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OZET
Doktora Tezi

Bor Stresine Maruz Kalmis Bugday Bitkisine Eksojen Nitrik Oksit (NO)
Ilavesinin Fizyolojik Etkilerinin incelenmesi

Hafize DILEK TEPE

Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Tiilin AYDEMIR

Tiirkiye, ozellikle Batt Anadolu Bolgesi, diinyadaki Bor (B) rezervlerinin %
61’ine sahiptir ve bu bolgedeki B toksisitesi tarim alanlarini etkileyen 6nemli bir
problemdir. Tiirkiye’de Onemli bir tarim iiriinii olan bugday da bu bolgelerde
yetismekte ve B toksisitesinden olduke¢a etkilenmektedir. Nitrik oksit (NO), bitki
bliylimesi, gelismesi ve farkli hiicre ici siireglerde rol alan 6nemli bir sinyal
molekiiliidiir. Bu tez ¢aligmasinda, 10 mM B stresi uygulanan Bezostoya (B hassas)
ve Kutluk 94 (B dayanikli) bugday tiirlerine farkli konsantrasyonlarda Sodyum
Nitroprussid (SNP) (NO donérii) eklenerek, NO’nun iyilestirici etkileri aragtirildu.
Bunun i¢in her iki bugday tiiriinde; govde ve kok uzunluklari, agirliklar, %
elektrolitik iletkenlik (%EL), Malondialdehit (MDA), Prolin, Hidrojen Peroksit
(H20y) igerikleri, Glutatyon Peroksidaz (GPX), Glutatyon Rediiktaz (GR), Glutatyon
S Transferaz (GST), Nitrat Rediiktaz (NR) enzim aktiviteleri, Diisitk Molekiil
Agirlikli Organik Asit igerikleri (LMWOA), metal igerikleri, Poliamin (PA)
igerikleri, Sistein, Rediikte Glutatyon (GSH), Okside Glutatyon (GSSG), Fitoselatin
(PCy) igerikleri ve Nitrat Rediiktaz enzimine ait gen ekspresyon diizeyleri analiz
edildi.

Bor stresiyle birlikte bugday bitkisinin her iki tiirlinde de govde, kok
agirliklarinda azalmalar elde edildi. On mM bor derisimine 0,2 mM SNP ilave
ettigimizde Bezostoya ve Kutluk 94 bugday gévde agirliklarinda sirasiyla %64 ve
%103 oranlarinda artiglarin oldugu goézlendi. Bezostoya ve Kutluk 94 bugday
govdelerinde Hy0, iceriginde 10 mM bor stresinde kontrol grubuna gore sirastyla
%102 ve %70 oraninda artis elde edildi. On mM bor derisimine 0,2 mM SNP ilave
edildiginde Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde H,0, igeriginde sirasiyla %13
ve %23 oraninda azalmalar elde edildi. GPX aktivitesi Bezostoya ve Kutluk 94
bugday tiirii govdelerinde 10 mM bor konsantrasyonuyla birlikte kontrol gruplarina
gore sirasiyla %33 ve %14 oraninda azaldi. Bor stresine 0,2 mM SNP ilave
edildiginde enzim aktivitesinde sirastyla %32 ve %9,8 oraninda artiglar elde edildi.
Bezostoya ve Kutluk 94 bugday govdelerinde 10 mM bor stresinde NR enzim
aktivitelerinde kontrol grubuna gore sirasiyla %57,43 ve %25,76 oraninda azalmalar
gozlendi. 10 mM bor konsantrasyonuna 0,2 mM SNP ilave ettigimizde NR enzim
aktivitesi Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde sirasiyla %220,67 ve %70,33
oraninda artti. Bezostoya govdelerine 10 mM bor uyguladigimizda kontrol gurubuna
gore benzoik, malik, oksalik asit igeriklerinde sirasiyla %49, %36, %40 oraninda,
Kutluk 94 tiiriinde ise %19, %16, %23 oraninda azalmalar elde edildi. Ortama ilave
edilen SNP konsantrasyonlarindan 0,2 mM’da benzoik, malik, oksalik asit diizeyleri
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Bezostoya tiirtinde %118, %42, %90, Kutluk 94 tiiriinde ise %22, %54, %39
oraninda artti. Hem Bezostoya hem de Kutluk 94 bugday tiirlerinin kok ve
govdelerinde 10 mM bor ilavesiyle bor igeriklerinde artis gozlendi. Kutluk 94
bugday govdelerinde 10 mM bor stresli ortama 0,1, 0,2 ve 0,5 mM SNP ilave
edildiginde bor igerikleri %12, %40 ve %32,5 oraninda azaldi. Poliamin igeriklerinde
10 mM bor stresinde kontrol grubuna gore Bezostoya bugday tiiriiniin govdelerinde
putresin, spermidin ve spermin igeriklerinde sirasiyla %60,47, %27,24 ve %68,57,
Kutluk 94 bugday tiirtinde ise %46,94, %24,27 ve %37,39 oraninda artiglar elde
edildi. Bor stresi ortamina ilave edilen SNP, stresten dolay1r artan poliamin
miktarlarii azaltti. Ancak en iyi cevap 0,2 mM SNP konsantrasyonundan elde
edildi. Kutluk 94 tiri koklerinde, sistein, GSH ve GSSG oranlart 10 mM bor
konsantrasyonunda kontrol grubuna gore %38,80, %31,06 ve %52,87 oraninda
azalirken Bezostoya bugday tiiriinde ise %39,60, %41,87 ve %56,89 oraninda azald:.

Bezostoya bugday tiirli gévdelerinde 10 mM bor stresinde kontrol grubuna gore
PC, icerigi %94,49 oraninda artis gosterdi. Bu artis Kutluk 94 bugday tiiriinde
%80,44 olarak bulundu. On mM bor stresine 0,1, 0,2 ve 0,5 mM SNP
uyguladigimizda Bezostoya tiiriinde PC; igeriklerinde sirasiyla %19,02, %36,42 ve
%151,60 oraninda azalmalar elde edilirken Kutluk 94 tiiriinde bu oranlar %22,98,
%39,35 ve %45,08 olarak bulundu. NR enzimine ait RT- PCR sonuglarina gore
enzimin ekspresyon orani, govdelerde kontrol grubuna gore degisim, 10 mM bor
ilavesiyle Bezostoya tiirtinde 4,5 kat, Kutluk 94 tiirlinde 2,6 kat oraninda azaldi.
Ortama 0,2 mM SNP ilave edilmesiyle NR enzim ekspresyonunda 10 mM bor
stresine gore Bezostoya ve Kutluk 94 govdelerinde sirasiyla 10,57, 6,65 kat oraninda
artislar elde edildi.

Bu sonuglar, NO’nun, B stresine karsi bugday bitkisinin biiylimesi ve
gelismesinde hayati 6nem tasiyan birgok metabolik siiregte iyilesmelere neden
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, B toksisitesinin problem olusturdugu bugday
tarirmimin yapildigi alanlarda, NO’nun bitkiye disaridan uygulamas: ile bitkideki
stresin negatif etkileri ortadan kaldirilabilir.

Anahtar Kelimeler: Bugday, Bor, Nitrik Oksit, Poliamin, Organik Asit,
Glutatyon, Fitoselatin.

2016, 106 sayfa



ABSTRACT
PhD Thesis

Investigation of Physiologic Effects of Exogenous Nitric Oxide (NO) Application
on Wheat Exposed to Boron Stress

Hafize DILEK TEPE

Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences

Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Tiilin AYDEMIR

Turkey, especially West Anatolia Region, has 61% of the boron (B) reserves of
the world and B toxicity in this region is a major problem for cultivated areas. Wheat
which is an important crop product in Turkey grows in this area and affected from B
toxicity. Nitric oxide (NO) is an important signal molecule which plays a role in
plant growth, development and various intracellular processes. In this thesis study,
ameliorative effect of NO in Bezostoya (B sensitive) and Kutluk 94 (B tolerant)
wheat cultivars exposed to 10 mM B stress by addition of different concentrations of
a NO donor, Sodium nitroprusside (SNP). For this aim, shoot and root lengths, %
electrolyte leakage (EL%), malondialdehyde (MDA), proline, hydrogen peroxide
(H20,), Glutathione peroxidase (GPX), Glutathione reductase (GR), Glutathione S-
transferase (GST), Nitrate reductase (NR), low molecular weight organic acid
(LMWOA), polyamine (PA), cysteine, GSH, GSSG and phytochelatine (PC,)
contents and NR gene expression levels were investigated in both wheat cultivars.

Reductions in shoot and root weights were determined in both wheat cultivars
exposed to B stress. When 0.2 mM SNP was added to 10 mM boron concentration,
shoot weight levels of Bezostoya and Kutluk 94 wheats were increased by %64 and
%103 respectively. By 10 mM boron stress, H,O, content of wheat shoots of
Bezostoya and Kutluk 94 plants was increased by %102 and %70 respectively, as
compared to control group. H,O, levels of Bezostoya and Kutluk 94 wheat plants
were reduced by %13 and %23 respectively, when 0.2 mM SNP was added to 10
mM boron concentration. 10 mM boron concentration caused decreased GPX
activity in Bezostoya and Kutluk 94 wheat shoots by %33 and %14 respectively as
compared to the control group. Enzyme activity levels were increased by %32 and
%9.8 when 0.2 mM SNP was added to boron stress. NR enzyme activity levels of
Bezostoya and Kutluk 94 wheat shoots were decreased by %57.43 and %25.76
respectively, under the 10 mM boron stress when compared to control group. When
0.2 mM SNP was added to 10 mM boron concentration, NR enzyme activity levels
of Bezostoya and Kutluk 94 wheat shoots were increased by %220.67 and %70.33
respectively. When 10 mM boron was applied; benzoic, malic and oxalic acid levels
of Bezostoya shoots decreased by %49, %36, %40 and these acid levels of Kutluk 94
shoots decreased by %19, %16, %23 respectively. Addition of 0.2 mM SNP
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concentration increased the benzoic, malic and oxalic acid levels of Bezostoya shoots
by %118, %42, %90 and increased the acid levels by %22, %54, %39 of Kutluk 94
shoots respectively. Boron levels of the roots and shoots of Bezostoya and Kutluk 94
wheat cultivars increased after 10 mM boron addition. 0.1, 0.2 ve 0.5 mM addition of
SNP to 10 mM boron stress caused reduction of boron levels of Kutluk 94 wheat
shoots by %12, %40 and %32.5. Putrescine, spermidine and spermine contents of
Bezostoya wheat cultivars were increased by %60.47, %27.24 and %68.57
respectively, however, in Kutluk 94 wheat cultivars there were %46.94, %24.27 and
%37.39 increases in polyamine contents by 10 mM boron stress as compared to
control group. Addition of SNP to boron stress environment decreased the polyamine
levels which caused by stress. However, best response obtained by 0.2 mM SNP
concentration. Cysteine, GSH and GSSG levels of Kutluk 94 roots exposed to 10
mM boron concentration, decreased by %38.80, %31.06 and %52.87; while these
levels in Bezostoya wheat plant roots decreased by %39.60, %41.87 and %56.89.

By 10 mM boron stress, PC, levels of Bezostoya wheat shoots increased by
%94.49 as compared to the control group. This increase was %80.44 in Kutluk 94
wheat shoots. When 0.1, 0.2 and 0.5 mM SNP applied to 10 mM boron stress, PC,
levels of Bezostoya wheat plant decreased by %19.02, %36.42 and %51.60; while
these levels were %22.98, %39.35 and %45.08 in Kutluk 94. RT-PCR results of NR
enzyme expression levels were decreased by 4.5 fold in Bezostoya wheat plant and
2.6 fold in Kutluk 94 by the addition of 10 mM boron. By 0.2 mM SNP addition, NR
expressions were increased by 10.57, 6.65 fold in Bezostoya and Kutluk 94 shoots,
respectively, as compared to 10 mM boron stress.

These results show that NO ameliorated many metabolic processes having vital
importance in wheat growth and development. Thus, exogenous NO may be used as
an amendatory in wheat cultivation areas having B toxicity problem.

Key Words: Wheat, Boron, Nitric Oxide, Polyamine, Organic Acid,
Glutathione, Phytochelatine.
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1. GIRIS

Canlilar yagamlar1 boyunca dis ¢evre ile siirekli iletisim halinde bulunurlar.
Yasadiklar1 ortamda canliya uygun olmayan kosullar var ise bunlara uyum
saglayamayabilirler. Bitkiler ise canlilarin biiylik bir boliimiinii olusturmaktadir.
Ortam kosullarinin bitkinin normal gelisimini negatif bir sekilde etkilemesiyle

bitkide olusan duruma stres adi verilir [1].

Cevresel streslerde hiicre igindeki metabolik faaliyetlerde reaktif oksijen
tiirleri (ROS) ikincil haberciler olarak gorev alirlar. Bu durum canlilarda tolerans
mekanizmalarmin gelisimini de etkilemistir. Bitkilerde abiyotik stres ¢esitleri i¢inde
yer alan kuraklik, metal stresi, don stresi gibi streslerde reaktif oksijen tiirlerinin
tiretimi de tetiklenmektedir. Bu durum hiicredeki antioksidan sisteminin dengesini
bozmaktadir. Boylece zincirleme reaksiyonlar baslayarak reaktif oksijen tiirlerinin
tiretimi ger¢eklesmektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin artisi ile bitkiler oksidatif strese
girmektedirler. Bitkilerde oksidatif stres altinda reaktif oksijen tiirlerinin artig1 ile
bircok hasar olusmaktadir. Bunlar DNA hasari, enzimlerin aktivitesinde azalma,

proteinlerin okside olmasi, apoptosis gibi hasarlardir [2].

Kimyasal sembolii ‘B’ olan Bor metal ile ametal arasinda olan yar1 metal bir
elementtir. Erime noktast 2190+20 °C olup yari iletken bir maddedir. Toprakta bor
derisimi 10 ile 20 ppm arasinda degismektedir. Amerika’nin bati kesimleri ve
Akdeniz’den Kazakistan’a kadar olan topraklarda yiiksek derisimlerde bor bulunur.
Bor derisimi deniz sularinda 0,5 — 9,6 ppm, tath sularda ise 0,01 — 1,5 ppm
araligindadir. Yiiksek konsantrasyonda ve ekonomik 6nemi olan B yataklari, Tiirkiye
ve ABD’nin kurak, volkanik ve hidrotermal etkinligin fazla oldugu boélgelerinde
bulunmaktadir [3]. Bor minerallerinden ticari bakimdan degerli olanlar; tinkal,
kolemanit, {ileksit, probertit, borasit, szyabelit, hidroborasit ve kernit'tir. Bor yiiksek
sicaklikta su ile reaksiyona girerek borik asit ve diger iirlinleri olusturur. Mineral
asitleri ile reaksiyonu, konsantrasyona ve sicaklifa bagl olarak yavas veya patlama

seklinde olabilir ve ana {iriin olarak borik asit olusur [4].
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Bitki biiyiimesi icin gerekli olan bor, hiicre duvarinin yapisinda bulunmasi
zorunlu olan rhamnogalacturon II kompleksinin bir yap1 bilesenidir [5]. Borun diger
yapisal veya metabolik siireglerdeki rolii i¢in giliclii kanitlar simdilik yeterli degildir.
Biiylik olasilikla bor toksisitesi, borun bircok metabolite ilgisinin olmasindan
kaynaklanmaktadir. Genel olarak, bor nispeten reaktif olmayan ama cis- yapisindaki
birden fazla hidroksil gruplarina sahip metabolitlerle bir¢ok kuvvetli kompleksler
olusturabilir. Bunlardan, riboz toksisiteden etkilenebilecek en temel molekiillerden
biridir. Ciinkii fotosentez ve solunum sirasinda enerji tasiyan ATP, NADH ve
NADPH molekiillerine ait ribozlarin cis- hidroksil kisimlart bora maruz kalir [6]. Bir
ile 5 mM bor konsantrasyonunda molekiillerin baglanmasi ¢ok kuvvetli
olmadigindan toksisiteden etkilenme ¢ok fazla gézlenmemektedir [5]. t-RNA’ya gen
aktarimi sirasinda borun, riboz molekiillerindeki cis- hidroksil radikallerine baglanip
transkripsiyon veya translasyona girisim yaptigt One siiriilmektedir. Boylece

ribozomal proteinler ve transkripsiyon faktorleri borun baglanmasiyla inhibe olur [7].

Nitrik oksit (yaygin adi) ya da azot monoksit (sistematik adi) kimyasal
formiilii NO olan bir kimyasal bilesiktir. 1772 yilinda Joseph Priestley tarafindan
yayinlanan bir makalede NO, sanayi atiklari, ara¢ egzoz gazlar1 ve sigara dumaninin
bilesiminde bulunan toksik bir bilesiktir. Sinyal bir molekiil olarak bulunmasindan
once, NO’nun oksidatif metabolizma {iriinii olan toksik serbest radikal oldugu
diistintiliirdii. Fakat bugiliniin arastirmacilart bu serbest radikalin c¢esitli hiicresel

fonksiyonlarindaki etkilerine odaklanmiglardir.

Tiirkiye’de Orta ve Giiney Anadolu Bolgesinde yapilan aragtirmalarda arpa
ve bugday iiretim alanlarinda, ciddi boyutta bor toksisitesi bulunmasina karsilik
bunun yaninda 6nemli miktarda da bor noksanlig1 oldugu goriilmiistiir [8]. Konya ili
tarim alanlarindan topladiklart 667 adet toprak Orneginin analiz sonuglarina gore,
topraklarin bitkiye elverisli bor kapsaminin 0,01 — 63,9 ppm (ort. 2,48 ppm) arasinda
degistigini, arastirmacilar bu calismada topraklarin elverisli bor kapsaminin
%26,5’inde yetersiz (< 0,5 ppm), %64,3’linde yeterli (0,5 — 5 ppm) ve %9,2’sinde
toksik (>5 ppm) diizeyde oldugunu bildirmislerdir. B toksisitesi ile miicadele bor

noksanligindan daha zordur. Topragin B’dan arindirilmast konvansiyonel
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yontemlerle ¢ok zor ve masraflidir. Bugdayda genotipik varyasyonlardan yararlanma

olanaklarinin arastirilmast gerekmektedir.

Bu calismada, Tiirkiye’de tarim acisindan 6nemli bir yeri olan bugday
bitkisinin iki tescilli tiirlinii (Bezostoya ve Kutluk 94) inceledik. Bezostoya bugday
tiiri Bor’a hassas, Kutluk 94 bugday tiirii ise Bor’a toleransh tiir olarak

bilinmektedir.

Bugdayin yetistirilmesinde borlu topraklar biiylik bir problem teskil
etmektedir. Ozellikle bor toksisitesinin yaygin oldugu orta Anadolu bolgesinde
bugday veriminde biiylik kayiplar yasanmaktadir. Bundan dolay:r ¢alismada bor
stresini azaltmak amaciyla ortama eksojen olarak SNP (NO dondrii) ilave ettik.
Nitrik Oksit (NO) ¢esitli hiicresel fonksiyonlarda goérevli bir sinyal molekiildiir. Bu
ozelliginden dolayr bor stresinde etki gosterebilecegi ve stresin azaltilmasinm

saglayarak bugday veriminde artisa sebep olabilecegi diistiniilmektedir.

Bor stresi ile bugday bitkisinde meydana gelen verim kaybinin ve stres
hasarlarinin Nitrik Oksit ile gideriminin incelenmesi i¢in iki bugday tiiriinlin gdvde
ve koklerinde ¢esitli deneyler gerceklestirdik. Elde ettigimiz bulgular literatiir
verileri ile destekledik. Ulkemizde 6zellikle kurak-yar1 kurak ve bor toksisitesinin
problem olusturdugu bélgelerde bugday tariminin yapildigi ekim alanlarinda, eksojen
olarak topraga NO’nun diizenleyici bir besin olarak verilip verilemeyeceginin

arastirilmasi ¢calismamizin esas amacidir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Bitkilerde Stres

Stres faktorlerinin sebep oldugu hasarlar, bitkilerin ¢evrelerine uyum
saglayabilme kapasitelerine gore degisiklik gdsterir. Bu kapasiteleri sayesinde farkl
bolgelerde farkli bitkiler en iyi sekilde yetisebilir. Biyoteknolojik caligsmalarla
bitkilerin strese karsi toleranslar1 gelistirilmekte ve ileride olusacak beslenme
sorunlarinin Oniine ge¢ilmesi planlanmaktadir. Bitkiler strese iki farkli sistem ile
cevap verirler. Birincisi bitkilerin kendi gelistirdikleri dnleyici mekanizmalar ikincisi
ise tolerans mekanizmalaridir. Stres faktorleri biyotik ve abiyotik olmak iizere ikiye

ayrilir [1].

Tablo 2.1. Bitkilerde stres faktorleri.

Abiyotik faktorler Biyotik faktorler

Fiziksel faktorler Kimyasal faktorler

Kuraklik, sicaklik, Hava kirliligi, bitki 'Yabani bitkiler, bocekler,
radyasyon, su baskini, [besin elementleri, mikroorganizmalar,
mekanik etkiler (riizgar, [pestisitler (zirai ilaglar), hayvanlar

kar ve buz ortiisii) toksinler, tuzlar, toprak

pH’s1

Bitkilerde baslica stres gesitleri, su (kuraklik), tuz, sicaklik, soguk, don, 151k,
hastalik, su tagkini (fazla su), hava kirliligi, metal ve oksidatif strestir. Bitkiler
hayatlar1 boyunca cok c¢esitli stres faktoriiyle karsi karsiya gelmektedir. Bu stres
faktorleri ¢ok nadir olarak tek basina etki yapabilirler ancak ¢ogunlukla ayni anda
etki gosterirler. Biyotik ve abiyotik faktorler ekonomik degeri biiylik olan tahillar
basta olmak {tizere, diger bitki tiirlerinin de fizyolojilerinde degisimlere neden
olabilirler. Bu stres ¢esitleri bitkilerin biiylime ve gelisme siireglerini yavaglatarak,

metabolik fonksiyonlarinin bozulmasina yol agarak bitki 6liimlerine neden olur [9]



2.1.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, serbest radikallerin, o6zellikle reaktif oksijen tiirlerinin
[siiperoksit molekiilii (O,*), singlet oksijen (*O,), hidrojen peroksit (H,0,) ve
hidroksil radikallerinin (OH")] olusumunu igeren ve reaktif oksijen tiirleri (reactive
oxygen species, ROS) araciligiyla bitkilerde zararlara neden olan stres olarak
tanimlanir [10]. Serbest radikaller, ¢iftlesmemis elektron igerdikleri icin yiiksek
derecede reaktif molekiillerdir. Bu radikaller; plazma membrani, mitokondri,
endoplazmik retikulum membranlarinda olusabilirler [11]. Bitkilerde serbest

radikallerin en ¢ok iiretildigi yer hiicrelerdeki kloroplastlardir [12].

Aerobik canlilarin hayatlarint devam ettirebilmesi i¢in oksijen gerekir.
Oksijen hiicre iginde birka¢ reaksiyonda gorev alir ve sonugta su olusur boylece
hiicre kendisinin ihtiyaci olan enerjiyi de saglamis olur. Ancak bazen oksijenin %2-
3’1 suya donlismez, oksijen kaynakli serbest radikal denen molekiillere doniisiir.
Oksijen bir elektron alip indirgenirse siiperoksit radikali, iki elektron alip
indirgenirse hidrojen peroksit olusur. Ortama igciincii elektron katilmasi ile

reaktifligi yiikksek olan hidroksil radikali, dordiincii elektronun katilmasi ile su

olusur

O, + H' + ¢ sesep HO, Hidroperoksil radikali
HO, eseed H + O,~ Superoksit radikali
O, + 2H" + € eseepH,0, Hidrojen peroksit
HyO, + € eeeep OH + OH Hidroksil radikali
OH +¢ + H" eseep H,0 Su



Siiperoksit Radikali
Peroksit iyonu

e - e -
10, ¢=——— 30, =——p 0, ——> 0>

Singlet Oksijen Dioksijen
H*l 2H*l

Fe2*
HO," H,0, ———> OH"
Peroksil Hidrojen Fenton Reaksiyonu
Radikali Peroksit

Sekil 2.1. Enerji transferi sirasinda ROS olusumu.

