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OZET

Anahtar kelimeler: Misir (Zea mays L.), Kuraklik Stresi, Malondialdehit (MDA),
Toplam Fenolik madde, Toplam Coziiniir Karbohidrat, Toplam Cdziiniir Protein

Bu c¢alismada, ti¢ misir genotipide (FR 13, FRB 73, TTM 815) 2, 5 ve 8 giin boyunca
uygulanan kuraklik stresi sonucunda yapraklardaki, temel biiyiime parametreleri (kok
boyu, gévde boyu, toplam boy, gercek su igerigi, taze agirlik ve kuru agirlik), bazi
igsel dayaniklilik mekanizmalar1 (toplam ¢oziiniir karbohidrat ve protein, toplam
fenolik madde), iyon sizintisi ve malondialdehit miktarindaki degisiklikler
yardimiyla hiicresel membranlardaki hasar orani ve pigment i¢reginde meydana
gelen degisiklikler incelenmistir.

Kuraklik stresi, gdvde boyu lizerine her ii¢ genotipte de 6nemli bir inhibisyona sebep
olmazken, TTM 815 ve FR 13 genotipinin kdk biiyiimesi diger genotipe gore daha
fazla etkilemistir. Bu yiizden toplam bitki uzunlugundaki azalma kok boyundaki
azalmadan kaynaklanmistir. Yaprak dokularindaki su igerigi kuraklik stresi altinda
neredeyse devamli bir sekilde azalirken taze ve kuru agirlikta artis olmustur. Fakat
TTM 815 genotipinde diger genotiplere kiyasla iyon sizintis1i diisik iken
malondialdehit (MDA) miktar1 oldukca yiiksek seviyede bulunmustur. Fotosentetik
pigementlerin parcalanma orant (klorofil a, b ve toplam klorofil) TTM 815
genotipinde nispeten daha yiiksek seviyede korunurken, FR 13 ve FRB 73’ de daha
diisiiktiir. Kuraklik stresi altinda yapraklardaki toplam ¢6ziiniir karbohidrat miktar
ve protein i¢irigi diizensiz bir sekilde degisiklik gostermistir. TTM 815 ve FRB 73
genotiplerinde toplam fenolik madde igeriginin kurakliga bagli olarak arttig
belirlenmistir. Ustelik, TTM 815 genotipinin kuraklik stresi altinda yapraklarda
fenolik madde biriktirme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara gore,
FRB 73 ve TTM 815 genotiplerinin bazi i¢sel dayaniklilik mekanizmalar1 anlaminda
kuraklik stresine daha dayanikli oldugu s6ylenebilir.
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF DROUGHT STRESS IN
DIFFERENT MAIZE (Zea Mays L.) CULTIVARS AND LINES

SUMMARY

Key words: Maize (Zea mays L.), Drought Stress, Malondialdehyde (MDA), Total
Phenolic Assay, Total Soluble Carbohydrate, Total Soluble Protein

In this study, some physiological changes observed in leaves during drought stress
for 2, 5 and 8 days were investigated through some basic growth parameters (root
lenght, shoot lenght, total plant lenght, water content, fresh and dry weight), some
possible endogenous resistance mechanisms (total soluble carbohydrate and protein,
total phenolic content), injury in membranes (ion leakage and malondialdehyde) and
pigment contents in three maize (Zea mays L. cvs. FR 13, FRB 73 and TTM 815)
genotypes.

Root lenght was decreased more severely in FR 13 and TTM 815 while shoot lenght
was not affected in all genotypes by drought. Hence, total plant lenght was
decreased during the experimet as a result of decerases in root lenghts. Total fresh
and dry weights of all genotypes under drought stress were found to increase while
water contents of leaves were nearly constant. lon leakage and malondialdehyde
contents of leaves in stressed plants were regularly increased during droughtful
conditions. However, malondialdehyde content in TTM leaves was remarkably
higher while ion leakage was limited when compared to the other genotypes.
Degredation ratio of photosynthetic pigments (chlorophyll a, b and total chlorophyll)
was higher in FR 13 and FRB 73 while pigment levels in TTM 815 was kept
relatively higher level. Total soluble sugar and protein contents of leaves under
drought stress changed irregularly in all genotypes. It was determined that total
phenolic content was increased in FRB 73 and TTM 815 as drought intensity
increased. Moreover, TTM 815 was found to be more capable of accumulating
phenolic substances in leaves under drought stress.These results suggest that FRB 73
and TTM 815 may be more resistant to drought stress because of beeing more
responsive to the stresful conditions in the manner of some endogenous resistance
mechanisms.
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BOLUM 1. GIRIS

Cevre kosullarinda meydana gelen her anormal degisim, bitki biiyiime ve gelismesini
belli oranda etkilemekte ve stres kavramini ortaya ¢ikarmaktadir. Stres terimi bitki
biyolojisinde tanim1 gii¢ olan kavramlardan biridir. Ancak en genel anlamiyla stres,
bir ¢cevrede siirekli olarak ya da belirli araliklarla meydana gelen, bitkilerin veya bitki
organlarinin biiyiime, gelisme ve hatta verimliliginde olumsuz bir etkiye sebep olan
herhangi bir durum veya madde olarak tanimlanmaktadir. Kisacasi stres, bitkilerde
zarar meydana getiren bir giigtiir [Mahajan ve Tuteja (2005), Hale ve Orcutt (1987),
Kocagaligkan (2004)].

Farkli stres faktorlerinin, 6zellikle ekonomik oneme sahip olan bitkiler {izerindeki
etkileri konusunda fizyolojik c¢alismalar yapilmasinin iki 6nemli nedeni vardir:
Bunlardan ilki bitkilerin strese karsi reaksiyon mekanizmalarinin 6grenilmesi, digeri
ise ekonomik bitkilerin ¢esitli stres faktorlerine dayaniklilik yeteneklerinin dl¢tilmesi
ve buna bagli olarak {riin kaybmin azaltilmasinin saglanmasidir. Yeryiiziindeki
karasal alanlarin %10’undan daha az bir kisminin, tarimsal faaliyetler igin elverisli
oldugu bildirilmistir [Kadioglu (2007)]. Bu kadar smirli olan tarimsal alanlarda da
basta kuraklik olmak {izere, mineral madde, diisiik sicaklik ve don gibi stres
faktorlerinin etkisiyle énemli verim kayiplari s6z konusudur [Blum (1986)]. Bu
nedenle farkli stres faktorlerine dayaniklilik gosterebilen ya da bu stres faktorlerini
tolere edebilen bitki genotiplerinin gelistirilmesine gereksim duyulmaktadir. Bunun
icin de strese dayaniklililk ve tolerans mekanizmalarinin iyice anlasilmasi

gerekmektedir.

Abiyotik stres faktorleri arasinda bulunan ve kiiresel 1sinmanin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikan kuraklik stresi, tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de tarimsal

verimliligin azalmasina sebep olan en 6nemli etkenlerden birisidir [Chopra (2007)].



Yeryiizlindeki tarimsal alanlarin yaklasik % 40’1 kurak ve yar1 kurak bolgelerde
oldugu ya da diisiik yagis rejimlerine sahip olan bolgelerdir. Her iki durumda da suyu
daha etkin olarak kullanan ve yiiksek verime sahip olan bitki tiirlerinin tercih
edilmesi tarimsal anlamda ekonomik avantajlar saglamaktadir [Hirt ve Shinozaki
(2006)].

Yapilan ¢aligsmalar kuraklik stresinin bitkilerde yapraklarin nispi su miktarinin ve su
potansiyelinin azalmasina neden olarak, fotosentetik reaksiyonlari olumsuz yo6nde
etkiledigini gostermistir [Lawlor ve Cornic (2002)]. Stomalarin kapanmasi ile
yapraklardaki i¢sel karbon dioksit (CO;) konsantrasyonu ve buna bagli olarak
fotosentez hizi azalmaktadir. Kurakligin siddetine bagl olarak stomalarin kapanmast,
koklerde sentezlenen ve transpirasyon akimi ile yapraklara tasman absisik asit
(ABA) adli bitki hormonu tarafindan saglanmaktadir. Ksilemdeki absisik asit
konsantrasyonu ile stomalarin kapanma derecesi arasinda onemli derecede pozitif
korelasyonlar belirlenmistir [Socias ve arkadaslar1 (1997)]. Ancak kuraklik stresi
altindaki Dbitkilerde stomalarin kapanmasi, bitkilerin beslenme durumlarimi da
olumsuz etkilemektedir [Oren ve arkadaslart (1999)]. Kuraklik stresinin bitki
yapraklarindaki fotosentetik pigment miktarinin azalmasina yol actigi da

belirlenmistir [Richardson ve arkadaglari (2004)].

Kuraklik stresi kosullarinda, biyosentetik reaksiyonlarin yavaglamasi ve ATP’ye olan
gereksinimin azalmasiyla mitokondri ve kloroplastlardaki elektron taginim
sistemlerinde elektron fazlaligi olusabilmektedir [Eker (2002)]. Absorblanan isik
enerjisinin etkisiyle agiga cikan elektronlar, hem yaprak dokularindaki CO;
yetersizliginden hem de COy’nin indirgenme hizinin azalmasindan dolayr uygun
sekilde kullanilamadigi i¢in molekiiler oksijenin (O,) aktivasyonuna neden
olmaktadir. Yani fotosentez kaynakli elektronlar CO; yerine O,’ye aktarilmaktadir
[Ozpay (2008)]. Bunun sonucunda yaprak dokularinda, siiperoksit radikali (02",
hidrojen peroksit (H205), hidroksil radikali (OH") ve singlet oksijen (*O,) gibi cok
yiiksek toksik etkiye sahip aktif oksijen tiirleri (AOT) olusmaktadir. Olusan AOT’ler
bitkilerde membran sistemlerine, niikleik asitlere ve proteinlere baglanarak yapisal
ve fonksiyonel hasarlara yol agabilmektedir. Ancak bitkiler, AOT’lerin yol ag¢tig1 bu

hiicresel hasarlardan korunmay1 saglayan bir antioksidant sisteme sahiptirler.



Siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APOD), monodehidro askorbat
rediiktaz (MDHAR), dehidro askorbat rediiktaz (DHAR), glutatyon rediiktaz (GR),
katalaz (KAT) ve peroksidaz (POD) grubundan enzimler antioksidant sistemin
enzimatik bilesenlerini olustururken; glutatyon, a-tokoferol (E vitamini), askorbik
asit (C vitamini), B-karoten ve fenolik bilesikler de bu sistemin enzimatik olmayan
bilesenleridir [Jung (2004)]. Bu antioksidant molekiiller arasinda bulunan fenolik
bilesiklerin kuraklik stresi durumunda bitki dokularinda AOT’lerin olusumunu
engellemek amaciyla birikim gosterdigi bilinmektedir [Rodriguez ve arkadaslari
(2010), Oh ve arkadaslar1 (2009)].

Kurakligin  hiicresel membranlar {izerindeki etkileri, yaprak dokularindaki
malondialdehit (MDA) miktar1 ve elektriksel iletkenlik degerlerindeki degisimler
yardimiyla arastirilmaktadir. AOT’lerin hiicresel zarlarda neden oldugu lipid
peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan MDA oldukga zararli bir madde olup, hiicresel
membranlarin gegirgenliginde degisimlere ve DNA bazlariyla reaksiyona girerek

mutajenik etkilere yol agmaktadir [Celikezen ve Ertekin (2008)].

Kuraklik stresinin bir diger etkisi, asir1 su kaybma bagli olarak bazi serbest
aminoasitlerin ve sekerlerin hiicre igi konsantrasyonlarinin artmasit ve bitki
hiicrelerinin ozmotik potansiyellerinin yiikselmesidir. Bitki dokularinda bu tip
organik bilesiklerin miktarinin artmasi, hiicrelerin su tutma kapasitelerini
artirmasinin yaninda, hiicrelerdeki makro molekiillerin ve membranlarin korunmasini
da saglamaktadir [Ozpay (2008)]. Bitki hiicrelerinde turgor basincinin siirekliligi,
biliylimenin saglanabilmesi i¢in 6nemli bir faktordiir. Ayrica kuraklik stresi altindaki
bitki hiicrelerinde birikim gosterdigi bilinen prolin adli aminoasidin, su eksikligine
kars1 bitki hiicrelerinin adaptasyonunda 6nemli rol oynadigi bildirilmistir [Hare ve
Cress (1997)].

Misir bitkisi diinyada ve iilkemizde hem besin kaynagi hem de farkli amaclar
dogrultusunda kullanim bakimindan ii¢ilincii sirada yer almaktadir [Sahin (2001)].
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Organizasyonu’nun (FAO) 2008 yili istatistik
verilerine gore diinyadaki misir liretimi yaklasik 823 milyon ton olup, misir ekim

alanlar1 da yaklasik 161 milyon hektarlik bir alan1 kaplamaktadir [www. fao.org.tr].



Ayni yil tilkemizde yaklagik 594 bin hektarlik alanda misir ekimi yapilmis ve 4,3
milyon ton {irlin elde edilmistir. Yeryiiziinde misir ekimi yapilan tarimsal arazilerden
elde edilen misir verimi yaklasik 51 Hg/Ha (hektogram/hektar) iken, bu deger
iilkemizdeki tarim alanlar1 i¢in 72 Hg/Ha civarindadir. Bu veriler iilkemiz
topraklarinin ve iklim kosullarinin misir tarimi ig¢in daha uygun 6zelliklere sahip
oldugunu gostermesine ragmen, Tiirkiye’nin yillik misir iiretimi, diinya iiretiminin
yaklasik % 0,5’ini olusturmaktadir. Kuraklik, biitlin diinyada oldugu gibi, iilkemizde
de misir verimini smirlandiran en 6nemli faktordiir. Misir bitkisinde, ozellikle
ciceklenme doneminde ortaya ¢ikan kuraklik stresinin daha biiylik verim kayiplarina
yol agtig1 belirlenmistir [Chimenti ve arkadaslar1 (2006), Saini ve Westgage (2000)].
Bu nedenle misir tarimindan elde edilecek iiriiniin miktarini ve kalitesini artirmak
icin iilkemizde yetistirilen misir c¢esit ve hatlarinin kuraklia dayaniklilik
derecelerinin belirlenmesi ve dayaniklilik mekanizmalarinin fizyolojik, biyokimyasal
ve molekiiler temellerinin arastirilmasi, gergeklestirilmesi gereken 6nemli ¢alismalar
arasindadir. Bu tip calismalardan elde edilecek sonuglar hem kurakliga daha
dayanikli cesitlerin gelistirilmesine yoOnelik 1slah calismalarima hem de iilkemiz

ekonomisine katki saglayacak tarim politikalariin belirlenmesine yardimer olacaktir.

Bu g¢alismada Sakarya Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirligii’nden temin edilen
misir (Zea mays L.) cesit ve hatlarinda kuraklik stresi sonucunda meydana gelen
fizyolojik degisimlerin karsilagtirmali olarak incelenmesi amacglanmistir. Bu sekilde,
iilkemizde yogun sekilde tarimi yapilan bir tahil tiirii olan misirin farkli cesit ve
hatlarinin kuraklik stresine dayaniklilik derecelerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu
amagla, misir fidelerinin taze ve kuru agirliklari, fide boyu, gercek su miktari (%)
gibi biiyiime parametrelerinde, kuraklik stresinin siddetine bagli olarak meydana
gelen degisimler belirlenmistir. Ayrica misir yapraklarindaki fotosentetik pigment,
toplam fenolik madde, toplam ¢6ziiniir karbohidrat ve protein miktarlari belirlenerek
kurakliga cevap mekanizmalari incelenmistir. Kurakligin hiicresel zarlarda meydana
getirdigi degisimler yapraklardaki MDA miktar1 ve elektriksel iletkenlik

degerlerindeki degisimler yardimiyla arastirilmistir.



BOLUM 2. GENEL BILGILER

2.1. Misir Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Msir bitkisinin siniflandirilmasi ve kokeni

Misir (Zea mays L.) bitkileri aleminin Spermatophyta (tohumlu bitkiler) boliimiiniin,
Angiospermeae (kapali tohumlular) alt bolimiiniin, Monocotyledonae (tek
cenekliler) smifinda bulunan Poaceae (bugdaygiller) familyasina ait 2n=20

kromozoma sahip tek yillik otsu bir bitkidir.

Misir binlerce yildan beri tarimi yapilan birkag ender bitkiden birisidir ve bu bitkinin
kokeni hakkinda gesitli goriisler ileri siiriilmektedir. Ana vatant Amerika kitast olup
buradan diinyanin her yerine yayildigi bilinmektedir. ABD’nin New Mexico
Eyaletinde yapilan bazi kazilarda bulunan misir taneleri ve misir kogan1 parcalarinin
yaklasik 5000 yillik oldugu belirlenmistir. Ote yandan 1954 yilinda Meksika nin
baskenti Mexico City’de yapilan kazilarda yaklasik 7000 yillik oldugu belirlenen
misir ¢icek tozlar1 bulunmustur. Bugiine kadar yabani misir elde edilemedigi i¢in
bitkinin kdkenine ve tarihine iliskin kesin bilgiler mevcut degildir. Bu nedenle bu
konuda ileri siiriilmiis olan baz1 teoriler halen tartismalidir. Fakat yapilan ¢alismalar
bitkinin 8.000-10.000 yillik bir ge¢mise sahip oldugunu gostermektedir. Misirin
ilkemize girisi, Kuzey Afrika iizerinden olmustur. Bitkiye, misir adinin verilmis
olmasi, bitkinin iilkemize Misir ve Suriye lizerinden girdiginin bir isareti olarak

kabul edilmektedir [http://hayrabolutb.tobb.org.tr/media/ziraat/Misir-Tarimi-2.pdf].


http://hayrabolutb.tobb.org.tr/media/ziraat/Misir-Tarimi-2.pdf

2.1.2. Miasirin iklim ve toprak istegi

Misir iiretimi igin ideal olan sicaklik degeri 24-32 °C arasinda olup, bitki 10-11 °C
de ¢cimlenmeye baglayabilmekte ve 5-10 cm derinligindeki topragin sicaklig: 15 °C’
ye vyiikseldiginde ise cimlenmesi hizlanmaktadir. Misir bir sicak iklim bitkisi
olmasina ragmen asir1 sicakliga ihtiya¢ duyan bir bitki degildir. Cimlenme sirasinda
kok ve sap uzama dengesinin saglanabilmesi i¢in sicakligin 10-30 °C arasinda olmasi
gerekmektedir. Sicaklik 32 °C’ye ulastiginda kok ve sap uzamasinda ani bir azalma
gortliir ve sicaklik 40 °C’ ye ulastifinda ise bitki belli bir siire i¢inde Oliir. Bunun

yaninda sicakligin 9 °C’nin altina diismesi de kok uzamasimi durdurur [Kirtok
(1998)].

