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OZET

Aspir bitkisi (Carthamus tinctorius L.) Compositae familyasina ait 6nemli bir
endiistri bitkisidir. Carthamus cinsinin diinya iizerinde 25 yabani tiirii yetismektedir ve
bu cins iilkemizde 8 tiir ile temsil edilmektedir. Ulkemizde yetistiriciligi yapilan ve
birgok kullanim alanima sahip olan aspir, kuraklik ve tuzluluk gibi baz1 abiyotik stres
faktorlerine  karst  toleranst  yiiksek olmasi  sebebiyle marjinal alanlarin
degerlendirilmesinde 6nemli bir potansiyele sahiptir. Ekolojik kosullarin degismesiyle
bitkilerde ekolojik, fizyolojik, molekiiler degisiklikler meydana gelmekte ve bitkiler
stres faktorlerine karsi gesitli korunma mekanizmalart gelistirmektedir. Bu durum
bitkilerin iirlin kalitesini ve miktarini sinirlandirmaktadir.

Bu ¢alismada, farkli konsantrasyonlarda (0, 5, 10, 15 mM) borik asit uygulanan
ti¢ farkli aspir ¢esidine ait APX, CAT, GR ve SOD enzim aktiviteleri spektrofotometrik
olarak Ol¢lilmiis ve bu enzimlerin ekspresyon seviyelerinde meydana gelen degisiklikler
kantitatif gercek zamanli PZR kullanilarak belirlenmistir. Ayrica aspir ¢esitlerinin
degisen konsantrasyonlara bagl olarak % c¢imlenme miktarlari, kok-gévde uzunlugu,
kok-govde yas-kuru agirligi, biyokiitle ve tohum canlilik indeksleri tespit edilmistir.

Ekofizyolojik parametrelerden elde edilen sonuglara gore yiiksek borik asit
konsantrasyonunun aspir gesitlerinde erken biiyiime evresini olumsuz etkiledigi tespit
edilmistir. Spektrofotometrik Slgiimlerde artan konsantrasyonlara bagli olarak SOD ve
APX enzim aktivitesinin arttig; CAT ve GR enzim aktivitesinin azaldigi goriilmiistiir.
Antioksidan enzimlerin kantitatif gergek zamanli PZR sonuglar1 degerlendirildiginde;
Dinger ¢esidinde APX ve SOD, Balci ¢esidinde APX, Remzibey cesidinde ise ¢alisilan
tim antioksidan enzimlerin gen ekspresyon seviyelerinde artis oldugu belirlenmistir.
Yiiksek konsantrasyonlarda borik asit uygulamasinin neden oldugu oksidatif stresle bas
edebilmek i¢in en yiiksek antioksidan kapasiteye sahip c¢esidin Remzibey, en diisiik
kapasiteye sahip cesidin ise Balci1 oldugu; Dinger ¢esidinin ise bora karsi toleransta

Balci ¢esidine daha yakin oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Borik asit; Carthamus tinctorius L.; Ekofizyoloji; Antioksidan

enzim; Kantitatif ger¢ek zamanli PZR



ABSTRACT

Safflower (Carthamus tinctorius L.) is an essential industrial plant which
belongs to the family Compositae. Twenty-five different wild type of Carthamus grows
around the World and 8 of them are present in Turkey. Safflower, which is cultivated
and has many area of use in Turkey has an important potential in the evaluation of
marginal areas as it has high tolerance against some abiotic stress factors like drought
and salinity. Ecological, physiological, molecular changes occur in plants with the
change of ecological circumstances, and thus plants develop various defence
mechanisms against the stress factors. This limits the product quality and quantity.

In this study APX, CAT, GR and SOD enzyme activities belonging to the three
different safflower types which were applied boric acid in different concentrations (0, 5,
10, 15 mM) measured spectrophotometrically and the changes occurred in the
expression levels of these enzymes were obtained by quantitative real-time PCR.
Besides, % germination amounts, root/shoot length, root/shoot fresh-dry weight,
biomass and seed vitality index based on changing concentrations.