Hidrojen peroksit yapisal olarak degerlendirildiginde serbest radikal degildir.
Ancak metabolik islevlerine bakildiginda serbest radikal biyokimyasinda reaktif
oksijen tiirii (ROS) olarak gorev yapar. Bunun nedeni Hidrojen peroksitin Fe?* veya
diger gecis metallerinin bulundugu ortamlarda Fenton reaksiyonunu baslatmasi,
ardindan siiperoksit radikalinin (O, ) varhiginda Haber-Weiss reaksiyonunu
gergeklestirerek hidroksil radikali (OH’)’ni olusturmasidir. Olusan bu hidroksil
radikali (OH") en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikalidir.

H,0, + Fe*> —— OH + OH™ + Fe*® (Fenton Reaksiyonu)
Fe*? +0," + H,0, —— Fe™® + OH" + OH™ (Haber-Weiss Reaksiyonu)

Serbest radikaller hiicre duvar1 ve membranina saldirarak, hiicrelerin
parcalanmasina, fotosentezde verim kaybina, yapraklarda dirilikte azalmalara ve
bitkinin diger stres faktorlerine karsi toleransinin azalmasima yol acarak bitki
biiylimesinin azalmasima sebep olurlar. Serbest radikaller hiicrelerin lipidlerine,
proteinlerine, DNA yapisina, karbonhidratlarina ve diger hayati 6nem tasiyan

bilesenlerine zarar verirler [13].

Hidroksil (OH") ve siiperoksit (O, ) radikalleri sitoplazma membraninda,
mitokondri, c¢ekirdek ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipid
peroksidasyonunun baslamasina sebep olur. Membran permeabilitesinin artmasinin
sebebi de bu lipid peroksidasyonudur. Serbest radikallerden dolay1 proteinlerin
yapisinda bulunan sistein, siilfidril yapilari ve amino asitlerin kalan kisimlari

oksitlenerek yikima ugrar, ¢ekirdek ve mitokondriyal DNA da oksitlenir [14].



Hidroksil radikali (OH") hiicre igindeki reaktivitesi en yiiksek oksidanlardan
biridir. Hiicrelerin bu serbest radikali zararsiz hale getirecek bir enzim sistemi
bulunmadigindan, OH" diger Dbir¢ok biyolojik molekiil ile tepkime
olusturabilmektedir. Asir1 miktar1 ise hiicre kaybina neden olur. hidroksil radikaline
gore zarart kismen daha az olan hidrojen peroksit (H2O, ) ve O,  anyonu metal
iyonlar1 bulunan ortamda Haber— Weiss (Cu, Cu, Fe, Fe) yada Fenton (Fe ve diger

gecis metalleri; Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo) tepkimelerini ger¢eklestirir [2].

Lipid serbest radikali (Le) ve lipid peroksit radikali (LOQe), hiicre
membraninda reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu radikallerdir. Bu yapilarin

olugmas1 hiicrede hasarin basladiginin bir gostergesidir.

Serbest radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonuna "nonenzimatik lipid
peroksidasyonu" adi verilir. Hiicre membraninda lipid peroksidasyonundan en ¢ok
doymamis yag asitleri etkilenir. Lipid peroksidasyonun baglamasinin temel sebebi
doymamis yag asitlerindeki ¢ift bagdan bir hidrojen atomunun ayrilmasidir. Bunun

sonucunda yag asidi bir radikal 6zelligi kazanir [14].

Lipid peroksitleri (LOOH) yikima ugradiginda bir¢cogu biyolojik aktifligi
yiiksek olan aldehit molekiillerine dontisiir. Bu bilesikler hiicre diizeyinde metabolize
edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan difiize olup hiicrenin diger boliimlerine
hasar1 yayarlar. En az {i¢ veya daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucunda malondialdehit (MDA) olusur. Enzimatik olmayan lipid
peroksidasyonu yiiksek derecede hasar verebilen bir zincir reaksiyonudur. Dogrudan
membranlarin yapisina ayrica Urettigi reaktif aldehitlerle dolayli olarak hiicre
icindeki diger yapilara da hasar verir. Bu nedenle doku hasarlarina ve pek ¢ok
olumsuzluklara sebep olur. Lipid peroksidasyon iirlinlerinin belirlenmesi ve tayin
edilmesi oksitatif stres calismalarinda ¢ok Onemlidir. Ciinkii organizmada serbest
radikallerin artiglarinin kontrol edilebilmesi i¢in farkli biyolojik orneklerde lipid
peroksidasyon iirlinlerinin derigimleri sik sik tayin edilmelidir. Serbest oksijen

radikallerinin baglatmis oldugu lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarinin son
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tirtinleri olarak lipid hidroperoksitleri (LOOH) meydana gelir. Olusan bu lipid
hidroperoksitleri (LOOH) ve konjuge dienler parcalanarak aldehitlerin, alkan, alken,
hidroksialken, malondialdehit tiirevleri ve ugucu hidrokarbonlar olusur. Serbest
radikallerin artip azaldigini belirleyebilmek i¢in bu molekiillerin 6l¢timleri yapilabilir

[14].

Proteinler serbest radikallere karsi doymamis yag asitlerinden daha
toleranshidir. Proteinlerin serbest radikal hasarlarindan etkilenme dereceleri
yapilarindaki amino asitlerin tiirlerine baglidir. Doymamis bagli ve kiikiirtlii amino
asitler olan fenilalanin, histidin, metiyonin, sisteini igeren proteinler serbest
radikallerden dolay1 ¢ok hizli bir sekilde hasara ugrayabilirler. Serbest radikallerin
vermis oldugu hasarlardan dolayz siilfit bagi agisindan zengin olan immiinoglobiilinin
ve albliminin ii¢ boyutlu yapilarinda deformasyon gozlenir, bu da bu molekiillerin
fonksiyonlarini yerine getirememelerine neden olur. Prolin ve lizin, serbest radikal
iretim tepkimeleriyle karsilastiklarinda enzimatik olmayan bir hidroksilenmeye
ugrayabilirler. Hem yapisina sahip olan hemoglobin de reaktif oksijen tiirlerinden
biiyiik dlctide etkilenir. Bu etkilenme sonucu hemoglobinin yapist oksihemoglobin

ya da methemoglobine dontisiir [14].

2.1.2. Serbest Radikallere Kars1 Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayanlar olmak tizere ikiye ayrilir.
Enzimatik antioksidanlar, Siiperoksid Dismutaz (SOD), Askorbat Peroksidaz (APX),
Glutatyon Peroksidaz (GPX), Glutatyon Rediiktaz (GR), Glutatyon S Transferaz
(GST), Katalaz (CAT), enzimatik olmayan antioksidanlar ise askorbik asit (AA),

tokoferoller (vitamin E), karotenoidler, glutatyon ve fenolik bilesiklerdir [2].

Major olan enzimatik antioksidanlar ROS’lara kars1 6zgiil olarak yiiksek bir
ilgi duyarlar. Bunlardan Siiperoksit Dismutaz (SOD); sitozolik Cu-ZnSOD,
mitokondrial Mn-SOD, kloroplastal Fe-SOD dur. SOD bulundugu bolgelerde O, +
2H" —H,0, + O, tepkimesini, katalaz (CAT) enzimi 2H,0, —2H,0+0,



tepkimesini, Peroksidazlar (R/HOOH + R-H, —R + 2H,O/ROH tepkimesini,
peroksiredoksinler ROOH—ROH tepkimesini, tiyoredoksinler ve glutaredoksinler
R-S-S-R—2R-SH tepkimelerini gerceklestirir. Askorbik asit, glutatyon, prolin,
poliaminler, betain, karotenler, bazi flovanoidler ve tokoferol gibi enzimatik olmayan
antioksidanlar ROS’lara kars1 6zgiil degillerdir. Bunlarin énemli olmasinin sebebi
diger molekiillere gore antioksidan gibi gdrev yapmalaridir. ROS soniimleyici
gorevinde bir grup enzim de vardir. Bunlar okside olmus glutatyon ve askorbik asit
gibi antioksidanlar1 azaltan monodehidroaskorbat rediiktaz, dehidroaskorbat
rediiktaz, tiyoredoksin rediiktaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon-S-transferazlar gibi
enzimlerdir. Bu molekiiller, metalotiyoneinler (kiiciik cis yapili proteinler),
fitoselatinler (glutatyon oligomerleri), pektinler, hiicre duvarindaki polisakkaritler ve
yapisal proteinler gibi molekiiller de ge¢is metallerinin katalitik aktivitesini azaltarak

savunma sisteminde gorev yaparlar [15-18].
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Sekil 2.2. Bitkiden ROS gideriminin hiicresel yollar1.

(1)kloroplastlarda su-su dongiisiiniin bir bdliimiinde Siiperoksit dismutaz; (2)
Peorksizomlardaki katalaz; (3) Glutatyon peorksidaz ve kendi dongiisii; (4) Stoma,
sitazol, mitokondri ve apoplastlarda askorbat-glutatyon yolagi; (5) Polyfenol
oksidasyon. SOD, siiperoksit dismutaz; CAT, katalaz; APX, askorbat peroksidaz;
MDHAR, monodechidroaskorbat rediiktaz; DHAR, dehidroaskorbat rediiktaz; GR,
glutatyon rediiktaz; GPX, glutatyon peroksidaz; POX, peroksidaz; GSH, rediikte
glutatyon; GSSG, okside glutatyon; AsA, askorbik asit; MDHA,
monodehidroaskorbat; DHA, dehidroaskorbat; PhC, fenolik bilesikler; oxiPhC,
okside fenolik bilesikler.



Glutatyon (GSH) diisiik molekiil agirlikli bir tripeptittir. Formiili Y-Glu-Cys-
Gly olup yapisinda glutamat (Glu), sistein (Cys) ve glisin (Gly) bulunur. Bitki
dokularinda milimolar konsantrasyonunda bulunur. GSH serbest tiyol grubuyla
birlikte indirgenmis (GSH) veya iki 6zdes grup arasma disiilfid bagi olusturarak
yiikseltgenmis (GSSG) sekilde bulunabilir. Yapisinda bulunan sisteinden gelen
kimyasal aktiviteye sahip ve suda c¢oziinebilen —SH gruplari GSH’a biyolojik
ozellikler kazandirmaktadir. Bu 6zellikler, biiylime, gelisme ve ¢evresel dis etkilere

kars1 bitkilerin cevap mekanizmalari gibi 6nemli 6zelliklerdir [19-21].

Glutatyon rediiktaz (GR) hem prokaryotlarda hem de okaryotlarda bulunan,
oksidorediiktaz sinifina ait bir enzimdir [22]. Askorbat-glutamat dongiisiinde
potansiyel bir enzimdir. Ayrica, GSH’in indirgenmis bir sekilde kalmasimni
destekleyerek ROS’lara kars1 savunma sisteminde temel bir rol oynar. Biiyiik bir
miktar1 kloroplastlarda bulunmasina karsin az da olsa mitokondri ve kloroplastlarda

da lokalize olmustur [23, 24] .
GSSG + NADPH + H* _*® - 2GSH + NADP"

Bu enzim bitkilerde oksidatif prosesle NADPH’a bagl reaksiyonla disiilfid
bagiyla bagli GSSG’yi GSH’a indirgeyerek metabolik diizenleyici olarak gorev
yapar [25, 26]. Aslinda, GSSG bir disiilfid kopriisii ile baglanmis iki GSH’tan
olusmaktadir. GSSG, GR tarafindan GSH’a tekrar geri doniistiiriilebilir [27].

Glutatyon Peroksidazlar (GPX), farkli izoenzimlere sahip genis bir ailedir.
H20,, organik ve lipid hidroperoksitleri indirgemek i¢in GSH’1 kullanarak, oksidatif
strese karst bitki hiicrelerini korurlar [28]. Millar ve ark. Arabidopsis bitkisinde
sitozol, kloroplast, mitokondri ve kloroplastlarda GPX’i ait yedi adet benzer protein
ailesi  oldugunu tespit etmis ve bunlann AtGPX1-AtGPX7 seklinde
isimlendirmislerdir [29]. GPX, H,0;’yi iki molekiil H,O (Reaksiyon 1) ve bir
molekiil membran peroksidini (ROOH/LOOH) bir molekiil H,O’ye ve alkole
(ROH/LOH) indirger (Reaksiyon 2):

H,0, + 2GSH — 2H,0 + GSSG (1)

LOOH + 2GSH — H,0 + LOH +GSSG (2)
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Bitkilerdeki glutatyon-S-transferazlar bilinen glutatyon-S-transferaz enzim
ailesinin genis bir ailesidir ve bunlar tripeptit glutatyon ile elektrofilik ksenobiyotik
substratlarin konjugasyonunu katalize ederler. Bitkilerdeki herbisit detoksifikasyonu,
antosiyanin  vakuoler  sekestrasyonunu, hormon  homeostasisini,  tirozin
metabolizmasini, hidroperoksit detoksifikasyonunu, apoptoz diizenlenmesini ve
biyotik-abiyotik streslerde bitki cevaplarini diizenlerler [30]. GST’ler DNA, RNA ve
proteinlerle reaksiyona girebilen veya hasar verebilen sitotoksik ve genotoksik
bilesiklerin bertaraf edilmesinde potansiyel bir géreve sahiptir [28]. GST’ler, GSH*1
kullanarak peroksitleri inidirgeyerek sitotoksik ve genotoksik bilesik soniimleyiciler
tiretebilirler. Glutatyon-S-transferazlar; cevre  kirleticilerinden ilaglara,
karsinojenlerden pestisidlere kadar birgok bilesigi metabolize edebilirler. Glutatyon-
S-transferazlarin diger bir fonksiyonu, lipid peroksitlerinin bozunma iiriinleri ile

GSH arasindaki konjugasyonda antioksidan olarak gorev yapmalaridir [31, 32].
GSH+R-X =5 GSR+HX

ROOH +2GSH 5T 5 GSSG + ROH + H,0

2.2. Bor ve Ozellikleri

Tiirkiye’de bor bilesiklerinden baglicalar1 olan tinkal Eskisehir Kirka,
kolemanit Kiitahya Emet, Balikesir Bigadi¢ ve Bursa Kestelek, iileksit ise Balikesir
Bigadi¢’te bulunmaktadir. Diinyada bor rezervleri bakimindan Tiirkiye birinci sirada
yer almaktadir. Tiirkiye bor oksit (B203) bazinda 851.000 milyon ton ile diinyanin en
zengin bor iilkesidir. Tiirkiye, diinya goriiniir rezerv i¢inde %61,5, muhtemel rezerv

icinde %77,3 ve toplam rezervde ise %72,3’liik bir orana sahiptir [33].
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Tablo 2.2. Tirkiye Bor rezervleri (Ton)

Tiirkiye Bor Rezervleri (Ton)

Rezerv Yeri Rezerv
Bigadi¢ (Kolemanit-Uleksit) |631.865.000
Emet (Kolemanit-Uleksit) 1.815.291.000

Kestelek (Kolemanit) 5.555.000
Kirka (Tinkal) 832.676.000
Toplam 3.285.087.000

(ETI Maden béliim raporu,2015)

2.2.1. Bor’un Toksik Etkisi

Bor (B) mineraline bitkiler eser diizeyde ihtiya¢ duyarlar. Bitkiler tarafindan
kullanilan borun eksik miktar1 ve toksik diizeyi birbirine olduk¢a yakindir [34].
Diinyanin kurak ve yar1 kurak bolgelerinde B toksisitesi biiyiikk bir sorun
olusturmaktadir. Bor konsantrasyounun yiiksek oldugu ve az yagis alan bolgelerde
yetistirilen tarim triinleri i¢in bor sorunu yaygin bir problemdir [35]. Bor genellikle
kurak tarim bolgelerinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur ve bu bolgeler tuzlu ya
da tuzlu su ile sulanmis topraklardir [36]. Topraklardaki yiiksek bor seviyesi
giibreleme ve maden isletmeciliginden de artig géstermis durumdadir [37]. Diinyada
kurak ve yar1 kurak bolgelerdeki toprakta bulunan veya sulama suyu ile olusan
yiiksek bor diizeyi bitki biiylimesini olumsuz etkilemektedir [38]. Ayrica bitkide
yiiksek konsantrasyonlarda bulunan bor, bitki verimini de azaltmaktadir. Yapilan
caligmalarda topraktaki bor miktarin esik seviyesi 0,53 ppm olarak bulunmus olup
her ilave 0,1 ppm ile birlikte {irlin veriminde %3,7 oraninda azalmalar gézlenmistir
[39]. Bitkilerdeki asir1 bor miktar1 sonucu gelisen mekanizmalar bor
konsantrasyonlarina cevap olusturacak sekildeki genetik varyasyonlara sebep
olmustur [40]. Bu mekanizmalara dayanan calismalara 6rnek olarak, bugday ve arpa
govdelerinde daha az bor biriktirmeleri gosterilebilir [41, 42]. Bazi bitkilerde bor
toksisitesini azaltmak amaciyla antioksidan enzimler araciligi ile bir antioksidan
savunma One siiriilmiistiir [43]. Antioksidan enzimlerin ve antioksidanlarin

aktivitelerindeki degisim, bitkilerdeki oksidatif stresin bir gostergesi oldugu yapilan
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arastirmalarda gosterilmistir [44]. Tarimin bu kadar biiyiikk 6neme sahip olmasina

ragmen, tarimda bor toksisitesiyle miicadele ile ilgili bilgiler olduk¢a sinirlidir [45].

Diinyanin farkli bolgelerinde B konsantrasyonunun fazla oldugu topraklarda,
bitki biiylimesi ve mahsul verimi diigmektedir [46]. Asir1 bora maruz kalmisg
bitkilerde canlilikta azalma, biiylimede yavaglama, yapraklarda yanma, meyve
sayisinda ve biiyiikliigiine azalma gibi semptomlarin oldugu gosterilmistir [41, 37].
Bor toksisitesi nedeniyle reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikimi, elma koklerinde
[47], bugday [48], arpa [49] ve domates [40] bitkilerinde yapilan g¢aligmalarda
gosterilmistir. Ayrica asirt bor konsantrasyonu lipid peroksidasyonuna ve hidrojen
peroksit birikimine sebep olarak bitkilerde oksidatif hasara neden olmaktadir [50, 47,
48].

Son 20 yildir baz: bitkilerin neden bora karsi toleransli oldugunu anlamaya
yonelik ¢alismalar yapilmaktadir. Bor toksisitesinin oldugu topraklarda bitkilerde
bulunan tolerans mekanizmalarinin, iriin verimini artirmasi1 umut edilmektedir. Bu
caligmalarin neticesinde, toleransli bitkilerde bor-efflux tasiyic1 genlerinin
sentezlenmesiyle bor tolerans kabiliyetinin artabilecegi diisliniilmektedir. Biiytlik
olasilikla tastyict genlerin ekspresyonunun artmasiyla hiicre duvarimm geligimi gibi
temel apoplastik siireclerde gerekli olan diisiik seviyedeki bor tasinarak tolerans
mekanizmasinin gelisebildigi ileri siirtilmektedir. Borlu toprak igeren seralarda ve
cesitli borlu sollisyonlarda yapilan ¢alismalarda efflux tasiyici genlerinin daha fazla
ekspresyonu ile bitki tiirlerinin daha iyi performans gosterebilecegi caligmalar
yapilmaktadir. Ancak son 10 yil i¢inde yapilan ¢aligmalarda kurak ve yar1 kurak
bolgelerde bu bitki kiiltiirlerinin verimliligi konusunda yeterli sonuglar heniiz elde
edilememistir. En 1yi izlenen 6rnek giiney Avustralya'da bulunan Cezayir irki1 Sahra
arpa c¢esidi, bor tolerans genlerini tasidigi i¢in yiiksek verimli gesitlerin i¢inde son
derece toleransh tiir olarak bulunmustur. Yiiksek verim aliminda herhangi bir
azalmanin olmadig1 saha ¢alismalarinda kaydedilmistir [51, 52]. Bor toksisitesinden
kaynaklanan fizyolojik ve morfolojik degisikliklerden metabolik siirecleri korumak
icin hiicresel mekanizmalarin gelistirilmesi gerekmektedir. Ciinkii bitkiler strese

maruz kaldiklarinda 6ngoriilemez sekilde gelisimleri engellenmektedir [53].
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Bitkiler diger stres kosullarinda gosterdikleri tepkiler gibi bor stresiyle de
basa c¢ikabilmek igin ¢esitli biyokimyasal mekanizmalar gelistirmislerdir.
Biyokimyasal mekanizmalarini gelistirmelerinin sebebi stres kosullarina uyum
saglamaktir. Bu mekanizmalardan bazilari, koklerde alinan bazi iyonlarin biriktirilip
bazilarinin atilmasi, fotosentetik metabolik yollarin degisimi, membran duvarindaki

degisiklikler, antioksidan savunmadaki degisimler ve hormonal degisimlerdir [54].

Tiirkiye’de bor miktar1 fazla olan bolgelerde akarsular yiliksek oranda bor
tagimaktadir. Bu akarsular sulama amagli kullanildiginda bazi bolgelerde bor kirliligi
olugmaktadir. Dolayisiyla topraktaki ve sudaki yliksek derisimdeki bor bitkiye
gecmekte ve bitkide bor toksisitesi olugmaktadir [55]. Tiirkiye’de Bati Anadolu
Bolgesi diinya B rezervlerinin yaklasik %61’ine sahiptir. Bu bdlgede tarim
alanlarinda ve su kaynaklarinda bor toksisitesi 6onemli bir problem teskil etmektedir

[56, 57].

2.3. NO ve Ozellikleri

Nitrik oksit (bir kag¢ saniyelik 6mrii olan), son derece reaktif ve membranlar
arasinda kolaylikla difiize olabilen bir molekiildiir. NO, nitrosonyum katyonu (NO"),
nitroksil anyonu (NO") ve nitroksil radikali (NO’) gibi kendi iginde degisebilir
yapilarda bulunabilir. Bu o6zellikler nitrik oksiti gecici olarak ideal bir parakrin
(komsu hiicreler arasinda) ve otokrin (tek bir hiicre i¢inde) sinyalizasyon molekiilii
yapar [58]. NO kimyas1 ve difiizlenebilir davranisindan dolay: sinyal reseptorlerine
baglanamaz. Biyolojik olarak aktif bir molekiil olan NO, bitkilerde ¢esitli fizyolojik
siireclerde anahtar bir rol oynar [59]. NO bitkilerde, enzimatik veya enzimatik

olmayan sistemler tarafindan tiretilebilir [60, 61].

Gegtigimiz on yildan bu yana bir¢ok arastirmaci, disaridan eklenen NO’nun,
agir metal toksisitesine etkileri iizerine pek cok calisma yapmistir fakat bu konudaki

bilgiler olduk¢a sinirlidir.
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Bitkilerde NO arastirmas1 son yillarda biiylik ilgi gormektedir. NO’nun
bitkilerdeki esas gorevi bitki biiylimesi, gelismesi ve farkli hiicre ici siireglerinde
onemli bir sinyal molekiilii olarak davranmasidir. Farkli hiicre tipleri tlizerinde
NO’nun etkilerinin toksik ya da koruyucu olmasi onun konsantrasyonuna ve
durumuna baglhidir [62]. NO bitki sinyalizasyonunda dnemli bir yere sahiptir. Cesitli
biyotik ve abiyotik stres durumlarinda bitkilerin vermis olduklart tepkileri
diizenledigine dair birgok kanit vardir. NO c¢esitli stres durumlarinda ROS ile
etkileserek bir antioksidan gibi gorev yapar [63, 64]. O, molekiiliiniin peroksinitrite
(ONOQ") doniistiiriilmesi gibi NO dogrudan ROS soniimleyici bir antioksidan olarak
hareket edebilir. Ciinkii hiicre hasarinin sinirlandirilmasinda peroksitler daha az

toksik olarak kabul edilir [65].

Diisiik miktarlardaki NO, savunma sisteminin aktivasyonunda bir sinyal
olarak hareket eder. Fakat yiiksek dozlar1 kontrolsiiz ROS iiretiminden dolay1 bircok
hasara sebep olur [66]. NO’de bulunan eslesmemis elektron cifti nedeniyle O,
molekiili  etkilesime girebilir. Hiicredeki miktarlarina gére ROS ile NO

kombinasyonu toksik ya da koruyucu etki gosterebilir.