Misir bitkisinin toprak segiciligi fazla degildir. Uygun ve zamaninda islenen ve
gerekli besin maddeleri verilen degisik tip topraklarda misir basar1 ile yetistirilebilir.
Misir bitkisi en iyi gelismeyi ve en yiiksek verimi, organik madde ve besin
maddelerince zengin, drenaji ve havalanmasi iyi olan topraklarda gosterir. Misir
bitkisi icin hafif asidik karakterdeki topraklar en uygun topraklardir
[http://www.gap.gov.tr/Turkish/Tarim/Tarlayt/misir.html]

Misir bitkisinin nem istegi fazladir. Sentezledigi kuru maddenin birim miktar1 i¢in
harcadig1 su miktari, diger tahillara gore daha azdir. Bu nedenle misir suyu oldukca
ekonomik bir sekilde kullanabilir. Fakat toplam yaprak yiizeyi, fotosentez hizi ve
transpirasyon alani fazla oldugu i¢in, bitkinin toplam olarak su tiiketimi fazladir.
Misir bitkisinden yiiksek verim alabilmek i¢in yaz yagislarinin bitkinin yetisme
doneminde 200 mm’nin Ustliinde olmalidir. Ayrica yagis miktari, yagis siiresi ve
yagis etkinligi de dnemlidir. Gelismenin ilk doneminde diisiik olan su istegi, bikinin
gelismesi ve buna paralel olarak yaprak yiizeyinin artmasiyla giderek artmaktadir.
Yaprak yiizey alaninin maksimum degere ulasmasindan sonraki 4-5 haftalik siirede
bitki tiim yagami boyunca tiikettigi suyun yaklasik yarisini tiiketmektedir. Ayrica
uygun bir biiylime i¢in atmosferdeki nem oraninin % 60’1n altina diismemesi gerekir.

Asirt kuraklik ve sicaklik durumunda yapraklarda hizla solma durumu goézlenir [Kiin
(1997)].



Misir, diger ekonomik bitki tiirleri ile karsilastirildiginda yetisme kosullari
bakimindan daha az segici oldugundan, yeryliziinde de daha genis bir yayilim alanina
sahiptir. Tropikal kokenli olmasina ragmen, Kanada, Sili, And Daglar1 ve Amozon
Ormanlart gibi ¢ok farkli iklimlerde ve cografik kosullarda yetismektedir
[Tiimertekin ve Ozgii¢ (1997)].

2.1.3. Diinyada ve Tiirkiye’de misir

Insanlar beslenme ihtiyaclarmin biiyiikk cogunlugunu tahillarla karsilamaktadur.
Diinyada tiretim bakimindan ikinci sirada yer alan misir bitkisi, insan gidasi ve
hayvan yemi olarak degerlendirilmesinin yani sira; nisasta, surup, seker, bira ve alkol
yapiminda endiistriyel amagcli olarak da kullanilmaktadir [Kirtok (1998)]. Ulkemizde
2000-2008 yillar1 arasinda gergeklestirilen misir tarimi ile ilgili bazi veriler tablo
2.1’de goriilmektedir. Misirin ¢ok farkli alanlarda kullanilmasi, gliniimiizde bu

bitkiye olan talebin de artmasina yol agmustir.

Tablo 2.1. Tirkiye’de 2000-2008 yillar1 arasinda toplam musir ekim alani, alinan verim ve iriin
miktar1 [http://www.fao.org/]

(ton)

2008 593. 785 71.978 4.274.000



http://www.fao.org/

Ulkemizde yetistirilen misirin % 35°i dogrudan insan gidas1, % 30’u hayvan yemi, %
20’si yem sanayinde ham madde, % 10’u nisasta ve glikoz sanayinde ham madde
olarak kullanilirken, % 51 de tohumluk olarak degerlendirilmektedir [Akman ve
arkadaslar1 (1991)].

2.2. Bitkilerde Biiyiime-Gelisme ve Stres Kavram

Bitkilerin en énemli 6zelliklerinden biri yasamlar1 boyunca biiylime 6zelligine sahip
olmalaridir. Bu durum bitkilerin kok ve govde uglarinda bulunan apikal

meristemlerin bitkinin hayat: boyunca aktif olmasiyla saglanmaktadir.

Geri donlisiimii olmayan (irreversible) bir olay olarak tanimlanan biiylime, bitkisel
organlarin boyutlarinda ve kuru madde birikiminde meydana gelen artis olarak ifade
edilmektedir. Biiylimenin meydana gelebilmesi icin hiicrelerdeki makromolekiil
sentez hizinin pargalanma hizindan yiiksek olmasi gerekir. Gelisme ise bitkinin
olusumu, biliylimesi ve olgunlagmasi sirasinda bitkinin farkli kisimlarinda meydana
gelen yapisal ve fonksiyonel degisimler olarak ifade edilir. Gelisme olayr doku ve
organlarin farklilasmasi ile hiicrelerin boliinerek ¢ogalmasit ve hacim artist gibi
olaylari igerir [Larcher (1995)]. Bitkilerdeki biiyiime ve gelisme olaylarini etkileyen
onemli faktorlerden biri de toprak suyunun uygun miktarda bulunmasidir [Capell ve
arkadaslar1 (2004)].

Bitkilerde stresin yol agtig1 hasarlar, stresin etkili oldugu siireye ve stresin siddetine
bagli olarak geri dontisiimlii veya kalict olabilmektedir. Bitkilerin herhangi bir stres
faktoriine uzun sire maruz kalmalari, bitkilerin savunma mekanizmalarinin
¢okmesine ve bitkinin dlmesine bile yol agabilmektedir. Bunun disinda bitkinin
sadece belli bir organ1 strese maruz kalsa bile, bu durumdan bitkinin biitiin organlari
etkilenmekte ve sonugta stres hem molekiiler hem hiicresel hem de biitiin organizma
seviyesinde ¢esitli siireclerin koordinasyonuna ve normal yapilara zarar vermektedir.
Bitkilerde strese karsi olusan cevaplar bitki hormonlari tarafindan diizenlenmektedir.
Bitkinin herhangi bir pargasi stres faktoriiniin etkisiyle zarar gordiigiinde bitki
dokularindaki hormonal dengede de degisiklikler olusmaktadir. Bu hormonal

degisiklikler bitkinin yasamini koruyan ve stresin olumsuz etkilerini en disiik



seviyeye indirmeyi amaglayan kisa siireli metabolik ve uzun siireli morfolojik

degisimlere sebep olmaktadir [Larcher (1995)].

Bir ekosistem igerisinde, bitkiler {izerinde aymi anda etkili olan birden fazla stres
faktorii bulunmaktadir. Stres faktorleri kokenlerine gore degisik sekillerde
siiflandirilmaktadir. Buna gore stres faktorleri biyotik ve fizikokimyasal faktorler
olarak iki grupta ele alinabilir. Bu durumda bitkilerde ¢esitli enfeksiyonlara yol acan
viriis, bakteri ve mantarlar; bitkilere mekanik olarak zarar veren bocek ve nematodlar
ve bitkilerin ayn1 ortami paylastigi diger bitkilerle arasindaki rekabet biyotik stres
faktorlerini olusturmaktadir. Ortamin sicakliginda meydana gelen degisiklikler,
topraktaki su miktari, bitkinin maruz kaldigi 1s18in tipi ve siddeti ve ortamdaki
kimyasal, manyetik ve elektriksel degisiklikler de fizikokimyasal stres faktorlerini
olusturmaktadir [Levitt (1980)].

Bunun disinda bazi arastiricilar da stres faktorlerini biyotik ve abiyotik faktorler
olarak da iki grupta incelemektedir [Alexieva ve arkadaslar1 (2003)]. Kuraklik,
tuzluluk, agir metal toksisitesi, ekstrem sicakliklar gibi abiyotik stres faktorleri,
yeryliziinde belli zaman araliklartyla ortaya ¢ikmalar1 ve ayni anda birkag tanesinin
etkili olmas1 nedeniyle, kiiltiire alinmis bitkilerde goriilen verim kayiplarinin baslica
sebebini olusturmaktadir [Vinocor ve Altman (2005)]. Bu stresler hiicrenin ozmotik
potansiyelinin azalmasi, hiicre boliinmesi ve gelismesinin inhibisyonu, membran
biitiinligiinlin, hiicresel fonksiyonlarin ve iyon dengesinin bozulmasi gibi bir¢ok

hasara neden olmaktadir [Kant ve arkadagslar1 (2008)].

Bitki stres fizyolojisi terminolojisinde “sifir stres” olarak bilinen bir kavram
bulunmaktadir. Sifir stres kavrami bitki biiylimesi, gelismesi ve verimi iizerinde
olumsuz etkilere neden olmayan ideal ortam kosullarini ifade etmektedir. Ancak
tarimsal faaliyetlerin gerceklestirildigi alanlar iklimsel degisiklikler, sulama ve
giibreleme konusunda yapilan hatalar yiliziinden zamanla tarima elverigsiz duruma
gelebilmektedir. Bu nedenle sifir stres terimi biiyiik dl¢iide teorik bir anlama sahiptir
[Hale ve Orcutt (1987)]. Bitkiler igin stresin sifir stresten, orta dereceli ve siddetli
strese kadar degisen dereceleri vardir. Bir bitki tiiriinde yiliksek derecede strese neden

olan bir faktor, diger bir bitki tiiriinde orta dereceli veya sifir strese neden
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olabilmektedir. Yani stresin derecesi bitki tiirtine gore farklilik gosterebilmektedir.
Ayrica bazi durumlarda bir bitkinin tamami veya bir kismi (tohumlar, dormant
tomurcuklar) strese kars1 direngli iken, diger bazi kisimlar1 (meristematik dokular ve
geng fideler) ise strese daha duyarli olabilmektedir. Hale ve Orcutt (1987), Salisbury
ve Ross (1992). Bray ve arkadaslar1 (2000), bitkilerin stres faktorlerine verecekleri
cevaplari etkileyen temel faktorlerin stresin siddeti, siiresi, strese maruz kalan doku
ve organ tipi ile bitkinin stres kosullari altinda iken bulundugu gelisim evresi
oldugunu belirtmistir. Buna ilave olarak, bir tiire ait farkli ¢esit veya genotiplerin

ayn1 strese verdikleri cevaplar da degisebilmektedir [Dogru (2006)].

Tablo 2.2. Abiyotik ve biyotik stres faktorleri [Mahajen ve Tuteje (2005)]

Abiyotik stres faktorleri Biyotik stres faktorleri

1. Diisiik sicaklik 1. Patojenler (virtsler, bakteriler,
2. Yiiksek sicaklik mantarlar)

3. Tuzluluk 2. Bocekler

4. Kuraklik 3. Herbivorlar

5. Su fazlalig 4. Kemiriciler

6. Radyasyon

7. Kimyasallar ve Kirleticiler

(agir metaller ve pestisidler)
8. Oksidatif stres (Reaktif
Oksijen Tiirleri)
9. Riizgar
10. Topraktaki mineral eksikligi
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2.3. Kuraklik Stresi

Su biitiin biyokimyasal aktivitelerin gerceklesmesini kolaylastiran 6zellige sahip
oldugundan biitiin canlilar i¢in en onemli yasam sivisidir. Bu agidan bakildiginda
kuraklik, bitkilerin en c¢ok karsilastiklar1 stres faktorlerinden birisidir. Kuraklik
durumunda bitki i¢in topraktan suyun alinmasi 6nemli bir problem haline gelmekte
ve sonugta bitkiler igin su eksikligi ortaya ¢ikmaktadir [Hasegawa ve arkadaslari
(1984)].

Sen (2001)’ e gore iklimsel degisimler, sehirlesme, orman tahribatlari ve ¢ollesme
gibi nedenlerden dolayr artis gosteren kuraklik olgusu cevre, toplum ve iilkeleri
tehdit eden boyutlara ulagsmaktadir. Kuraklik diinyada etkisini gittik¢e arttirmasina
ragmen heniiz tam olarak anlasilamamis ve etkileri yeterince degerlendirilememistir.
Bunun en 6nemli nedeni kurakligin farkli meslek gruplar tarafindan farkli sekillerde
tanimlanmasidir. Tarimsal agidan bakildiginda, tarimsal iiretimi sinirlayici faktorler
arasinda yer alan, topragin su miktarinda ve bitki gelisiminde gozle goriiliir derecede
azalmaya neden olacak kadar yagissiz gecen donem kuraklik olarak
adlandirilmaktadir [Capell ve arkadaslari (2004), Hongbo ve arkadaslar1 (2005)].
Tarimda verimi etkileyen faktorlerden en Onemlisi sudur. Birim alana gereginden
fazla ya da az miktarda su verilmesi 6nemli 6lgiide iiriin kaybina neden olmaktadr.
Bitkilerin farkli fenotip ya da genotipe sahip olmalar1, bunlarin kuraklik kosullarinda,
sulamadan etkilenmelerinin de farkli olacagimi gdstermektedir [Gilines ve Aktas
(2008)]. Tarim yapilan alanlarin yaklasik olarak ftgte ikisinde su yetersizligi
bulunmakta, geri kalaninda ise kuraklik periyodik olarak bitkisel iretimi
siirlandirmaktadir [Kramer (1980)].

2.3.1. Kuraklik stresinin bitkilerde meydana getirdigi degisiklikler

Kuraklik stresi bitki gelisimini ve verimini Oonemli derecede sinirlandirmaktadir
[Arus ve arkadaslar1 (2002)]. Bu nedenle bitkiler dokularindaki su kaybini tolere
edebilmek veya su kaybini azaltmak icin fizyolojik, morfolojik ve metabolik
degisiklikler gosterirler [Anami ve arkadaslar1 (2009), Mitra (2001)]. Kuraklik

stresinin bitkiler {izerindeki farkli etkileri sekil 2.1° de gdsterilmistir.
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2.3.1.1. Fizyolojik degisiklikler

Bitkiler yasadiklar1 dogal cevrede cesitli stres faktorlerine maruz kalmakta ve bu
stres faktorlerine ATP enerjilerini kullanarak cevap vermektedirler [De Block ve
arkadaglar1 (2005)]. Uzun siire devam eden orta dereceli stres veya kisa siireli siddetli
stres bitkinin enerji kaynaklarmin tamamen yok olmasina sebep olabilmektedir. Bu
durum bitkilerde geri donilisimiiz hasarlara ve hatta bitkinin Gliimiine yol

acabilmektedir.

Fakat bitkiler ATP’nin azaldig1 stres kosullarinda yasamlarint kolaylastiran gesitli
biyokimyasal ve metabolik adaptasyon mekanizmalarina sahiptirler [Anami ve
arkadaslar1 (2009)].

Hiicresel seviyede kuraklik stresiyle iliskili olan fizyolojik degisikler membran
akiskanlig1 ve bilesimindeki degisiklikler ile turgor kaybini kapsamaktadir. Plazma
membrant hiicreler ve etrafindaki yapilar arasinda bir bariyer gorevi listlendiginden
hiicrelerin yagamini devam ettirebilmesi i¢in Onemlidir [Larsson ve arkadaslari
(2006)]. Plazma membraninin temel yapisint membranda ¢ift tabakali olarak bulunan
fosfolipidler olusturmaktadir. Fosfolipidlerin hidrofobik kuyruk kisimlari zarin ig¢
bolimiine gomiilii olarak bulunurken, polar bas kisimlart zarin her iki yiizeyinde su
ile temas halindedir [Cooper ve Hausman (2006)]. Hiicre membranmin fosfolipid
kompozisyonu, membranin yapisinda bulunan proteinlerin dogru bir sekilde
tutulmas1 ve membrana baglanmis belirli enzimlerin uygun aktivite gosterebilmeleri
icin onemlidir. Kuraklik stresi durumunda plazma membranindan suyun ayrilmasiyla
membranin lipid kompozisyonu degismekte ve lipid igeriginde azalma meydana

gelmektedir [Larsson ve arkadaglari (2006)].

Bitkilerde kuraklik kosullar1 altinda gozlenen fizyolojik degisiklikler bitki
dokularindaki ABA miktarinda meydana gelen artisla iligkilendirilmektedir [Alvarez
ve arkadaslar1 (2008)]. Bitkilerde biiyiime ve gelisme olaylar1 bitki dokularinda
sentezlenen ve bitkinin diger kisimlarina taginan, bitki hormonlar1 olarak adlandirilan
spesifik molekiiller tarafindan diizenlenmektedir [Rawen (1999)]. Kuraklik stresi

altindaki bitkilerde bir¢ok metabolik olay etkilendiginden, bitkilerde diizenleyici



14

olarak rol alan hormonlarin miktarinda da degisiklikler meydana gelmektedir
[Naquvi (1995)]. Bu bitki hormonlarindan biri olan ABA, kuraklik sirasinda hizli bir
sekilde birikim gdsterdigi i¢in stres hormonu olarak tanimlanmakta ve kimyasal bir
sinyal molekiilii olarak rol oynamaktadir [Wilkinson ve Davies (2002)]. Kuraklik
stresi ABA biyosentez genlerini aktive etmekte [Xiong ve Zhu (2003)] ve koklerde
ABA sentezini artirarak bitkinin diger kisimlarina tasinmasini saglamaktadir [Soe ve
Koshiba (2002)]. Kuraklik stresi durumunda yapraklardaki ABA konsantrasyonunun
50 kat artabilecegi bildirilmistir [Taiz ve Zeiger (1998)].