According to the results obtained from the ecophysiological parameters, it is
found out that high boric concentration affected the early seedling stage in safflower
varieties adversely. It was observed that SOD and APX enzyme activity is increased
and CAT and GR enzyme activity is decreased based on the increasing concentrations
in spectrophotometric measurements. When quantitative real-time PCR results of the
antioxidant enzymes reviewed, increase is observed in the gene expression level of APX
and SOD in Dinger variety, APX in Balc1 variety and in all of the antioxidant enzymes
studied in Remzibey variety. Remzibey variety is found out to have the highest
antioxidant capacity to cope with oxidative stress caused by boric acid application at
high concentrations, Balci variety is found out to have the lowest antioxidant capacity to
cope with oxidative stress caused by boric acid application at high concentrations.

Dinger variety is found out to be closer to Balci in tolerance against boron.

Key Words: Boric acid; Carthamus tinctorius L.; Ecophysiology; Antioxidant enzyme;

Quantitative real-time PCR
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1. GIRIS

Aspir (Carthamus tinctorius L.) Compositae familyasina ait onemli bir endiistri
bitkisidir. Carthamus cinsinin diinya tizerinde 25 yabani tiiri yetismektedir ve
tilkemizde 8 tiir ile temsil edilmektedir (Akman, vd., 2007; Babaoglu, 2006). Aspir
ortalama olarak 130-150 giin arasinda yetisebilen, yaygin olarak dallanma gosteren, tek
yillik dikotil bir uzun giin bitkisidir (Babaoglu, 2005). Dikenli ve dikensiz ¢esitlere
sahip olan aspir bitkisi kii¢iik aygicegine benzer tohumlara sahiptir (Babaoglu, 2005;
Cosge, vd., 2007; Sarsu, 2014).

Aspir tohumlarinda ¢esitlere bagli olarak yag orani %30-45, kabuk orani %35-
40, protein orani da %15-20 arasinda degismektedir (Smith ve Jimmerson, 2005; Sakir
ve Bagalma, 2005; Camas, vd., 2007). Aspir yaginin doymamis yag asitleri oran1 ve E
vitamini yiiksek, doymus yag asitleri oram diisiik oldugundan yemeklik yag kalitesi
yiiksektir (Arslan, vd., 2003; Corleto, vd., 1997). Bitkinin yagi ¢ikarildiktan sonra arta
kalan kismi %22-24 ham protein igerir ve degerli bir hayvan yemidir (Weiss, 2000;
Babaoglu, 2007). Aspir yetistiriciliginin asil amaci tohumlarinin igerdigi yag olmakla
beraber tipta, kozmetikte, sanayide ve siis bitkisi gibi bir¢ok farkli alanlarda
kullanmlabilmektedir (Park, vd., 2005). Aspir bitkisinin tohumlarindan elde edilen yag
Hindistan, Meksika, Kazakistan ve ABD gibi iilkelerde insanlarin beslenmesinde
o6nemli bir yer tutmaktadir. Aspir bitkisi A, C, E vitaminleri ile B-karoten agisindan da
zengin oldugundan giiglii antioksidan kapasitesine sahiptir (Ozdemir, vd., 2011; Yu,
vd., 2013). Lignin ve flovonoidler gibi ¢esitli fenolik bilesikler bakimindan zengin olan
aspir anti-aterojenik, antioksidan ve antimelonojenik etkiler gostermektedir (Roh, vd.,
2004). Cicekleri aminoasit ve vitamin-mineraller bakimindan zengindir ve ¢ay olarak
tiiketilmektedir (Ozdemir, vd., 2011). Aspir yag1, sabun, boya, vernik ve cila iiretiminde
de kullanilmaktadir (Karaaslan ve Hakan, 2007). Ayrica yenilenebilir enerjinin giderek
o6nem kazandig1 giiniimiizde aspir tohumlarindan elde edilen yag, biyoyakit kapsaminda
olan biyodizel hammaddesi olarak degerlendirilmektedir (Ogiit ve Oguz, 2006;
Bergman ve Charles, 2008; Uher, 2008). Aspir, kurak alanlarda yetisme kabiliyetinin
yiiksek olmasi ve diisiik tiretim maliyeti nedeniyle kurak bolgelerde yetistirmeye
elverigli bir bitkidir (Weiss, 2000). Giiniimiizde kiiresel 1sinma ile birlikte topraktaki