Bitki hiicre ve dokularinda evrensel bir sinyal molekiil olan NO, Cd [67], Cu
[68], Fe [69] gibi agir metal iceren stres durumlarinda anahtar bir rol oynar. Bu ii¢
farkli tiirdeki elemente ait raporlarin disinda yiiksek bor ortaminda yetistirilen
bitkilere disaridan NO ilave edilmesinin etkilerinin arastirildigi literatiir bilgisi
hemen hemen yok denecek kadar azdir. NO’nun asir1 borlu ortamlarda yetistirilen

bitkilerde yararli olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 2.3. Bitki hiicresinde NO biyosentezi.

Bugdayda, NO enzimatik veya enzimatik olmayan bir mekanizma ile endojen
olarak sentezlenebilir. NO, nitrit kaynakli olabildiginden, sentezlenmesi nitrit veya
nitrat substrat konsantrasyonu ile yakindan iliskilidir [70]. Bitki sistemlerinde
endojen nitrik oksit iiretiminden sorumlu birka¢ enzim vardir. Bunlar, Nitrat
Rediiktaz (NR) ve Nitrik Oksit Sentetaz (NOS) gibi enzimlerdir [71]. Fakat sadece
NR enzimini ile NO {iretimi agiklanabilmistir, NOS enziminin ¢alisma yolu heniiz
bitkilerde tamamen aydinlatilmamistir [72]. NO sadece NO;’den asidik kosullar

altinda sentezlenir [73] .
2NO; + 2H" —> 2NO + 1/20, + H,0

Nitrat rediiktaz (NR) bugdayda hem nitrat asimilasyonu, hem de NO {iretimi
birincil enzimi olarak davranir. NR aktivitesi ile substrat konsantrasyonu arasinda
pozitif bir korelasyon vardir [74]. NR yiiksek bitkilerde nitrat asimilasyon anahtar
enzimidir. NR, NADPH’dan nitrata iki elektron transferi ile nitritin olusumunu
katalizler. Daha sonra nitrit amonyuma (NH;"), nitrit rediiktaz (NIR) tarafindan
indirgenir. Olusan bu amonyum amino asit sentezinde kullanilir. NR ayrica ortamda
fazla nitrit biriktiginde NO {iretme kapasitesine sahiptir [75]. NR’1n NO olusturma

oran1 bitkilerdeki nitrit ve nitratin konsantrasyonuna baglidir.

NO;  + NADPH + H* _"* 5 NO, + NADP* + H,0
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2.4. Poliaminler ve Ozellikleri

Poliaminler (PA) biitiin canli hiicrelerde bulunan diisitk molekiil agirlikls,
polikatyonik, azotlu biiylime diizenleyicileridir. Bitkilerde en yaygin poliaminler,
diamin putresin (put), triamin spermidin (spd) ve tetraamin spermin (spm) ozel

kosullar altinda uzun zincirli poliaminlerin birikimi ile olusur [76, 77].
NH,-(CH2)4-NH; Putresin
NH,-(CH2)4-NH-(CH3)3-NH; Spermidin
NH2-(CH3)3-NH-(CH2)4-NH-(CH>)3-NH; Spermin

Poliaminler prokaryotlarda ve okaryotlarda normal biiylime ve gelisme igin
gereklidirler. Bitkilerde poliaminler, hiicre proliferasyonu, somatik embriyojenez,
farklilasma ve morfojenezin diizenlenmesi, ¢imlenme, gelisme, meyve olusumu gibi
gelisimsel ve fizyolojik siireclerde kritik rol oynarlar [78, 79]. PA’lerin ayn1 zamanda
tuzluluk, don, kuraklik, potasyum eksikligi ve patojenlere karsi savunma sinyali

olusturma gibi gevresel streslere karsi toleransi arttirdigi bilinmektedir.

Bitki gelisiminde abiyotik ve biyotik streslerde NO ve PA ortak fonksiyonlari
gdz Oniine alindiginda, NO ile PA-aracili stres yanitlar1 arasinda bir baglanti
olabilecegi diisiiniilmektedir. Arabidopsis bitkisinde PA-kaynaklt NO biyosentezi
tizerinde bulgular elde edilmistir. NO’nun poliamin hareketliliginde bir potansiyel
molekiil oldugu ve bunun da PA-araciligi ile sinyalizasyon olusturabilecegi
diisiiniilmektedir. Poliamin oksidaz (PAO) ve diamin oksidaz (DAO) sayesinde
poliamin katabolizmasmnin bir sonucu olarak NO biyosentezi, PA-aracili stres

yanitlarinin birgok islevini agiklamak i¢in bir hipotez olarak sunulmaktadir [80].
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Sekil 2.4. Bitkilerde poliamin biyosentezi.

ADC: arjinin dekarboksilaz; AIH: agmatin aminohidrolaz; CPA: N-karbomoil
putresin aminohidrolaz; ODC: ornitin dekarboksilaz; SPDS: spermidin sentaz;
SPMS: spermin sentaz; SAM sentaz: S-adenozilmethionin sentaz; SAMDC: S-
adenozilmethionin dekarboksilaz; ACC sentaz: 1-amino siklopropan-1-karboksilik
asit sentaz; ACC oksidaz: 1- amino-siklopropan-1- karboksilik asit oksidaz.

Poliaminlerin biyosentezi ve metabolizmasi yapilan caligmalarla ayrintili
bicimde incelenmistir. Bitkilerde putresin, ornitin dekarboksilaz (ODC) aracilig: ile
ornitinden veya arginin dekarboksilaz (ADC) aracilig1 ile iki basamakli bir reaksiyon
sonucunda sentez edilir. Bitkilerde en yiiksek miktarda bulunan poliamin putresindir.
Baz1 calismalarda portakal, portakal suyu, mandarin, altintop suyu, ket¢ap, donmus
yesil bezelye ve fermente soya sosu gibi test edilen besinlerin kilograminda 40 mg
putresin bulunmustur. Spermidin ise sperminden daha yiiksek diizeyde bulunur.
Baklagiller, armut, soya, karnabahar ve brokoli gibi besinlerde spermidin kilogramda

30 mg olarak bulunmustur [81, 82].

Stres kosullar1 altinda poliaminlerin, hiicredeki islevsel molekiilleri ve
membranlart etkin bir bicimde korudugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [83].
Poliaminlerin, hiicredeki diger bazi koruyucu molekiillerin 6zelligine benzer bir
ozellik gostererek hiicrenin serbest radikallere karsi korunmasinda gorev yaptig1 da
diisiiniilmektedir. Bu 6zellikler hiicrede pH'in korunmasi, makro molekiillerin stabil

halde tutulmasi ve hidrofilik olma gibi 6zelliklerdir [83, 84].

18



Poliaminlerin, serbest radikalleri temizleme ve membran stabilizesini saglama
gibi 6zellikleri onlarin ¢ok yonlii fonksiyonlara sahip oldugunu gostermektedir [85,
86]. Verma ve Mishra (2005), NaCl stresi altinda B. juncea fidelerinde putresinin
(put), H20, ve lipid peroksidasyonunu azalttigini belirtmislerdir. Bu sonug putresinin
bir antioksidan gibi davrandigini géstermistir [87]. Diger bir 6rnekte ise putresin, tuz
stresine maruz birakilmis Brassica'nin yapraklarinda antioksidan aktivitesinin ve
karotenoidlerin miktarinin artmasmi saglamistir. Tuz stresi altindaki bitkiye
spermidin ilave edildiginde antioksidan enzim aktivitesinde, prolin miktarlarinda,
fotosentez igeriginde ve biiyiimede artis olurken koklerdeki membran hasarlarinda

azalma gozlenmistir [88, 89].

2.5. Fitoselatinler ve Ozellikleri

Fitoselatinler (PC’ler) genel yapisi (y-Glu-Cys),-Gly olan ve sisteince zengin
kiiglik polipeptitlerdir [90]. Bu peptitler, bircok metali metal-tiyolat kompleksleri
seklinde alikoyabilmekte ve agir metal detoksifikasyonunda 6nemli rol oynamaktadir
[18, 91]. Glu-Cys birimlerinin sayisina bagli olarak PC’ler; PC,, PCs, PCy4, PCs ve
PCs olarak siniflandirilmaktadir [92].

COOH
y n=2-11
NW H/\COOH
O
S n
y -Glu Cys M Gly

Sekil 2.5. Fitoselatinin yapist.

Glutatyon S-transferazlar ve PC sentaz GSH’1 tiikketen reaksiyonlar katalize
etmekte ve sonug olarak bu enzimlerin aktivasyonu glutamilsistein sentetaz (ECS)’in
GSH ile geri besleme inhibisyonunun tistesinden gelerek biyosentetik yolda bir artisa
neden olabilmektedir. Sistein ve glisin kullanabilirligi de GSH sentezinin
diizenlenmesine katkida bulunabilmektedir [93]. Bununla birlikte, GSH sentezinin

oksidatif stres ile diizenlendigi bildirilmistir [94]. Xiang ve Oliver (1998) Cd
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stresinin PC sentazi aktive ederek GSH’dan PC’lerin sentezini tesvik ettigini ve
sadece GSH biyosentez yolunun transkripsiyonel aktivasyonu ile degil, ayni
zamanda reaktif oksijen tilirlerinin olusumu tarafindan da GSH sentezinin tesvik
edildigini bildirmislerdir [95]. PC sentaz aktivitesinin diizenlenmesi PC sentezinin
diizenlendigi birincil nokta oldugu disiiniilmektedir [90]. Ciinkii bu enzim
biyosentez yolundaki en yavas enzimdir [93]. Baz tiirlerde PC sentaz aktivesi hem

transkripsiyonel hem de post-translasyonel seviyede diizenlenmektedir [18].

Bitkilerde agir metal birikimi PC’lerin {iretimini tesvik etmektedir [96, 97].
Bitki dokularinda PC iiretiminin agir metal birikimi ile pozitif korelasyon gdostermesi
PC’lerin agir metal stresi tarafindan tesvik edildigini gostermektedir. Enzimatik
olmayan antioksidanlar, glutatyon, askorbat, fenolik ve karotenoidler gibi diisiik
molekiiler agirliktaki bilesikleri igerir. Bunlar arasinda, glutatyon bitki hiicrelerinde
biiyiik bir redoks bilesenidir ve oksidatif stres, agir metaller ve ksenobiyotiklere karsi
bitkileri korur. Glutatyon ayrica, fitoselatinlerin (PC) bir 6ncii molekiilii olarak
davranmaktadir. PC’ler bitkilerin agir metal toksisitesine kars1 gelistirdigi
detoksifikasyon mekanizmalaridir [98]. Arsenik ve selenyum gibi metalloidlerin
tutulumu i¢in ortama PC katilmasmin, detoksifikasyon i¢in iyi sonuglar verdigi
gozlenmistir [99 - 101]. Fakat B toksisitesinin oldugu topraklarda yetisen bitkilerde

PCl'lerin etkileri hi¢ arastirilmamustir.

Agir metallerin bitkilerde vakuolde tutulmasi bitkideki agir metal gideriminde
onemli bir rol oynar. Sitozollerde sentezlenen PC’ler, PC-metal kompleksleri
yaparak vakuole tasmir ve sitozolden agir metal giderimi saglanir [93, 102].
Glutatyon ve fitoselatin sentezlenmesinden sorumlu genlerin tekrar diizenlemesi ile

bitkilerin toksik metal giderim kabiliyetleri gelistirilebilmektedir.

Glutatyon ve PC seviyelerinin diizenlenmesinde gorev alan Glutamilsistein
Sentetaz (-ECS), Glutatyon Sentaz (GS) ve Fitoselatin Sentaz (PCS) enzimlerinin
kodlanmasindan sorumlu genler, toksik metal giderimi kabiliyetinin gelismesi i¢in

onemli genlerdir [103].
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Bitkilerin birgogunda ve mayada bu genlerin yiiksek oranda ekspresyonu agir
metal tutulmasina veya toleransina yol agabilmektedir [104]. Arabidopsis thaliana
[105], Triticum aestivum [106], Allium sativum [107] ve Brassica juncea [108]’dan
almman fitoselatin genlerinin degisik bitki ve mikroorganizmalarda fazla miktarda
eksprese olmasiyla metal-tutucu protein miktarinda artis saglanmisg, buna bagli olarak

agir metal toleransi daha fazla gézlenmistir.

Bugiine kadar elde edilen bulgularda, PC’lerin Cd toleransinda 6nemli bir
gorev almadigi dogrultusundadir. Ornek olarak Cd’a toleransli Silene vulgaris
genotiplerinde Cd’a hassas genotiplere gore daha az miktarda fitoselatin tliretimi
oldugu tespit edilmistir [109]. Baska bir 6rnekte de, Cd-toleransli Thlaspi
caerulescens’in Cd-hassas T. arvense’ye gore daha az miktarda fitoselatin

sentezledigi saptanmistir [110].

2.6. Diisiik Molekiil Agirhikh Organik Asitler

Diisiik molekiil agirlikli organik asitlerin (LMWOA), eser elementler ile
kirlenmis toprakta fitoremediasyonu artirdigi gdosterilmistir. Fitoremediasyon,
kimyasal temizleme islemine gerek kalmadan, bitkiler kullanilarak topraktaki agir
metallerin ve organik Kirlerin giderilmesidir [111, 112]. Topraktaki organik asitlerin
ana kaynaklar1 koklerin terlemesi, bakteri ve mantarlarin pargalanmasidir [113].
LMWOA iceren organik bilesiklerin aktif terlemesi veya kokten bilesiklerin pasif
olarak kaybi sonucunda koklerdeki aktivite ile toprak yiizeyinde kok terlemesi
(eksudasyon) olusur [114]. Bitki koklerinin terlemesiyle topragin pH’1 ve organik
yapist degisiklige ugrayabilir [115]. Bitkiler ve mikroorganizmalar topraga besin
saglamak, metal detoksifikasyonunu gergeklestirmek [116], koklerdeki anaerobik
stresi azaltmak, mineral ayrismay1 saglamak ve mikrobiyal atiklar1 soniimlemek igin
organik asit salgilayabilir [117, 118]. Rizosferin asitlendirilmesi ve besinlerin
¢Oziindiiriilmesi fitoremediasyon ile gerceklesir ve bu olayda LMWOA’lar 6nemli
bir rol oynar. Diisiik molekiil agirlikli organik asitlerden en 6nemlileri olan sitrik asit,
oksalik asit ve malik asit agir metal ¢oziliniirliiglinli ve mineral besin hareketliligini

gerceklestirir [114]. Kokler tarafindan en sik salinan LMWOA’lar asetik asit,
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fumarik asit, maleik asit ve laktik asittir. Bunlar, bitki tiirleri, topragin fizikokimyasal
ozellikleri, iz elementlerin konsantrasyonu ve metallerin indirgen formuna bagh

olarak farkli bilesimlerde ve miktarlarda olabilirler [111, 119- 123].

Diisiik molekiil agirlikli organik asitler ve ilgili bilesikler, her yerde bulunan
polar ve suda ¢Oziiniir bilesiklerdir. Aerosoller, yagmur suyu, buz kiitleleri, deniz
sedimentleri, tathh sular ve toprak gibi cesitli ¢evresel Orneklerde bulunurlar.
LMWOA’lar, trikarboksilik asit ara maddeleri olusumu, katabolizma, anabolizma,
glioksilat ¢evrimi, amino asit metabolizmasi gibi bir¢ok biyolojik stireglerde yer alir.
Oksijensiz deniz sedimentlerinde, LMWOA’lar biiyiik molekiiller arasinda 6nemli
aktif ara maddeler olarak hareket ederler. Metabolik aktiviteleri sirasindaki
remineralizasyon son trilinleri ise CHyg, SOy’dir [124]. LMWOA’lar mikrobiyal
metabolitler ve bitki salgilarindan olusmaktadir ve bunlarda c¢esitli islevsel gruplar
bulunmaktadir. LMWOA’lardan 6rnegin oksalik, sitrik, malik, malonik ve siiksinik
asitte 1-6 karbon atomu ve 1-3 karboksil grubu bulunmaktadir ve toprakta ¢6ziinmiis

organik karbon miktarinin %10 unu olusturmaktadir [125, 126].

2.7. Bugdayin Tarim Ac¢isindan Onemi

Diinya’nin ve Tiirkiye’nin neredeyse her boliimiinde tiretimi yapilan bugday;
gerek cok biiyiik iiretici kitlesini ilgilendirmesi, gerekse insanlarin temel gidasi olan

ekmegin hammaddesini olusturmasi bakimindan oldukca 6énemli bir tirtindiir.

Bugday iiretimi, lilkemizin her bolgesinde yapilmaktadir. Bu nedenle bugday,
tarla bitkileri icerisinde ekim alani ve iiretim miktar1 bakimindan ilk sirayr
almaktadir. Son 20 yilda bugday ekim alanlar1 7,5-9,8 milyon hektar arasinda;
tiretimi ise 17,2-22,05 milyon ton arasinda degismistir. Ekmek, bulgur, makarna,
irmik, biskiivi, nisasta ve bugdaya dayali diger unlu mamuller tiiketimi dikkate
alindiginda bugday tiiketimimiz 18-18,5 milyon ton diizeyindedir. Son 14 yila
bakildiginda bugday ekim alanlarinin 7,5-9,4 milyon hektar arasinda; {iretim

miktarinin ise 17,2-22,1 milyon ton arasinda degistigi goriilmektedir. 2007 yilinda
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yasanan kuraklik nedeniyle iiretim 17,2 milyon ton olarak gerceklesmistir. TUIK e
gore 2013 yilinda bugday tiretimi 22,050 milyon ton olup; 2014 yili itibariyle 19,0
milyon tona diistiigli tahmin edilmistir. Bugday Tiirkiye'nin her bdlgesinde
yetistirilebilmekle birlikte o6zellikle Orta Anadolu Bolgesi'nde yaygin olarak
tiretilmektedir. Nitekim 2013 yili ekmeklik bugday iiretiminde %36'lik pay ile ilk
sirada Orta Anadolu Bolgesi yer almaktadir. Orta Anadolu'yu %I15 oraniyla
Marmara Bolgesi ve %14 oraniyla Gilineydogu Anadolu Bodlgesi izlemektedir.
Uretimden en az pay1 %7 ile Dogu Anadolu ve Ege Bolgeleri almaktadir. Makarnalik
bugday tiretiminde ise ilk siray1 %46 lik payla Gilineydogu Anadolu Bolgesi almakta,
ikinci sirada Orta Anadolu Bolgesi (%28), liglincii sirada ise Ege Bolgesi (%13) yer
almaktadir [127].

Uretim agisindan yaklasik 4 milyon isletmeyi baska bir ifade ile 15 milyon
civarinda insani, tiikketim agisindan ise Tiirkiye’nin tiim niifusunu ilgilendirmektedir.
Tiirkiye’de oldukca fazla g¢esit olmasina ragmen bugdayda uygun gesit standard,
verim ve kalite sorunlari heniiz tam anlamiyla ¢oziimlenememistir. Tiirkiye’de
bugday tarmmi, biiyliik Olgiide kuru kosullarda yapildigi i¢in verim diisiik ve
dolayisiyla bugday {ireticisinin geliri de diger iirlin iireticilerine gére daha azdir.
Kuru ve yagisin az oldugu bolgelerde bor toksisitesi de toprakta karsilagilan en
biiyiik problemdir. Bor stresi ile birlikte bugdayda verim azalmaktadir. Bu hem
iireticiye hem de {iilke ekonomisine biiyiik darbe vurmaktadir. Bor toksisitesinden
kaynaklanan verim kayiplarinin oniine gegmek adina, ortama NO ekleyerek stres
kosullarin1 normallestirmek ve bugday verimini arttirmak bu c¢aligmanin temel

amacidir.
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2.8. Literatiir Ozeti

Gezgin ve ark. (2002) Tiirkiye’de Orta ve Giliney Anadolu’da arpa ve bugday

tiretimi yapilan bolgelerde yiiksek oranda bor kirliliginin oldugunu bildirmislerdir

[8].

Alonso ve ark. (2001) serbest radikallerin, hiicre duvari ve membranina
saldirarak, hiicrelerin parcalanmasina, fotosentezde verim kaybina, yapraklarda
dirilikte azalmalara ve bitkinin diger stres faktorlerine kars1i toleransinin
zayiflamasma yol acgarak bitki biiylimesinin geriledigini bildirmislerdir. Ayrica
serbest radikallerin, hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi

fonksiyonel molekiillerine olan negatif etkilerini de rapor etmislerdir [ 13].

Seckin ve ark. (2005)’na gore bitkiler diger stres kosullarinda gdsterdikleri
tepkiler gibi bor stresiyle de basa ¢ikabilmek i¢in ¢esitli biyokimyasal mekanizmalar
gelistirmislerdir. Biyokimyasal mekanizmalarin1 gelistirmelerinin  sebebi  stres
kosullarina uyum saglamaktir. Bu mekanizmalardan bazilari, koklerde alinan bazi
iyonlarin biriktirilip bazilarmin atilmasi, fotosentetik metabolik yollarin degisimi,
membran duvarindaki degisiklikler, antioksidan savunmadaki degisimler ve

hormonal degisimlerdir [54].

Wink ve ark. (1998) NO’nun bitkilerdeki esas gorevinin bitki biiylimesi,
gelismesi ve farkli hiicre i¢i siireglerinde O6nemli bir sinyal molekiilii olarak
davranmasi oldugunu ve farkli hiicre tipleri izerinde NO’nun etkilerinin toksik ya da
koruyucu olmasi onun konsantrasyonuna ve durumuna bagli oldugunu belirtmislerdir
[62].

Bitkilerin yapisinda poliaminlerden putresinin genellikle en yiiksek oranda
bulundugu belirtilmistir. Baz1 ¢alismalarda da portakal, portakal suyu, mandarin,
altintop suyu, ketgap, donmus yesil bezelye ve fermente soya sosu gibi besinlerde

putresin miktar1 kilograminda 40 mg olarak Slc¢iilmiistiir. Ayrica baklagiller, armut,

24



soya, karnabahar ve brokoli gibi besinlerde, spermidinin sperminden daha yiiksek

oranda bulundugu ve bu miktarin kilogramda 30 mg oldugu rapor edilmistir [81, 82].

Liu ve ark. (2007) PA’lerin stres kosullarinda biyomolekiilleri korumada ve
membran sistemlerinin denatiirasyonunun 6nlenmesinde diger bilesiklere gore daha

1yi bir stabilize edici oldugu diisiinmektedir [83].

Mendoza-Cozatl ve ark. (2005) glutatyon S-transferazlar ve PC sentazin
GSH"1 tliketen reaksiyonlar1 katalize etmekte ve sonu¢ olarak bu enzimlerin
aktivasyonu glutamilsistein sentetazin (-ECS) GSH ile geri besleme inhibisyonunun
tistesinden gelerek biyosentetik yolda artisa neden olabilecegini, ayrica sistein ve
glisin kullanilmasinin da GSH sentezinin diizenlenmesine katkida bulunabildigini

belirtmislerdir [93].

Ramos ve ark. (2007) ve Mendoza-Cozatl ve ark (2008) bitkilerde
dokularinda PC {iretiminin agir metal birikimi ile pozitif korelasyon gdstermesi

sonucu PC’lerin agir metal stresi tarafindan tesvik edildigini 6ne siirmiiglerdir [96,

97].

Mendoza-Cozatl ve ark. (2005) ve Verbruggen ve ark. (2009)’na goére agir
metallerin vakuollerde alikonulmasi maya, mantar ve bitkilerde agir metal
toleransinin dnemli mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Sitozolde sentezlenen
PC’ler, PC-metal kompleksleri olusturarak vakuole tasinmakta ve boylece sitozolden

toksik elementlerin uzaklastirilmasi saglanmaktadir [93, 102].

Bitkiler ~ve  mikroorganizmalar topraga besin saglamak, metal
detoksifikasyonunu gergeklestirmek, koklerdeki anaerobik stresi azaltmak, mineral
ayrismayl saglamak ve mikrobiyal atiklar1 soniimlemek icin organik asit

salgilayabilir [116-118].
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Jones ve ark. (1996)’na gore rizosferin asitlendirilmesi ve besinlerin
¢Oziinmesi fitoremediasyon ile gerceklesir ve bu olayda LMWOA’lar 6nemli bir rol
oynar. Diisiik molekiil agirlikli organik asitlerden en Onemlileri olan sitrik asit,
oksalik asit ve malik asit agir metal ¢oziliniirliigiinii ve mineral besin hareketliligini

gerceklestirir [114].