ABA kuraklik kosullarinda stomalarin kapanmasini saglayarak bikinin transpirasyon
yoluyla su kaybetmesini engellemekte ve bitkinin suya olan ihtiyacini azaltmaktadir
[Sauter ve arkadaslar1 (2002)]. Boylece stomalarin kapanmasiyla kurakliga karsi bir
dayaniklilik mekanizmasi olusturulmaktadir. Stoma bekg¢i hiicrelerinin su almasi
veya su kaybetmesi, bu hiicrelerdeki turgor degisimleri ile saglanmaktadir [Akman
ve arkadaslart (2004)]. Kuraklik stresine cevap olarak stomalarin kapanmasi
sirasinda bekei hiicrelerindeki su kaybi, yapragin diger kisimlarmin su miktarinin
azalmasi ile baslatilabilir ve ABA bu olayda 6nemli bir rol oynamaktadir [Taiz ve
Zeiger (1998)]. ABA, bekgi hiicrelerinin sitoplazmalarmin pH ve Ca*? iyonu
(kalsiyum iyonu) konsantrasyonlarinda degisikliklere neden olmaktadir. Bunu
takiben Ca*?, K* iyonu (potasyum iyonu) ve diger bazi anyon kanallarmi aktive
ederek plazma membraninin depolarizasyonunu saglamaktadir. Bu olaylarin
sonucunda da K iyonlar1 bekgi hiicrelerinden disar1 ¢ikmakta ve bekgi hiicrelerinin

turgor basinci azalarak stomalar kapanmaktadir [Kalefetoglu (2006)].

Son yillarda antioksidant savunma sisteminin uyarilmasinda da ABA’nin rolii
olduguna iliskin sonuclar elde edilmistir. ABA, bitki dokularinda siiperoksit radikali
ve H,0, gibi oksidatif strese neden olan bilesiklerin miktarinin artmasina neden
olmaktadir. Ayrica ABA’nin enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidant savunma
sisteminin kapasitesini artirdigi ve bu sistemin aktivasyonunu saglayan genlerin

ifadesini uyardigi belirlenmistir [Jiang (2003)].

Normal olarak kuraklik stresinin ilk etkisi stoma seviyesinde meydana gelen

olaylardir. Kuraklik stresi sonucunda stomalar kapanmakta ancak bu olaydan
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fotosentez de olumsuz etkilenmektedir. Sonug¢ olarak kloroplastlarda bulunan
kullanilabilir CO; miktarinin azalmasi yiiziinden net fotosentez hizi da azalmaktadir
[Rouhi ve arkadaslar1 (2007)]. Baslangigta fotosentez hizinda goriilen azalma
stomalarin kapanmasindan kaynaklanmaktadir. Fakat kuraklik stresinin devam
etmesi veya siddetinin artmasiyla fotosentezin CO, fiksasyon reaksiyonlarinda rol
oynayan bazi enzimlerin aktivitesi azalmakta ve fotosentez hizi bu andan itibaren
stomalar digindaki faktorler tarafindan azaltilmaktadir [Cirak ve Esendal (2006)].
Yapilan ¢alismalar kuraklik stresi altindaki bazi bitkilerde Ribuloz -1,5- bisfosfat
karboksilaz/oksigenaz (Rubisco; E.C 4.1.1.39) enziminin aktivitesinin, ribuloz-1,5
bisfosfat (RuBP) olusumunun ve ATP ile NADPH molekiillerinin miktarinin
azaldigin1 gostermistir [Tezara ve arkadaslar1 (1999), (2002), Lawlor ve Cornic
(2002), Parry ve arkadaslar1 (2002)].

2.3.1.2. Morfolojik degisiklikler

Kuraklik sartlar altinda yapraklarda meydana gelen morfolojik degisimler, genellikle
transpirasyonla kaybedilen su miktarinin azaltilmasini; koklerde olusan morfolojik
degisimler ise topraktaki suyun daha yiiksek bir kuvvetle absorbe edilmesini
saglamaya yoneliktir [Cirak ve Esendal (2006)]. Orta siddetli kuraklik stresinin kok
sisteminin gelisimini etkiledigi ve bazi1 bitki tiirlerinde kok biiyiimesini hizlandirarak
kokiin govdeye olan oranii artirdigi rapor edilmistir [Taiz ve Zeiger (1998), Cirak
ve Esendal (2006)]. Kok boyunun gévde boyuna olan orani; kdklerden suyun alinimi
ve yapraklarda gerceklesen fotosentez arasindaki dengeye baghdir. Yani bitkinin
toprak tstii kisimlari, koklerle topraktan alinan su miktari, biiylimeyi sinirlayici
seviyeye diisiinceye kadar biiyiimesini siirdiiriir. Kokler de yapraklardan koklere
taginan fotosentez iriinlerinin miktari, koklerin gereksinimlerini karsilayamayacak
seviyeye diisiinceye kadar biiyiiyecektir [Akman ve arkadaslar1i (2004), Taiz ve
Zeiger (1998)]. Bu durumda da kok gelisiminin hizlandig1 ve kok boyu/gévde boyu
oranmin arttig bildirilmistir [Versules ve arkadaslar1 (2006)]. Ornegin, ¢ok yillik
kserofit bir bitki olan Alhagi camelorum bitkisinin toprak istii organlarinin boyu
birka¢ santimetre iken, kokler nemli toprak tabakalarina ulasabilmek igin 2-3 metre

kadar uzayabilmektedir [Cirak ve Esendal (2006)]. Koklerin, topragin nemli
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kisimlarina ulagmak igin alt tabakalara dogru biiyiimesi, kurakliga karsi olusturulan

bir savunma mekanizmasi olarak degerlendirilmektedir [Taiz ve Zeiger (1998)].

2.3.1.3. Metabolik degisiklikler

Kuraklik stresi altindaki bitkilerde ksilem 06zsuyundaki bircok aminoasidin
miktarinda gecici olarak artis meydana geldigi, bazi bitki tiirlerinde de bu
aminoasitlerin bircogunun sadece siddetli kuraklik stresi durumunda birikim
gosterdigi rapor edilmistir [Anami ve arkadaslar1 (2009)]. Bitki metabolizmasinda
kuraklik stresi ile ilgili olan metabolik degisiklikler, ¢ozlinir madde
konsantrasyonlarindaki degisiklikler, protein-protein ve protein-lipit etkilesimlerini

kapsamaktadir [Valliyodan ve Nyugen (2006)].

Yapilan baz1 ¢aligmalar, kuraklik stresi etkisiyle bitki hiicrelerinde c¢esitli ¢oziiniir
karbohidratlar ve prolin gibi metabolitlerin birikim gosterdigi sonucunu ortaya
cikarmustir. Ornegin Barlow ve arkadaslari (1976), kuraklik stresine maruz kalmis bir
misir bitkisinin yapraklarindaki karbohidrat miktarinda, kontrol bitkilerine gore
yaklagik % 42'lik bir artis gézlemlemislerdir. Yapilan bazi arastirmalar da kuraklik
stresinin bazi bitki tiirlerinin yapraklarindaki sakkaroz, glukoz ve fruktoz miktarinin
artmasina yol acabilecegini gostermistir [Turner ve arkadaslar1 (1978), Jones ve
arkadaslar1 (1980), Foyer (1988), Wang ve arkadaslari1 (1995)]. Baz1 bitki tiirlerinde
de kuraklik stresi sonucunda yapraklardaki sakkaroz [Steward (1971), Fox ve Geiger
(1986), Zinselmeier ve arkadaslari, (1995)] ve heksoz seker miktarinin artis
gosterdigi belirlenmistir [Rodriguez ve arkadaslar1 (1993), Keller ve Ludlow (1993)].
Pelleschi ve arkadaslar1 (1997), kuraklik stresinin bitki yapraklarindaki
heksoz/sukroz oraninda degisikliklere yol agtigimi, bu degisiklige yaprak
dokularindaki nisasta miktarinda goriilen azalmanin neden oldugunu ve bitkinin
hiicresel osmoregiilasyonunu (ozmotik diizenleme) bu sekilde sagladiginm
bildirmistir. Yapilan bazi caligmalarda da, kurakligin yapraklardaki invertaz
enziminin aktivitesini artirarak fruktoz ve glukoz gibi basit sekerlerin birikimine
neden oldugu rapor edilmistir [Pinheiro, ve arkadaslar1 (2001), Trouverie ve

arkadaglar1 (2003)].
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Yiiksek bitkilerin cogunda kuraklik stresine cevap olarak yaprak dokularinda osmolit
olarak bilinen organik bilesliklerin biriktigi bilinmektedir [Trotel-Aziz ve arkadaslar
(2000)]. Bunlar arasinda kuraklik stresi ile iliskisi hakkinda en ¢ok arastirma
yapilmis olani prolin adli aminoasittir [Delauney (1993), Larher (1993)]. Prolinin
osmotik bir koruyucu oldugu ve ozellikle kuraklik durumunda bitki hiicrelerinin
adaptasyonunda spesifik bir rol oynadigi ifade edilmistir [Raymond ve Smirnoff
(2002), Handa ve arkadaslar1 (1986)]. Ayrica prolinin kuraklik durumunda bitki
hiicrelerinde meydana gelen dehidrasyon siirecinde proteinlerin  korunmasini
saglayan bir rol oynadigi belirlenmistir [Stewart ve arkadaslar1 (1977)]. Stewart and
Boggess (1978)’ e gore, bitki tarafindan biriktirilmis olan prolin, bitkinin stres
altinda oldugu donemde ¢esitli enzimleri [Arakawa and Timasheff (1983), Arakawa
and Timasheff (1985, Schobert ve Tschesche (1978)], hiicresel membranlari
[Rudolph ve arkadaslar1 (1986)] ve poliribozomlar1 [Kandpal ve Rao (1985)]
korumaktadir. Diisiik su potansiyelinde gelisen misir kdklerindeki prolin birikiminin,
kok apeksindeki toplam osmotik ayarlamanin yaklasik % 45’inden sorumlu oldugu
belirlenmistir [V oetberg ve Sharp (1991)].

2.3.2. Kurakhga kars1 gelistirilen dayaniklihik mekanizmalar:

Genetik anlamda kuraklhiga dayaniklilik mekanizmalar1 Levitt (1972) tarafindan
kurakliktan kagma, kurakliktan sakinma ve kurakliga tolerans olarak ii¢ grupta

siniflandirilmistir. Fakat bu mekanizmalardan kurakliktan kagma mekanizmasi

bitkiler tarafindan en sik olarak kullanilanidir [Mitra (2001)].

Kurakliktan kagma toprak ve bitkide ciddi su eksikligi olusmadan 6nce bitkinin hayat
dongiisiinii tamamlayabilme yetenegi olarak tanimlanmaktadir. Bu mekanizma hizl
fenolojik gelisim (erken ¢igeklenme ve erken olgunlasma) ve gelisim esnekligi (su
eksikliginin derecesine bagli olarak biiyiime periyodunun siiresinde degisiklik) gibi
stiregleri kapsamaktadir [Mitra (2001)]. Kuraklik toleransi, diisiik su potansiyeline
sahip bitki dokularimin su eksikligine dayanabilme yetenegidir [Mitra (2001)].
Kuraklik toleransi bitkilerin metabolik aktivitelerini devam ettirmelerini saglayan ve
uzun sireli kurakligin neden oldugu hasarin etkisini sinirlayan mekanizmalari

icermektedir [Courtois ve arkadaslari (2000)]. Bitkilerin kurakliga toleransinin,
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hiicrelerin hem mekanik zararlara dayanikliligina hem de membran ve sitoplazmanin
protein denatiirasyonuna dayanma kabiliyetine bagli oldugu kaydedilmistir [Gaff
(1980)].

Kurakliktan sakinma, topraktaki su miktarinin yetersiz olmasina ragmen, dokularin
nispeten yiiksek olan su potansiyelini koruma yetenegidir. Kurakliktan sakinan
bitkiler su alimimini diizenlemek igin, hiicrelerinde suyu depolayan ve su kaybini
azaltan mekanizmalara sahiptirler. Bitkiler kurakliktan sakinma mekanizmasi
kapsaminda, kok biiylimesini ve dolayisiyla kok sisteminin etkinligini artirarak
hiicrelerdeki turgor durumunun devamliligini saglamak, epidermal iletkenligi
azaltarak su kaybini azaltmak ve yaprak katlanmasiyla yiiksek 151k yogunlugunun
neden olabilecegi hasarlarin 6nlenmesi gibi bir dizi 6nlemler alabilmektedir. Bitkiler
kuraklik sartlar1 altinda su kaybii azaltma ve turgorun devamliligini saglanma
arasinda bir denge olusturarak hayatta kalmayr bagsarmaktadir. Kuraklik kosullarinda
turgor durumunu koruyabilen bitki hiicrelerinde etkili bir osmoregiilasyon
mekanizmasinin yan sira, hiicre elastikiyetinde artis ve hiicre genisliginde azalma

gibi morfolojik degisimler de gdzlenmistir [Mitra (2001)].

Bitki yapraklarinda kuraklik stresi durumunda meydana gelen bazi degisimler de
kurakliga dayaniklilik konusunda 6nem tasimaktadir. Kurak ortam bitkilerinde
yapraklarin st ylizeyinde bulunan tiiy ve kutikula gibi yapilar kurakligin etkisinden
korunmay1 saglar. Bu tiliyler, alttaki hiicrelerin sicakligmmi 1-2 °C diisiirerek,
transpirasyon hizini ve yaprak iizerindeki kutikula tabakasi da giines 1sinlarini
yansitarak sicakligin etkisini azaltir. Bu da transpirasyon hizinin azalmasimi saglar
[Goksoy ve Turan (1991)]. Kutikulanin kalinliginin artmasi1 CO,'ye olan gegirgenligi
azaltir; ancak kutikulanin altindaki epidermis hiicreleri fotosentez yapamadigindan
bitkideki fotosentez olayr bu durumdan etkilenmez. Kutikuladan yapilan
transpirasyon, toplam yaprak transpirasyonunun yalnizca % 5-10’u kadardir. Bu
nedenle kutikular transpirasyon ¢ok siddetli stres durumunda veya kutikula zarar

gordiigiinde 6nemlidir [Taiz ve Zeiger (1998)].

Kuraklik stresine dayaniklilik saglayan mekanizmalardan biri olan hiicre

elastikiyetindeki artis, hiicrelerin boyutlarinda azalmaya yol acarak hiicrenin kuru
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agirh@inin yas agirligina olan oranmin artmasini saglar. Hiicre hacminde meydana
gelen kiigiilme, turgor basincinin artmasiyla sonuglanir. Eger hiicre su kaybetmeye
devam ederse hiicre igindeki ¢Oziinmiis maddelerin yogunlugu artar, plazma
membrani bazi1 degisimlere ugrayarak daha az yer kaplayan bir yap1 kazanir. Hiicre
genislemesi engellendigi zaman buna bagli olarak yaprak genislemesi de yavaslar.
Topraktaki su miktar1 az oldugu igin kiigiik olan yapraklar suyu daha az ve daha
ekonomik kullanirlar. Saglikli olan yapraklarda kuraklik stresi sadece turgoru
diisirmekle kalmaz ayrica ¢eperin biiyiime hizin1 da azaltir. Ciinkii plazma
mebranindan hiicre ¢eperine dogru proton tasinmasini engelleyerek hiicrenin pH

degerini arttirir [Akman ve arkadaslari (2004)].

Sukkulent bitkiler de dokularinda su depolayarak kurakliktan kagiirlar. Ince ¢eperli
olan parankima hiicreleri ¢ok fazla genisleme giicine sahiptir ve yagis alan
mevsimlerde hizli sekilde su depolamaktadirlar. Bu tip kserofit bitkilerde kuraklik
stresi, krassulasean asit metabolizmasin1i (CAM) tesvik eder [Salisbury ve Ross
(1992)]. CAM, CO, asimilasyonunun saglanmasi igin bitkilerde bulunan i
metabolik yoldan birisidir [Slesak ve arkadaslar1 (2002)]. CAM mekanizmasina
sahip olan bitkilerde stomalar gece agik, giindiiz ise kapalidir. Bu durum bitkinin su
kaybina karsi gelistirdigi bir adaptasyondur. CAM mekanizmasinin biyokimyasal
reaksiyonlart1 50 yil once aydinlatildigindan beri bu metabolizmanin kuraklik
durumunda fotosentez lizerinde diizenleyici bir rol oynadigi bilinmektedir. CAM
mekanizmasina sahip olan bitkilerin su kullanim etkinlikleri diger bitkileri gore ¢ok
yiiksek olup, transpirayon hizlar1 da oldukga diisiiktiir. Kaybedilen su miktarinin az
olmasi, bu tir bitkilerin kuraklik durumunda uzun zaman canhiliklarin

stirdiirmelerini saglamaktadir [Salisbury ve Ross (1992)].

Diger taraftan kuraklik stresi bitkilerde, transpirasyonun azaltilmasini saglamak igin
yaprak senesensine ve absisyonuna neden olabilir. Yapraklarin tam olarak
gelismesinden sonra kurakliga karsi gelistirilen mekanizmalardan birisi de yaprak
acisinda ve yaprak yiizeyinin 15131 yansitma ozelliklerindeki degisimlerdir. Ornegin
¢imlerde yapragin iist epidermasmnin {izerindeki orta damar boyunca yer alan

bulliform hiicrelerinin turgor kaybi1 sonucu, yapraklarda rulo seklinde bir kivrilma
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meydana gelir. Bu sekildeki yaprak kivrilmasinin transpirasyon hizini yaklagik % 70
oraninda azaltabildigi belirlenmistir [Turner (1986)].

