meydana getirdigi degisimler (Sekil 17) gosterilmistir.
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Sekil 17. Kuraklik ve bakir stresi kosullarinda Ia uygulamasinin misirdaki bakir igerigine etkisi.

Kolonlar iizerindeki ayn1 harflerle gosterilen barlar arasinda fark énemsizdir (P < 0,05).

Bakir igerigi grafigine gore kontrol, Ia, Ku ve la+Ku uygulamalar1 arasinda
istatistiki olarak her hangi bir fark belirlenmemistir. Bakir stresi uygulanmasinda
beklenildigi gibi bakir i¢riginde kontrole gore onemli bir artis meydana gelmistir.
Sasirtict bir sekilde Ia+Cu uygulamasinda Cu uygulamasina gore bakir icerigi yaklasik
olarak ii¢ kat artmstir. Calismamizda bakir stresinin olumsuz etkilerine karsi iyilestirici
etkisi oldugu belirlenen la maddesinin Ia+Cu uygulamasinda yaklasik olarak ii¢ kat
daha fazla biinyesinde bakir1 toplamis olmasi her ne kadar ters bir durum gibi
goriinsede, aslinda Ia maddesinin bakir selatlayic1 bir 6zellige sahip oldugunu ve
vakoullerin iizerinde yerlesik olan COPT ve ZIP tasiyici kanal proteinlerini kodlayan
genlerin ekspresyon seviyelerinin artist ile bu durum meydana gelmis olabilir. Bakir
birikimini saglayarak bitkiye zarar vermeden bitki biinyesinde toplanmasi oldukca
onemli bir durumdur.

Bakir, biitiin canlilarin beslenmesi icin gerekli olan elementlerden birisidir.
Ancak, fazlaliginda hayvanlarda ve bitkilerde bakir toksisitesine neden olmaktadir.
Buna karsilik insanlarda kronik bakir zehirlenmesi ile pek karsilasiimamaktadir
(Merian, 1984), bu insan saglig1 iizerine olumsuz etkisi yok demek degildir. Normal
sartlarda topragin bakir icerigi 2-40 ppm arasinda degisirken, kirlenmis topraklarda
1000 ppm’e kadar ¢ikabilmektedir (Sonmez ve ark., 2006) Bakir siilfat uygulamalarinin
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onemli Olclide topragi asitlestirdigini ve bitki tarafindan bazi elementlerin alimim
kisitladigi bilinmektedir (Olayinka ve Babalola, 2001).

Agir metallerin bitkiler tarafindan alinip hiicresel hasara neden olmadan 6nce
topraktan temizlenmesi olduk¢a onemlidir. Ornegin madenlerin ¢ikarildig1 alanlara
topragi temizleyicl, toleransi yiiksek ya da tolerans artirtlmig bitkilerin ekilmesi topragin
dengesini saglayabilir. Calismamiza benzer ¢alisma (Kabadayi, 2018) tarafindan bakir
(I1) biyogideriminde surfaktan kullanimi bir baska c¢alismada ise lityum(l)
temizlenmesinde mikroorganizmalarin kullanilmasi1 (Yalginkaya, 2019), topragin agir
metallerden temizlenmesi bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Calismamizda kullandigimiz
aseton O-(4-klorofenilsiilfonil)oksim yapisinda bulunan C=N, S=0 ve C=C yapilari
sayesinde Dbakir ile baglanip bakir1 bitki biinyesinde toplamis olabilecegi

disiinilmektedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1 Sonuclar

Bu tez calismasinda kuraklik ve bakir stresine maruz birakilan musir bitkisinde
digsal olarak uygulanan aseton O-(4-klorofenilsiilfonil)oksim (la) maddesinin stres
parametreleri lizerine etkisi incelenmistir.