Kokler tarafindan en sik salinan LMWOA ’lar asetik asit, fumarik asit, maleik
asit ve laktik asittir. Bunlar, bitki tiirleri, topragin fizikokimyasal ozellikleri, iz
elementlerin konsantrasyonu ve metallerin indirgen formuna bagli olarak farkli

bilesimlerde ve miktarlarda olabilirler [111, 119-123].

Ekmek, bulgur, makarna, irmik, biskiivi, nigsasta ve bugdaya dayali diger unlu
mamuller tiiketimi dikkate alindiginda bugday tiiketimimiz 18-18,5 milyon ton
diizeyindedir. Son 14 yila bakildiginda bugday ekim alanlarinin 7,5-9,4 milyon
hektar arasinda; tretim miktarmin ise 17,2-22,1 milyon ton arasinda degistigi

gorilmektedir [127].

Soylemezoglu ve ark. (2009) iki asma tiirine 20 mg/kg bor toksisitesi
uygulamislardir. Bor stresi ile birlikte bitki kuru agirliginda azalma gozlenirken,

prolin, MDA, H,0; igeriklerinde artma oldugu rapor edilmistir [128].

Kaya ve ark. (2015) domates bitkisinde 0,5, 3,5 ve 6,5 mg/L bor
uyguladiklarinda kok ve govde kuru agirliklarinda, Ca ve K miktarlarinda
azalmalarin oldugunu saptamislardir. Ayrica 0,1 mM SNP ile govde kuru agirligi,

kok kuru agirligl, Ca, K miktarlar artis gostermis, % elektrolitik azalmistir [129].
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Bastias ve ark. (2010) domates bitkisine 150 mM NaCl uyguladiklarinda,
bitkide Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na ve Zn igeriklerinde azalma oldugunu tespit
etmislerdir [130].

Nable (1988) arpa ve bugday genotiplerini incelediginde B hassas kiiltiirlerin,
B toleransh kiiltiirlerden daha fazla boru biinyesinde biriktirdigini gdstermistir. Bu
sonucun toleransli genotiplerin koklerinin ortamdaki yiiksek miktardaki borun

alimimini kisitlayacak yetenege sahip oldugunu kanitladigini ileri siirmiistiir [131].

Matoh (1997)’a gore asir1 bora maruz kalan bitkide bor, yaprak hiicrelerinde
birikim meydana getirir. Stoplazmaya sizarak stoplazmik metabolizmay1

diizensizlestirir ve biiyiimede yavaslamaya sebep olur [5].

Groppa (2008) bugday yapraklari ve filizleri kurakliga maruz kaldiginda
ortama NO dondrii olan SNP eklendiginde, stoma kapanmasinin uyarilmasiyla ve
terleme oraninin azaltilmasiyla su kaybinda azalma oldugunu rapor etmistir. Son
yapilan c¢alismalar poliamin ve NO sinyal metabolizmasinin diger metabolik yollarla

ortak diisliniilmesi gerektigini gdstermistir [132].

Yamasaki ve ark. (2006) bazi1 oksidatif streslerde poliamin katabolizmasinin
drettigi hidrojen peroksitin antioksidan savunma sistemini aktive ettigini One
stirmiislerdir. Ayrica fenil propanoid ve poliamin konjugatlarin da ROS ve NOS’lara
kars1 stres kosullarinda bir antioksidan cevap olusturacak sekilde hareket edebildigi

yapilan arastirmalar sonucu ortaya konmustur [133].

Ruiz ve ark. (2003) ayg¢igegi bitkisinde asir1 borun GSH sentezini inhibe
ettigini One siirmiigler. Ayrica disaridan ilave edilen antioksidanlarin borun

olusturdugu zararlar1 azalttigini1 de belirtmislerdir [134].
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Foyer ve ark. (2005) GSH’1n sentezlenmesi sonucunda birden fazla hiicresel
reaksiyon i¢in 6ncii molekiiller olusabilecegini 6ne siirmiislerdir. Bu reaksiyonlardan
biri de iki glutatyonun (GSH) bir distlfit bagiyla baglanip GSSG molekiiliinii
olusturmasidir. Ayrica GSH ve GSSG arasindaki bu dengenin hiicresel redoks

durumunun korunmasi agisindan gerekli oldugunu belirmislerdir [135].

Keltjens ve ark. (1998) fitoselatinlerin, Ni gibi taginim gerektiren metaller
varliginda yogun sentezlendigini ve fitoselatin biyosentezi gerc¢eklesirken GSH’larin
oncii molekiil olarak kullanildigini ayrica metal kaynakli fitoselatinlerin bitkilerde
ozellikle tahillarda metal toksisitesinin bir belirteci olarak fonksiyon gosterdigini

belirtmislerdir [136].

Pb, Cd ve Cu gibi metallerin artisi, giviskan otu, bugday, misir ve mikroalgler

de metal toksisitesine sebep olur. Bitki biiylimesini engeller ve fitoselatin birikimini

arttirir [136-140].

Hoff ve ark. (1994) ve Crawford (1995) Nitrat rediiktaz (NR)’1n nitrat
asimilasyon metabolik yolunun birincil enzimi oldugunu ve bitkilerde stoplazmada
nitratin nitrite indirgenmesini katalizledigini belirtmislerdir. Son yillarda yapilan
caligmalarda NR  proteinlerinin  diizenleyici  ozellikleri ve  yapilarinin

karakterizasyonu lizerine odaklanilmigtir [141, 142].

Hoff ve ark. (1994) ve MacKintosh ve ark. (2001) NR geninin ekspresyonunu
arttiran birincil etkenin 151k oldugunu, 15181 protein seviyesinde NR aktivitesini
indiikledigini belirtmislerdir. Fotosentez gibi nitrat asimilasyonunun da enerji tiikketen

bir metabolik yola sahip oldugunu ve 151k gerektirdigini rapor etmislerdir [141, 143].
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Jones ve ark. (1998) soguk stresi uygulanan domates bitkisinde NR gen

ekspresyonunun azaldigini rapor edilmistir [144].

Foyer (1998) kurakligin musir bitkisine olan etkisini incelemigtir. Misir
yapraklarinda kuraklik etkisiyle NR genine ait mRNA seviyelerinin azaldigimi
belirtmistir [145].

Oksidatif stres durumunda klorofil kayb1 gergeklesir. Bunun sebebi PS II
kompleks proteinindeki dengesizlik sonucu olusan fotosentetik yapilarin hasar

gormesidir [146].
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

H3BO3

SNP (Sodyum Nitroprussid)

KNO;

Ca(NO3),
KH,;PO4
K2HPO,
MgSO,.7H,0
CuS04.5H,0
ZnS0,4.7H,0
NaMo0O4.H,0
FeS0,.7H,0
Tartarik asit
Titanyum (IV) kloriir
Perklorik asit
NaClO4

HsPO4

H20;
Stilfosalisilik asit

Toluen

30

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich



Asetonitril

TBA (Tiyobarbiitirik asit)
TCA (Trikloroasetik asit)
KNO,

Izopropanol

Siilfanilamid

NED-HCI

Sistein

GSH

GSSG

Glutatyon rediiktaz
NADPH
t-butilhidroperoksit
CDNB

DTNB

Diisiik molekiil agirlikli organik asit kiti
Poliamin Standartlari

PC; (Fitoselatin 2)

Real Time - PCR Kiti

31

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck

Alfa Aesar
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Fluka

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Supelco
Sigma Aldrich

Anaspec

Thermo Scientific



3.1.2. Kullanilan Cihazlar

1. Hassas Terazi (Sartorius)

2. Homojenizator (IKA)

3. Mikroddalga bozundurma Sistemi (Cem Mars 6)
4. ICP-MS (Agilent 7700 Serises)

5. UV-VIS spektrofotometre (Agielent Cary 60)
6. HPLC (Agilent 1200 Affinity)

8. Termocycler (BioRad, T100)

9. Real Time PCR (Thermo Scientific)

10. Etiiv (Memmert UNB400)

11. Vorteks (Daihan)

12. Mikro Santrifiij (Hettich Micro 200R)

13. Calkalayic1 (IKA-KS400)

14. Su banyosu (Memmert WNE10)

15. Ultrasonik Banyo (Daihan, Wise Clean)
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3.2. Bitki Biiyiime Kosullar:

Bu tez calismasinda Tiirkiye’de tarim agisindan ekonomik Oneme sahip
bugday bitkisi kullanildi. Bor konsantrasyonunun yiiksek oldugu tarim arazilerinde
yetistirilen bugdayda, asir1 bordan kaynaklanan bitki stresi olusmaktadir. Bu stres
bugdaya zarar vermekte ve {iriin verimini azaltmaktadir. Bugday bitkisini bor
stresinden korumak amaciyla, biiyiime kosullarina eksojen olarak SNP (Nitrik Oksit
dondrii) ilave edildi. Nitrik oksitin, bor stresine olan etkilerinin incelenerek bitkinin
normal gelisim diizeylerine tekrar geri doniip donemedigi yaptigimiz deneyler
sonucu elde edilen verilerle yorumlandi. Calismamizda kullandigimiz bugday
tohumlar1 Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Gegit Kusagr Tarimsal Aragtirma
Enstitiisii’'nden (Eskigehir) temin edildi. Deneylerimizde bugdayin iki tescilli tiirti

olan Bezostoya (bora hassas) ile Kutluk 94 (bora toleransli) kullanildu.

Bugday tohumlari, %10’luk hipoklorit ¢ozeltisi ile 20 dakika dezenfekte
edilip distile su ile yikanarak, daha sonra 10 giin 25 °C’de nemli iki kurutma kagidi
arasinda ¢imlendirildi. 10 giinliik fideler, 1,02 g/L KNOg, 0,492 g/L Ca(NOs3),, 0,23
g/L KH;PO4 0,49 g/L MgSO4.7H,0, 1,81 mg/L CuSO,.5H,0, 0,22 mg/L
ZnS04.7H,0, 0,09 mg/L NaMoO4.H,O ve FeSO4.7H,O (%0,5) ile tartarik asit
(%0,4) iceren cozeltiden 0,6 mL/L olacak sekilde Arnon ve Hougland (1938) [147]
tarafindan Onerilen biiyiitlicli soliisyona aktarilip, biiyiitiicli soliisyona farkli
konsantrasyonlarda, bor ve nitrik oksit ilave edilip degisimler incelendi. Biiylitiicii
soliisyon, pH degisimini engellemek ve besin takviyesi yapabilmek i¢in haftada dort
kez degistirilip siirekli havalandirildi. Bugday fideleri 25 °C’de 16 saat 151k / 8 saat
karanlik biiyiime c¢emberinde gozlendi. Calismalarimizda 10 mM  bor
konsatrasyonuna 0,1, 0,2 ve 0,5 mM Sodyum Nitroprussid (SNP) ilave edildi. Bor
konsantrasyonlar1 borik asit (H3BO3), NO konsantrasyonlar1 Nitrik Oksit (NO)
donorii olan Sodyum Nitroprussid (SNP) (NazFe(CN)sNO.2H,0) kimyasallarindan
hazirlandi. Deney setimiz; kontrol (bor ve SNP hari¢), 10 mM bor (borik asitten
hazirlandi) (10 B), 10 mM bor + 0,1 mM SNP (10 B+0,1 SNP), 10 mM bor + 0,2
mM SNP (10 B+0,2 SNP), 10 mM bor + 0,5 mM SNP (10 B+0,5 SNP) olarak

hazirlandi.
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Bor stresine en iyi cevap olusturan SNP konsantrasyonu deneylerimizden elde
ettigimiz verilere gére yorumlandi. Gévde ve koklerin boy uzunluklari, agirliklari, %
elektrolitik 1iletkenlikleri, MDA igerikleri, prolin igerikleri, hidrojen peroksit
igerikleri, Glutatyon Peroksidaz, Glutatyon Rediiktaz, Glutatyon-S-Transferaz, Nitrat
Rediiktaz enzimlerinin aktiviteleri, diisiik molekiil agirlikli organik asit miktarlari,
metal miktarlar1 ve poliamin diizeyleri, glutatyon (GSH/GSSG), sistein, fitoselatin
(PC,) igerikleri analiz edildi.

Kontrol 10B+0,2 SNP 10B
Bezostoya Bezostoya Bezostoya

19/04/2013

Sekil 3.1. Bezostoya bugday tiirtinde, Kontrol (borsuz), 10 mM B+0,2 mM SNP ve
10 mM B uygulamasinin 7. giinii resimleri.
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Sekil 3.2. Bezostoya bugday tiiriinde, 10 mM B, 10 mM B+0,5 mM SNP, 10 mM
B+0,2 mM SNP ve 10 mM B+0,1 mM SNP uygulamasinin 7. giinii resimleri.
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Kontrol 10 B+0,2 SNF 08B
Kutluk 94 Kutluk 94 Kutluk 94

19/04/2013

Sekil 3.3. Kutluk 94 bugday tiiriinde, Kontrol (borsuz), 10 mM B+0,2 mM SNP ve
10 mM B uygulamasinin 7. giinii resimleri.
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0 B+0, 10 B+ 0,2 10 B+0,1

Kutluk 94 Kutiuk:94 Kutluk 94 Kutluk 94

Sekil 3.4. Kutluk 94 bugday tiiriinde, 10 mM B, 10 mM B+0,5 mM SNP, 10 mM
B+0,2 mM SNP ve 10 mM B+0,1 mM SNP uygulamasinin 7. giinii resimleri.

3.3. Fotosentetik Pigment Icerigi Ol¢iimii

Bugday taze yapraklarindan 0,5 g alinarak iizerine 25 mL %100’liik aseton
ilave edildi. Daha sonra bir dakika boyunca homojenize edildi. Homojenize edilen
ornekler 2500 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij edilen 6rneklerin
ist faz1 alinarak spektrofotometrede 470, 645 ve 662 nm’de absorbanslari okundu.
Fotosentetik pigment igerikleri Lichtenthaler ve Wellburn (1983) tarafindan
gelistirilen yonteme gore hesaplandi. Klorofil a (K1 a), klorofil b (Kl b), toplam
klorofil (KI a+KI b) ve toplam karotenoid icerikleri mg/g taze agirlik olarak tayin
edildi [148].

Kla= 11,75 Aeez - 2,350 A545
Klb= 18,61 Ae45 — 3,960 A552

Toplam Karotenoid = (1000 A7 — 2,270 Kl a — 81,4 Kl b)/227
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3.4. Elektrolitik Tletkenlik (%) (EL) Ol¢iimii

Elektriksel iletkenlikleri Masood ve ark. (2006)’na gore hesaplandi. 0.2 g taze
bitki 6rnekleri 20 mL deiyonize suda 2 saat, 25 °C’de 100 rpm’de bekletildi ve
elektriksel iletkenlikleri kondiiktometre ile 6lgtildii (EC1). Daha sonra, bitki 6rnekleri
kaynar suda 10 dakika karistirilarak bekletildi. Tekrar iletkenlikleri olgiildi (EC2).
Bu iki oOl¢iimden sonra elektriksel iletkenlik degeri (% EL) hesaplandi.
EL=(EC1/EC2)x100 [149].

3.5. Hidrojen Peroksit Ol¢iimii

Hidrojen peroksit igerigi Jana ve Choudhuri (1981) tarafindan Onerilen
metoda gore belirlendi. Bugday bitkilerinin gévde ve kokleri yas olarak tartilip 50
mM potasyum fosfat tamponunda (pH 6,5) homojenize edildi ve 10000 g’de 25
dakika santrifiijlendi. Cozelti alindi tizerine %1,0’lik titanium (IV) kloriir (v/v)
eklendi, vorteksle karistirildi ve 10000 g’de 15 dakika santrifiijlendi. Siipernatantin
410 nm’deki absorbansi oOlgiilerek hidrojen peroksit konsantrasyonu hesaplandi

(€=0.28 uM*cm™) [150].

3.6. Prolin Ol¢iimii

Prolin igerigi Bates ve arkadaglar1 (1973) tarafindan belirlenen metoda gore
tayin edildi. Bugday bitkisinin gévde ve koklerinden 0,5 g alinip %5’lik siilfosalisilik
asit soliisyonunda homojenize edilip 13000 g’de 10 dakika santrifiijlendi.
Stipernatant alinip lizerine 1 mL glasiyer asetik asit ve 1 mL taze hazirlanmis
ninhidrin ¢o6zeltisi eklenerek 95 °C’de 1 saat inkiibe edildi ve oda sicakligina
sogutuldu. Orneklerin iizerine 2 mL toluen eklenerek vorteksle 20 sn karistirilip
toluen fazi alinip 520 nm de kore karsi absorbansi alindi. Prolin konsantrasyonu

prolin standart egrisi olusturularak pmol/g yas agirlik olarak hesaplandi [151].
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3.7. MDA (Lipid Peroksidasyonu) Ol¢iimii

Lipid peroksidasyonu Heath ve Packer (1968) tarafindan belirlenen metoda
gore hesaplandi. Bu metoda gore lipid peroksidasyonunun son iiriinii olarak MDA’ y1
kabul eden tiyobarbiitirik asit testi kullanildi. Bir g taze bitki 6rnegi (gdvde ve kok),
%20 trikloroasetik asit ve %0,5 tiyobarbiitirik asit iceren 10 mL ¢ozeltide
homojenize edildi. Homojenat 95 °C‘de 30 dakika inkiibe edildi ve 10000 g’de 10
dakika santrifiijlendi. 532 ve 600 nm de siipernatantin absorbansi okunup, 600
nm’deki spesifik olmayan absorbans ¢ikarildi. Kirmizi renkli MDA-TBA

kompleksinin miktarindan lipid peroksidasyon degisimleri hesaplandi.

(€=155 mM™cm-1) [152].

3.8. Enzim Aktivitesi Ol¢iimleri

Nitrat rediiktaz enzim aktivitesi disindaki diger enzimler (GPX, GR, GST)
icin ektraksiyon islemleri asagidaki gibidir.

Taze bugday gévde ve koklerinden 0,5 g alindi +4 °C’de 10 mL, 50 mM
fosfat tamponunda homojenize edildi. Fosfat tamponu i¢inde 0,2 mM EDTA,
%0,1°1ik polivinilprilidon (PVP) hazirlandi. Homojenize edilen 6rnekler 10000 g’de
5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant ham enzim kaynagi i¢in kullanildi. Enzim

aktivitelerinde kullanilan ¢ozeltiler agagidaki gibi hazirlandi.

1. 0,05 M fosfat tamponu (pH:7.0): 3,549 g potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,)
alinarak bir miktar saf suda ¢oziildii ve pH 7’ye ayarlandiktan sonra toplam hacim

saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

2. 0,019 M H,0,: 0,1 mL hidrojen peroksit (H,O,) alind1 bir miktar saf suda ¢oziildii

ve toplam hacim 50 mL’ye tamamlandi.

3.1 M Tris-EDTA/5mM EDTA (pH:8): 6,05 g Tris ve 0,073 g EDTA bir miktar saf
suda ¢oziildiikten sonra pH 8’e ayarlandi ve daha sonra toplam hacim 50 mL’ye

tamamlandi.

4. 0,033 M okside glutatyon (GSSG): 0,2 g GSSG alindi, bir miktar saf suda

¢ozlindiikten sonra toplam hacim 10 mL’ye tamamlandi.
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5.2 mM NADPH (nikotinamid adenin diniikleotidfosfat, indirgenmis hal): 0,0167 g
NADPH alindi, bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra toplam hacim 10 mL’ye

tamamlandi.

6. 2 mM NADP (nikodinamid adenin dintikleotidfosfat, yiikseltgenmis hal): 0,0513 g
NADP" alindi, bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra toplam hacim 10 mL’ye

tamamlandi.

7. 0,1 M rediikte glutatyon (GSH): 0,155 g GSH alindi, bir miktar saf suda

coziildiikten sonra toplam hacim 5 mL’ye tamamlandi.

8. 0,01 M glutatyon rediiktaz: 0,1 g glutatyon rediiktaz alindi, bir miktar Tris-EDTA

igerisinde ¢oziillip sonra toplam hacim 10 mL’ye tamamlandi.

9. 30 MM CDNB: 0,03 g CDNB (1-kloro-2,4- dinitrobenzen) tartildiktan sonra 5 mL

saf etanolde ¢oziildii.

3.8.1. Nitrat Rediiktaz (NR)

NR (E.C. 1.6.6.1) Jaworski (1971) tarafindan belirtilen yonteme gore yapildi.
540 nm de absorbans dl¢iimii ile tayin edildi. iki yiiz mg taze drnek (gdvde ve kok) 2
saat 30 °C’de 2,5 mL 0,1 M fosfat tamponu (pH:7,5), 0,5 mL 0,2 M KNOs ¢ozeltisi
ve 2,5 mL, %5’lik izopropanol ile 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 300 pl
%1’lik siilfanilamid ve 400 pl %0,02 lik NED-HCI reaksiyon karisimina eklenerek
reaksiyon durduruldu. UV-Vis spektrofotometresinde 540 nm’de absorbans okundu.

KNO; ¢ozeltisinden NO,~ standart grafigi cizilerek sonuglar hesaplandi [153].

Nitrat Rediiktaz enzim aktivitesi:

] 9 INO2 (t1)-nmol NO2 (t0 i ]
nmol NO,/ s. g taze Aguhik = — (1) —— (9 formiiliine gore
g Taze Agirlik

hesaplanmastir.

(t1:Bir saat inkiibe edildikten sonraki NO, =~ nmol sayisi, to: Baslangigtaki NO, ~

nmol say1si1)
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3.8.2. Glutatyon Peroksidaz (GPX)

GPX (EC 1.11.1.9) ile t-biitil hidroperoksit, GSH nin GSSG’ye doniismesini
saglar. Bu tepkime sonucu olusan okside glutatyon (GSSG), glutatyon rediiktaz (GR)
enzimi ile tekrar GSH’a indirgenir. Bu metod NADP’ye oksitlenen NADPH’1n 340
nm dalga boyundaki absorbans degeri farkinin zamana karsi okunmasi prensibine
dayanir. Kore ve kiivete kimyasallar eklendikten sonra 37 °C’de 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Ardindan numune kiivetine t-biitilhidroperoksit ilave edildi ve

kore kars1 absorbans 0Olciildii [154].

Kiivet icerigi Numune (pl) Kor (n)
Tris-EDTA 300 300
GSH 60 60
Glutatyon rediiktaz 300 300
NADPH 300 300
ornek 30 e
Distile su 1980 2010
t-butilhidroperoksit 30 30

3.8.3. Glutatyon Rediiktaz (GR)

GR (EC 1.6.4.2), GSSG’nin NADPH tarafindan GSH’a indirgenmesini
katalize eder. Enzim aktivitesi, tepkime sirasinda yiikseltgenen NAD(P)H’in 37
°C’de 340 nm dalga boyunda absorbans farki dl¢iilerek belirlendi [154].
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Kiivet icerigi Numune (ul) Kor (nl)

Distile su 2370 2400
Tris-EDTA 150 150
NADPH 150 150
GSSG 300 300
Ornek 0

3.8.4. Glutatyon - S - Transferaz (GST)

GST (EC 2.5.1.18), 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile glutatyonun —SH
grubu arasindaki tepkimeyi katalizler. Enzim aktivitesi 340 nm’de 37 °C’de GSH ve
CDNB kullanilarak dakikada olusan S, 4-dinitrofenilglutatyonun 1 mikro moliinii

katalizleyen enzim miktarinin 6l¢iilmesiyle belirlendi [155].

Kiivet icerigi Numune (pl) Kor (ul)
Fosfat tamponu 2650 2800
CDNB 60 60
GSH 150 150
Ornek s -

Enzim aktiviteleri asagidaki formiile gore hesaplandi:
Aktivite (U/ml)=(AE/At)xV /(exdx V)

€ : Molar Sogurma Katsayisi

V : Son hacim

d : Isik yolu (cm)

AE / At : Birim zamanda (1 dak) absorpsiyon farki

v : Kullanilan enzimin hacmi
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3.9. Diisiik Molekiil Agirhkl Organik Asit (LMWOA) Olciimii

Organik asit tayininde kullanilan bugday govde ve kokleri Bevilacqua ve
Califano (1989) tarafindan belirlenen yontem modifiye edilerek hazirlandi. Birer g
taze govde ve koklerden alinarak tizerine 2,5 mL 0,009 N H,SO, ilave edildi. Daha
sonra homojenizasyon islemi yapildi. Homojenizasyondan sonra ¢alkalayici ile 1 saat
boyunca bekletildi. Karistirmadan sonra 15 dakika 15000 rpm de santrifiij edildi. Ust

faz alinip 0,45um membran filtreden gegirildi.