2.4. Stres Kosullarinda Olusan Aktif Oksijen Tiirleri (AOT)

Bir veya daha fazla eslesmemis elektrona ve diisiik molekiiler agirliga sahip, kisa
omiirlii ve kararsiz molekiiller olarak tanimlanan serbest radikaller veya diger adiyla
aktif oksijen tiirlerinin (AOT) iki yolla olusabildigi belirtilmistir [Tuna (2007)].
Bunlardan birincisi radikal olmayan bir atom veya molekiilden bir elektronun
cikmasi, digeri ise yine radikal olmayan bir atom veya molekiile elektron ilavesidir
[Halliwell ve Gutteridge (2000)]. AOT’ler, negatif yiiklii elektron sayisinin niikleusta
bulunan pozitif yiiklii proton sayisina esit olmamasindan dolay1 karasiz bir yapiya
sahiptirler ve ¢ok reaktiftirler [Kiilahgioglu (1996)]. Yiiksek reaktiviteye sahip
olduklar1 i¢in de yar1 Omiirleri kisadir. Kolaylikla diger molekiillerden elektron
koparirlar ve bu molekiilllerin radikale doniismesine yol agabilirler [Halliwell
(1991), Harris (1992)].

Oksijen, atom numarasi 8 olan, dogada dioksijen veya molekiiler oksijen (O,) olarak
bulunan kararsiz bir elementtir. Bu kararsizlig1, enerji diizeylerinde bulunan elektron
yapistyla iliskilidir [Ince (1998)]. O, gaz formundaki diger elementlerden eslesmemis
iki elektron ihtiva etmesiyle, yani biradikal olmasiyla farklidir [Edrawa (1998)]. Bu
ozelliginden dolay1 da serbest radikallerle kolaylikla reaksiyona girmekte [Freeman
ve Crapo (1982)) ve canli organizmalar igin bir¢ok zarar verici kosulun ve hastalik
yapict faktoriin olusmasina neden olmaktadir [Mark (1985)]. Diger bir ifadeyle
oksijenin suya tam olarak indirgenmesi diger aerobik organizmalar igin gerekli olan
enerjinin agiga ¢ikmasini saglarken [Dat ve arkadaslar1 (2000)], tam olarak
indirgenememesi AOT’lerin olusumuna yol agmaktadir [Halliwell (1991), Harris
(1992)].

O,, in vivo kosullarda ¢ok etkin tiirevlere metabolize olabilen bir bilesiktir ve bu
molekiil canli dokularda iki sekilde indirgenmektedir. Bunlardan birincisi O, nin dort
elektron alarak dogrudan suya indirgenmesi (%95), digeri ise basamak basamak tek

degerlikli bir indirgenmeye ugramasidir (%5) [Yarsan (1998)]. Oz’nin kullanimi
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asamal1 bicimde ve oldukga diizenli bir sekilde ilerlemektedir. O, normal olmayan
elektron konfigiirasyonundaki spin degisimiyle singlet oksijenin (*O,) olusumuna
neden olabildigi gibi, her basamakta bir elektron ilavesi ile 4 basamakli bir reaksiyon
sonunda suya kadar indirgenebilir [Larson (1995)]. Dort elektronun suya
indirgenmesi sirasinda kismen indirgenmis ara formlar da olusmaktadir. O, nin tek
elektron almasi siiperoksit radikalinin (O;7) olusumuna neden olur. Siiperoksidin bir

elektron almasi ise radikal olmayan H,O, nin olugsmasina neden olur. Bir sonraki tek
elektronluk indirgenme basamaginin iriinii hidroksil radikalidir (OH’). Son olarak,

dordiincii elektronun da alinmasi hidroksil radikalinin H»O’ye indirgenmesiyle

sonuclanir.

0, + (e) —» O, (siiperoksit radikali)
O, +(e) +2H" — 3 H,0, (hidrojen peroksit)
H,0,+(e) +H" __, H,0,+ OH (hidroksil radikali)
OH + (e) + H*

___, HO

Sekil 2.2. Hiicre iginde reaktif oksijen tiirlerinin olusumu [El ve arkadaslar1 (1999)]

Kuraklik stresinin en genel Ozelliklerinden biri elektron tasmimmiyla ilgili
reaksiyonlart bozmak oldugu icin, fotosentetik elektron tagmim sistemi bitki
dokularindaki AOT’lerin firetilebilecegi en biiyikk kaynaktir [Asada (1996)].
Bitkilerde stres kosullar1 altinda meydana gelen asir1 miktarda AOT olusumunun,
tarimsal verimliligi azaltan en 6nemli faktor oldugu diistiniilmektedir [Kaiser (1979),
Alscher ve arkadaglar1 (1997)]. Stressiz kosullar altinda ise, bitki hiicrelerindeki
metabolik reaksiyonlar sonunda olusan AOT’lerin yikimi ve iiretimi arasinda belirli

bir denge mevcuttur [Carvalo (2008)].

Smirnoff (1993), kuraklik stresinin bitki dokularinda singlet oksijen (*O5), siiperoksit
radikali (O2") ve hidroksil radikali (OH") gibi AOT’lerin ve hidrojen peroksit (H,0,)
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gibi toksik iiriinlerin olugsmasina neden oldugunu bildirmistir [Bian ve Siang (2009)].
Kuraklik stresi altinda, fotosentez olayinda kullanilacak olan CO,’nin Yyaprak
dokularina aliniminin kisitlandigi [Arora ve arkadaslar1 (2002)] ve bunun da
pigmentlere, membran lipidlerine, niikleik asitlere, protein ve enzimlere zarar veren
AOT’lerin olusumunu artirdigi belirlenmistir [Yordanov ve arkadaglart (2000),
Alscher ve arkadaglar1 (1997)].

(o ) =

KURAKLIGIN
BASLAMASI

[ ANTIOKSIDANLAR

AOT normal seviyede & Kuraklik AOT’lerin - Oksidadif stres
artmasini indiikler
- Antioksidantlar artar. - Oliim
-SOD, APOD, GR, CAT
- Sinyal yollar1

-Uyum/savunma cevaplari

Sekil 2.3. Ardisik gergeklesen ii¢ sathada kuraklik stresine cevap [Carvalho (2008)].

2.5. AOT’lere Kars1 Gelistirilen Savunma Sistemleri

Aerobik canlilarda AOT’lerin neden oldugu hiicresel hasarlar1 onlemek igin
enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlerden olusan bir antioksidant savunma
sistemi gelismistir [Karpinski ve arkadaslari (2001)]. Stressiz kosullar altinda
antioksidant savunma sistemi bitkileri AOT’lere karsi koruyabilir [Grassman ve

arkadaglar1 (2002)]. Fakat olumsuz ¢evre kosullarinda artan AOT iretimi sonucu
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ortaya ¢ikan oksidatif stres, metabolizmada bozukluklara ve dokularda hasara yol
acar. [Foyer (1998), Boyer ve arkadaslar1 (1991)]. Alexieva ve arkadaslar1 (2003),
kuraklik stresi altinda antioksidant enzimlerin aktivitelerindeki artis derecelerinin,
bitki tiirline ve hatta ayni bitki tlirtiniin farkli ¢esitlerine bagli olarak farklilik
gosterebilecegini rapor etmistir. Bununla beraber uzun siiren kuraklik stresinin
antioksidant savunma sisteminin etkinligini ortadan kaldirdigi ve olusan oksidatif
stres sonucunda bitkide gozle goriiliir zararlarin ortaya ¢iktigr da belirtilmistir

[Kalefetoglu (2006)].

Kloroplastlarda ve sitoplazmada AOT’lerin detoksifikasyonunda rol oynayan
antioksidant enzimler arasinda siiperoksit dismutaz, (SOD), askorbat peroksidaz
(APOD), monodehidro askorbat rediiktaz (MDHAR), dehidro askorbat rediiktaz
(DHAR), glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (KAT) ve peroksidaz (POD) grubundan
olan enzimler sayilabilir [Mullineaux ve arkadaslari (1998), Noctor ve Foyer (1998)
Asada (1999)]. Bunlardan SOD, siiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene parcalayan reaksiyonu Kkatalizleyen bir enzimdir. Bu reaksiyon bitki
hiicrelerinde oksidatif strese karsi olusturulan enzimatik savunma mekanizmasinin
ilk basamagi olarak kabul edilmektedir. Bu sekilde bitki hiicrelerinin farkli
kisimlarindaki siiperoksit radikali konsantrasyonu kontrol altinda tutulmaktadir. Erez
(2006). SOD enziminin FeSOD, MnSOD ve Cu-ZnSOD olmak iizere ii¢ farkli
izoenzimi vardir. Bu izoenzimlerden FeSOD kloroplastalarda, MnSOD mitokondri
ve peroksizomlarda, Cu-ZnSOD ise kloroplast ve sitoplazma bulunmaktadir [Alscher
ve arkadaglar1 (2002)]. SOD’nin katalizledigi reaksiyon sonucunda olusan H,O,
askorbat-glutatyon dongiisiine girerek su ve oksijene kadar pargalanir. Bu
parcalanmayi saglayan reaksiyon APOD tarafindan katalizlenir. Bu dongiide yer alan
enzimlerden MDHAR ve DHAR askorbatin, GR ise glutatyonun rejenerasyonunu
saglamakatadir. KAT enziminin, bitki hiicrelerindeki H,O,’nin parcalanmasinda
siirh derecede rol oynadigi belirlenmistir. Foyer ve arkadaslar1 (1994), bu enzimin
biiyiilk kismimin peroksizomlarda bulundugunu, H,O;’ye olan ilgisinin diisiik
oldugunu ve 151k etkisiyle aktivitesini biiyiik 6l¢lide kaybettigini bildirmistir. Bundan
dolay1 bitki hiicrelerindeki H,O, detoksifikasyonundan sorumlu olan asil enzimin

APOD olduguna inanilmaktadir [Foyer ve arkadaslar1 (1994)].
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Antioksidant sistemin enzimatik olmayan bilesenleri ise, glutatyon, a-tokoferol (E

vitamini), askorbik asit (C vitamini), 3-karoten ve fenolik bilesiklerdir.

Glutatyon, yapisinda glutamik asit, sistein ve glisin adli aminoasitleri bulunduran bir
tripeptiddir. AOT’lerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasardan korur.
Proteinlerdeki siilfidril gruplarinin indirgenmis halde kalmasin1 saglar ve boylece bu

gruplarin oksidasyonuna engel olarak enzim ve proteinlerin inaktive olmalarini 6nler.

a-tokoferol (E vitamini), yagda ¢oziinen bir vitamin olup tokoferoller olarak bilinen
organik bilesik grubu igerisinde antioksidant 6zelligi en fazla olanidir [Powers ve
Hamilton (1999)]. a-tokoferoliin antioksidant 6zelligi, hiicresel membranlari lipid
peroksidasyonuna ve AOT’lere karst korumasindan gelmektedir. Ayrica
yapraklardan floeme seker tasinmasi gibi olaylarda da gorevleri bulunmaktadir
[Szymanska ve Kruk (2008), Bosch ve Alegre (1998)]. Yapilan galismalar, bitkilerin
kurakliga kars1 sergiledigi tolerans derecesi ile yaprak dokularindaki o-tokoferol
miktar1 arasinda bir iliski oldugunu, kuraklik stresi sirasinda kloroplastlarda a-

tokoferol miktariin arttigini gostermistir [Neely ve arkadaglari (1988)].

Askorbik asit (C vitamini) bitkilerde hiicre bdliinmesi, biiyiimenin diizenlenmesi ve
senesens gibi fizyolojik olaylardaki hiicresel sinyal mekanizmalarinda rol oynayan ve
antioksidant olarak gorev yapan onemli bir bilesiktir [Smirnoff (1996), Pavet ve
arkadaglar1 (2005)]. Ayrica askorbik asit bir¢ok enzim igin bir kofaktordiir
[Hemavathi, ve arkadaslar1 (2009)]. Siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile ve singlet
oksijenle kolaylikla reaksiyona girerek bu bilesiklerin indirgenmelerini saglar ve
peroksidasyonu engelleyerek membran lipidlerini oksidatif zararlardan korur [Akkus
(1995), Powers ve Hamilton (1999)]. Askorbik asit ayni zamanda fotosentez
olaymda da 6nemli bir role sahiptir. Fotosistem I’de (FSI) oksijenin indirgenmesiyle
olusan H,O,’nin parcalanmasini saglayarak bir antioksidant olarak goérev yaptigi
gibi, dogrudan dogruya bir elektron alicist ve ksantofil dongiisiindeki violaksantin
de-epoksidaz enzimi i¢in bir kofaktor olarak rol oynar. Ksantofil dongiisii, kuraklik
stresi de dahil olmak tizere birgok stres faktoriiniin fotosentetik reaksiyonlarda neden
oldugu olumsuz etkilerden kaynaklanan fazla enerjinin dagitilmasini ve hiicresel

yapilarin korunmasini saglayan bir mekanizmadir [Smirnoff (1996)].
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Karotenoidler biitiin gelismis bitkilerde, alglerin genis bir kisminda, bazi mantar ve
bakteri tiirlerinde bulunan pigment molekiilleridir. Karotenoidlerin AOT’lere kars1
koruma saglamalarmin yani sira, fotosentez olayinda aksesuar pigment olmalar1 ve
membran lipidlerinin stabilizasyonunu saglamalar1 gibi énemli fonksiyonlara sahip
olduklar1 belirlenmistir [Simkin, ve arkadaslari (2008)]. Karotenoidler &zellikle
giiclii bir singlet oksijen temizleyicisi olup, lipid peroksidasyon reaksiyonlarini da
onleme kabiliyetindedir [Polyakov (2001)].

Fenolik bilesikler ise bitkilerdeki sekonder metabolitlerin bir grubunu olusturan
aromatik bilesikler olup, bir veya daha fazla hidroksil (OH) grubu tasiyan organik
molekiillerdir. Bitkisel dokularda fenolik bilesiklerin sentez hiz1 kuraklik gibi stres
kosullar1 altinda artmakta [Dixon ve Paiva (1995), Grace (2005)] ve serbest
radikallere karsi bitkilerin korunmasinda antioksidant olarak gorev yapmaktadirlar
[Grace ve Logan (2000)]. Fenolik bilesikler hidroksil grubu igerdiklerinden,
AOT’leri yok etme yetenegine sahiptirler. Ayrica bu bilesikler, hidroksil
gruplarindaki hidrojen atomlarii AOT’lere vererek kararli fenoksil radikallerini
olustururlar ve bdylece antioksidant aktivitenin saglanmasinda 6nemli rol oynarlar

[Diri (2006)].



BOLUM 3. MATERYAL VE METOD

3. 1. Bitki Materyali

Aragtirmada kullanilan misir (Zea mays L.) tohumlar1 Sakarya Tarimsal Arastirma
Enstitisii Midiirliigii’nden temin edilmistir. Calismada TTM 815 g¢esidi ile bu
¢esidin gelistirilmesine yonelik 1slah ¢alismalarinda ebeveyn olarak kullanilan FR 13

ve FRB 73 hatlar1 kullanilmastir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Tohum kabuk sterilizasyonu

Esit biiyiikliikkte ve saglam olan tohumlar segilerek kabuk sterilizasyonunu saglamak
amactyla % 5'lik sodyum hipoklorit (NaOCl) ¢ozeltisinde 30 dakika bekletilmis ve
ti¢ kez distile su ile yikanmistir. Daha sonra tohumlar, imbibisyon islemi i¢in 16 saat

distile suda bekletilmistir.

3.2.2. EKim yontemi

Imbibisyon isleminden sonra tohumlar, esit miktarda (80 gr) perlit igeren 17 x 14 cm
(st cap x yiikseklik) ebatlarindaki plastik saksilara ekilmistir. Calismada yetistirme
ortami olarak tarimsal perlit kullanilmistir. Saksilarin dibine perlit konulmadan 6nce
yetistirme ortaminin akmamasi amaciyla filtre kagidi yerlestirilmistir. Bitkiler sera
ortaminda, 4 yaprakli evreye ulagincaya kadar 21 giin boyunca biiyiitiilmiistiir (Sekil
3.1). Bu siire boyunca bitkiler %4 oraninda sulandirilmis Hoagland besin ¢ozeltisi ile
sulanmistir (Hoaland besin ¢ozeltisinin igerigi tablo 3. 1 ‘de verilmistir). 21 giinliik
olan bitkiler kontrol (0. giin) ve stres (2. giin, 5. glin ve 8. giin) gruplar olarak

ayrimustir. Kontrol grubunda bulunan bitkiler denemenin
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Sekil 3.1. Yetistirilen 21 giinliik misir ¢esit ve hatlarinin seradaki genel goriiniimleri

sonuna kadar tarla kapasitesine uygun olarak sulanirken, stres grubundaki bitkilere
sulama yapilmayarak 2, 5, ve 8 giin boyunca kuraklik stresi uygulanmistir. Kuraklik
stresinin uygulanmaya baslandigi giin kontrol grubundaki bitkilerin hasadi
yapilmistir. Stres grubunda bulunan bitkilerin hasadi ise kuraklik uygulamasinin
baglatildig1 giinii izleyen 2., 5. ve 8. giinlerde yapilmistir. Denemenin stirdiirildiigii
23.07.-20.08. 2009 tarihleri arasindaki 29 giin boyunca bazi iklimsel verilerde
gozlenen degisimler sekil 3. 2A, B ve C’de goriilmektedir. Her iki grupta bulunan
bitkilerin yaprak dokularinda bazi fizyolojik ve biyokimyasal analizler yapilarak,

kuraklik stresinin bazi metabolik olaylarda neden oldugu degisimler incelenmistir.