tuzlulugun artmasi strese dayanim yiiksek bitkilerin tarimini 6n plana ¢ikarmaktadir.



Bu nedenle marjinal topraklarin degerlendirilmesinde aspir yetististiriciligi onemli hale
gelmektedir.

Stres, bitkilerin diizenli isleyen fizyolojik ve biyolojik sistemlerini ve normal
fonksiyonlarini kisitlayan veya engelleyen kosullardir (Mahajan ve Tuteja, 2005).
Bitkiler yasamlar siiresince dogal olarak yetistikleri alanlarda biiyiime, gelisme ve
¢ogalmalarini engelleyen pek ¢ok stres faktoriiniin etkisi altinda kalmaktadirlar (Reddy,
vd., 2004). Stres faktoriine maruz kalan bitkilerde, ekolojik, morfolojik, anatomik
degisikliklerin yan1 sira antioksidan enzim aktivitelerinin arttigi ve fizyolojik
degisimlerin meydana geldigi bilinmektedir. Adaptasyon yetenegi diisiikk olan bitkiler
stres faktorleri nedeni ile degisen ekolojik kosullarda yeterli miktarda ya da olmasi
gereken kalitede yetisemezler. Bitkiler abiyotik ve biyotik ekolojik faktorlerde meydana
gelen degisimlerden ¢ogu kez olumsuz sekilde etkilenirler. Bu degisimlere sebep olan
abiyotik faktorlerden biri de bitki besin elementlerinin toprakta olmasi gereken
optimum miktarlarindan farkli seviyelerde bulunmasidir. Bitkiler gelistikleri ortamdan
¢oziinebilir durumda olan ¢ok sayida elementi ihtiyaglari kadar alirlar. Bu besin
elementlerinin bitkiye alinan miktarlart bitkinin tiird, yasi, kok biiylimesi, topraktaki
elementlerin cins ve miktarlar: gibi bir¢cok etmene baglidir. Besin elementlerinin miktari
bitki organlarma bagli olarak da degisiklik gostermektedir (Kagar, vd., 2010). En
o6nemli mikro besin elementlerinden biri olan bor, bitkilerin en fazla tepki gdsterdigi
mikro besin elementidir (Ozbek, 1973). Bitkiler bor elementini topraktan yaklasik 2
umol gr* kadar borik asit [B(OH)3] ve borat iyonlari [B(OH)™] formunda alirlar. Bor
bitkide sekerlerin tasinmasi, biyomembranlarin yapisal ve fonksiyonel 6zellik
kazanmasi, ligninlesme, solunum, fenol metabolizmasi, RNA (riboniikleik asit) ve IAA
(indol asetik asit) metabolizmasi gibi pek ¢ok dnemli metabolik reaksiyonda rol oynar
(Kagar, vd., 2010). Bor eksikliginde biiylimenin yavaslamasi hatta durmasi, bitki
boyunun kisalmasi, meyve olusumunun azalmasi ya da tamamen durmasi gibi birgok
olumsuz etkiler goriiliir (Altun, 2005). Bu rollerinin bilinmesine ragmen bor
elementinin bitki biiylime ve gelisimindeki rolii halen tam olarak aydinlatilamamustir.