Organik asit tayini Bevilacqua ve Califano (1989) tarafindan belirlenen
yonteme goére HPLC cihazinda tayin edildi. Cihazda, Hi-Plex H, 300 x 7.7 mm
HPLC kolonu (Agilent), Diyot Array Dedektor (DAD) sistemi ve mobil faz olarak
0,009 N H,S0, ¢dzeltisi kullanilds, sicaklik 25 °C ve akis 1 mL/dak olarak kosullar
ayarlandi. Organik asit standartlarinin 210 nm’deki piklerine ait kalibrasyon
grafikleri ¢izilip ornek icindeki miktarlar tespit edildi. Benzoik asit, oksalik asit,
malik asit, malonik asit, siiksinik asit, formik asit, propiyonik asit, biitirik asit,
standartlarina ait absorbans ve alikonma zamani grafikleri sekil 4.12° de

gosterilmistir [156].

3.10. Poliamin (Putresin, Spermidin, Spermin) Ol¢iimii

Poliamin analizi Duan ve arkadaslarimin (2008) [157] Onerdigi yontem
modifiye edilerek yapildi. Taze bugday bitkisinin govde ve kokleri %5°lik (v/v)
soguk perklorik asit ile homojenize edildi. I¢ standart olarak 1,6-hexandiamin ilave
edildi. 12000 g‘de +4 °C’de 30 dakika santrifiijlendi. Daha sonra siipernatant alinarak
benzolasyon islemine gecildi. 2 M NaOH (2 mL), 15 pl benzol kloriir ilave edildi ve
vortekslendi. Otuz dakika inkiibe edilen orneklere 4 mL doygun NaCl eklenip
reaksiyon sonlandirildi. Karigimin iizerine 3 mL soguk dietil eter eklendi. Daha sonra
eter ucurulup 1 mL metanol ilave edildi. 0,45 pm’lik filtreden siiziilen O6rnekler
HPLC cihazinda analiz edildi. Analiz kosullar1: mobil faz:%64 liikk metanol, akis; 0,7
mL /dak, sicaklik: 25 °C olarak ayarlandi. 4,6x250mm ¢apina ve 5 mm partikiil
blytikliigline sahip kolon (Agilent) kullanildi. 254 nm de DAD dedektorlii Agilent

marka HPLC sisteminde analiz gerceklestirildi. Putresin, spermidin ve spermin
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standartlarma ait kalibrasyon grafikleri cizilerek sonuglar hesaplandi. Ornege ve

standartlara ait kromatogram Sekil 4.16’da gosterilmistir.

3.11. Metal icerigi Olciimii

Deneyimizde bugday bitkisinin Kutluk 94 ve Bezostoya tiirlerinin govde ve
kokleri kullanildi. 10 giin ¢imlendirilen fideler Hougland soliiyonuna ilave edilen bor
ve SNP ile 7 glin muamele edildi. Daha sonra bu 7 giinliik bitkilerin gévde ve kokleri
etiivde 80 °C’de kurutuldu. Kurutulmus bitkilerden 0,5’er g alinarak iizerine 10 mL
nitrik asit ilave edilerek mikrodalga bozundurma islemi yapildi. 200 °C sicaklik,15
dakika ramp, 20 dakika hold ve 20 dakika cooling programinda bozundurma islemi
gerceklestirildi. Mikrodalga bozundurma 6n isleminden sonra ICP-MS cihazinda
metal tayini yapildi. ICP-MS cihaz1 ile K, Cu, Na, Ca, Mg, Mn, Fe, Zn ve B
elementlerine ait standartlarla kalibrasyon grafikleri ¢izilip ornekler analiz edildi.

Metallere ait kalibrasyon grafikleri sekil 4.14’de gosterilmistir.

3.12. Sistein, GSH, GSSG, Fitoselatin Ol¢iimii

Sistein, GSH ve GSSG igerikleri Yilmaz ve arkadaslarinin (2009) 6nerdigi
yontem modifiye edilerek analizlendi. Standart ¢ozeltiler 50 mM NaClO, ve
%0,1’lik H3PO4 tampon karisiminda hazirlandi. Bugday 6rneklerinden, 0,5 g taze
ornek alindi. Uzerine 5 mL’lik 10 mM EDTA, 50 mM NaClO, ve %0,1°lik H3PO,
karigimi ilave edilip homojenize edildi. Daha sonra iizerine 0,5 mL 9%5’lik
metafosforik asit ilave edilip 20 dakika 8000 g’de 10 dakika +4 °C de sanrifiijlendi
ve 0,45 um filtreden siiziildii. Sistein, GSH ve GSSG analizleri HPLC cihazinda
analiz edildi. Analiz kosullari; mobil faz: 50 mM NaClO4; ve %0,1°lik H3zPO4
karisimi, 4,6x250mm capina ve 5 mm partikiil biiyilikliigiine sahip kolon (Agilent),
akis hiz1 1 mL/dak, kolon sicakhigi 40 °C, &6l¢iim dalga boyu 215 nm olarak
ayarlandi. Sistein, GSH ve GSSG molekiillerine ait konsantrasyona karsilik gelen pik
alanlarinin kalibrasyon grafikleri ¢izilip Ornek igindeki miktarlar hesaplandi.
Standartlara ve Ornege ait absorbans ve alikonma zamanlari sekil 4.17°de

gosterilmistir [158].
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Fitoselatin analizi Hawrylak ve arkadaglarinin (2014) Onerdigi yontem
modifiye edilerek yapildi. 0,5 g govde ve kok taze drnekler iizerine 0,1 M HCl ilave
edilerek homojenizetérde parcalandi. 14000 rpm’de 5 dakika +4°C’de santrifiij
edildi. Bu islem li¢ kez tekrarlandi. Analizden 6nce ornekler ve standartlar 0,05 M
potasyum fosfat tamponu (pH: 7.6) i¢inde hazirlanan 200 uM 5.5'-dithiobis-2-
nitrobenzoik asit (DTNB) ile tiirevlendirildi. Ornekler 0,45 pm filtreden siiziildii.
Ters faz RP- C18 kolondan (Agilent) gradient ¢ozelti A (%0,1 Trifloroasetik asit) ve
B (%26 Asetonitril) kullanilarak HPLC cihazinda analiz yapildi. Akis: 1 mL/dak,
sicaklik 37 °C olacak sekilde kolon sartlari hazirlanip 405 nm de okuma yapildi.
Standarda ait derisim ve pik alani kalibrasyon grafigi cizilerek drneklerdeki PC,
miktarlari nmol-SH/g Taze Agirlik olarak analizlendi. Standartlara ve Ornege ait

absorbans ve alikonma zamanlar1 sekil 4.18’de gosterilmistir [159].

3.13. RNA izolasyon, cDNA sentezi ve real-time PCR (RT-PCR) Analizi
RNA izolasyonu

Bugday govde ve koklerine ait taze ornekler (0,5 g) 10 mL siv1 azot igeren
porselen havanda pargalandi. Mikrosantrifiij tiiplerine alinan 6rneklere 1 mL Tridity
G (Applichem, Almanya) eklendi. Tridity G ile oda sicakliginda 10 dak inkiibe
edilen orneklere 500 pl kloroform eklenerek 15-20 sn calkalayicida ¢alkalandi. Daha
sonra, 200 pul izopropanol eklenen ornekler 15 dak oda sicakliginda bekletildi. Faz
olusumu goézlenen Ornekler +4 °C’de 12000 g’de santrifiijlendi ve 500 pl etanol
eklenerek tekrar 12000 g’de santriflij edildi. Elde edilen RNA pelletinin tizerindeki
etanol atildiktan sonra geride kalan RNA pelleti 30 ul RNA icermeyen su i¢inde
¢Oziildi. RNA miktarlar1 spekrofotometrede olgiildii. A260/A280 oranmi 2,0’den
biiyiik olan 6rnekler PCR caligsmasi igin kullanildi.

cDNA Sentezi ve real-time PCR (RT-PCR) Analizi

Her ornekten 1 pg RNA kullanilarak “RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit” ile Termal Cycler (BIORAD,T100) cihazinda cDNA sentezi
gerceklestirildi. Her primer i¢in 4 pl 5x Reaction Buffer, 1 pl RiboLock RNase
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inhibitor, 2 ul 10 mM dNTP Mix, 1 pl RevertAid RT, 9 ul DNAz-RNAz igeremeyen
su, 1 pl nitrat reduktaz primeri (forward primeri 5'- CTGGGCACAACAGACAAT-
3', revers primeri 5'- GAACGATCTCAGAAGAACTCG-3") ve 2 ul cDNA 0Ornegi
kanigtiritlarak PCR karisimi hazirlandi. Doksan alti kuyucuklu plakalarin her
kuyucuguna bu karigimdan 20 pl eklendi ve 96 kuyucuklu plaka RT-PCR (Thermo,
Pikoreal) cihazina yiiklendi. PCR islemi 95 °C'de 10 dak, 95 °C'de 15 sn, 60 °C'de 1
dak, 40 dongii olacak sekilde gerceklestirildi. Normalizasyon i¢in Glyceraldehit 3-
fosfat dehidrogenaz (GAPDH) kullanildi. Gen ekspresyonunun relatif
belirlenmesinde “Delta Ct Kantifikasyon (ACT)” metodu kullanilda.

istatiksel Analiz

Ug ayr1 deneyden elde edilen ortalama degerler arasindaki farkin anlamlilig
Two-way varyans analizi (Tukey's multiple comparisons test) (ANOVA) yontemine
gore Graphpad Prism 6.0 (La Jolla, CA, USA) programi kullanilarak belirlendi.

p<0,05 olan veriler istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Bilyiime Parametreleri Sonuclar:

Elde ettigimiz bulgulara gore Bezostoya bugday goévdelerinde 10 mM bor
derisiminde taze agirlik miktarinda kontrol grubuna gore %37 oraninda azalma
gozlenirken Kutluk 94 bugday tiiriinde %32 oraninda azalma tespit edildi. 10 mM
bor derisimine 0,2 mM SNP ilave ettigimizde Bezostoya ve Kutluk 94 bugdayda
strastyla %64 ve %103 oranlarinda artislarin oldugu gézlendi (p<<0.05) (Sekil 4.1.A).
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Sekil 4.1. Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde Bor ve SNP uygulamas1 sonucu
govde (A) ve kok (B) agirlik degisimleri. (a: kontrole gore, b:10 B’a gore, ab: hem
kontrol hem de 10 B’a gore anlamlilig1 ifade eder. p<0.05, analiz sayis1 (n):3)

Koklerde ise 10 mM bor derisiminde Bezostoya ve Kutluk 94 bugday
tiirlerinde kontrol grubuna gore %53 ve %43 oraninda azalmalar gozlenmistir. 10
mM bor derisimine kars1 0,2 mM SNP ilave ettigimizde Bezostoya bugday tiiriinde
%61, Kutluk 94 bugday tiiriinde ise %52 oraninda bir iyilesme gozlendi (p<0.05)
(Sekil 4.1.B).
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Sekil 4.2. Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde Bor ve SNP uygulamasi sonucu
govde (A) ve kok (B) uzunluk degisimleri. (a: kontrole gore, b:10 B’a gore, ab: hem
kontrol hem de 10 B’a gore anlamlilig1 ifade eder. p<0.05, analiz sayisi (n):3)

Bugday govdelerine 10 mM bor uyguladigimizda Bezostoya ve Kutluk 94
bitkilerinde sirasiyla kontrol gruplarina gore %39 ve %23 oraninda govde
uzunlugunda azalmalar elde edildi. 10 mM bor konsantrasyonuna kars1 0,2 mM SNP
ekledigimizde ise sirasiyla %12 ve %34 oraninda iyilesmelerin oldugu tespit edildi
(p<0.05) (Sekil 4.2.A) .

Koklerde ise Bezostoya bugday tiiriinde kontrol grubuna gére 10 mM bor
konsantrasyonunda %47 oraninda azalma gozlendi. Kutluk 94 bugdayda ise kontrol
grubuna gore 10 mM bor stresinde %21 oraninda bir azalma elde edildi. 10 mM bor
stresine 0,2 mM SNP ilave ettigimizde Bezostoya ve Kutluk 94 bugday koklerinde
sirastyla %36 ve %53 oraninda iyilesmeler gozlendi (p<0.05) (Sekil 4.2.B).

Soylemezoglu ve ark. (2009) iki iizim tiiriinde bor ve tuz stresini incelemigler
ve bor konsantrasyonu arttik¢a bitki agirliginda da azalmalarin oldugunu tespit

etmislerdir [128]. Malossiotis ve ark. (2006) apple rootstock bitkisinde 0,5 mM bor
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ilavesiyle bitki agirliginda azalmalarin oldugunu belirtmiglerdir [160]. Ayrica Kaya
ve ark. (2015) domates bitkisinde 0,5, 3,5 ve 6,5 mg/L bor uygulamalarinda kok ve
govde kuru agirliklarinda azalmalarin oldugunu saptamislardir [129]. Yusuf ve ark
(2011) boriilce bitkisine bor stresi uyguladiklarinda bitki boyunda ve agirliginda
azalmalarin oldugunu tespit etmislerdir [161]. Bor stresine kars1 ilave ettigimiz 0,2
mM SNP Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde gévde uzunluklarinda sirasiyla
%12 ve %34 oraninda artis meydana getirdi (Sekil 4.2). ilave ettigimiz 0,2 mM SNP

bitkideki asir1 bor birikimini azaltti.

Asirt bora maruz kalan bitkide bor, yaprak hiicrelerinde birikim meydana
getirir. Stoplazmaya sizarak stoplazmik metabolizmayi diizensizlestirir ve biiyliimede
yavaglamaya sebep olur [5]. Bizim sonuglarimiza gére de 10 mM bor ilavesinde hem
Bezostoya hem de Kutluk 94 bugday tiirlerinde biiyiimede ve agirliklarda azalma
gozlendi. 10 mM diizeyindeki bor konsantrasyonunun bugday bitkisinde toksik etki
yaratip stoplazmanin yapisinda bozulmalara neden oldugunu ve bundan dolayi
hiicrenin normal islevlerini yerine getiremedigini soyleyebiliriz. Bu sonuglardan yola
cikarak, 0,2 mM SNP ilavesiyle, bugdayda borun asir1 alinimimin engellendigini ve
toksik olan 10 mM bor diizeyinin bitki tarafindan tolere edilebilir duruma
gelebilecegini  diisilinebiliriz. Benzer durum Kaya ve arkadaglarinin (2015)
caligmalarinda da gdzlenmistir. Domates bitkisinde farkli konsantrasyonlarda bor
stresi uyguladiklarinda ilave ettiklert 0,1 mM SNP ile gévde kuru agirligi, kok kuru
agirliklan artig gostermis, % elektrolitik leakage azalmistir [129].

Bu sonuglardan yola ¢ikarak, 0,2 mM SNP ilavesiyle, bugdayda borun asir1
aliniminin engellendigini ve toksik olan 10 mM bor diizeyinin bitki tarafindan tolere
edilebilir duruma gelebilecegini diisiinebiliriz. Benzer durum Kaya ve arkadaglarinin
(2015) galismalarinda da gézlenmistir. Domates bitkisinde farkli konsantrasyonlarda
bor stresi uyguladiklarinda ilave ettikleri 0,1 mM SNP ile gévde kuru agirligi, kok
kuru agirliklar artis gostermis, % elektrolitik leakage azalmistir [129].

48



4.2. Fotosentetik Pigment Icerigi ve % Elektrolitik iletkenlik Sonuglar

Bezostoya bugday tiirii govdelerine 10 mM bor ilave edildiginde klorofil a

iceriginde kontrol grubuna goére %36 oraninda azalma olurken; Kutluk 94 bugday

tiiriinde bu oran %20 olarak elde edildi. 10 mM bor konsantrasyonuna 0,2 mM SNP

ilave edildiginde toplam klorofil igerigi Bezostoya bugday tiiriinde kontrol grubuna

gore %30 oraninda artarken, Kutluk 94 bugdayda ise %2,14 oraninda artmistir

(p<0.05) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde Bor ve SNP uygulamasi
sonucu fotosentetik pigment igerigi degisimi.

Konsantrasyon Klorofil a Klorofilb | Toplam Toplam
(mM) (mg/g Taze | (mg/g Taze | Klorofil Karotenoid
Agirhk) Agirhk) (mg/lg Taze | (mg/g Taze
Agirhk) Agirhk)
BEZOSTOYA
Kontrol 3,08+0,08 | 1,37+£0,05 | 4,45+0,07 0,59+0,005
10B 1,95£0,02* | 0,97+0,02* | 2,92+0,05" 0,250,003
10 B+0,1 SNP 2,20+£0,03* | 0,71£0,03* |2,91+0,03*® | 0,44+0,006*
10 B+0,2 SNP 2,73+£0,02*" | 1,07+0,06™ | 3,80+0,05*® | 0,560,005
10 B+0,5 SNP 2,26£0,05* | 1,46+0,04™ | 3,72+0,04* | 0,39+0,007*"
KUTLUK 94
Kontrol 3,78+0,06 | 1,47£0,04 | 5,25+0,02 0,660,008
10B 3,00+0,04* | 1,19+0,03* | 4,19+0,05 0,640,004
10 B+0,1 SNP 3,0840,04* | 1,21+0,05*" | 4,29+0,05* 0,62+0,007*"
10 B+0,2 SNP 3,08+0,02 | 1,20£0,08*" | 4,28+0,06™ | 0,51+0,006"
10 B+0,5 SNP 2,81£0,07*" | 1,11£0,06™ | 3,92+0,04*® | 0,51%0,003*"

(a: kontrole gore, b:10 B’a gore, ab: hem kontrol hem de 10 B’a gore
anlamlilig1 ifade eder. p<0.05, analiz sayis1 (n):3)
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Bor ve Al’'un fazla miktardaki konsantrasyonlarinin klorofil ve kloroplast
membranlarinin oksidasyonunu arttirdigi ve bdylece klorofil miktarinda azalmalara
sebep olabilecegi son yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [162, 163]. Ortama 0,1 ve
0,2 mM SNP ilave ettigimizde fotosentetik pigment iceriklerinde artislarin oldugu
gozlenmistir. Benzer bir sonug¢ olarak; klorofil azalmasini engellemek amaciyla
ortama NO ilave edilebilecegi Wang ve Yang, (2005), Hu ve ark. (2007) tarafindan
rapor edilmistir [164, 165].

Bor stresi altinda bitkilerin kloroplast yapilarinda reaktif oksijen tiirleri
birikimi artmaktadir. Artan bu reaktif oksijen tiirleri kloroplastlarin membran
yapisinda bozulmalara neden olur ve boylece klorofil sentezinden sorumlu
proteinlerin ve enzimlerin inhibisyonu gergeklesir. PS II kompleks proteinindeki
dengesizlik sonucu hasar goren fotosentetik yapilarda hem klorofil a, hem klorofil b
ve toplam klorofil sentezinde azalmalar gergeklesir [146]. Deney sonuglarimizdan
elde edilen sonuglara gore bor stresi ortamina eklenen 0,1 ve 0,2 mM SNP ile borun

sebep oldugu oksidatif stresin zararlar1 azaltilmistir (Tablo 4.1).

Bl Bezosioya Kok MW Bezostoya
Govde 1 Kutiuk 94 E=1 Kutluk 94
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Sekil 4.3. Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde Bor ve SNP uygulamasi sonucu
govde (A) ve kok (B) Elektrolitik Iletkenlik degisimleri. (a: kontrole gére, b:10 B’a
gore, ab: hem kontrol hem de 10 B’a gore anlamlilig1 ifade eder. p<0.05, analiz
sayist (n):3)
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Bezostoya bugday tiirii govdelerinde % elektrolitik iletkenlik degerinde 10
mM bor konsantrasyonunda kontrol grubuna gore %104,73 oraninda bir artis
gozlenirken Kutluk 94 bugday tiirii govdelerinde kontrol grubuna gore %80,01
oraninda bir artis gbzlendi (Sekil 4.3.A). 10 mM bor stresine 0,2 mM SNP ilave
ettigimizde Bezostoya bugday tiirlinde %29,29, Kutluk 94 bugday tiirlinde ise
%33,54 oraninda bir azalma elde edildi. Kdklerde ise her iki bugday tiiriinde de 10
mM bor stresine 0,2 mM SNP ilave ettigimizde Bezostoya ve Kutluk 94 bugdayda
strastyla %32,32 ve %29,88 oraninda azalmanin oldugu goézlendi (p<0.05) (Sekil
4.3.B).

4.3. H,0,, Prolin ve MDA i¢erigi Sonuclar

Bezostoya bugday govdelerinde H,O; (hidrojen peroksit) igeriginde 10 mM
bor stresinde kontrol grubuna gore %102 oraninda artis elde edildi. Kutluk 94
bugdayda ise bu artis %70 olarak bulundu.
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Sekil 4.4. Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde Bor ve SNP uygulamasi sonucu
govde (A) ve kok (B) Hidrojen Peroksit Icerigi. (a: kontrole gore, b:10 B’a gore, ab:
hem kontrol hem de 10 B’a gore anlamlilig: ifade eder. p<0.05, analiz sayisi (n):3)

On mM bor derisimine 0,2 mM SNP ilave edildiginde Bezostoya ve Kutluk
94 bugday tiirlerinde sirasiyla %13 ve %23 oraninda azalmalar elde edildi. 0,5 mM

SNP bitkide bor stresine ilave olarak stresi daha da arttirmistir. 10 mM bor stresine
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0,5 mM SNP ilave ettigimizde Bezostoya bugdayda %28, Kutluk 94 bugdayda ise
%25 oraninda H,0; igeriginde artislar elde edildi (p<0.05) (Sekil 4.4.A).

Koklerde ise 10 mM bor stresinde kontrol grubuna Bezostoya ve Kutluk 94
bugday tiirlerinde sirasiyla %72 ve %53 oraninda artislar elde edildi. 10 mM bor
stresine 0,2 mM SNP ilave etigimizde Bezostoya ve Kutluk 94 tiirlerinde sirasiyla
%15 ve %19 oraninda azalmalar oldugu tespit edildi. 10 mM bor stresine 0,5 mM
SNP ilave ettigimizde Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde sirastyla %17 ve
%9 oraninda artiglar goriildi (p<0.05) (Sekil 4.4.B).
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Sekil 4.5. Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde Bor ve SNP uygulamasi sonucu
govde (A) ve kdk (B) Prolin Igerigi. (a: kontrole gore, b:10 B’a gére, ab: hem kontrol
hem de 10 B’a gore anlamlilig1 ifade eder. p<0.05, analiz sayisi (n):3)

Bezostoya bugday govdelerinde 10 mM bor uygulamalarinda prolin
degisiminde kontrol grubuna gore %46 oraninda bir artisin oldugu bulundu. Kutluk
94 bugday da ise bu artis %20’dir. 10 mM bor stresine 0,2 mM SNP ilave ettigimizde
Bezostoya bugdayda %23, Kutluk 94 bugdayda ise %4 oraninda bir azalma elde
edildi (p<0.05) (Sekil 4.5.A).
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Koklerde prolin miktarinda Bezostoya bugday da 10 mM bor uygulandiginda
kontrol grubuna gore %64 oraninda artis gozlendi. Kutluk 94 bugdayda ise 10 mM
bor konsantrasyonundaki artis ise kontrole gore %42°dir. 10 mM bor stresine 0,2
mM SNP ilave ettigimizde Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde sirastyla %15
ve %11 oraninda azalmalar elde edildi (p<0.05) (Sekil 4.5.B).
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Sekil 4.6. Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde Bor ve SNP uygulamasi sonucu
govde (A) ve kok (B) MDA igerigi. (a: kontrole gore, b:10 B’a gore, ab: hem kontrol
hem de 10 B’a gore anlamlilig1 ifade eder. p<0.05, analiz sayisi (n):3)

Yaptigimiz deneylerde elde edilen sonuglara gore Bezostoya bugday tiiriiniin
govdelerinde MDA icerigi 10 mM bor stresiyle birlikte %94 oraninda artarken
Kutluk 94 tiiriinde %47 oraninda artis elde edildi. 10 mM bor stresine 0,1 mM SNP
ilave ettigimizde Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde anlamli degisimler elde
edilmezken 0,2 mM SNP ilave ettigimizde Bezostoya tiirtinde %21, Kutluk 94
tiiriinde 1se %25 oraninda bir 1yilesme oldugu gdzlendi (p<0.05) (Sekil 4.6.A).