Tablo 3.1. Hoagland besin ¢6zeltisi [Hogland (1920)]

28

Stok Cozeltiler

Y5 Hoagland Besin Cozeltisi

C&(NOg)z. 4H,0

118.1 g/ 1000 mi

MgSQO;,. 7 H,0 26.6 g/1000ml 50 ml /20 It
K;HPO,. 3 H,0 16.4 g/1000 ml

KNO3 50.4 g/1000ml

Al»(SOy) 3. 18 H,0 0,105 g/ 25 ml

Kl 0,0139 g/ 25 ml

KBR 0,0139 g/ 25 ml

SnCl,. 2 H,0 0,0139 g/ 25 ml

LiCl 0,0139 g/ 25 mi 37,5ml/ 20 It
MnCl,. 4 H,0O 0,1944 g/ 25 ml

HsBO3 0,3055 g/ 25 ml

ZnS0O,4.7 H,0O 0,0494 g/ 25 ml

CuSQq4. 5 H,O 0,0277 g/ 25 mi

NiSO,4. 7 H,0 0,0297 g/ 25 ml

Co(NO3) 2. H,0 0,0277 g/ 25 ml

FeSO,. 7 H,0O 0,0834g/ 100 ml L0 ml/201t
C4HeO6

0,0450 g/ 100 ml




Zaman (giin)

A
40 A~
= 30 A
=
>
s O
<
§°V 20
<
£
@)
10 ~
0 T 1 T 1 1 1T T 1 1T 1T T T T T1TT7T T T T T T T T T T T TT7T T
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29
100 - B
80_W
=i
s
o
= 60
g =
s S
g 40 -
<
5
20 -
0 T 1 1 1T 1T 1T 1T T T 1T 1T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29
20 -
C
o
=
g 15 -
8 ~—
S ®
P8 104
E
£
@) 5 -
0 T 1 1 1 1 1T 1T 1 T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

29

Sekil 3.2. Denemenin gergeklestirildigi 29 giin boyunca bitkilerin yetistirildigi ortamdaki (A) ortalama

sicaklik, (B) ortalama nem orani ve (C) ortalama giin uzunlugunda meydana gelen degisimler
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3.3. Ol¢iim ve Analizler

3.3.1. Kok boyu, govde boyu ve toplam bitki boyunun belirlenmesi

Kontrol ve stres gruplarindaki misir ¢esit ve hatlarina ait bitkilerin, hasat islemleri
sirasinda kok boyu, gévde boyu ve toplam boylari, milimetrik cetvel yardimiyla 5

tekrarli olarak &lciilmiis ve cm bitki™ olarak ifade edilmistir.
3.3.2. Bitkilerin toplam taze ve kuru agirhklarinin belirlenmesi

Kontrol ve stres grubuna ait bitkilerin hasat islemleri sirasinda toplam taze agirliklar
(gr bitki™) 3 tekrarli olarak tartilmistir. Daha sonra bitkiler 80°C’ye ayarlanmus
ctiivde 48 saat bekletilmis ve tekrar tartilarak kuru agirhklari (gr bitki™)
kaydedilmistir. Bitkilerin toplam gercek su icerikleri (GSI), GSI (%) = [(TA-KA) /
TA] x 100 formiilii ile hesaplanmistir. Gibon ve arkadaskari (1997). Bu formiilde TA

bitkinin taze agirligini, KA ise kuru agirhigint géstermektedir.

3.3.3. Yaprak dokularindaki fotosentetik pigment miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil (klo a+b) miktarlar:
Lichtenthaler (1987)’ye gore belirlenmistir. Buna gore hasat sirasinda taze yaprak
dokularindan ¢ikarilan yaprak diskleri (R=0,5 cm) igerisinde i¢inde 5 ml saf aseton
bulunan cam tiiplere konulmustur. Bir hafta siiresince buz dolabinda (+4 °C)
bekletilen ornekler, 5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra
siipernatantlarin 661.1, 644.8 ve 470 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri
spektrofotometrik (SHIMADZU, UV mini 1240 UV-VIS Spectrophotometers)
olarak belirlenmistir. Yaprak dokularindaki fotosentetik pigment miktarlar

asagidaki esitlikler yardimiyla hesaplanmistir.
Klorofil a (Klo a)= (11.24 x A661.6) — (2.04 xA644.8) (3.1)
Klorofil b (Klo b)=(20.13 x A644.8) — (4.19 x A661.6) (3.2)

Toplam Klorofil (Klo a+b)= (7.05 x A661.6) + (18.09 x A644.8) (3.3)
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3.3.4. Yaprak dokularindaki iyon sizintisinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki iyon sizintisi Sairam ve arkadaglart (1997)‘ye gore
belirlenmistir. Taze yaprak dokularindan ¢ikarilan diskler (R=0,5 cm) 5 ml distile su
iceren kapakli cam tiiplere konulmustur. Tiipler 24 saat boyunca ¢alkalandiktan sonra
yaprak diskleri tiiplerden ¢ikarilarak dokularin tamamen O6lmesi i¢in 20 dakika
boyunca sivi azotta bekletilmistir. Tiiplerdeki cozeltilerin elektriksel iletkenligi
konduktivitimetre (Mettler-Toledo Mpc 227 Model) yardimiyla 6lgtilmistiir (C,). 20
dakikalik siirenin sonunda yaprak diskleri siv1 azottan alinarak ayni tiiplere konulmus
ve 24 saat daha calkalanmistir. Bu siirenin sonunda yaprak diskleri atilmis ve
cozeltilerin elektriksel iletkenlikleri tekrar Sl¢iilmiistiir (C,). Daha sonra asagidaki
formiill yardimiyla membranlarda meydana gelen iyon sizintist miktar

hesaplanmustir.
Iyon s1zintis1 (%) = (Cy x C,) / 100 (3.4)
3.3. 5. Yaprak dokularindaki malondialdehit (MDA) miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularinda meydana gelen membran hasarim1 O6lgmek i¢in lipid
peroksidasyonunun son iriinii olan MDA miktar1 tiyobarbiitirik asit testi ile
belirlenmistir [Ohkawa ve arkadaslar1 (1979)]. MDA analizi igin kontrol ve stres
grubuna ait bitkilerin yaprak dokularindan alinan 0,1 gr’lik doku 6rnekleri sivi azotta
ogitiildiikten sonra iizerlerine 2 ml % 5’lik trikloroasetik asit (TCA) eklenerek
homojenizasyon saglanmistir. Bu karisim 25 °C’de 12000 rpm’de 20 dakika santrifiij
edilmistir. 0,4 pl siipernatant ve iginde % 0,5 oraninda tiyobarbiitirik asit (TBA)
bulunan 0,4 pl % 20’lik TCA ¢ozeltisi igeren reaksiyon karisimi, 95 °C’lik sicak su
banyosunda tutulduktan sonra ¢ikarilmis ve reaksiyonu durdurmak amaciyla buz
banyosuna konulmugstur. Daha sonra tiipler 1000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek
karisimlarin absorbans degerleri spektrofotometre yardimiyla (SHIMADZU UV mini
1240 UV-VIS Spectrophotometer) 532 ve 600 nm dalga boylarinda dl¢tilmistiir. Kor
olarak igerisinde % 0,5 oraninda TBA bulunan % 20’lik TCA ¢0zeltisi kullanilmistir.
Yaprak dokularindaki MDA miktar1 asagidaki formiile gére nmol g™ taze agirhk

olarak hesaplanmistir:
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MDA igerigi = [( Asz2 — Asoo) *x Ekstraksiyon hacmi | / [155 x Ornek Miktari]
(3.5)

3.3.6. Yaprak dokularindaki toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki toplam fenolik madde miktar1 Chandler and Dodds (1983)
tarafindan gelistirilen metodun modifiye edilmesiyle belirlenmistir. Buna gore taze
yaprak orneklerinden alinan 0,2 gr’lik dokular sivi azotta dgiitiilmiistiir. Ogiitiilmiis
yaprak dokulart cam tiiplere alinarak iizerlerine % 80’lik 5 ml metil alkol eklenmis
ve 48 saat buzdolabinda bekletilmistir. Bu siirenin sonunda homojenatlar 4000 rpm’
de 20 dk santrifiij edilmistir. 1000 pl slipernatant iizerine sirasiyla 5 ml distile su, 400
uL % 50’lik Folin Ciocalteu’s Reagent (FCR) ve 1000 pl % 5°lik sodyum karbonat
(Na2;COg3) eklenerek hazirlanan reaksiyon karisimi, oda sicakliginda bir saat
bekletildikten sonra vortekslenerek, karisimlarin absorbans degerleri, 725 nm dalga
boyunda  spektrofotometrik  (SHIMADZU UV  mini 1240 UV-VIS
Spectrophotometer) olarak belirlenmistir.  Yaprak dokularindaki toplam fenolik

madde miktarlari, gallik asitle hazirlanan standart grafik yardimiyla hesaplanmistir.

3.3.7. Yaprak dokularindaki toplam ¢o6ziiniir karbohidrat miktarinin

belirlenmesi

Yaprak dokularindaki toplam ¢6ziiniir karbohidrat miktar1 fenol-siilfirik metoduna
gore belirlenmistir [Dubois (1956)]. 85 °C’lik etiivde 48 saat kurutulduktan sonra toz
haline getirilen yapraklardan alinan 0,05 gr’lik 6rneklerin tizerine % 70’lik etil alkol
eklenerek 60 dakika boyunca 80 °C’ye ayarlanmis sicak su banyosunda tutulmustur.
Bu siirenin sonunda tiipler 3500 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra
deney tiiplerine 1000 pl siipernatant, 300 pl % 5°lik fenol ve 2000 pl derisik siilfiirik
asit (H.SO,) eklenerek vortekslenmistir. Daha sonra karigimlarin absorbans
degerleri, heksoz sekerler i¢in 488 nm, pentoz sekerler icin 480 nm dalga boyunda
spektrofotometrik (SHIMADZU, UV mini 1240 UV-VIS Spectrophotometers)

olarak belirlenmistir. Yaprak dokularindaki toplam c¢oziiniir karbohidrat miktari,
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heksoz sekerler i¢cin sakkaroz, pentoz sekerler icin fruktoz ile hazirlanan standart

grafikler yardimiyla hesaplanmistir

3.3.8. Yaprak dokularindaki toplam ¢o6ziiniir protein miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki toplam ¢6ziiniir protein miktar1 Bradford metoduna gore
belirlenmistir [Bradford (1976)]. Bu amagla alinan taze yaprak ornekleri sivi azotta
ogiitiilmiistiir. Daha sonra tiiplere alinan 6giitiilmiis yaprak orneklerinin iizerine 1,5
ml K-PO4 tamponu (pH 7) eklenerek 14000 rpm’de +4 °C’de 20 dakika santrifiij
edilmistir. Elde edilen siipernatanttan 20 pl alinarak iizerine sirasiyla 480 pl distile su
ve 5000 pl Bradford c¢ozeltisi ilave edilmistir. Bu sekilde hazirlanan reaksiyon
karisimlar1 vorteksle karistirilarak, karisimlarin absorbans degerleri 595 nm dalga
boyunda  spektrofotometrik  (SHIMADZU, UV  mini 1240 UV-VIS
Spectrophotometers) olarak belirlenmistir. Yaprak dokularindaki toplam ¢oziiniir
protein miktar1 bovine serum albumin (BSA) ile hazirlanan standart grafik

yardimiyla hesaplanmustir.

3.4. istatistiksel Analizler

Kontrol ve stres grubuna ait bitkilerin kok, gévde ve toplam boy uzunlar1 milimetrik
cetvel yardimiyla Slgiiliirken buradan 5 tekrarli; diger tlim analizlerden 3 tekrarlh
olarak elde edilen verilere SPSS 15 paket programi kullanilarak, istatistiki varyans
analizi (ANOVA) uygulanmigtir. Her bir bagimsiz degisken i¢in uygulama ve
cesitler arasindaki farkin 5nem kontrolii (Anlamli Onemli Fark; AOF) % 5 diizeyinde

hesaplanmustir.



BOLUM 4. BULGULAR

4.1. Kuraklik Stresinin Misir Cesit ve Hatlarimin Kok Boyu Uzerine EtKisi

Dort yaprakli evreye ulagtiktan sonra 2, 5 ve 8 giin boyunca kuraklik stresine maruz
birakilan farkli misir gesit ve hatlarinda, kurakligin kok biiyiimesi iizerindeki etkileri
sekil 4.1’de goriilmektedir. Buna gore her li¢ musir genotipinde de kuraklik
siddetindeki artisa bagli olarak kok biiylimesinin azaldigi gozlemlenmistir. Ancak
FRB 73 genotipinde kuraklik siddetindeki artisa bagli olarak kok biiylime hizinda
goriilen azalma kontrol grubuyla karsilagtirildiginda istatistiksel agidan Onemli
bulunmamaistir (P>0.05). Benzer sekilde FR 13 ve TTM 815 genotiplerinde, 2 giinliik
kuraklik uygulamasinin, kok biiylimesi iizerindeki inhibisyon etkisinin, kontrollere
onemli olmadig1 belirlenmistir (P>0.05). Bununla birlikte 5 ve 8 giinliikk kuraklik
uygulamalar1 FR 13’{in kok biiyiimesi lizerinde kontrole gore sirasiyla yaklasik % 15
ve % 16 oraninda azalmaya yol agmistir. TTM 815 genotipinde ise 5 ve 8 giinliik
kuraklik stresi i¢in bu azalmalarin sirasiyla % 16 ve % 22 oldugu belirlenmistir. Her
iki genotipin kok boylarinda kendi kontrollerine gore gozlenen bu azalmalarin

istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur (P<0.05).
4.2. Kurakhk Stresinin Misir Cesit ve Hatlarimin Gévde Boyu Uzerine EtKkisi
2, 5 ve 8 giinliik kuraklik uygulamalarinin her ii¢ genotipin gévde boyunda azalmaya

neden oldugu (S$ekil 4.2), ancak bu azalmalarin kendi kontrollerine gore istatistiksel

anlamda 6nemli olmadig1 goriilmiistiir (P>0.05).
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FRB 73
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TTM 815

Sekil 4.1. Kuraklik stresinin kok boyu tizerine etkisi (K: kontrol, 2S: 2 giinlikk kuraklik uygulamasi,

5S: 5 giinliik kuraklik uygulamasi, 8S: 8 giinliik kuraklik uygulamast, * . Kuraklik stresi uygulamasi
ile kontrol degerleri arasindaki farkin P<0.05 seviyesinde 6nemli oldugunu ifade etmektedir)
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Govde boyu (cm bitki')

FR 13
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FRB 73

Genotipler

TTM 815

Sekil 4.2. Kuraklik stresinin gévde boyu tizerine etkisi (K: kontrol, 2S: 2 giinliik kuraklik uygulamast,
5S: 5 giinliik kuraklik uygulamast, 8S: 8 giinlilk kuraklik uygulamas,)
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4.3. Kuraklik Stresinin Misir Cesit ve Hatlarimin Toplam Bitki Boyu Uzerine
Etkisi

Genel olarak bakildiginda 2, 5 ve 8 ginliik kuraklik stresinin, her {i¢ misir
genotipinde de, toplam bitki boylarinda belirli oranlarda azalmalara yol agtigi
gorilmektedir (Sekil 4.3). Ancak FR 13 ve TTM 815’de 2 giinliik kuraklik
uygulamasinin toplam bitki boyunda neden oldugu azalma 6nemli bulunmamistir
(P>0.05). Bu iki genotipte kuraklik stresinin bitki boyu tizerindeki olumsuz etkisinin
5. ve 8. giinlerde belirgin olarak ortaya ¢iktigi belirlenmistir (P<0.05). FR 13°de
kurakligin 5. giinlinde toplam bitki boyunda gozlenen azalma kontrole gore % 10
iken, 8. giiniinde % 11 olarak belirlenmistir. TTM 815°de ise 5 ve 8 giinliik kuraklik
uygulamalari i¢in bu degerler sirasiyla % 10 ve % 14 olarak belirlenmistir. FRB 73
genotipinde ise kurakligin 5. giiniine kadar toplam bitki boyunda meydana gelen
azalma istatistiksel olarak 6nemli bulunmazken (P>0.05), kurakligin 8. giinlinde
toplam bitki boyunda kontrole gore % 12 oraninda ve Onemli bir azalma

belirlenmistir (P<0.05).

B K @E2S B5S 08y
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FR 13 FRB 73 TTM 815
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Sekil 4.3. Kuraklik stresinin toplam bitki boyu tizerine etkisi (K: kontrol, 2S: 2 giinlik kuraklik

uygulamasi, 5S: 5 giinliik kuraklik uygulamasi, 8S: 8 giinliik kuraklik uygulamasi, * . Kuraklik stresi
uygulamasi ile kontrol degerleri arasindaki farkin P<0.05 seviyesinde onemli oldugunu ifade
etmektedir)
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4.4. Kuraklik Stresinin Misir Cesit ve Hatlarimin Toplam Taze Agirhig Uzerine
Etkisi

2, 5 ve 8 giinlik kuraklik uygulamalarmin misir ¢esit ve hatlarinin toplam taze
agirhig tizerindeki etkileri sekil 4.4’de gosterilmistir. FR 13 genotipinde toplam taze
agirhgin kuraklik uygulamasmin 8. giiniine kadar kontrole gore artis gosterdigi ve
sadece kurakligin 8. giinlinde gozlenen % 26’lik taze agirlik artisinin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0.05). FRB 73 genotipinde 2, 5 ve 8 giin
boyunca kuraklik stresi uygulanmis bitkilerin toplam taze agirliklarinin, kontrole
gore dnemli derecede arttig1 bulunmustur (P<0.05). Bu genotipte toplam taze agirlik
degerlerinin kontrole gore; 2 giinliikk kuraklik uygulamasi sonucu % 41, 5 giinliikk
kuraklik uygulamasi sonucu % 39 ve 8 giinliikk kuraklik uygulamasi sonucu % 79
oraninda arttigi gozlenmistir. TTM 815 genotipinin taze agirlik degerlerinde ise,
kontrole gore karsilastirildiginda sirasiyla 2, 5 ve 8 giinlik kuraklik uygulamalari
sonunda % 33, % 75, ve % 5 oraninda artiglar meydana geldigi belirlenmis ve
bunlardan sadece 2 ve 5 giinliik kuraklik uygulamalarindan elde edilen taze agirlik

degerlerinin kontrole gore istatistiksel agidan 6nemli oldugu goriilmiistiir (P<0.05).