Mevcut calismada % 3’liik PEG’in uyardigr kuraklik ve 1 mM’lik bakir stresi
altindaki musir fideleri tizerinde Ia maddesi i¢in iyilestirici konsantrasyonun 0,66 mM
oldugu tespit edildi. 0.66 mM konsantrasyonun bakir ve kuraklik stresine karsi toleransi
arttirdiglr ve tek basma uygulanan Ia maddesinin misir fideleri {izerine olumsuz bir
etkisinin olmadig1 belirlendi.

la maddesinin kuraklik ve bakir stresi ile birlikte uygulanmasinin biyokimyasal
parametreler ve fotosentetik pigment icerikleri {izerinde olumlu etkilere sahip oldugu
belirlendi. Ia maddesinin nispi su igerigi iizerinde kuraklik uygulamasinda 6nemli bir
iyilesme gozlenemezken, bakir uygulamasinda 6nemli bir iyilesmenin oldugu gozlendi.

Aseton O-(4-klorofenilstilfonil)oksim (la) maddesinin antioksidan sistem tizerine
etkisine bakildiginda; kuraklik ve bakir stresi altindaki musir fidelerinde antioksidan
sistemin enzimatik ve non-enzimatik bilesenleri lizerinde stresin olumsuz etkilerini
tyilestirici islevlere sahip oldugu tespit edildi.

Calismamizda incelenen fenolik bilesiklerin igerikleri Onemli dalgalanmalar
gosterse de; stres fizyolojisi agisindan 6nemli olan ABA, SA ve AsA igerikleri stres
durumlar1 ile uyumlu oldugu, kuraklik ve bakir stresi altindaki misir fidelerinde Ia
maddesinin fenolik maddeler tizerindeki etkileri degerlendirildiginde la maddesinin
onemli metabolik bir diizenleyici olabilecegi belirlendi.

Agir metallerin ekotoksisitesi olduk¢a dnemli bir kavramdir. Calismamizda bakir
stresi altindaki fidelerde Ia maddesinin 6n muamelesinin bakir igerigini yaklagik olarak
ti¢ kat artirdig1 belirlendi. Bu durum Ia maddesinin hiper akiimiilator bitkiler ile birlikte
kullanilmast durumunda asir1 bakir ile kirlenmis topraklarda faydasinin olabilecegi
gozlendi.

Calismamizin sonuglari bir biitiin olarak analiz edildiginde la maddesinin kuraklik
ve bakir streslerine karsi 0.66 mM konsantrasyondaki on uygulamasmin toleransi

artirdigi soylenebilir.
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5.2 Oneriler

Kiiresel iklim degisikligi, sanayilesme ve artan insan niifusundan dolay1 yeterli
besin kaynaklar1 ve artan enerji ihtiyaci gibi sorunlar gelecek i¢in biiyiik tehlike
olusturmaktadir. Uriinlerin verimi iizerindeki etkilerine gore stres faktorleri
siiflandirildiginda dogal bir stres faktorii olan kuraklik stresi % 26’lik oranla en biiyiik
paya sahiptir. Toprakta gereginden fazla biriken agir metaller ise bitki igin bir stres
faktorii olusturmaktadir. Diinyadaki bircok toprak madencilik ve sanayilesme gibi
sebeplerden dolay1 ya dogrudan ya da besin zinciriyle insan, hayvan ve bitkiler tizerinde
toksik etkileri olan bakir (Cu) kirlenmesine maruz kalmaktadir. Mevcut ¢aligmadan
elde edilen sonuglar 15181nda Ia maddesinin kurakligin etkili oldugu bolgelerde kuraklik
stresi Oncesinde uygulanarak stresin {irlin verimi {izerindeki olumsuz etkileri
hafifletilebilir. Bakir stresine maruz kalan tarim alanlarinda da {iriinlerin verimine katk1
olusturabilir. Ayrica, asir1 bakirla kirlenmis topraklarin temizlenmesi ¢aligmalarinda la
maddesinin hiper akiimiilator bitkiler ile birlikte kullanilmasi durumunda topraktaki

asir1 bakir temizlenerek tarima kazandirilabilir.
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