Koklerde MDA igeriginde Bezostoya tiiriinde 10 mM bor derisiminde kontrol
grubuna gore %58 oraninda artis olurken Kutluk 94 tiirlinde ise %351 oraninda artis
olmustur. 10 mM bor stresine 0,2 mM SNP ilave ettigimizde Bezostoya ve Kutluk 94
tiirlerinde sirasiyla %7 ve %16 oraninda iyilesmeler elde edildi (p<0.05) (Sekil
4.6.B).
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Esim ve Atict (2013) misir bitkisine 2 ve 4 mM bor ilave ettiklerinde
oksidatif davranislarda degisim gozlenmis, MDA ve hidrojen peroksit miktarlarinda
artiglar bulmuslardir [166]. Jabeen ve Ahmad (2011) asir1 bor ilave ettikleri bugday
bitkisinde verimde azalma, H,O, ve MDA igeriklerinde artis gézlemlemislerdir
[167]. Bitkiler biyotik ve abiyotik strese maruz kaldiklarinda yapilarinda, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirlerinin arttig1 gézlenir. Mittler
(2012) membran hasarmin asir1 seviyelerdeki hidrojen peroksitten kaynaklandigini
belirtmistir [168]. Hidrojen peroksit igeriginin artmasi ile bitkinin hiicre membrani
yapisinda lipid peroksidasyonu meydana gelir. MDA ise lipid peroksidasyonu
triinidiir. Bu calismada, bor stresiyle birlikte artan MDA, prolin ve H,0;
diizeylerinde ekledigimiz SNP ile kismen bir iyilesme olmustur. Asir1 bor bulunan
ortama ilave ettigimiz 0,1, 0,2 ve 0,5 mM SNP uygulamalariyla birlikte optimum
miktar 0,2 mM SNP olarak gozlenmistir.

Bitkilerdeki optimum H,O, ve MDA seviyesi membran stabilitesi i¢in
Oonemlidir. Fakat bu molekiiller stres durumlarinda artar [169, 170]. Zhang ve
arkadaslar1 tarafindan (2014) yapilan ¢alismada, NO’nun kirecli topraklarda yetisen
bitkilere uygulanmasi sonucu MDA akiimiilasyonunu engellendigi rapor edilmistir
[171]. Ayrica Lin ve arkadaslar1 (2012) salatalik bitkisinde, NO’nun tuz stresinde
H,0; seviyesini azalttigini belirtmiglerdir [172]. NO biyoaktif haberci bir molekiildiir
ve bitki dokularini agir metal igeren biyotik ve abiyotik stres ¢esitlerine karsi korur
[173]. NO oksidatif stres sirasinda antioksidan aktivite gosterir ve ROS {iiretimini
baskilar [174]. Aslhinda bitki dokularina disaridan ilave edilen NO, bakir ve
aliminyum toksisitesine kars1 koruma gorevi de yapar [175, 164]. NO bitki
dokularindaki iyon leakaji engeller ve lipid peroksidasyonunundan kaynaklanan
membran hasarlarina karsi bitkileri korur [172]. Bu c¢aligmalarin ¢ogu stres
durumunda NO in kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica bu ¢aligmalar ROS’un
attm1  konusunda bilgiler vererek NO’nun koruyucu bir etkisi oldugunu da

gostermektedir.
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4.4. Enzim Aktivite Sonuglari

Glutatyon Peroksidaz (GPX), Glutatyon Rediiktaz (GR), Glutatyon -S-
Transferaz (GST) ve Nitrat Rediiktaz (NR) enzimlerinin aktiviteleri tayin edilmistir.

Sonuglar asagidadir.
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Sekil 4,7. Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde Bor ve SNP uygulamas1 sonucu
govde (A) ve kok (B) Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi. (a: kontrole gore, b:10 B’a
gore, ab: hem kontrol hem de 10 B’a gore anlamlilig1 ifade eder. p<0.05, analiz
sayist (n):3)

Glutatyon Peroksidaz enzim aktivitesi Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirii
govdelerinde 10 mM bor konsantrasyonuyla birlikte kontrol gruplarina gore sirasiyla
%33 ve %14 oraninda azalmistir. 0,1 mM SNP ilave ettigimizde sirasiyla %3 ve %l
oraninda artislar elde edilmistir. Fakat enzim aktivitesindeki en iyi artisa sebep olan
konsantrasyon 0,2 mM SNP konsantrasyonu olup bu artislar sirasiyla %32 ve
%9,8’dir. 0,5 mM SNP konsantrasyonu 10 mM bor stresinde Bezostoya ve Kutluk 94
bitkisi gévdelerinde pozitif bir etki gdstermemistir (p<0.05) (Sekil 4.7.A).

Glutatyon Peroksidaz enzim aktivitesi Bezostoya ve Kutluk 94 koklerinde ise
10 mM bor stresinde kontrol grubuna gore sirasiyla %29 ve %21 oraninda azalmaya
neden olmustur. 0,2 mM SNP ilavesiyle enzim aktivitesinde her iki bugday tiirinde

de %19 oraninda artis elde edilmistir (p<0.05) (Sekil 4.7.B).
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Sekil 4.8. Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde Bor ve SNP uygulamasi sonucu
govde (A) ve kok (B) Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi. (a: kontrole gore, b:10 B’a
gore, ab: hem kontrol hem de 10 B’a gore anlamlilig: ifade eder. p<0.05, analiz
sayist (n):3)

Glutatyon Rediiktaz aktivitesi Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde 10
mM bor stresiyle birlikte kontrol gruplarina gore sirasiyla %28 ve %31 oraninda
azalmaya neden olmustur. 10 mM bor stresinin etkilerini azaltmak amaciyla ilave
edilen 0,2 mM SNP bu enzimin aktivitesini Bezostoya ve Kutluk 94 bugday
bitkilerinde sirasiyla, %50 ve %43 oraninda arttirmustir. {lave edilen 0,5 mM SNP,
10 mM bor konsantrasyonunda pozitif bir etki gdstermemis ve enzimin aktivitesinde

herhangi bir artigsa sebep olmamistir (p<0.05) (Sekil 4.8.A).

Koklerde ise Glutatyon Rediiktaz aktivitesi, 10 mM bor stresiyle birlikte
Bezostoya ve Kutluk 94 tiirlerinde sirasiyla kontrol grubuna gore %27 ve %20
oraninda azalmistir. Bezostoya tiiriine ilave edilen 0,1, 0,2 ve 0,5 mM SNP
konsantrasyonlarinda enzim aktivite degisimi sirasiyla %14, %40 ve %3 seklinde
artmistir. Kutluk 94 tiiriinde ise bu oranlar %4, %28 ve %?21°dir. Bu sonuglardan
gore 10 mM bor stresine en iyi cevap 0,2 mM SNP konsantrasyonudur (p<0.05)
(Sekil 4.8.B).
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Sekil 4.9. Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde Bor ve SNP uygulamasi sonucu
govde (A) ve kok (B) Glutatyon S Transferaz Aktivitesi. (a: kontrole gore, b:10 B’a
gore, ab: hem kontrol hem de 10 B’a gore anlamlilig1 ifade eder. p<0.05, analiz
sayist (n):3)

Glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesi degisimlerinde ise Bezostoya ve
Kutluk 94 bugday tiirii govdelerinde 10 mM bor konsantrasyonunda, kontrol grubuna
gore sirasiyla %35 ve %38 oraninda azalmalar gozlenmistir. Bor stresine en iyi
cevabr olusturan SNP konsantrasyonu 0,2 mM bulunup bu deger Bezostoya ve
Kutluk 94 bugday goévdelerinde sirasiyla %77 ve %59 oraninda enzim aktivitesini

arttirmistir (p<0.05) (Sekil 4.9.A).

GST enzim aktivitesi koklerde; Bezostoya bugday tiiriinde 10 mM bor
stresiyle kontrol grubuna gore %36 oraninda azalirken, Kutluk 94 tiiriinde ise bu
azalma %19 olarak gdzlenmistir. Bor stresine kars1 ilave ettigimiz 0,2 mM SNP ise
Bezostoya bugday tiiriinde %106, Kutluk 94 tilirlinde %359 oraninda enzim
aktivitesini arttirmistir (p<0.05) (Sekil 4.9.B).

57



Antioksidan enzim olan Glutatyon Peroksidaz, Glutatyon Rediiktaz ve
Glutatyon S Transferaz enzim aktiviteleri 10 mM bor stresiyle birlikte her iki bugday
tiirliniin govde ve koklerinde kontrol gruplarina gore azalma gostermistir (Sekil 4.7,
Sekil 4.8, Sekil 4.9). Sonuglara gore bitkide stres durumunun olusmasi ile birlikte bu
enzimlerde azalma gozlenmistir. Bizim sonuglarimiza paralel olarak Esfandiari ve
ark. (2007) bugdayin iki tlirlinde uyguladiklar tuz stresinde GR enzim aktivitelerinde
azalmalarin oldugunu tespit etmislerdir. Artan NaCl orani ile birlikte ters orantili bir

sekilde GR enzim aktivitesi de azalma gostermistir [176].

GR, glutatyon-askorbat dongiisiinde gorev yapar ve GSSG’yi GSH’a indirger.
Ayrica GSSG/GSH oranmi da diizenler boylece Glutatyon Peroksidaz igin ortama
GSH salinmmini yapar [177, 178]. Nepovim ve arkadaslart yaban turpu bitkisi
koklerine 0,1 ve 0,5 mM konsantrasyonlarinda Cd, Cu ve Ni uyguladiklarinda GST
aktivitesinde kontrol grubuna gore azalmalarin oldugunu tespit etmislerdir [179].
Saleh ve ark. (2009) tere bitkisine 150 mM NaCl stresi uyguladiklarinda GR
aktivitesinin inhibe oldugunu gostermislerdir [180]. Ayrica Oufdou ve ark. (2014)
bakla bitkisine 75 mM ve 150 mM NacCl stresi uyguladiklarinda Glutatyon Peoksidaz
ve Glutatyon S Transferaz enzim aktivitelerinde kontrol grubuna gore azalmalarin

oldugunu tespit etmislerdir [181].

Bor stresine karsi ortama eksojen olarak ilave ettigimiz SNP, enzim
aktivitelerinin artmasinda etkili olmustur. Elde ettigimiz bulgulara gore bor stresli
ortama SNP ilave ettigimizde; 0,1 mM SNP miktarinin anlamli degisimler
yaratmadigi, 0,5 mM SNP miktarinin ise toksik etki yarattigi gozlenmistir. Fakat
ortama ilave edilen 0,2 mM SNP’nin enzim aktivitelerini olumlu yonde arttirdig:
deneylerimiz sonucunda elde edilmistir. Liu ve ark. (2015) akii¢giil bitkisine Cd
stresi uyguladiklarinda GR aktivitesinde azalma oldugunu ve daha sonra bu strese
karst1 ortama 50 puM SNP ilave ettiklerinde GR aktivitesinde tekrar artislarin
oldugunu gozlemlemislerdir [182]. Bir¢ok ¢alismada NO’nun, ROS soniimleyici
enzim aktivitelerini indiikledigi ve boylece oksidatif stresin etkilerini hafiflettigi

bulunmustur [183-185].

Nitrat Rediiktaz aktivitesi, 540 nm de KNO; ¢ozeltisinden hazirlanan NOy

standartlarinin kalibrasyon grafigine gore hesaplanmustir.
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Sekil 4.10. NO; kalibrasyon grafigi.

Hl Bezostoya
B 3 Kutluk 94
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[0 Kutluk 94

>

Govde Kok

Nitrat Rediiktaz (nmol NO,7/ s.gram Taze Agirlik)
Nitrat Rediiktaz (nmol NO;/s.gram Taze Adirlik)

N N
Konsantrasyon (mM) Konsantrasyon (mM)

Sekil 4.11. Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde Bor ve SNP uygulamasi
sonucu govde (A) ve kok (B) Nitrat Rediiktaz Aktivitesi. (a: kontrole gore, b:10 B’a
gore, ab: hem kontrol hem de 10 B’a gore anlamlilig1 ifade eder. p<0.05, analiz
sayist (n):3)

Bezostoya ve Kutluk 94 bugday govdelerinde 10 mM bor stresinde Nitrat
Rediiktaz enzim aktivitelerinde kontrol grubuna gore sirasiyla %57,43 ve %25,76
oraninda azalmalarin oldugu gézlenmistir. 10 mM bor konsantrasyonunna 0,1 mM
SNP ilave ettigimizde Bezostoya bugday tiiriinde %141,69 oraninda enzim aktivite
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artist tespit edilirken Kutluk 94 tiirlinde %44,90 oraninda bir artis goézlenmistir.
Ayrica 10 mM bor konsantrasyonuna 0,2 mM SNP ilave ettigimizde ise enzim
aktivitesi Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde sirasiyla %220,67 ve %70,33
oraninda artmistir (p<0.05) (Sekil 4.11.A).

NR enzim aktivitesi koklerde; Bezostoya bugday tiirtinde 10 mM bor stresiyle
kontrol grubuna gore %53 oraninda azalirken, Kutluk 94 tiiriinde ise bu azalma %46
olarak gozlenmistir. Bor stresine karsi ilave ettigimiz 0,2 mM SNP ise Bezostoya
bugday tiirinde %193, Kutluk 94 tiirinde %144 oraninda enzim aktivitesini
arttirmistir (p<0.05) (Sekil 4.11.B).

Nitrat Rediiktaz (NR) antioksidan bir enzim degildir fakat NO metabolizmasi
ile yakindan iliskilidir. Elde ettigimiz sonuglara gore NR aktivitesi Bezostoya ve
Kutluk 94 bugday tiirlerinin her ikisinde kok ve govde de bor stresiyle birlikte
azalma gostermistir (Sekil 4.11). Bor stresi NR enziminin inhibe olmasina sebep
olmustur. Bor stresli ortama ilave edilen 0,2 mM SNP, NR aktivitesini kismen
artirmigtir. Fakat 0,5 mM SNP enzim aktivitesini arttirmamis hatta Bezostoya
bugday tiirti koklerinde kontrol gurubunun altina diismesine sebep olmustur. Khan ve
ark. (2012) hardal bitkisine 0,2 mM SNP uyguladiklarinda kontrol grubuna gére NR
aktivitesinde artis oldugunu belirtmislerdir. Ayrica 150 mM NaCl uygulamasinda
NR aktivitesinin diistiigiinii ve NaCl stresli ortama 0,2 mM SNP ilave ettiklerinde
yine NR aktivitesinde artig gozlediklerini rapor etmislerdir [186]. Sonuglarimiza
paralel olarak Aftab ve ark. (2012) tath pelin bitkisine 1 mmol bor uyguladiklarinda
NR aktivitesinde kontrol grubuna gore azalma oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica 1
mmol bor miktarina ilave ettikleri 2 mmol SNP, NR aktivitesinde tekrar artigsa sebep
olmustur [ 146].
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4.5. Diisiik Molekiil Agirhikh Organik Asit (LMWOA) Sonuglari

Diistik molekiil agirlikli organik asitler (benzoik asit, oksalik asit, malik asit,
malonik asit, siiksinik asit, formik asit, propiyonik asit, biitirik asit) yiiksek

performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile tayin edilmistir.
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5 10
Ahkonma zamani (dak)

5

Sekil 4.12. HPLC analizinde organik asit standartlarina ait piklerin absorbans
degerleri ve alikonma zamanlari.

[1:Benzoik asit (6.63 dak), 2:Oksalik asit (7.19 dak), 3:Malik asit (9.94 dak),
4:Malonik asit (10.89 dak) 5:Siiksinik asit (12.16 dak), 6:Formik asit (14.57 dak),
7:Propiyonik asit (18.00 dak), 8:Biitirik asit (22.27 dak)]
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Sekil 4.13. Kutluk 94 bugday tiirii govdesinde 10 B+0,2 SNP 6rnegine ait organik

asit piklerinin absorbans degerleri ve alikonma zamanlari.

[1:Benzoik asit (6.63 dak), 2:Oksalik asit (7.19 dak), 3:Malik asit (9.94 dak),
4:Malonik asit (10.89 dak) 5:Siiksinik asit (12.16 dak), 6:Formik asit (14.57 dak),

7:Propiyonik asit (18.00 dak), 8:Biitirik asit (22.27 dak)]
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Tablo 4.2. Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirii gévdelerinde Bor ve SNP uygulamasi sonucu Diisiik Molekiil Agirlikli Organik Asit

icerigi degigimi.

Govde Benzoik Asit Oksalik Asit Malik Asit Malonik Asit Siiksinik Asit Formik Asit Propiyonik Asit | Biitirik Asit
Konsantrasyon | (ng/gTaze Agirlik) | (ng/gTazeAgirhk) | (pg/gTaze Agirhik) | (ng/gTazeAgirhk) | (ng/gTaze Agirlik) | (ng/gTaze Agirlik) | (ng/gTaze Agirhik) | (ng/gTaze Agirlik)
(mM)

Bezostoya

Kontrol 259,50+5 114,60+3 1285,80+5 1580,80+4 1372,60+8 26,86+0,2 17,00+0,1 5,39+0,03
10B 129,65+3% 67,80+8° 811,70+6% 626,40+32 1006,30+5% 19,26+0,12 10,30+0,2? 3,56+0,02°
10 B+0,1 SNP | 248,20+5% 99,00+7%° 1133,10+4% 1122,90+3% 1538,30+6% 28,87+0,1% 10,40+0,2? 5,87+0,04%
10 B+0,2 SNP | 283,00+5% 129,20+5%° 1156,80+7% 1148,20+£5% 1845,90+7% 30,44+0,1% 14,00+1,1% 8,47+0,05%
10 B+0,5 SNP | 88,30 +£5% 80,60+2% 1080,20+4% 1188,90+4% 1200,30 +4%° 27,43+0,3% 11,20+0,3% 3,87+0,03%
Kutluk 94

Kontrol 43520+8 243 20+4 1050,40+4 1287,90+6 3029,40+5 56,95+0,5 17,90+0,2 4,48+0,04
10B 348,30+7° 186,30+9° 875,10+2% 983,30+32 2138,80+4% 41,22+0,42 12,00+0,42 3,40+0,02°
10 B+0,1 SNP | 378,10 £6* 202,40+3%° 1171,80+6% 999,40+5%° 2716,40+6% 65,97 +0,2% 14,90+0,4% 3,62+0,03%
10 B+0,2 SNP | 451,70+6% 260,50+1% 1351,70+5% 1194,00+7%° 2830,40+5% 74,11+0,4% 16,60+0,3% 4,38+0,04%
10 B+0,5SNP  [312,40 5% 127,90+6% 981,10+1%° 957,90+4% 2596,00+4% 50,87+0,3% 5,42+0,05%® 2,99+0,01%

(a: kontrole gore, b:10 B’a gore, ab: hem kontrol hem de 10 B’a gore anlamlilig1 ifade eder. p<0.05, analiz sayis1 (n):3)

63




Tablo 4.3. Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirii koklerinde Bor ve SNP uygulamasi sonucu Diisiik Molekiil Agirlikli Organik Asit

icerigi degigimi.

Kok Benzoik Asit Oksalik Asit Malik Asit Malonik Asit Siiksinik Asit Formik Asit Propiyonik Asit | Biitirik Asit
Konsantrasyon |(ug/gTaze Agirlik) | (ng/gTaze Agirlik) | (ng/gTazeAgirhik) | (ng/gTaze Agirlik) | (ng/gTaze Agirhik) | (ng/gTazeAgirlik) | (ng/gTazeAgirhik) | (ug/gTaze Agirlik)
(mM)

Bezostoya

Kontrol 117,10+6 74,90+3 1963,70+5 1172,80+6 1010,90+3 99.90+3 48,00+£0,3 40,40+0,3
10B 67,00+9° 43,10£72 1049,90+32 728,00+4% 606,80+2 59,70+0,3% 25,90 +£0,2% 28,00+0,22
10 B+0,1 SNP 89,40+£7% 94,2042 1716,20+£2% 1112,30+£8% 1450,20+£5% 61,30+0,4% 39,90+0,3%° 59,80+0,5%
10 B+0,2 SNP [ 90,64+5% 116,00+4%° 2196,70+7% 1220,90+6% 1603,70+2% 122,30+0,7% 58,50 +£0,4%° 73,20+0,6%
10 B+0,5 SNP [ 40,30+2% 62,90+7% 1018,13+4% 749,45 +3% 1452,60+4% 69,10+0,5% 30,60+0,3%° 32,30+0,2%°
Kutluk 94

Kontrol 415,70+7 53,005 1563,50+5 1483,10+4 1100,70+3 93,00+4 59,90+0,5 52,02+0,1
10B 268,10+4% 34,90+3% 1086,70+5% 962,60+3% 760,50+32 66,50+2° 39,50+0,3% 39,96+0,1°
10 B+0,1 SNP | 408,70+3% 73,90+8%° 1216,80+5% 1149,90+6% 849,89+2%° 98,40+3%° 29,50+0,4% 41,16+0,22
10 B+0,2 SNP | 403,40+4% 93,10+4% 1704,00+5% 1551,60+4% 1504,50+7% 101,90+6%® 50,90+0,7% 46,62+0,1%
10 B+0,5 SNP [ 357,00+5% 68,5044 1086,80+5% 1274,90+5% 509,301 81,30+£5% 23,80+0,3% 32,82+0,2%°

(a: kontrole gore, b:10 B’a gore, ab: hem kontrol hem de 10 B’a gore anlamlilig1 ifade eder. p<0.05, analiz sayis1 (n):3)
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Bezostoya govdelerinde 10 mM bor uyguladigimizda kontrol gurubuna gore
benzoik, malik, molanik, siiksinik, oksalik, formik, propiyonik ve biitirik asit
miktarlarinda sirasiyla %49, %36, %60, %26, %40, %28, %39 ve %33 oraninda
azalmalar elde edilmistir. 10 mM bor konsantrasyonuna 0,2 mM SNP ilave
ettigimizde sirasiyla %118, %42, %83, %52, %90, %36, %26, %137 oraninda
artiglar elde edilmistir (Tablo 4.2). Koklerde ise 10 mM bor uyguladigimizda kontrol
gurubuna gore benzoik, malik, molanik, stiksinik, oksalik, formik, propiyonik ve
biitirik asit miktarlarinda sirasiyla %42, %46, %37 %39, %42, %40 ve %46, %30
oraninda azalmalar elde edilmistir. 10 mM bor konsantrasyonuna 0,2 mM SNP ilave
ettigimizde sirastyla %35, %63 %67 %164, %169, %104 %125 %161 oraninda
artislar elde edilmistir (p<0.05) (Tablo 4.3).