4.5. Kuraklik Stresinin Misir Cesit ve Hatlarinin Toplam Kuru Agirhg Uzerine
Etkisi

2, 5 ve 8 giin siireyle uygulanan kuraklik stresinin misir genotiplerinin toplam kuru
agirliklar1 tlizerine olan etkisi incelendiginde (Sekil 4.5); FR 13 ve FRB 73
genotiplerinde toplam kuru agirlik degerlerinin kuraklik uygulamasi boyunca siirekli
arttigr gozlenmistir. FR 13’de kuraklik uygulamasmin sadece 5. ve 8. giinlerinde;
FRB 73’de ise uygulamanin tim donemlerinde elde edilen toplam kuru agirlik
degerlerinin kontrol degerlerine gére onemli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir
(P<0.05). Bu genotiplerde toplam kuru agirhigin, kurakligin 8. giiniinde kendi
kontrollerine gore sirastyla % 62 ve % 69 oraninda arttig1 saptanmistir. TTM 815°de

ise toplam kuru agirlik, kuraklik uygulamasinin 5. giiniine kadar artmis ancak
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FRB 73

Genotipler

TTM 815

Sekil 4.4. Kuraklik stresinin toplam taze agirlik iizerine etkisi (K: kontrol, 2S: 2 giinliik kuraklik

uygulamasi, 5S: 5 giinliik kuraklik uygulamasi, 8S: 8 giinliik kuraklik uygulamasi, * : Kuraklik stresi
uygulamasi ile kontrol degerleri arasindaki farkin P<0.05 seviyesinde onemli oldugunu ifade

etmektedir)
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Sekil 4.5. Kuraklik stresinin toplam kuru agirlik iizerine etkisi (K: kontrol, 2S: 2 giinliik kuraklik

uygulamasi, 5S: 5 giinliik kuraklik uygulamast, 8S: 8 giinliik kuraklik uygulamast, * . Kuraklik stresi
uygulamasi ile kontrol degerleri arasindaki farkin P<0.05 seviyesinde onemli oldugunu ifade

etmektedir)
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8. glinde azalmigtir. Bu genotipte toplam kuru agirlik degerlerinin, kurakligin 2.
giintinde kontrole gore % 32, 5. giiniinde % 68 ve 8. gliniinde % 49 oraninda ve

istatistiksel anlamda 6nemli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0.05).

4.6. Kurakhk Stresinin Misir Cesit ve Hatlarinin Toplam Gercek Su miktar
(%) Uzerine Etkisi

2, 5 ve 8 giinliik kuraklik uygulamalarinin misir ¢esit ve hatlarinin gercek su
miktarlar1 tzerindeki etkileri sekil 4.6’da goriilmektedir. Buna gore 8 giinlik
kuraklik uygulamasiin, FR 13 ve TTM 815 genotiplerinin ger¢ek su miktarlarinda,
kendi kontrollerine gore sirasiyla % 4 ve % 7 oraninda 6nemli azalmalara neden
oldugu saptanmistir (P<0.05). FRB 73°de ise 5 giinliik kuraklik uygulamasinin
gercek su miktarinda kontrole gére onemli derecede ve % 4 oraninda azalmaya yol

actig1 gorilmiistiir (P<0.05).
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Sekil 4.6. Kuraklik stresinin gergek su miktar1 iizerine etkisi (K: kontrol, 2S: 2 giinliik kuraklik

uygulamasi, 5S: 5 giinliik kuraklik uygulamasi, 8S: 8 giinliik kuraklik uygulamast, * 1 Kuraklik stresi

uygulamasi ile kontrol degerleri arasindaki farkin P<0.05 seviyesinde onemli oldugunu ifade
etmektedir)
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4.7. Kurakhk Stresinin Misir Cesit ve Hatlarmn Yapraklarindaki Klorofil a
Miktar1 Uzerine Etkisi

2, 5 ve 8 giinliik kuraklik stresinin misir ¢esit ve hatlarinin yapraklarindaki klorofil a
miktar1 tlizerine olan etkisi incelendiginde (Sekil 4.7), FR 13 genotipinin
yapraklarindaki klorofil a miktarinin kuraklik uygulamalariin tiim dénemlerinde
kontrole gore Onemli derecede azaldigi tespit edilmistir (P<0.05). Klorofil a
miktarindaki azalma oranlar1 kuraklik uygulamalarinin 2. ve 5. giinlerinde % 51, 8.
giiniinde ise % 48 olarak belirlenmistir. FRB 73 genotipinin yapraklarindaki klorofil
a miktarinin, kuraklik uygulamalarinin tiim donemlerinde kontrole gore azaldigi
ancak bu azalmalarin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 belirlenmistir (P>0.05).
TTM 815 genotipinde ise yapraklardaki klorofil a miktar1 kuraklik uygulamasinin 8.
giiniine kadar siirekli azalma gostermesine ragmen, kuraklik uygulamasinin sadece 5.
ve 8. gliniinde kontrol degerlerine gére dnemli derecede ve sirastyla % 40 ve % 51

oraninda azaldig1 saptanmistir (P<0.05).

EK @2S B5S DSQ
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(mg g TA)

FR 13 FRB 73 TTM 815

Genotpiler

Sekil 4.7. Kuraklik stresinin klorofil a miktar1 iizerine etkisi (K: kontrol, 2S: 2 giinlik kuraklik
uygulamasi, 5S: 5 giinliik kuraklik uygulamasi, 8S: 8 giinliik kuraklik uygulamasi, * . Kuraklik stresi
uygulamasi ile kontrol degerleri arasindaki farkin P<0.05 seviyesinde onemli oldugunu ifade
etmektedir)
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4.8. Kuraklhik Stresinin Misir Cesit ve Hatlarinin Yapraklarindaki Klorofil b
Miktar1 Uzerine Etkisi

Misir ¢esit ve hatlarinin yapraklarindaki klorofil b miktarinin 2, 5 ve 8 giinliik
kuraklik uygulamalar1 sonunda gosterdigi degisim sekil 4.8’de goriilmektedir. FR 13
genotipinde 2, 5 ve 8 giinliik kuraklik uygulamalarinin, yapraklardaki klorofil b
miktarinin kontrole gore azalmasina yol actifi ancak bu azalmalarin istatistiksel
anlamda Onemli olmadig1 belirlenmistir (P0.05). FRB 73’de ise kuraklik
uygulamalarinin yapraklardaki klorofil b miktarinin, kurakligin 8. giliniine kadar
dereceli olarak azalmasina neden oldugu saptanmistir. Ancak sadece 8 giinliik
kuraklik uygulamasinin yapraklardaki klorofil b miktarinda 6énemli derecede ve % 51
oraninda azalmaya yol agtig1 belirlenmistir (P<0.05). TTM 815’de ise uygulanan
kuraklik stresinin, tiim hasat donemlerinde, yapraklarin klorofil b miktarinda kontrol
degerlerine gore azalmalara neden oldugu gozlenmistir. Bu genotipte 5 giinliik
kuraklik uygulamasinin yapraklarin klorofil b miktarin1 % 35 oraninda ve istatistiksel

olarak dnemli derecede azalttig1 saptanmistir (P<0.05).
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Sekil 4.8. Kuraklik stresinin klorofil b miktar1 iizerine etkisi (K: kontrol, 2S: 2 giinliik kuraklik
uygulamasi, 5S: 5 giinliik kuraklik uygulamasi, 8S: 8 giinliik kuraklik uygulamasi, * = Kuraklik
stresi uygulamasi ile kontrol degerleri arasindaki farkin P<0.05 seviyesinde 6nemli oldugunu ifade
etmektedir)
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4.9. Kurakhik Stresinin Misir Cesit ve Hatlarimin Yapraklarindaki Toplam
Klorofil Miktar1 Uzerine Etkisi

2, 5 ve 8 giinliik kuraklik uygulamalarinin misir ¢esit ve hatlarinin yapraklarindaki
toplam klorofil miktar1 iizerindeki etkileri incelendiginde (Sekil 4.9), FR 13
genotipinde, tiim kuraklik uygulamalarinin yapraklardaki toplam klorofil miktarinin,
kontrole gore dnemli derecede azalmasina neden oldugu belirlenmistir (P<0.05). Bu
genotipte Ozellikle 8 giinliik kuraklik uygulamasinin, yapraklardaki toplam klorofil
miktar1 {lizerinde % 58 oraninda bir azalma ile maksimum etki gosterdigi
belirlenmistir. FRB 73°de ise yapraklardaki toplam klorofil miktar1 kuraklik
uygulamalarinin 2. giiniinde kontrole gore % 34 oraninda ve onemli derecede
azalmis (P<0.05), kurakligin 5. ve 8. giinlerinde artmasina ragmen yine de kontrol
degerinin altinda kalmistir (P>0.05). TTM 815°de ise kurakligin 2. giiniinde kontrole
gore artis gosteren toplam klorofil miktar1 (P>0.05), kuraklik uygulamasinin 8.
giiniine kadar dereceli olarak azalmistir. Bu genotipin yapraklarinda, kurakligin 8.
giiniinde go6zlenen toplam klorofil miktarindaki azalma (% 29) kontrole gore

istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 4.9. Kuraklik stresinin toplam klorofil miktar: {izerine etkisi (K: kontrol, 2S: 2 giinliik kuraklik

uygulamasi, 5S: 5 giinliik kuraklik uygulamasi, 8S: 8 giinliikk kuraklik uygulamast, * . Kuraklik stresi
uygulamasi ile kontrol degerleri arasindaki farkin P<0.05 seviyesinde onemli oldugunu ifade
etmektedir)
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4.10. Kurakhk Stresinin Misir Cesit ve Hatlarmin Yapraklarindaki iyon

Sizintis1 Uzerine EtKisi

Farkli siirelerde uygulanan kuraklik stresinin farkli misir genotiplerinin yaprak
dokularinda neden oldugu iyon sizintist orani (%) sekil 4.10°da gosterilmistir. Buna
gore FR 13 genotipinin yaprak dokularindaki iyon sizintist orani, kontrole gore
kuraklik stresi uygulamasinin 2. giiniinde % 43, 5. gliniinde % 82, 8. giliniinde % 127
oraninda artmis ve bu artislarin timii istatistiksel olarak Onelmis bulunmustur
(P<0.05). FRB 73 ve TTM 815°de ise 2 giinliik kuraklik uygulamalarinin, yaprak
dokularindaki iyon sizintisi oraninin 6nemli derecede artirmadigi belirlenmistir
(P>0.05). 5 ve 8 giinliik kuraklik uygulamalariin FRB 73’iin yaprak dokularindaki
iyon sizintist oranini kontrole gore sirastyla % 65 ve % 106 oraninda; TTM 815°de
ise % 35 ve % 63 oraninda artirdig1 saptanmistir. Her iki genotipte, 5 ve 8 giinliik
kuraklik uygulamalar1 sonucu yaprak dokularindaki iyon sizintisi oraninda gézlenen

artiglarin, kendi kontrollerine gére 6nemli oldugu goriilmiistiir (P<0.05).
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Sekil 4.10. Kuraklik stresinin iyon sizintis1 (%) iizerine etkisi (K: kontrol, 2S: 2 giinliik kuraklik

uygulamasi, 5S: 5 giinliik kuraklik uygulamasi, 8S: 8 giinliik kuraklik uygulamas, * . Kuraklik stresi
uygulamasi ile kontrol degerleri arasindaki farkin P<0.05 seviyesinde onemli oldugunu ifade
etmektedir)
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4.11. Kurakhik Stresinin Misir Cesit ve Hatlarinin Yaprak Dokularindaki
Malondialdehit (MDA) Miktar1 Uzerine EtKisi

2, 5 ve 8 ginlik kuraklik uygulamalarinin, farkli misir ¢esit ve hatlarinin
yapraklarindaki MDA miktarin1 kontrollere gore onemli derecede artirdigi sekil
4.11’de goriilmektedir (P<0.05). Buna gore 2, 5 ve 8 ginlik kuraklik
uygulamalarinin yapraklardaki MDA miktarim1 FR 13 genopinde sirasiyla % 92, %
225 ve %288; FRB 73 genotipinde % 41, % 68 ve % 100; TTM 815 genotipinde ise
% 192, %317 ve % 400 oraninda artirdig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Kuraklik stresinin malondialdehit (MDA) miktar: tizerine etkisi (K: kontrol, 2S: 2 giinliik

kuraklik uygulamasi, 5S: 5 giinliik kuraklik uygulamasi, 8S: 8 giinliik kuraklik uygulamast, *
Kuraklik stresi uygulamasi ile kontrol degerleri arasindaki farkin P<0.05 seviyesinde goére 6nemli
oldugunu ifade etmektedir)
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4.12. Kurakhk Stresinin Misir Cesit ve Hatlarinin Yapraklarindaki Toplam
Fenolik Madde Miktar1 Uzerine EtKisi

2, 5 ve 8 giinliik kuraklik uygulamalarinin, misir ¢esit ve hatlarinin yapraklarindaki
toplam fenolik madde miktarini farkli sekillerde etkiledigi belirlenmistir (Sekil 4.12).
FR 13 genotipinin yapraklarinda kurakligin 5. giiniine kadar kontrole gore % 21
oraninda azalan toplam fenolik madde miktari, kurakligin 8. giiniinde kontrole gore
% 18’lik bir artis gostermistir. FR 13’iin yapraklarindaki toplam fenolik madde
miktarinda, kurakligin sadece 5. ve 8. giinlerinde gozlenen degisimler istatistiksel
olarak onemli bulunmustur (P<0.05). FRB 73’iin yapraklarinda, kuraklik
uygulamasinin 5. giiniinde kontrole gore % 41 oraninda ve dnemli derecede artis
gosteren toplam fenolik madde miktarinin, kurakligin 8. gliniinde de ayni seviyede
kaldig1 belirlenmistir (P<0.05). TTM 815 genotipinin yapraklarindaki toplam fenolik
madde miktar1 ise kurakligin 2. giintinde kontrole gore % 34, 5. giiniinde % 57 ve 8.
giiniinde % 86 oraninda artmis ve bu degerlerin tiimii de kontrole gore Onemli

derecede yiiksek bulunmustur (P<0.05).

EBK @E2S m5S @O8S
1,6 *

1,2 4

Toplam Fenolik Madde Miktar:
(mg g* TA)

FR 13 FRB 73 TTM 815
Genotipler

Sekil 4.12. Kuraklik stresinin toplam fenolik madde miktar1 tizerine etkisi (K: kontrol, 2S: 2 giinliik

kuraklik 5S: 5 giinlik kuraklik uygulamasi, 8S: 8 giinlik kuraklik uygulamast, *: Kuraklik stresi
uygulamasi ile kontrol degerleri arasindaki farkin P<0.05 seviyesinde onemli oldugunu ifade
etmektedir)
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4.13. Kuraklik Stresinin Misir Cesit ve Hatlarimn Yapraklarindaki Toplam
Céoziiniir Karbohidrat Miktar1 Uzerine EtKisi

Sekil 4.13, farkli musir c¢esit ve hatlarmin yapraklarindaki toplam ¢oziiniir
karbohidrat miktarinda 2,5 ve 8 giinliikk kuraklik stresinin yol actigi degisimleri

gostermektedir.
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Sekil 4.13. Kuraklik stresinin toplam ¢oziiniir karbohidrat miktart {izerine etkisi (K: kontrol, 2S: 2
gunlik kuraklik uygulamasi, 5S: 5 giinlikk kuraklik uygulamasi, 8S: 8 giinliik kuraklik uygulamas, *

. Kuraklik stresi uygulamasi ile kontrol degerleri arasindaki farkin P<0.05 seviyesinde onemli
oldugunu ifade etmektedir)

FR 13’de yapraklardaki toplam ¢06zlniir karbohidrat miktarinin, kuraklik
uygulamasmin 5. giiniine kadar % 56 oraninda azaldigi ve sadece kurakligin 5.
giiniindeki azalmanin kontrole goére Onemli oldugu belirlenmistir (P<0.05).
Kurakligin 8. giinlinde yapraklardaki toplam ¢oziiniir karbohidrat miktar1 artmas,
ancak yine de kontrole gore % 21 oraninda ve onemli derecede diisiik bir seviyede
kalmistir (P<0.05). FRB 73 genotipinin yapraklarinda kuraklik uygulamalari
boyunca toplam ¢oziiniir karbohidrat miktarinda gézlenen degisimlerin kontrole gore
onemli olmadigi belirlenmistir (P>0.05). TTM 815 genotipinin yapraklarindaki

toplam ¢oziiniir karbohidrat miktar1 ise kurakligin 2. giiniinde kontrole gore % 18
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oraninda artmis, daha sonra siirekli bir azalma gostererek kurakligin 8. giinlinde
kontrole gore % 45 oraninda daha diisiik bir seviyeye inmistir. TTM 815’in
yapraklarinda 8 giinliik kuraklik uygulamasi boyunca toplam ¢6ziiniir karbohidrat

miktarinda gozlenen tiim degisimler kontrole gore 6nemli bulunmustur (P<0.05)

4.14. Kurakhk Stresinin Misir Cesit ve Hatlarimin Yapraklarindaki Toplam

Céziiniir Protein Miktar1 Uzerine EtKisi

2, 5 ve 8 giinliik kuraklik stresinin misir ¢esit ve hatlarinin yapraklarindaki protein
miktar lizerine olan etkisi sekil 4.14’de gosterilmistir. Buna gore 5 giinliik kuraklik
uygulamasinin FR 13 genotipinin yapraklarindaki toplam ¢oziiniir protein miktarini,
kontrole gore % 16 oraninda ve 6nemli derecede artirdigi belirlenmistir (P<0.05).
Ayni1 genotipte, 2 ve 8 giinliik kuraklik uygulamalari, yapraklardaki toplam ¢oziiniir
protein miktarinin kendi kontrollerine gore azalmasina neden olmus ancak bu
azalmalarin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi saptanmistir (P>0.05). FRB 73
genotipinde sadece 8 glinliik kuraklik uygulamasinin yapraklardaki toplam ¢oziiniir
protein miktarini istatistiksel anlamda 6nemli derecede (P<0.05) ve % 25 oraninda
azalttigr belirlenmistir. TTM 815°de ise yapraklardaki toplam ¢Oziinlir protein
miktar1 kuraklik uygulamasinin 2. giiniinde kontrole gére % 46 oraninda azalirken, 5.
giiniinde ise % 28 oraninda artmustir. Her iki degisimin de kontrol degerlerine gore
istatistiksel anlamda ©Onemli derecede farkli oldugu bulunmustur (P<0.05). Bu
genotipte yapraklardaki toplam ¢oziinlir protein miktari, kuraklik uygulamasinin 8.
giiniinde kontrole gore yiiksek olmasina ragmen, bu farkin 6nemli olmadig:

belirlenmistir (P>0.05).
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Sekil 4.14. Kuraklik stresinin toplam ¢6ziiniir protein miktari iizerine etkisi (K: kontrol, 2S: 2 giinliik

kuraklik uygulamasi, 5S: 5 ginlik kuraklik uygulamasi, 8S: 8 giinlik kuraklik uygulamasi, *
Kuraklik stresi uygulamasi ile kontrol degerleri arasindaki farkin P<0.05 seviyesinde 6nemli oldugunu

ifade etmektedir)



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda dort yaprakli evreye ulagincaya kadar (21 giin) serada biiyiitiildiikten
sonra 2, 5 ve 8 giin boyunca kuraklik stresi uygulanan misir bitkisinin (Zea mays L.)
FR 13 ve FRB 73 hatlart ile TTM 815 gesidinde kuraklik stresinin etkileri
arastirilmistir. Bu amagla kuraklik stresi altindaki bitkilerde kok boyu, govde boyu,
toplam bitki boyu, taze ve kuru agirlik ile gercek su miktart gibi biiyiime
parametrelerinde ve yaprak dokularindaki fotosentetik pigment (klorofil a, klorofil b
ve toplam klorofil), iyon sizintisi, malondialdehit, toplam fenolik madde, toplam
¢coziinlir karbohidrat ve toplam c¢oziiniir protein miktarlarinda meydana gelen

degisimler incelenmistir.

5.1. Kuraklik stresinin musir ¢esit ve hatlarindaki baz1 biiyiime parametreleri

iizerindeki etkileri

Dogal ¢evrede var olan biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin bitkilerde biiyiime ve
gelisme olaylart ile {riin miktarin1 olumsuz ydnde etkiledigi bilinmektedir.
Ekonomik oneme sahip olan bitkilerde meydana gelen iirlin kayiplarinin biiyiik
ol¢iide abiyotik stres faktorlerinden kaynaklandigi ve bunlar arasinda da kurakligin
ilk sirada yer aldig1 bildirilmistir [Araus ve arkadaglari (2002), Reddy ve arkadaslar
(2004)].

Kokler, bitkilerde simplastik ve apoplastik yolla topraktan su ve mineral maddelerin
alinmasi saglayan organlardir. Topraktan alinan bu kaynaklar biitiin bir bitkinin
blyliyiip gelisebilmesi i¢in ksilem yoluyla gdvde ve yapraklara tasinmaktadir.
Koklerin bu gorevlerini yerine getirememesi durumunda bitkilerde ortaya c¢ikan
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisimlerin iiriin miktarini

siirlandirdigr belirtilmistir [Leucci ve arkadaslart (2008), Tester and Leigh (2001)].
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Farkli bitki tiirlerinde yapilan bir¢ok calisma kuraklik stresinin kok biiytimesini
olumsuz yonde etkiledigini gostermistir [Sharp ve arkadaslari (1988), Baskin (1999),
Wang ve arkadaslar1 (2009), Kage (2004)]. Kusaka ve arkadaglar1 (2005), farkli hint
darist (Pennisetum glaucum L. Leeke) genotiplerinde, uygulanan kuraklik stresinin
kok boyunu kontrol bitkilerine gore azalttigini rapor etmistir. Caligmamizda 2 giinliik
kuraklik uygulamasinin kullanilan genotiplerin kok biiyiimesi iizerinde 6nemli
derecede inhibisyon etki yapmadig1 saptanmistir (Sekil 4. 1). Ancak FR 13 ve TTM
815 genotiplerinin kok biiytimesinin, kuraklik stresinin 5. gliniinden itibaren énemli
derecede yavasladign belirlenmistir. Ozellikle uygulamalarm 8. giiniinde TTM 815
genotipinin, kok biiylimesinde gosterdigi % 22’lik azalma nedeniyle, diger
genotiplere gore kurakliktan en fazla etkilenen genotip oldugu sdylenebilir.
Bitkilerde biiylime olaymnin hiicre boliinmesi ve hiicre biiyiimesi olaylar ile
saglandig1 goz oniine alinirsa, kurakligin kok hiicrelerindeki mitoz boliinme ile hiicre
uzamasi ve geniglemesi olaylar1 {izerinde inhibisyona yol a¢tigi diisliniilebilir.
Nitekim hint daris1 bitkisinin farkli genotiplerinde yapilan bir ¢calismada, kurakligin
kok hiicrelerindeki sitogenez ve hiicre biiyiimesini 6nemli derecede inhibe ettigi
bildirilmistir [Kusaka ve arkadaglar1 (2005)]. FRB 73 genotipinde ise kuraklik
uygulamalarinin kok biiylimesi iizerindeki inhibisyon etkisinin daha diislik seviyede
oldugu soylenebilir. Elde ettigimiz sonuglar, kurakligin toplam boy iizerindeki inhibe
edici etkisinin FR 13 ve TTM 815°de, uygulamalarin 5. giiniinde, FRB 73°de ise 8.
giiniinde ortaya ¢iktigini gostermistir (Sekil 4. 3). Nitekim Yin ve arkadaglar1 (2005)
da, iki kavak (Populus cathayana, Populus przewalskii) tiiriinde yaptiklari galismada
kuraklik stresinin toplam bitki boyunda azalmaya sebep oldugunu bildirmislerdir.
Bunun disinda 8 giin boyunca uygulanan kuraklik stresinin misir gesit ve hatlarinin
govde bliylimesi lizerine inhibe edici bir etkisinin gdzlenmemesi nedeniyle, toplam

bitki boyundaki azalmanin, kok boyundaki azalmadan kaynaklandig1 sdylenebilir.

Bitkilerde taze ve kuru agirlik gibi biiyiime parametreleri bakimmdan kuraklik
stresine verilen cevaplarin, ayni bitki tiiriiniin farkli genotiplerine ve bitki organlarina
gore farklilik gosterebilecegi bilinmektedir [Ozpay (2008)]. Calismamizda kuraklik
stresinin misir ¢esit ve hatlarinin toplam taze ve kuru agirliklar ile gercek su
miktarin1 (%) da belli oranlarda etkiledigi belirlenmistir. Uygulanan kuraklik

stresinin, FR 13 ve FRB 73 genotiplerinde toplam taze agirligin siirekli artmasina yol
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actigl, TTM 815°de ise 5. giine kadar artan taze agirhigin 8. glinde azaldig
belirlenmistir. Ayrica kurakliga bagli olarak toplam taze agirlikta meydana gelen
artiglarin FRB 73 ve TTM 815°de daha belirgin oldugu sekil 4.4¢ de goriilmektedir.
Benzer sekilde kuraklik stresi kullandigimiz misir genotiplerinin tiimiinde toplam
kuru agirliklarin da artmasina neden olmustur (Sekil 4.2). Kuraklik stresinin farkli
bitki tiirlerinde kuru madde birikimine neden oldugunu gdsteren bir¢cok calisma
vardir [Yin ve arkadaslar1 (2005), Dogan (2006)]. Tiirkan ve arkadaslar1 (2005),
kurakliga toleransli oldugu bilinen Phaseolus acutifolius ve kurakliga duyarli oldugu
bilinen P. vulgaris bitkilerinde yaptiklar1 ¢caligmada; kuraklik stresinin P. vulgaris’in
kok taze agirhiginda azalmaya, P. acutifolius’da ise artisa neden oldugunu
belirtmislerdir. Aymi1 c¢aligmada kuraklik siiresinin 14. giiniinde, govde taze
agirliklarinda kontrollere gére P. vulgaris’de % 23, P. acutifolius’da ise % 10
oraninda azalmalara yol actig1 saptanmistir. Yine ayni arastiricilar, P. acutifolius’da
toplam kuru agirliginin 7 ve 14 giinliik kuraklik uygulamalar1 sonunda arttigini, P.
vulgaris’de ise kurakligin 7. giiniinden sonra toplam kuru agirligin azaldigini
belirlemislerdir. Bu sonuclar kurakliga toleransli olan genotipte, stresin uygulandigi
14 giin boyunca kuru agirhigin arttigini, duyarli olan genotipte ise azaldigini
gostermektedir. Benzer sekilde kurakliga toleransli olan genotipte kok taze
agirliginin arttigi, duyarli genotipte ise azaldigi goriilmektedir. Ayrica her iki
genotipte de govde taze agirliginin, kurakligin 14. gilinlinde azaldigi, ancak toleransh
genotipte azalma oraminin daha disik oldugu belirlenmistir. Buna gore,
calismamizda kullandigimiz genotiplerde kuraklik stresi uygulamalari boyunca
gbzlenen taze ve kuru agirlik artiglarinin, bu genotiplerin sahip olduklar1 kuraklik
tolerans1 mekanizmalari ile ilgili oldugu sdylenebilir. Nitekim yapilan bir ¢alismada,
kuraklik stresi sonucu, fasulye bitkisinin 6zellikle kok dokularinda kuru madde
miktariin arttigt ve bunun da bitkinin toprakta bulunan smirli miktardaki suyu
alabilmek i¢in gelistirdigi yan kok sisteminden kaynaklanabilecegi belirtilmistir
[Dogan (2006)]. Calismamizda kuraklik stresi sonucu genotiplerin kok biiyiime
hizlarindaki azalmaya ragmen, lateral kok olusumunda gézlenen artis bu diislinceyi
destekler niteliktedir. Ancak bu konuda daha kesin bir yargiya varmak i¢in yapilan

diger analizlerden elde edilen sonuclarin da degerlendirilmesi gerekmektedir.



52

Bitki dokularindaki su dengesinin ayarlanmasi, tim stres faktorlerine karst bitkinin
korunmasini saglayan bir mekanizmadir [Bohnert ve arkadaslar1 (1995)]. Kuraklik
stresinin farkli bitkilerde ger¢ek su miktarinin azalmasina neden oldugunu gosteren
caligmalar vardir [Chartzoulakis ve arkadaslar1 (2002), Guerfel, ve arkadaglar
(2009), Hu ve arkadaslar1 (2010), Terzi ve arkadaslar1 (2010), Ayaz ve arkadaslari
(2001), Zhang ve arkadaslar1 (2010)]. Nikolacva ve arkadaslari (2010), Balada,
Belchanka ve Beltskata adli li¢ farkli bugday genotipinde kuraklik stresinin 7.
giinden sonra yapraklardaki su miktarinin 6nemli derecede azaldigimi kaydetmistir.
Benzer sekilde Egert ve Tevini (2002) de sarimsak (Allium schoenosprasum)
bitkisine dokuz giin boyunca uyguladiklar1 kuraklik stresinin bitkilerin
yapraklarindaki gercek su miktarinin 6nemli derecede azaldigini belirtmistir. Bu
sonuclara uygun olarak, c¢alismamizda kuraklik stresi uygulanan misir
genotiplerinden FR 13 ve TTM 815°de kurakligin sadece 8. gliniinde, FRB 73’de ise
5. glinlindeki gercek su miktarlari kontrol degerlerine gore dnemli derecede diisiik
bulunmus ve bitki dokularindaki suyun biiyiik oranda kaybedilmedigi goriilmiistiir
(Sekil 4.6). Bu durumda misir genotiplerinin ¢esitli mekanizmalarla hiicresel turgor
durumlarim1 koruduklar1 sdylenebilir. Bitkilerin kuraklik kosullarinda stomalarini
kapatarak ve hiicrelerde ozmotik ayarlamanin yapilmasini saglayan bazi bilesikler
sentezleyerek turgor durumlarini korumaya calistiklart bildirilmistir [Lawlor (1995),
Hsu ve arkadaslari (2003)].

5.2. Kuraklik stresinin misir cesit ve hatlarimin yapraklarindaki fotosentetik

pigment miktar iizerindeki etkileri

Kuraklik stresinin stomalarin kapanmasi yol acarak yaprak dokularindaki CO;
miktarmin azalmasina neden oldugu bilinmektedir. Bu da daha sonra fotoinhibisyon
[Flexas and Medrano (2002)] ve fotooksidasyon gibi olaylari tetikleyerek yaprak
dokularindaki klorofil molekiillerinin par¢alanmasina yol agmaktadir [Zhang ve
arkadaglar1 (2002)]. Bunun disinda kurakligin klorofil sentezinin yavaslamasina ve
sonugta yapraklardaki klorofil miktarinin azalmasina neden oldugu belirlenmistir.
[Ramanjulu ve arkadaslar1 (1998), Singer ve arkadaslari (2003)]. Bunun disinda
kuraklik stresinin farkli bitki tiirlerinin yapraklarindaki fotosentetik pigment

miktarinin azalmasina yol a¢tigini1 gosteren birgok ¢alisma mevcuttur [Thimmanaik
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ve arkadaslar1 (2002), Parida ve arkadaslar1 (2007), Guerfel ve arkadaslar1 (2009),
Nikolaeva ve arkadaslar1 (2010)]. Caligmamizda FR 13 genotipinin yapraklarindaki
klorofil a ve toplam klorofil miktari, 2, 5 ve 8 giinliik kuraklik uygulamalar1 sonucu,
kontrole gére énemli derecede azalma gosterirken, klorofil b miktarinin kurakliktan
onemli derecede etkilenmedigi goriilmiistiir. Bu sonuglar FR 13 genotipinde, klorofil
a molekiillerinin kurakliga klorofil b molekiillerine goére daha duyarli oldugunu ve
toplam klorofil miktarinda gozlenen azalmanin, ¢ok biiyiikk Olgiide klorofil a
molekiillerinin miktarindaki azalmadan kaynaklandigini gostermektedir. Misir ve
bugdayin farkli genotiplerinde yapilan bir calismada, kuraklik stresinin daha ¢ok
klorofil a molekiillerinin pargalanmasina neden oldugu belirtilmistir [Grzesiak ve
arkadaglar1 (2007)]. FRB 73 ve TTM 815 genotiplerinde ise bunun tam tersi bir
durum gozlenmis ve kuraklik stresi sonucunda klorofil b molekiillerinin daha hizh
bir sekilde parcalandig1 belirlenmistir. Yapraklardaki fotosentetik pigment miktari,
pigmetlerin sentez ve parcalanma hizlar1 arasindaki dengeye baglidir. Yapilan
calismalar kuraklik stresinin, bitkilerde 5-aminoleviilinik asit sentaz gibi klorofil
sentezi ile ilgili reaksiyonlari Kkatalizleyen enzimlerin aktivitesini artirirken
[Bharadwaj ve Singhal (1981)], klorofillaz gibi klorofil molekiillerinin
parcalanmasini saglayan reaksiyonlari katalizleyen enzimlerin aktivitesini artirdigini
gostermistir [Hsiao (1973)]. Buna gore ¢alismamizda kuraklik stresi uygulanan misir
genotiplerinin  yapraklarindaki pigment metabolizmasinin, pargalanma lehine
bozuldugu ancak bitkilerin genotipe bagli olarak farkli cevaplar verdikleri

sOylenebilir.