Kutluk 94 govdelerinde 10 mM bor uyguladigimizda kontrol gurubuna gore
benzoik, malik, molanik, siiksinik, oksalik, formik, propiyonik ve biitirik asit
miktarlarinda sirasiyla %19, %16, %23 %29, %23 %27, %32 ve %24 oraninda
azalmalar elde edilmistir. 10 mM bor konsantrasyonuna 0,2 mM SNP ilave
ettigimizde benzoik, malik, molanik, siiksinik, oksalik, formik, propiyonik ve biitirik
asit miktarlarinda sirastyla %22, %54, %21, %32, %39, %79, %38, %29 oraninda
artiglar elde edilmistir (Tablo 4.2). Kutluk 94 koklerinde ise 10 mM bor
uyguladigimizda kontrol gurubuna gore benzoik, malik, molanik, siiksinik, oksalik,
formik, propiyonik ve biitirik asit miktarlarinda sirastyla %35, %30, %33 %30, %34
%28, %34 ve %23 oraninda azalmalar elde edilmistir. 10 mM bor konsantrasyonuna
0,2 mM SNP ilave ettigimizde benzoik, malik, molanik, siiksinik, oksalik, formik,
propiyonik ve biitirik asit miktarlarinda sirasiyla %50, %56, %61, %97, %166, %53,
%28, %16 oraninda artiglar elde edilmistir (p<0.05) (Tablo 4.3). Bor stresine karsi
ilave ettigimiz SNP konsantrasyonlarinda 0,1 mM’da diisiik molekiillii organik asit
bilesiminde anlamli degisiklik gozlenmemistir. 0,2 mM SNP’de ise Bezostoya
bugday tiirii gévdelerinde siiksinik ve biitirik asit iceriklerinde oldukca belirgin

artislar elde edilmistir.
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Bizim sonuglarimiza paralel olarak Chen ve ark. (2009) yalanct igde
bitkisinde yaptiklar1 alkali stresinde, malik, sitrik, oksalik ve fumarik asit
igeriklerinde kontrol gruplarina gore azalmalarin oldugunu gostermislerdir [187].
Tatar ve ark. (1999) salatalik bitkisine kursun, nikel ve vanadyum stresleri
uyguladiklarinda sitrik, malik ve fumarik asit igeriklerinde farkli dozlarda
azalmalarin oldugunu tespit etmislerdir [188]. Ksilem sivisi i¢indeki organik asit
bilesimi, incelenen bitki tiiriine baghdir. Cesitli bitkilerin ksilem sivis1 i¢inde mevcut
baskin organik asitler (6rnegin, domates, soya fasulyesi, kayin, vb.) malik, sitrik,

stiksinik ve fumarik gibi krebs dongiisii ara maddeleridir [189-191].

Diisik molekiil agirlikli organik asit arastirmalari {izerine bir¢ok tarla
denemeleri yapilmistir. Kok yapisi, toprak yapisi, toprak organik bilesimi, pH, nem
ve mikrobiyal aktivite gibi faktorler, bulunulan bolgeye gore farlilik gosterebilir ve
bu farkliliklar diisiik molekiillii organik asit miktarinda degismelere ve
modifikasyonlara neden olur [192-194]. Diisikk molekiil agirlikli organik asitlerin,
eser elementlerin kompleks ajanlar1 gibi davrandigi yapilan caligmalarda rapor
edilmistir [195]. Deney sonuglarimiza gore koklerde malik, formik, benzoik, ve
oksalik miktarlarinda belirli diizeylerde azalma gozlenmistir. Bunun sebebi
calismamizda ortama ilave edilen 10 mM borun koklerden alinmasiyla birlikte
ortamda bulunan 6zellikle malik, formik, benzoik ve oksalik asitlerlerin kompleks

olusturma durumu olabilir.

66



4.6. Metal Icerigi Sonuclar

K, Cu, Na, Ca, Mg, Mn, Fe, Zn ve B analizleri ICP-MS cihaz1 ile

gerceklestirldi. Metal analizine ait kalibrasyon grafikleri ve sonuglar1 asagidadir.
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Sekil 4.14. ICP-MS cihazinda K, Cu, Na, Ca, Mg, Mn, Fe, Zn ve B metallerinin

kalibrasyon grafikleri
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Tablo 4.4. Bezostoya bugday tiirtinde Bor ve SNP uygulamasi sonucu K, Cu, Na, Ca, Mg, Mn, Fe, Zn ve B igerigindeki degisimler.

BEZOSTOYA
Konsantrasyon K Cu Na Ca Mg Mn Fe Zn B
(mM) (mg/g  Kuru | (mg/g  Kuru | (mg/g Kuru | (mg/g  Kuru | (mg/g Kuru | (mg/g  Kuru | (mg/g  Kuru | (mg/g  Kuru | (mg/g  Kuru
Agirlik) Agirlik) Agirlik) Agirlik) Agirlik) Agirlik) Agirlik) Agirlik) Agirlik)
GOVDE
Kontrol 6,009+0,01 0,287+0,001 2,042+0,011 3,682+0,011 6,690+0,01 | 0,827+0,001 1,265+0,004 | 0,452+7.10% [ 0,121+0,002
10B 4,480+0,02° 0,024+0,002% | 0,727+0,001% 1,396+0,005% | 3,320+0,01% | 0,064+£0,007> | 0,322+0,002* | 0,010+1.10™ | 0,752+0,003?
10 B+0,1 SNP 6,132+0,16" 0,037+0,003% | 0,964+0,014%° 1,477+0,004* | 4,019£0,06® | 0,132+0,003* | 0,361£0,001* | 0,012+1.10™ | 0,702+0,003%
10 B+0,2 SNP 6,401+0,05® | 0,065£0,006* | 1,680+0,005% 1,649+0,001% | 4,437+0,05% | 0,509+0,002%° | 0,581+0,002% | 0,017+2.10™ | 0,622+0,002%
10 B+0,5 SNP 4,231+0,02® | 0,047+0,002° | 0,766+0,001% 1,014+0,001% | 2,715£0,04® | 0,073£0,001* | 0,331+0,002* | 0,015+1.10™ | 0,377+0,001%
KOK
Kontrol 3,930+0,04 0,249+0,001 1,579+0,001 2,262+0,017 | 3,482+0,03 | 0,758+0,002 1,233+£0,003 | 0,371£1.10° [ 0,0610,001
10B 2,481+0,04° 0,034+0,002% | 0,581%0,004* 1,181+0,001* | 2,745+0,04* | 0,056£0,001* | 0,312+0,002* | 0,017+2.10™ | 0,505+0,002%
10 B+0,1 SNP 2,530+0,04° 0,083+0,002% | 0,827+0,004% 1,274+0,001% | 3,552+0,04° | 0,326+0,002% | 0,384+0,001* | 0,018+2.10% | 0,338+0,001°
10 B+0,2 SNP 3,795+0,07" 0,144+0,004% | 1,027£0,003%® | 2,055£0,063° | 3,770+0,02%° | 0,451+0,002% [ 0,721+0,002®° | 0,084=1.10% | 0,278+0,001"
10 B+0,5 SNP 1,950+0,09%° | 0,107+0,003® | 0,789+0,005% 1,642+0,025% | 2,442+0,01% | 0,045£0,001* | 0,310+0,001* | 0,053+1.10™* | 0,257+0,001°

(a: kontrole gore, b:10 B’a gore, ab: hem kontrol hem de 10 B’a gore anlamlilig1 ifade eder. p<0.05, analiz sayis1 (n):3)
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Tablo 4.5. Kutluk 94 bugday tiiriinde Bor ve SNP uygulamasi sonucu K, Cu, Na, Ca, Mg, Mn, Fe, Zn ve B icerigindeki degisimler.

KUTLUK 94
Konsantrason (mM) | K Cu Na Ca Mg Mn Fe Zn B
(mg/g Kuru | (mg/g Kuru | (mg/g Kuru | (mg/g Kuru | (mg/g Kuru | (mg/g Kuru | (mg/g Kuru | (mg/g  Kuru | (mg/g Kuru
Agirlik) Agirlik) Agirlik) Agirlik) Agirlik) Agirlik) Agirlik) Agirlik) Agirlik)
GOVDE
Kontrol 6,506=0,008 0,274+0,004 2,124+0,001 5,647+0,004 7,067+0,060 | 0,149£0,003 [ 0,200+0,001 [ 0,556+0,007 [ 0,116+0,001
10B 5,050+0,036% 0,036+0,002% 0,820+0,002% 2,325+0,002° 3,837+0,018* | 0,076+0,001% | 0,074+£0,001* | 0,246+0,004* | 0,569+0,0032
10 B+0,1 SNP 5,167+0,003® | 0,041+0,001° 0,759+0,002® | 2,508+0,003® | 4,775+0,004™ | 0,0810,001% | 0,074+0,001% | 0,256+0,002% | 0,501:£0,002%
10 B+0,2 SNP 5,545+0,004%° | 0,064+0,002° 1,255+0,013% | 3,029+0,033% | 5,744+0,001%° | 0,124+0,003° | 0,157+0,086° | 0,317+£0,004® | 0,384+0,001%°
10 B+0,5 SNP 4,352+0,002® | 0,032+0,001° 0,501+0,003% | 2,247+0,032® | 3,960+0,042% | 0,062+0,001% | 0,053+0,001% | 0,129+0,002® | 0,341+0,006®
KOK
Kontrol 3,156+0,002 0,268+0,005 4,083+0,001 2,507+0,001 2,652+0,004 | 0,249+0,004 | 0,227+0,004 | 0,258+0,002 | 0,054+0,001
10B 0,652+0,002° 0,093+0,003% 1,741+0,002° 0,632+0,004% 1,592+0,004% | 0,077+0,001* | 0,112+0,003* | 0,123+0,001* | 0,335+0,003%
10 B+0,1 SNP 0,885+0,004% | 0,206+0,002%° | 2,226+0,002%® | 1,656+0,008% | 3,334+0,006® | 0,164+0,002® | 0,137+0,002% | 0,143+0,005% | 0,277+0,002%°
10 B+0,2 SNP 1,316£0,002®® | 0,285+0,001° 4,503+0,005® | 3,507+£0,005%® | 2,937+0,004% | 0,208+0,006° | 0,141+0,001% | 0,163+0,003% | 0,203+0,004®
10 B+0,5 SNP 0,753+0,003% | 0,135+0,002% 1,653+0,003® | 1,414£0,001® | 1,081+0,001%° | 0,106+0,005° | 0,118+0,001% | 0,120+0,002% | 0,187+0,002%

(a: kontrole gore, b:10 B’a gore, ab: hem kontrol hem de 10 B’a gore anlamlilig1 ifade eder. p<0.05, analiz sayis1 (n):3)
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Elde edilen sonuglara gére Bezostoya bugday tiirii govdelerinde, 10 mM bor
ilave edildiginde kontrol grubuna gére B aliniminin arttig1 goriilmektedir. 10 mM B
ortamina 0,1 ve 0,2 mM SNP ilavesi anlamli bir degisiklik gostermezken, 0,5 mM
SNP eklenmesiyle birlikte B miktar1 %49 oraninda azalmistir. Gévdede 10 mM bor
stresinde kontrol grubuna gore, K, Cu, Na, Ca, Mg, Mn, Fe, Zn igeriklerinde sirasiyla
%25,44, %91,63, %64,38, %62,07, %50,37, %92,20, %74,55, %97,75 oraninda
azalmalar gozlenmistir. 10 mM stres grubuna 0,2 mM SNP ilave edildiginde ise K,
Cu, Na, Ca, Mg, Mn, Fe, Zn iceriklerinde sirasiyla %42,87, %170,83, %130,92,
%18,08, %33,65, %689,92 , %80,43, %73,89 oraninda artiglarin oldugu tespit
edilmistir. 10 mM stres durumunda ortama ilave edilen 0,1 mM SNP de anlaml
etkilere rastlanmamistir. Koklerde ise Bezostoya bugday tiiriinde 10 mM bor
ortamimna 0,1 mM SNP ilave edildiginde anlamli bir degisiklik meydana gelmezken,
0,2 ve 0,5 mM SNP ilavesiyle B miktarinda sirasiyla %45 ve %49 oraninda
azalmalar gozlenmistir. (p<0.05) (Tablo 4.4).

Kutluk 94 bugday tiirii gévdelerine ise 10 mM bor ilavesiyle bor oraninda
artis elde edilmistir. 10 mM bor stresli ortama 0,1, 0,2 ve 0,5 mM SNP ilave
edildiginde bor igerikleri %12, %40 ve %32,5 oraninda azalmistir. 10 mM bor
stresinde kontrol grubuna gore K, Cu, Na, Ca, Mg, Mn, Fe, Zn iceriklerinde sirasiyla
%2237, 9%86,65, %61,37, %58,82, %45,70 %A48,99, %63, %55,68 oraninda
azalmalar gozlenmistir. 10 mM bor stresine karst ilave edilen 0,2 mM SNP
konsantrasyonunda, K, Cu, Na, Ca, Mg, Mn, Fe, Zn igeriklerinde sirasiyla %9,79,
%75,34, 9%53,01, %30,25, %49,68, %63,15, %112,16, %28,80 oraninda artiglar
belirlenmistir. Koklerde de benzer etkilere rastlanmistir. Koklerde 10 mM B
konsantrasyonuna 0,1, 0,2 ve 0,5 mM SNP ilave ettigimizde bor iceriklerinde
sirastyla %32,2, %42,8 ve %47,3 oraninda bor miktarlarinda azalma bulunmustur
(p<0.05) (Tablo 4.5). Tablo 4.4 ve Tablo 4.5 de goriildiigii gibi ortama 10 mM bor
ilave edilmesiyle bor miktarinda artiglar olmustur. 0,2 mM SNP ilavesiyle bor
miktarinda Bezostoya (B hassas) tiiriinde %17,27, Kutluk 94 (B toleransli) tiirtinde

ise %40,0 oraninda azalmalar elde edilmistir.
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Kaya ve ark. (2015) domates bitkisine 0,5 ile 6,5 mg/L bor konsantrasyonu
uyguladiklarinda Ca ve K miktarlarinda azalmalarin oldugunu belirtmislerdir [129].
10 mM bor stresine 0,2 mM SNP ilave edildiginde K, Cu, Na, Ca, Mg, Mn, Fe, Zn
iceriklerinde Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirii kok ve govdelerinde anlamli
artiglar elde edilmistir. 0,5 mM SNP metal iceriklerinde olumlu bir artig
yaratmamistir. Kaya ve ark. domateste bor stresine 0,1 mM SNP uyguladiklarinda K
ve Ca igeriklerinde artis elde etmiglerdir [129].

Bastias ve ark. (2010) domates bitkisinde yaptiklari bir ¢calismada tuz stresi
uyguladiklart bitkide Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na ve Zn igeriklerinde azalma oldugunu
tespit etmislerdir [130]. Bezostoya (B hassas) ve Kutluk 94 (B toleransli) bugday
tiirlerinin kok ve govdelerine ilave edilen 10 mM bor konsantrasyonu ile birlikte her
iki tiirde de bor miktarinda artiglar elde edilmistir. Ancak Bezostoya bugday tiirtiniin
govde ve koklerinde bor konsantrasyonu daha fazla bulunmustur. Bezostoya bugday
tirii gévdesinde 10 mM bor ilave edilmesiyle birlikte 0,752 mg/g bor bulunurken
Kutluk 94 bugday tiirii govdesinde bu miktar 0,569 mg/g’dir. Hassas tiir olan
Bezostoya tiirii B’u biinyesinde Kutluk 94 tiirline gore daha fazla biriktirmistir.
Nable (1988) arpa ve bugday genotiplerini incelediginde B hassas Kkiiltiirlerin, bor
toleranshi kiiltiirlerden boru biinyesinde daha fazla biriktirdigini gostermistir [131].
Bu da toleransli genotiplerin ortamdaki yiiksek miktardaki borun alinimim
kisitlayacak kok yeteneklerinin oldugunu gosterir. Bu yetene§in toleransh
genotiplerin bor alimimini kontrol etmek ic¢in, borun pasif tasmimini kisitlayan

plazma zarmin bilesimindeki degisikliklerden dolayr gelistigi One siiriilmektedir
[131, 196- 199].
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4.7. Poliamin (putresin, spermidin, spermin) Sonugclari
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Sekil 4.15. Poliamin standartlarina ait (putresin, spermidin ve spermin) kalibrasyon

grafikleri.
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Sekil 4.16. Poliamin standartlarina (putresin, spermidin, spermin) ve 6rnege (Kutluk
94 govde 10 B+0,2 SNP) ait absorbans ve alikonma zamani grafigi.
[Putresin (4.66 dak), spermidin (7.28 dak) ve spermin (11.506 dak)]

74



Tablo 4.6. Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde Bor ve SNP uygulamasi sonucu poliamin (putresin, spermidin, spermin)

degisimleri.

(a:

Putresin (nmol/g Taze Agirhk)

Spermidin (nmol/gTaze Agirhk)

Spermin (nmol/g Taze Agirhk)

Konsantrasyon (mM) Bezostoya Kutluk 94 Bezostoya Kutluk 94 Bezostoya Kutluk 94
GOVDE

Kontrol 463,79+4,24 441,02+1,44 | 386,77+4,34 342,85+2,24 110,71£7,08 | 102,82+3,99
10B 745,59+7,07° 648,07+4,76% | 492,15+1,42° 426,07+4,92° 186,63+4,94% | 141,28+2,12°
10 B+0,1 SNP 664,00£4,28%  [552,27+321% |454,31£5,09%  [405,47+7,05° [122,62+2,37° | 118,94+2,83®
10 B+0,2 SNP 492,16+2,82%  [453,40+4,82° [328,02+2,96® [309,86+1,63® [103,23+4,73" [95,12+7,02°
10 B+0,5 SNP 680,79+14,15° | 565,68+7,06 |483,59+4,24° [412,07+2,92*°  |193,58+3,00° |123,13+4,42®
KOK

Kontrol 1313,07+18,481 |689,07+4,33 | 123,66+6,14 103,19+2,56 77,29+1,15 71,29+1,01
10B 1720,45+28,92* | 788,78+2,82% | 192,59+3,65% 156,29+3,24° 122,6743,29* | 106,44+5,03°
10 B+0,1 SNP 846,02+5,62"  [534,32+6,10° | 186,64+231° [ 141,17+1,17° |[110,29+2,06° |[92,61+3,37%
10 B+0,2 SNP 621,59+4,82%  [251,36+1,60% [171,12+1,25% 126,62+2,29% | 88,62+1,58" 76,78+2,52°
10 B+0,5 SNP 980,68+8,03%  [646,36+1,92% |197,63+3,35°  |187,14+3,03™ [131,13+2,58% [97,17+3,06°
kontrole gore, b:10 B’a gore, ab: hem kontrol hem de 10 B’a gore anlamlilig: ifade eder. p<0.05, analiz sayisi (n):3)
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Poliamin igeriklerinde 10 mM bor stresinde kontrol grubuna gére Bezostoya
bugday tiiriiniin gévdelerinde putresin, spermidin ve spermin igeriklerinde sirasiyla
%60,47, %27,24 ve %68,57 oraninda artiglar oldugu gézlenmistir. Strese karsi ilave
edilen 0,2 mM SNP de ise 10 mM bor konsatrasyonuna gore putresin, spermidin ve
spermin igeriklerinde sirastyla %33,99, %33,35 ve %44,68 oraninda azalmalar elde
edilmistir. Kutluk 94 bugday tiirlinde 10 mM bor stresinde kontrol grubuna gore
putresin, spermidin ve spermin igeriklerinde sirasiyla %46,94, %24,27 ve %37,39
oraninda artislar oldugu goézlenmistir. 10 mM bor konsatrasyonuna kars1t 0,2 mM
SNP ilave edilmesiyle poliamin igeriklerinde (putresin, spermidin ve spermin)
strastyla %30,03, %27,36 ve %32,67 oraninda azalmalar elde edilmistir. Bor stresi
ortamina ilave edilen SNP, stresten dolay1 artan poliamin miktarlarini azaltmistir.
Ancak en iyi cevap 0,2 mM SNP konsantrasyonundan elde edilmistir (p<0.05)
(Tablo 4.6).

Koklerde ise degismeler sdyle bulunmustur. 10 mM bor stresinde kontrol
grubuna gore Bezostoya bugday tiirlinde putresin, spermidin ve spermin igeriklerinde
sirastyla %31,02 %55,74 ve %58,70 oraninda artislar oldugu gozlenmistir. Strese
kars1 ilave edilen 0,2 mM SNP de ise 10 mM bor konsatrasyonuna gore putresin,
spermidin ve spermin igeriklerinde sirasiyla %63,87, %11,15 ve %27,75 oraninda
azalmalar elde edilmistir. Kutluk 94 bugday tiirinde 10 mM bor stresinde kontrol
grubuna gore putresin, spermidin ve spermin igeriklerinde sirasiyla %14,47, %51,46
ve %49,30 oraninda artiglar oldugu gozlenmistir. 10 mM bor konsatrasyonuna karsi
0,2 mM SNP ilave edilmesiyle poliamin igeriklerinde (putresin, spermidin ve
spermin) sirasiyla %68,13, %18,98 ve %27,86 oraninda azalmalar elde edilmistir
(p<0.05) (Tablo 4.6).

Stres etkisiyle Bezostoya bugday tiiriiniin gévdelerinde poliamin artis1 Kutluk
94 tiirline oranla daha fazla olmustur. Sonuglara gore stresten etkilenme Bezostoya
tiriinde daha fazla meydana gelmistir. Bor stresli, ortama SNP ilave ettigimizde
poliamin iceriklerinde azalma meydana gelmistir. 0,1 ve 0,5 mM SNP de ¢ok anlaml
degisimler gozlenmezken 0,2 mM SNP de bor stresinde yiikselen poliamin
iceriklerinde azalmalar gozlenmistir. NO ve poliaminler, kuraklik, sicaklik, mineral

fazlaligi ve eksikligi gibi bazi abiyotik stres kosullarinda diizenleyici olarak
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fonksiyon gostermektedir [200-202]. Ornegin bugday yapraklari ve filizleri kurakliga
maruz kaldiginda NO donérii olan SNP uygulandiginda, stoma kapanmasinin
uyarilmasiyla terleme oraninin azaltildigi ve bdylece su kaybinda azalma oldugu
rapor edilmistir. Son yapilan ¢alismalar poliamin ve NO sinyal metabolizmasinin

diger metabolik yollarla ortak diisliniilmesi gerektigini gostermistir [132].

Poliaminlerin oksidatif streste bazi fonksiyonlar1 oldugu bilinmektedir.
Poliamilerin antioksidatif etkileri onlarin, anyonik ve katyonik baglayici
Ozelliklerinin bir arada olmasindan ileri gelmektedir. Bu 0Ozelliklerinden dolay1
radikal soniimleyici olarak davranabilir, lipid peroksidasyonunu azaltabilir, metal
katalizli reaksiyonlara girebilir ve diamin oksidaz (DAO), poliamin oksidaz (PAQO)
sayesinde hidrojen peroksit {iiretimini gergeklestirebilirler [132]. Poliamin
birikimindeki degisimler, UV radyasyonun sebep oldugu strese karsi bir cevap olarak
ortaya ¢iktig1 bazi1 ¢alismalarda rapor edilmistir. Bitkilerin kendilerini ozon ve ozon
kaynakli stresten korumak i¢in poliamin diizeylerini degistirdigi gosterilmistir [132].
Bazi oksidatif streslerde poliamin katabolizmasinin iirettigi hidrojen peroksitin
antioksidan savunma sistemini aktive ettigi de gosterilmistir. Ayrica fenil propanoid
ve poliamin konjugatlar1 da ROS ve NOS’lara kars1 stres kosullarinda bir antioksidan
cevap olusturacak sekilde hareket edebildigi yapilan arastirmalar sonucu ortaya

konmustur [133].
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4.8. Sistein, GSH ve GSSG Sonuclar
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Sekil 4.17. Standartlara ve 6rnege (Kutluk 94 gévde 10 B+0,2 SNP) ait absorbans ve
alikonma zamani grafigi. [1: sistein (1.716 dak), 2: GSH (4.048 dak), 3: GSSG
(13.208 dak)].
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Tablo 4.7. Bezostoya ve Kutluk 94 bugday

sonucu Sistein, GSH ve GSSG degisimleri.

turlerinde Bor ve

SNP uygulamasi

Konsantrasyon | Sistein GSH GSSG
(mM) (ng/g Taze (ng/g Taze (ng/g Taze
Agirhk) Agirhk) Agirhk)

Govde

Bezostoya Kontrol 124,24+5,34 187,79+6,33 24,65+1,98
10B 63,11+2,65° 105,70+7,152 11,90+,058°2
10 B+0,1 SNP | 104,59+1,99 % 131,71+2,18® 16,91£0,95 ®
10 B+0,2 SNP | 211,85+9,69 % 160,2443,65® 21,61+1,46%
10 B+0,5SNP | 96,02+2,79® 122,66+2,38 18,59+1,05 ®

Kutluk 94 Kontrol 207,96+£4,28 265,03+4,35 44.7543,46
10B 107,39+9,04 ° 171,12+3,24 2 22,93£2,15%
10 B+0,1 SNP | 119,05+1,33 2 209,67+4,46 ™ 31,71£2,58%®
10 B+0,2 SNP | 307,10£6,53 248,09+4,35® 37,79£2,12°%
10 B+0,5SNP | 105,84+8,88 ° 191,10+6,28® 25,58+1,68%

Kok

Bezostoya | Kontrol 108,62+3,53 102,86+2,98 15,29+1,54
10B 65,63+2,51° 59,79+1,28° 6,59+0,47°2
10 B+0,1 SNP | 124,68+5,73 % 116,97+7,65® 8,42+0,55 %
10 B+0,2 SNP | 132,44+4,14% 159,00+8,18 % 11,59+0,78 ®
10 B+0,5SNP | 100,53+3,65%° 98,50+5,35 " 9,00+0,62 *

Kutluk 94 | Kontrol 134,00+1,14 126,46+3,25 16,87+0,85
10B 82,5243,52° 87,1842,17°% 7,95+0,65°
10 B+0,1 SNP | 106,50+2,12%° 119,77+3,65° 9,85+0,84 *
10 B+0,2SNP | 151,58+2,47%° 196,89+6,87 14,56+1,15 %
10 B+0,5SNP | 103,50+2,24 % 104,59+3,28® 10,88+1,07 %

(a: kontrole gore, b:10 B’a gore, ab: hem kontrol hem

anlamlilig1 ifade eder. p<0.05, analiz sayis1 (n):3)
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Kutluk 94 ve Bezostoya bugday tiirlerinde sistein, GSH ve GSSG miktarlar
kok ve govde de soyle bulunmustur. 10 mM bor konsantrasyonunda kontrol grubuna
gore Kutluk 94 bugday govdelerinde sistein, GSH ve GSSG miktarlar1 sirasiyla
%48,36, 9%35,43 ve %48,75 oraninda azalmistir. Bezostoya tiiri bugday
govdelerinde ise bu molekiillerdeki azalma sirasiyla %49,20, %43,85 ve %51,00
olarak goézlenmistir. Kutluk 94 tiiri bugday govdelerinde, 10 mM bor
konsantrasyonuna 0,1, 0,2 ve 0,5 mM SNP ilave ettigimizde GSH igeriklerinde
sirastyla 922,52, %44,98 ve %]11,67 oraninda artislarin oldugu tespit edilmistir.
Bezostoya bugday tiirii govdelerinde ise bu artig oranlar sirasiyla %24,60, %51,59
ve %16,04 olarak bulunmustur. Kutluk 94 bugday tirii govdelerinde GSSG
miktarinda 10 mM bor konsantasyonuna 0,2 mM SNP ilave ettigimizde %64,80
oraninda bir artiy gdzlenirken Bezostoya tiirlinde bu artis %81,59 olarak tespit

edilmistir (p<0.05) (Tablo 4.7).