5.2. Kuraklik stresinin misir cesit ve hatlarimn yapraklarmmdaki membran

biitiinliigii ve gecirgenligi iizerindeki etkileri

Bitkilerdeki hiicresel membranlar, bir¢ok stres faktoriiniin ilk hedefidir ve kuraklik
stresi altindaki bitkilerde membranlarin gegirgenliginin ve satabilitesinin korunmasi
kurakliga karsi tolerans saglamada esas unsurdur [Bajji ve arkadaslari (2002)].
Kuraklik stresinin bitki dokularinda singlet oksijen, siiperoksit radikali ve hidroksil
radikali gibi AOT’lerin ve hidrojen peroksit gibi toksik bilesiklerin olusumu ile
oksidatif strese neden oldugu bilinmektedir [Valentovi¢ ve arkadaslari1 (2006)]. Lipid

peroksidasyonu yaygin olarak oksidadif stresin bir gostergesi olarak kabul edilmekte
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ve bitki hiicrelerinin membran gecirgenliginin bozulmasina sebep olmaktadir.
Gegirgenligi bozulan hiicresel membranlarin gerektigi gibi fonksiyon yapamamasi
sonucunda ¢6ziinmiis maddeler hiicre ve organellerden dis ortama ¢ikarlar [Blokhina
ve arkadaslart (2003)]. Kuraklik da dahil olmak {izere farkli stres faktorlerinin
hiicresel membranlarda meydana getirdigi degisimler, doymamis yag asitlerinin
yikilmasiyla olusan MDA miktarmin belirlenmesi ve elektriksel iletkenlik
degerindeki degisiklikler yardimiyla belirlenmektedir. MDA miktar1 ve elektriksel
iletkenlik degerinde meydana gelen degisimler yaprak dokusundaki hiicresel zarlarda
meydana gelen hasar hakkinda bilgi vermektedir. Kuraklik stresi uygulanan
bitkilerde lipid peroksidasyonu sonucu MDA birikiminin ger¢eklestigini gosteren
birgok ¢alisma yapilmistir [Glines ve arkadaslari (2008), Sairam ve arkadaslari
(1997), Sairam ve aradaslar1 (2001), Sairam ve Saxena (2000), Selote ve arkadaslari
(2004), Rodriguez ve arkadaslar1 (2010), Fazeli, ve arkadaslar1 (2007)]. Valentovic
ve arkadaglar1 (2006), kurakliga duyarli olan Ankora ve dayanikli oldugu bilinen
Nova adli iki misir genotipinde, 24 saatlik kuraklik uygulamasi sonunda Nova
genotipinin yapraklarindaki MDA miktarinda herhangi bir degislik olmadigin
gozlemlerken, Ankora genotipinin yapraklarinda MDA miktarinin  arttigin
belirlemistir. Calismamizda kullandigimiz tiim musir  genotiplerinin  yaprak
dokularinda, kuraklik stresinin siddeti arttikca, MDA miktarinin kontrol degerlerine
gore onemli derecede arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.11). Kuraklik uygulamalarinin
tim donemleri diistiniildiigiinde, kendi kontroliine gore en fazla MDA birikiminin
TTM 815°de, en az MDA birikiminin de FRB 73’de meydana geldigi gozlenmistir.
Buna sonuglara gore kurakligin TTM 815°de daha siddetli bir oksidatif strese ve lipid
peroksidasyonuna neden oldugu, FRB 73’iin ise kurakligin neden oldugu oksidatif
stresin olusumunu veya etkisini daha etkili bir sekilde engelleyen mekanizmalara
sahip oldugu soylenebilir. Hiicresel membranlarda meydana gelen lipid
peroksidasyonu, membran gecirgenliginde de degisikliklere neden olmaktadir
[Reddy ve arkadaslari (2004)]. Maldonado ve arkadaslar1 (1997) yulaf (Avena sativa)
bitkisinin kurakliga orta derecede dayanikli oldugu bilinen Nehuén adli genotipinde,
siddetli su stresinin (-2.0 MPa) yaprak hiicrelerindeki iyon sizintisin1 6nemli
derecede artirdigini rapor etmistir. Calismamizda FR 13 genotipinin yapraklarindaki
iyon sizintisinin, kurakligin 2. giiniinden itibaren énemli derecede artis gosterdigi ve

bu artisgin 8. gline kadar devam ettigi belirlenmistir. FRB 73 ve TTM 815
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genotiplerinde ise kuraklik, 5. gilinden itibaren yapraklardaki iyon sizintisini
artirmaya baslamistir. Ancak FR 13 ve TTM 815 genotipleri i¢in yapraklardaki
MDA miktar1 ve iyon sizintist orani bakimindan elde edilen veriler birbiriyle
celismektedir. Yaprak dokularindaki MDA birikimi en fazla olan TTM 815
genotipinin, iyon sizintist orani diger genotipler iginde en diisiiktir. Benzer sekilde
MDA birikimi en diisiik seviyede olan FR 13 genotipinin iyon sizintist da maksimum
seviyededir. Bu durumda MDA birikimi en fazla olan TTM 815°de, bitkinin
karsilastig1 oksidatif stresin neden oldugu lipid peroksidasyonu hasarinin onarim
hizinin da yiiksek oldugu ve bdylece hiicresel membranlarinda daha az hasar
meydana geldigi sdylenebilir. FR 13°de ise MDA birikimi daha diisiik seviyede
olmasina ragmen, muhtemel savunma ve onarim mekanizmalarinin yeterince aktif

hale gecememesinden dolay1 zamanla membranlarda hasar olugsmaktadir.

5.3. Kuraklik stresinin musir ¢esit ve hatlarinin yapraklarindaki toplam ¢éziiniir

karbohidrat miktar iizerindeki etkileri

Kuraklik stresi bitkilerde fotosentetik verimde azalmaya ve buna bagli olarak da
karbohidrat metabolizmasinin bozulmasina yol agmaktadir [Pelleschi ve arkadaslari
(1997), Kim ve arkadaslar1 (2000)]. Fotosentez ve solunum gibi olaylarda direkt bir
role sahip oldugu icin bitki dokularindaki karbohidrat diizeyindeki degisiklikler bitki
icin onemlidir [Kerepesi ve Galiba (2000)]. Kuraklik stresi bitkilerde karbohidrat
metabolizmast ve dokulardaki karbohidrat miktarlarinda da degisimlere yol
acmaktadir. Kerepesi and Galiba (2000), kurakliga maruz birakilan bugday (Triticum
aestivum L.) genotiplerinden dayanikli olanlarin yaprak dokularinda, duyarl olanlara
gore daha fazla ¢oziinilir karbohidrat birikimi oldugunu gdstermislerdir. Sanchez, ve
arkadaglart (2004) farkli bezelye (Pisum sativum L.) genotiplerinde yaptiklari
kuraklik stresi uygulamasi sonucu, miktar1 genotipe bagh olarak degismekle birlikte,
epikotillerde toplam ¢6ziiniir karbohidrat miktarinda artis oldugunu kaydetmislerdir.
Kim ve arkadaslar1 (2000), kuraklik stresine maruz biraktiklar1 misir bitkisinin kok
ve yapraklarinda sukroz ve heksoz seker birikiminin gergeklestigini bildirmislerdir.
Calismamizda kuraklik stresi uygulamalarinin misir genotiplerinin yapraklarindaki
¢oziinlir karbohidrat miktarmi farkli sekillerde etkiledigi goriilmektedir. FRB 73

genotipinin yapraklarinda, kuraklik uygulamalari sonunu ¢6zilinlir karbohidrat
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miktarinda 6nemli bir degisim gézlenmemistir. FR 13 yapraklarinda ise kurakligin 5.
giiniinde kontrole gore dnemli derecede azalan toplam ¢oziiniir karbohidrat miktari,
8. glinde artmasina ragmen yine de kontrole gore daha diisiik bir seviyede kalmistir.
TTM 815°de ise 2 giinliik kuraklik uygulamasi sonucu kontrole gore 6nemli derecede
artan ¢Ozlinlir karbohidrat miktarinin, kurakliin 5 ve 8. gilinlerinde kontrol
degerlerine goére Onemli derecede azaldigi belirlenmistir. Kuraklik stresi ile
karsilasan bitkilerin verdikleri ilk cevabin stomalarini kapatmak oldugu ve bunun da
yaprak dokularindaki karbondioksit miktarinin, dolayisiyla fotosentez hizinin
azalmasma yol agtigi bilinmektedir [Lawlor (1995)]. Bu durumda bitkinin
karbohidrat sentez hiz1 da azalmaktadir. Bilindigi gibi fotosentez sonunda iiretilen
heksoz sekerlerin fazlasi bitkisel dokularda nisasta formunda depolanmakta ve
gereksinim duyuldugunda hidroliz edilerek, olusan glukoz molekiilleri metabolik
olaylarda kullanilmaktadir. FR 13’iin yapraklarinda kurakligin 8. giiniinde, TTM
815’in yapraklarinda ise kurakligin 2. giiniinde gozlenen ¢06ziiniir karbohidrat
miktarindaki artis, yapraklardaki nisastanin hidrolizi sonucu ag¢iga ¢ikan glukoz
molekiillerinden kaynaklanabilir. Nitekim kuraklik stresinin bitki yapraklarindaki
nisasta miktarini azalttifini ve sukroz miktarini artirdigini ve bu degisimlerin ayni
anda meydana geldigini gosteren c¢aligmalar da mevcuttur. Souza ve arkadaslari
(2004). Coziiniir karbohidratlarin kuraklik kosullarinda bitki hiicrelerindeki ozmotik
diizenleme konusunda oynadiklar1 rol g6z dniine alindiginda, bu konuda TTM 815’in
daha avantajli olmasi1 da muhtemeldir. FRB 73 genotipinin yapraklarinda ise
kurakligin ¢oziiniir karbohidrat miktarinda meydana getirdigi degisimlerin
istatistiksel anlamda 6nemli olmamasi, bu genotipin ozmotik diizenleme konusunda
diger genotipler kadar etkili olmadig1 sonucunu ¢ikarabilir. Ancak bitki hiicrelerinde
ozmotik diizenlemede rol oynayan baska organik bilesiklerin bulundugu da

bilinmektedir.

5.4. Kuraklik stresinin misir ¢esit ve hatlarimin yapraklarindaki toplam fenolik

madde miktari iizerindeki etkileri

Biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin, bitki dokularinda sekonder metabolitlerin
birikimi {izerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir [Dixon ve Paiva

(1995)]. Bitkilerdeki fenolik bilesiklerin sentezi ayni zamanda genetik kontrol
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altindadir [Abreu ve Mazzafere (2005)]. Bitkilerin kuraklik stresi gibi abiyotik stres
faktorlerinin etkisiyle dokularinda fenoller, tokoferoller ve askorbik asit gibi
antioksidantlar1 biriktirmesi, bitkilerin strese karst gelistirdigi bir adaptasyon
mekanizmas1 olarak tanimlanmaktadir [Hernandez (2004), Keles ve Oncel (2002),
Munne-Bosch (2005)]. Rodriguez ve arkadaslar1 (2010) kuraklik stresine maruz
biraktiklar1 farkli domates genotiplerinden bazilarinin yapraklarinda fenolik madde
birikiminin gerceklestigini  bulmuslardir. Calismamizda FR 13  genotipinin
yapraklarindaki toplam fenolik madde miktarinin, kuraklik uygulamasinin 5.
giiniinde kontrole gore onemli derecede azaldigi, 8 giinlinde ise artarak kontrol
degerinin tizerine ¢iktig1 belirlenmistir. FRB 73 ve TTM 815°de ise kuraklik stresinin
siddetine bagl olarak siirekli artis gdstermistir. Ozellikle TTM 815’in yapraklarinda,
kuraklik uygulamalarinin tiim donemlerindeki toplam fenolik madde birikiminin,
diger genotiplere gore daha belirgin oldugu gézlenmistir. Lee ve arkadaslar1 (2007),
kuraklik stresi uygulanan Trifolium repens (ak ii¢giil) yapraklarindaki fenolik madde
birikiminin artis gosterdigini rapor etmistir. Rivero ve arkadaglari (2001) ise,
domates ve kavun bitkilerinin yapraklarindaki fenolik madde miktar1 ile fenolik
maddelerin sentezlendigi fenilpropanoid metabolizmasinin kilit enzimlerinden olan
fenil alanin amonyak liyaz (PAL; EC 4. 3. 1. 5) enziminin aktivitesi arasinda pozitif
bir korelasyon bulundugunu ve bu enzimin aktivitesindeki artisin bitkileri uygulanan
yikksek ve diisiik sicaklik stresinden kaynaklandigini bildirmistir. Calismamizda
kullandigimiz FRB 73 ve TTM 815 genotiplerinin yapraklarinda fenolik madde
miktarinda gozlenen artiglar da kurakligin fenil alanin amonyak liyaz enzimini aktive
etmesinden kaynaklanmis olabilir. Dixon ve arkadaslar1 (1992)’de bircok bitki
tiiriinde farkl stres faktorlerine karsi tolerans gelisiminin fenolik maddelerle iliskili

oldugunu rapor etmistir.

5.5. Kuraklik stresinin misir cesit ve hatlarinin yapraklarindaki toplam ¢o6ziiniir

protein miktar iizerindeki etkileri

Kuraklik stresinin fotosentezden protein sentezine kadar birgok biyokimyasal ve
fizyolojik olay1 etkiledigi bilinmektedir [Chartzoulakisa (2002)]. Kuraklik stresine
bagli olarak bitki dokularinda protein par¢alanmasi ve potein sentez hizinin azalmasi

s0z konusudur. Kuraklik stresiyle artan RNAaz enziminin aktivitesi, niikleik asitlerin
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parcalanmasina ve mRNA’nin zarar gérmesine sebep olarak poliribozom miktarini
azaltmaktadir. Ayrica kuraklik stresi altinda pek cok bitkide niikleik asit sentezinin
azaldig1 belirlenmistir. Niikleik asit metabolizmasindaki bu gibi bozukluklar sonucu
protein sentez hizinin da azaldigi bildirilmistir [Cirak ve Esendal (2006)]. Parida ve
arkadaslar1 (2007), kuraklik stresine maruz biraktiklart pamuk (Gossypium hirsutum
L.) genotiplerinin yapraklarindaki protein miktarinda azalma belirlemislerdir. Shen
ve arkadaslar1 (1990), kuraklik stresi altindaki bazi bitki tiirlerinin yapraklarindaki
toplam ¢Oziiniir protein miktarinin, proteolitik enzim aktivitelerinin artigina paralel
olarak azaldigini bildirmistir. Kuraklik stresi altinda protein i¢riginin azaldigina dair
birgok ¢aligma yapimistir [Parida (2007), Navari-Izzo ve arkadaslar1 (1990), Roy-
Macauley ve arkadaslar1 (1992)]. Abdel-Nasser ve Abdel-Aal (2002) aygciceginde
yaptiklart bir ¢alismada kuraklik stresinin yapraklardaki toplam ¢oziiniir protein
miktarini azalttigini rapor etmislerdir [Parida ve arkadaslar1 (2007)]. Ancak yapilan
baz1 caligmalarda da, kuraklik stresinin bitki yapraklarindaki c¢oziiniir protein
miktarmi artirdigt ve kurakligin etkisiyle indiiklenen proteinlerin kurakliga
adaptasyon saglayan mekanizmanin bir pargasi oldugu belirlenmistir [Bray (1993),
Han ve Kermode (1996), Riccardi ve arkadaslar1 (1998)]. Bitki dokularinda 6zellikle
kuraklik stresi etkisiyle sentezlenen dehidrin ailesinden olan proteinlerin,
dokulardaki diger proteinlerin korunmasini sagladigi ve bitki hiicrelerinin yapisal
biitiinliigliniin korunmasinda onemli rol oynayabilecegi rapor edilmistir [Bray
(1993), Close ve arkadaslar1 (1993)]. Calismamizda yapraklardaki toplam ¢oziiniir
protein miktarinin, misir genotipine ve stresin siiresine bagli olarak degistigi
belirlenmistir.  FR 13’lin yapraklarindaki ¢Oziiniir protein miktari, kuraklik
uygulamasinin sadece 5. giiniinde kontrole gére O6nemli derecede artarken, FRB
73’1in yapraklarinda sadece 8. giiniinde kontrole gore artig gostermistir. TTM 815’in
yapraklarinda ise kuraklik stresinin 2. giliniindeki azalma ve 5. giinlindeki artma
oranlar1 kontrole gore onemli bulunmustur. Bu sonuglar kurakligin TTM 815’in
yapraklarindaki protein metabolizmasi iizerine, diger genotiplere gore daha etkili
oldugunu gostermektedir. Jiang and Huang (2002), Festuca arundinacea (kamissi
yumak) bitkisinin farkli iki genotipinde yaptiklar1 bir ¢alismada, 10 giinliik kuraklik
uygulamasit sonunda Southeast adli genotipin yapraklarindaki c¢oziinlir protein
miktarinin kontrole gére dnemli derecede artis gosterdigini, Rebel Jr. adli genotipte

ise azaldigin1 ve bu degisimlerin kuraklik toleransi ile ¢ok belirgin bir korelasyon
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gostermedigini rapor etmislerdir. Ancak yine de protein sentez ve pargcalanma
hizlarinda meydana gelen degisimlerin, kuraklik toleransini etkileyen en 6nemli
metabolik reaksiyonlar arasinda bulundugu da bilinmektedir [Chandler and
Robertson (1994), Ouvrard ve arkadaslari (1996)].

Sonug olarak, FRB 73 ve TTM 815 genotiplerinin kuraklik stresine daha belirgin
metabolik cevaplar verdigi sodylenebilir. Kuraklik kosullarinda o6zellikle bu iki
genotipte kuru madde birikiminin daha fazla olmasi, bitkilerin kurakliga kars1 bazi
organik molekiiller sentezledigini gostermektedir. Ayni1 sekilde TTM 815’in
yapraklarindaki toplam klorofil miktarinin kuraklik stresi durumunda diger
genotiplere gore daha basarili bir sekilde muhafaza edilmesi, bu genotipin kuraklik
kosullarinda  fotosentetik  reaksiyonlarmi  belirli  oranda  siirdiirebildigini
gostermektedir. TTM 815’in yapraklarinda kuraklik stresi etkisiyle gerceklesen
MDA birikim orani daha ytliksek olmasina ragmen, iyon sizint1 oraninin daha diisiik
seviyede olmasi, membranlarda meydana gelen peroksidasyona bagli hasarin basarili
bir sekilde onarildigin fikrini akla getirmektedir. TTM 815 genotipinde kurakligin 2.
giiniinde yapraklarda meydana gelen ¢0Ozilinlir karbohidrat birikiminin diger
genotiplere gore daha erken meydana gelmesi, bu genotipte hiicresel
ozmoregiilasyonun ayarlanmasint saglayan daha aktif bir mekanizmanin varligini
gosterebilir. Bircok bitki tiirlinde farkli stres faktorlerine karst tolerans
kazanilmasinda rol oynadigi bilinen fenolik bilesikler ve ¢oziiniir proteinlerin,
kuraklik kosullarinda TTM 815 genotipinin yapraklarinda daha belirgin bigimde

birikim gdstermesi de bu genotipin kurakliga daha toleransli oldugunu gosterebilir.

Yapmis oldugumuz tez c¢alismasina paralel olarak daha sonraki c¢alismalarda,
kullandigimiz cesit ve hatlarin kurakliga dayaniklilik dereceleriyle ilgili olarak daha
genis bilgi edinebilmek igin daha farkli parametreler incelenebilir. Ornegin bitki
yapraklarinda kuraklik stresi altinda hangi tip karbohidratlarin birikim gdsterdiginin
ve hiicresel ozmoregiilasyonun saglanmasinda karbohidratlar diginda hangi
bilesiklerin sentezlendiginin incelenmesi kuraklik toleransinin seviyesi hakkinda fikir
verecektir. Fotosentetik reaksiyonlarda ve pigment metabolizmasinda meydana gelen
degisimlerin incelenmesi i¢in, protein profilinde meydana gelen degisimlerin sodyum

dodesil siilfat poliakrialamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) teknigi ilearastirilabilir.
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Ayrica antioksidant sistemin enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlerinde
meydana gelen degisimlerin incelenmesi de tolerans mekanizmalarinin

aydinlatilmasinda faydali olacagini diisiinmekteyiz.
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