Koklerde ise Kutluk 94 tiiriinde sistein, GSH ve GSSG oranlar1 10 mM bor
konsantrasyonunda kontrol grubuna gore %38,80, %31,06 ve %52,87 oraninda
azalmistir. Bezostoya bugday tiiriinde ise kontrol grubuna gore bor stresiyle birlikte
bu molekiillerin azalma oranlar1 %39,60, %41,87 ve %56,89 olarak bulunmustur.
Kutluk 94 bugday tiirii koklerinde 10 mM bor konsantrasyonuna ilave edilen 0,1 0,2
ve 0,5 mM SNP sonucunda GSH igeriklerinde sirasiyla %37,38, %125,84 ve %19,70
oraninda artiglarin oldugu gozlenmistir. Bezostoya bugday tiirii govdelerinde ise
stirastyla GSH miktarlart %95,63, %165,93 ve %64,74 oraninda artmistir.10 mM bor
konsantrasyonuna 0,2 mM SNP ilave ettigimizde Kutluk 94 ve Bezostoya bugday
tiirli koklerinde GSSG igeriklerinde sirasiyla %83,14 ve %75,87 oraninda artiglarin
oldugu deneylerimiz sonucundaki verilerden elde edilmistir (p<0.05) (Tablo 4.7).

Ruiz ve ark. (2003) ayc¢icegi bitkisinde asir1 borun GSH sentezini inhibe
ettigini sOylemistir. Ayrica disaridan ilave edilen antioksidanlarin borun olusturdugu
zararlar azalttigini de bildirmistir [134]. Bor stresine kars1 ilave ettigimiz 0,1 ve 0,2
mM SNP konsantrasyonunda, sistein, GSH ve GSSG oranlarinda artig gozlenirken,

0,5 mM SNP konsantrasyonunda anlamli degisiklikler elde edilmemistir.
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GSH’1n sentezlenmesi, birden fazla hiicresel reaksiyonlar i¢in substrat elde
edilmesini saglar. Bu reaksiyonlardan biri de iki glutatyonun (GSH) bir disiilfit
bagiyla baglanip GSSG molekiiliinii olusturma reaksiyonudur. GSH ve GSSG
arasindaki bu denge hiicresel redoks durumunun korunmasi i¢in ¢ok énemlidir [135].
Reaktif oksijen tiirlerinden kaynakli oksidatif stresin olumsuz etkilerini azaltmak igin
hiicrelerin normal indirgen durumda kalmalar1 gerekir ve bunun i¢in ortamda GSH’a

ihtiyag vardir [203].

Bitkilerde glutatyon (GSH), glutaredoksin, glutatyon S transferaz,
glutatyonilasyon proteinlerinin yapisinda gorev alir. Hiicrede bir¢ok metabolik
yolakta gorevli oldugu i¢in GSH’1n iiretimi hiicre fonksiyonlarida hayati 6nem tasir.
10 mM bor ile bitkide olusan oksidatif stresten dolayr sistein, GSH ve GSSG
iceriklerinde biiylik Olgiide azalmalar olmustur. Ciinkii GSH, biyotik ve abiyotik
streslerde oksidatif strese cevap olusturur. *O,, H20; ve birgok tehlikeli ROS (OH
gibi) tiirlerine karst potansiyel soniimleyici gérevi yapar [204]. Ortamda iretilen
GSH molekiillerinin olusan bu stres kosullarinda antioksidan ara maddeleri gibi

kullanildig1 deney sonuglarimiza gére yorumlanabilmektedir.

4.9. Fitoselatin (PC,) Sonuclari
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Sekil 4.18. Standart ve 6rnege (Kutluk 94 goévde 10B+0,2 SNP) ait Fitoselatin 2
(PC,) absorbans ve alikonma zamanlar1 (4.11 dak.).
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Sekil 4.19. Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde Bor ve SNP uygulamasi
sonucu govde (A) ve kok (B) Fitoselatin (PC,) degisimleri. (a: kontrole gore, b:10
B’a gore, ab: hem kontrol hem de 10 B’a gore anlamlilig: ifade eder. p<0.05, analiz
sayist (n):3)

Yaptigimiz deneyler sonucu elde ettigimiz verilere gore Bezostoya ve Kutluk
94 bugday tiirlerinde fitoselatin igerikleri sdyle degismistir. Bezostoya bugday tiirii
govdelerinde 10 mM bor stresinde kontrol grubuna gore fitoselatin icerigi %94,49
oraninda artis gostermistir. Bu artis kutluk 94 bugday tiiriinde %80,44 olarak
bulunmustur. Bezostoya bugday tiirtine 10 mM bor stresine 0,1, 0,2 ve 0,5 mM SNP
uyguladigimizda 10 mM bor stresine gore fitoselatin iceriklerinde sirasiyla %19,02,
%36,42 ve %51,60 oraninda azalmalar oldugu gdzlenmistir. Bu degisimler Kutluk 94
tiiriinde sirastyla, %22,98, %39,35 ve %45,08 olarak bulunmustur (p<0.05) (Sekil
4.19.A).

Koklerde ise fitoselatin igeriklerindeki degisimler soyledir. Bezostoya bugday
tirii koklerinde 10 mM bor stresinde kontrol grubuna gore fitoselatin igerigi
%142,62 oraninda artis gostermistir. Bu artis Kutluk 94 bugday tiirtinde %102,24
olarak bulunmustur. Bezostoya bugday tiiriine 10 mM bor stresine 0,1, 0,2 ve 0,5
mM SNP uyguladigimizda 10 mM bor stresine gore fitoselatin igeriklerinde sirasiyla
%22,92, %63,35 ve %68,51 oraninda azalmalar oldugu gozlenmistir. Bu degisimler

82



Kutluk 94 tiirlinde sirastyla, %?20,49, %36,74 ve %55,54 olarak bulunmustur
(p<0.05) (Sekil 4.19.B).

Glutatyon biyotik ve abiyotik streslerde bitkinin ¢evreye adaptasyonlarinda
hayati rol oynamaktadir. Fitoselatin formuna gecerek agir metallerle kompleks
olusturabilmesi bu duruma ornek olarak verilebilir. GSH’lar, (Y-Glu—Cys),.5—Gly
formiiliinden de anlasilacag1 gibi fitoselatin biyosentezinin substrat molekiilleridir.
Agir metal tasinmasi ve detoksifikasyonu siireglerinde énemli bir rol oynarlar [90,
92, 205]. Fitoselatinler, Ni gibi tasimim gerektiren metaller varliginda yogun
sentezlenir. Sonuclarimiza gore bor miktarmin artmasiyla PC, diizeylerinde de artis
olurken, sistein, GSH ve GSSG igeriklerinde ters orantili bir sekilde azalma meydana
gelmistir. Bu ters orant1 bize fitoselatin biyosentezi gergeklesirken GSH’larin
substurat olarak kullanildigin1 gostermektedir. Metal kaynakli fitoselatinler bitkilerde
ozellikle tahillarda metal toksisitesininin bir gostergesi olarak fonksiyon gosterir
[136]. Pb, Cd ve Cu gibi metallerin artigi, givigkan otu, bugday, misir ve mikroalgler
de metal toksisitesine sebep olur. Bitki biiyiimesini engeller ve fitoselatin birikimini

arttirir [136-140].

Hiicre kiiltiirii ile yapilan ¢alismalarda Cd varliginda fitoselatinler artarken
GSH oraninda azalmalarm oldugu gdzlenmistir. Ustelik gerek bitkilerle gerek hiicre
kiiltiirti ile yapilan caligmalarda bitkiler glutatyon inhibitdrlerine (butiyonin
siilfoksimin) maruz birakildiklarinda fitoselatin = sentezinin  inhibisyonunun
gerceklestigi ve bitkide Cd hassasiyetinin olustugu gdosterilmistir. Bu hassasiyet
ortama glutatyon ilavesi yapilarak ortadan kaldirilmistir [92].
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4.10. Real Time PCR Sonuclar:

Nitrat rediiktaz enzimine ait RT-PCR analizi sonucu elde edilen enzim kat

artis orani grafikleri asagidadir.
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Sekil 4.20. Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde Bor ve SNP uygulamasi
sonucu govde (A) ve kok (B) Nitrat Rediiktaz Enzim aktivitesinin Real Time PCR
analizi. (a: kontrole gore, b:10 B’a gore, ab: hem kontrol hem de 10 B’a gore
anlamlilig1 ifade eder. p<0.05, analiz sayis1 (n):3)

Nitrat rediiktaz enziminin bor stresinden nasil etkilendigini ve daha sonra
ortama eksojen olarak ilave ettigimiz NO’nun enzim aktivitesine ve ekspresyonuna
etkilerini inceledik. Nitrat rediiktaz enzimi NO metabolizmasinda 6nemli rol
oynayan bir enzim oldugundan bu enzimin davranislarin1 incelemek calismamiz
acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu enzimin hem aktivitesini hem de mRNA
diizeyinde sentezlenip sentezlenmedigini deneylerimiz sonucu elde ettigimiz verilerle

yorumladik.

Nitrat Rediiktaz enzimini Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinin gévde ve
kok oOrneklerinin real time PCR analizi yapildi. Sonuglar, konsantrasyona karsi
enzimin ekspresyonundaki degisim (kat) olarak ifade edilmistir (Sekil 4.20). Kontrol
grubunun ekspresyon sayisi sifir kabul edilerek diger drneklere ait degisimler kontrol
grubu referans alinarak yorumlanmistir. Govdelerde kontrol grubuna gére degisim 10
mM bor ilavesiyle Bezostoya tiirlinde 4,5 kat, Kutluk 94 tiirtiinde 2,6 kat oraninda

azalmistir. Bezostoya tiiriine ait bugday govdelerinde 10 mM bor konsantrasyonuna
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0,1 mM SNP, 0,2 mM SNP ve 0,5 mM SNP ilaveleriyle sirasiyla kontrol grubuna
gore; 7,2, 10,57, 2,55 kat olarak artis gdzlenmistir. Kutluk 94 tiirii gévdelerinde ise
10mM bor konsantrasyonuna 0,1 mM SNP, 0,2 mM SNP ve 0,5 mM SNP
ilaveleriyle sirasiyla kontrol grubuna gore; 5,46, 6,65, 1,03 kat oraninda artislar elde

edilmistir (p<0.05) (Sekil 4.20.A).

Koklerde ise; Bezostoya bugday tiirinde 10 mM bor konsantrasyonunda
kontrole gore enzim ekspresyonunda 6,5 kat oraninda azalma olurken, Kutluk 94
tiiriinde 4,8 kat oraninda azalma olmustur. Bezostoya bugday tiirii koklerinde 10 mM
bor stresine 0,1 ve 0,2 mM SNP uygulamalar1 da ekspresyon oranlari sirasiyla
kontrol grubuna 1,6 ve 3,6 kat artmistir. Kutluk 94 bugday tiirii koklerinde ise 10
mM bor stresine 0,1 ve 0,2 mM SNP uygulamalarinda ekspresyon oranlari sirasiyla
kontrol grubuna 3,5 ve 6,1 kat artmistir. 10 mM bor stresine 0,5 mM bor
uygulandiginda kontrol grubuna gére Bezostoya koklerinde 0,68 kat oraninda azalma
olurken, Kutluk 94 bugday koklerinde 1,55 kat oraninda artig gozlenmistir (p<0.05)
(Sekil 4.20.B).

Nitrat rediiktaz aktivitesi hem transkripsiyon hem de translasyon sonrasi
diizeyde modiile edilebilir. Ornegin bugday ve salatalikta NR’ 1 mRNA diizeylerinin
soguk ve NOj stresinden etkilendigi belirtilmistir [145]. Tiitlin bitkisinde kuraklik
stresiyle birlikte bu enzimin hem mRNA diizeyi hem de aktivitesi azalmistir [206].
NR’in fosforilasyonu enzimin post translasyonunu degistiren en yaygin Ornektir
[207, 208]. Bu fiziksel ve metabolik efektorlerin biyoteknolojik uygulamalarda
kullanilmasi ile bor stresi ve NO varligindaki nitrat rediiktaz aktivitesinin degisimi

aydinlatilabilir.

Nitrat rediiktaz (NR), nitrat asimilasyon metabolik yolunun birincil enzimidir.
Bitkilerde stoplazmada nitratin nitrite indirgenmesini katalizler [141]. Son yillarda
yapilan ¢alismalarda NR proteinlerinin diizenleyici 06zellikleri ve yapilarinin
karakterizasyonu iizerine odaklanilmistir [141, 142]. Fakat bor stresi {izerine NO
ilavesini baz alan ve NR gen ekspresyonunu inceleyen bir c¢alisma heniiz

yapilmamistir. NR geninin ekspresyonunu arttiran birincil etken 1s1ktir. Isiin protein
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seviyesinde NR aktivitesini indiikledigi belirtilmistir. Fotosentez gibi nitrat
asimilasyonu da enerji tiiketen bir metabolik yoldur ve 1sik gerektirir [141, 143].
Diger ¢evresel faktorler, yiiksek sicaklik, kuraklik, soguk olarak gosterilebilir [205].

Biz ise bu ¢alismamizda bor toksisitesinin NR gen ekspresyonuna etkisini inceledik.

Yaptigimiz deneyler sonucu elde edilen verilere gore Nitrat Rediiktaz (NR)
gen ekspresyonu 10 mM bor stresinde kontrol grubuna gore azalmistir. Bezostoya
tirindeki azalma 4,5 kat iken, Kutluk 94 tiirlinde ise 2,6 kat bulunmustur (Sekil
4.20). Bezostoya bugday tiirii bor stresinden daha fazla etkilenmistir. Soguk stresi
uygulanan domates bitkisinde NR gen ekspresyonunun azaldigi rapor edilmistir
[144]. Ayrica kurakligin misir yapraklarinda NR’1in mRNA seviyelerini azalttigi da
yapilan arastirmalar sonucu belirtilmistir [145]. Bor stresine ilave olarak ortama
ekledigimiz SNP (NO donérii) ekpresyon seviyesini 0,1 ve 0,2 mM derisimlerinde
arttirmig fakat 0,5 mM diizeyinde toksik etki yaratmis ve NR gen ekspresyonunda

azalmalara neden olmustur.

Bu sonuglar, NO’nun B stresine karsi bugday bitkisinin biiylimesi ve
gelismesinde hayati 6nem tasiyan bir¢ok metabolik silirecte iyilesmelere neden
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, NO uygulamasi, B toksisitesinin problem

teskil ettigi bugday tariminin yapildig alanlarda iyilestirici olarak kullanilabilir.
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5.SONUC VE ONERILER

1.

10.

Bu doktora caligmasinda bor stresine maruz birakilmis iki bugday tiiriine
iyilestirici olarak Nitrik Oksit (NO) dondrii olan sodyum nitroprussid (SNP)
verildi.

Calismada bugday bitkisinin Bezostoya (bora hassas) ve Kutluk 94 (bora
toleransli) iki tescilli tiirii kullanildi.

Bor konsantrasyonu 10 mM (toksik diizey), SNP (NO dondrii) konsatrasyonu
0,1, 0,2 ve 0,5 mM olarak belirlendi. Sonuglar kontrol grubu (borsuz) ve 10
mM’a gore kiyaslanarak yorumlandi.

Deneylerde iki bugday tiiriiniin gévde ve kok kisimlari bitki materyali olarak
kullanildi.

Bor stresiyle birlikte her iki bugday tiirinde, gévde, kok uzunluklarinda ve
agirliklarinda, LMWOA, metal igeriklerinde ve sistein, GSH, GSSG
iceriklerinde, enzim aktivitelerinde azalmalar belirlendi.

Bor stresi arttikga ayrica MDA, % EL, prolin, H2O,, PA, PC,, igeriklerinde
artislar elde edildi.

Bezostoya ve Kutluk 94 bugday govde ve koklerinde 10 mM bor derisiminde
taze agirlik miktarinda kontrol grubuna azalma gozlenirken 10 mM bor
derisimine 0,2 mM SNP ilave etti§imizde her iki bugdayda sirasiyla %64 ve
%103 oranlarinda artiglarin oldugu belirlendi.

10 mM bor stresiyle birlikte Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinin kdk ve
govdelerinde, prolin, H,O, ve MDA igeriklerinde artis oldugu belirlendi.
Ortama 1yilestirici olarak ilave edilen SNP konsantrasyonlarindan 0,2 mM’1n
strese en 1yi cevap olusturdugu belirlendi.

Her iki bugday tiiriiniin goévde ve koklerinde Glutatyon Peroksidaz (GPX),
Glutatyon Rediiktaz (GR), Glutatyon -S-Transferaz (GST), Nitrat Rediiktaz
(NR) enzimlerinin aktiviteleri tayin edilmistir. Enzim aktivitelerinde 10 mM
bor stresiyle birlikte azalma oldugu tespit edildi.

Strese karsi ilave edilen SNP konsantrasyonlarindan 0,1 mM da fazla bir
degisim gozlenmezken 0,5 mM’m da bitki i¢in toksik diizey oldugu
belirlenmistir. En etkin sonug¢ 0,2 mM SNP’de elde edilmistir.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Diisiik molekiil agirliklt organik asit (LMWOA) igerikleri, poliamin
diizeyleri, fitoselatin icerikleri HPLC cihazi ile tayin edildi. Metal igerikleri
ise ICP-MS cihazi ile tayin edildi.

Diisilk molekiil agirlikli organik asitler (LMWOA) olan miktarlar1 bor
stresiyle birlikte azalma gosterdi.

10 mM bor konsantrasyonuna 0,2 mM SNP ilave ettigimizde Bezostoya
bugday tiiri govdelerinde sirasiyla, benzoik, malik, molanik, siiksinik,
oksalik, formik, propiyonik ve biitirik asit %118, %42, %83, %52, %90, %36,
%26, %137 oraninda artiglar elde edildi.

Kutluk 94 bugday tiiri gévdelerinde 10 mM bor konsantrasyonuna 0,2 mM
SNP ilave ettigimizde benzoik, malik, molanik, siiksinik, oksalik, formik,
propiyonik ve biitirik asit miktarlarinda sirasiyla %22, %54, %21, %32, %39,
%79, %38, %29 oraninda artislar elde edildi.

Elde edilen sonuglara gore Bezostoya bugday tiirii govdelerinde, 10 mM bor
ilave edildiginde kontrol grubuna gére B aliniminin arttig1 goriilmektedir. 10
mM B ortamma 0,1 ve 0,2 mM SNP ilavesi anlamli bir degisiklik
gostermezken, 0,5 mM SNP eklenmesiyle birlikte B miktar1 %49 oraninda
azalmistir.

Bezostoya bugday tiirii koklerin de ise 10 mM bor ortamima 0,1 mM SNP
ilave edildiginde anlamli bir degisiklik meydana gelmezken, 0,2 ve 0,5 mM
SNP ilavesiyle bor miktarinda sirasiyla %45 ve %49 oraninda azalmalar
gozlenmistir.

Kutluk 94 bugday tiirii govdelerine ise 10 mM bor ilavesiyle bor oraninda
artis elde edilmistir. 10 mM bor stresli ortama 0,1, 0,2 ve 0,5 mM SNP ilave
edildiginde bor igerikleri %12, %40 ve %32,5 oraninda azalmistir.

Kutluk 94 bugday tiirii koklerinde 10 mM B konsantrasyonuna 0,1, 0,2 ve 0,5
mM SNP ilave ettigimizde bor iceriklerinde sirasiyla %32,2, %42,8 ve %47,3
oraninda bor miktarlarinda azalma bulunmustur.

Bezostoya ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde 10 mM bor stresinde kontrol
grubuna gore K, Cu, Na, Ca, Mg, Mn, Fe, Zn iceriklerinde azalmalar elde
edildi.

Poliamin igeriklerinde 10 mM bor stresinde kontrol grubuna gére Bezostoya

ve Kutluk 94 bugday tiirlerinde putresin, spermidin ve spermin igeriklerinde
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21.

22.

23.

24.

25.

artiglar oldugu gozlendi. Ortama ilave edilen 0,2 mM SNP poliamin
iceriginin azalmasina yol agti.

Bezostoya ve Kutluk 94 tiirlerinde sistein, GSH ve GSSG oranlar1 10 mM bor
konsantrasyonunda kontrol grubuna gore azalirken, Fitoselatin miktarlar1 artis
gosterdi.

Real Time PCR sonuglarimiza gore Nitrat Rediiktaz enzimine ait gen
ekspresyonu 10 mM bor stresiyle birlikte azaldi. SNP ilavesiyle 0,1 ve 0,2
mM da artis gézlenirken, 0,5 mM’1n toksik diizeyde etki yarattig1 belirlendi.
Yaptigimiz bu doktora caligmasinda Tiirkiye’de tarimda tahil iiretiminde
onemli bir yeri olan bugday bitkisini inceledik. Bu bitkinin borlu topraklarda
yetistirilebilmesine yardimei olmak i¢in eksojen olarak topraga verilebilecek
SNP (NO donérii) diizeylerini belirledik.

Yaptigimiz deneyler sonucunda 0,1 mM SNP diizeyinin bitkide ¢ok etkin
bicimde sonu¢ vermedigini gozlemledik. 0,2 mM SNP diizeyinin bugday
bitkisi i¢in optimum etki gosterdigini belirledik. 0,5 mM’1n ise bugday bitkisi
icin toksik diizey oldugunu ve bitkideki bor stresine olumlu bir katki
yapmadigini belirledik.

Elde edilen verilere gore, NO’nun B stresine karsi bugday bitkisinin
biliylimesi ve gelismesinde hayati onem tasiyan bir¢ok metabolik siiregte
lyilesmelere neden oldugu goriilmektedir. Bu sonuglara gore, B toksisitesinin
problem olusturdugu bugday tariminin yapildigi alanlarda, NO’nun bitkiye
disaridan uygulanmasi ile bitkideki B kaynakli stresin negatif etkileri ortadan
kaldirilabilir.
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