Bu ¢alismada, farkli konsantrasyonlarda (0, 5, 10, 15 mM) borik asit uygulanan
ti¢ aspir ¢esidinin ekofizyolojik 6zellikleri, antioksidan enzim aktiviteleri (APX, CAT,
GR ve SOD) ve bu enzimlerin gen ekspresyon seviyelerinde meydana gelen degisimler

arastirilmstir.



2. GENEL BIiLGIi

2.1. Aspir Bitkisinin Ozellikleri

Aspir, Magnoliopsida (iki ¢enekliler) sinifi, Asterales takimi, Asteraceae
(papatyagiller) familyasi, Carduoideae alt familyasinin Carthamus cinsine ait bir bitki
tirtidiir (Pahlavani, vd., 2004). Bu bitkinin de iiyesi oldugu Asteraceae, ¢icekli bitkilerin
en biiyiik familyasidir ve ¢igek durumundan dolay1 “Compositae familyasi” olarak da
isimlendirilmektedir (Culha, 2011). Aspir Compositae familyasinin 6nemli bir tiyesidir.
Ulkemizde yetisen aspir tiirleri C. tinctorius L., C. lanatus L., C. dentatus Vahl., C.
glaucus Bieb., C. tenius Bornm. tenius, C. tenius Bornm. supsp. gracillimus, C.
caeruleus ve C. persicus Willd.’dir (Babaoglu, 2006; Akman, vd., 2007). Giiniimiizde
yetistirilen aspir bitkisi (Carthamus tinctorious L.) ise Carthamus lanatus (Saridiken)
ve Carthamus oxyacantha Bieb (Yabani aspir)’den koken almaktadir (Ahlawat, 2008).

Aspir, insanoglunun kiltiire aldigr en eski yagli tohumlu bitkilerden biridir
(Dajue, 1993; Rao ve Ming-De, 1993). Giiney Asya’dan koken aldig: diisiiniilen aspir,
Cin’de yaklasik 2200 yil 6nce kullanilmis olup, tiretimi Cin’in disinda Hindistan, yakin
dogu ve kuzey Afrika’da da uzun bir tarihi siirece sahiptir (Knights, 2007; Babaoglu,
2006; Smith ve Jimmerson, 2005). Aspir tarimmin Avrupa kitasinda orta ¢ag
doneminde, Amerika kitasinda ise Amerika’nin kesfinden sonra basladigi bilinmektedir
(Babaoglu, 2006). Anadolu, ilk olarak Orta Asya’dan go¢ eden Tiirkler sayesinde aspir
ile tamsmustir (Babaoglu, 2006). Ulkemizde ilk olarak Bulgaristan’dan gelen gd¢menler
tarafindan Balikesir ve c¢evresinde, daha sonra Eskisehir, Konya, Afyon, Bursa gibi
illerde yetistirilmistir (Nas, vd., 2001). Tirkiye’de aspir ile ilgili ¢alismalara 1930’lu
yillarda Eskisehir Zirai Arastirma Enstitlisii’nde baslanmistir ve 1931 yilinda ilk tescil
edilen ¢esit Yenice olmustur (Demirci, vd., 2003).

Aspir, ortalama olarak 130- 150 giin arasinda yetisebilen tek yillik, dikotil bir
uzun giin bitkisidir. Aspir, derin kazik kok sistemine sahiptir (Smith ve Jimmerson,
2005). Kazik kok etrafinda ¢ok sayida ince ikincil kokler olusmaktadir (Sarsu, 2014).
Bu kok sistemi topragin 2-3 metre derinligine kadar ulasabilmektedir ve bu sayede
topragin derinlerinde yer alan nemi ve besin elementlerini kolaylikla kullanabilmektedir

(Miindel, vd., 2004; Dajue ve Miindel, 1996). Koklerinin bu 6zelligi sayesinde aspir,



ylizey nemi diisiik alanlarda bile hayat dongiisiinii devam ettirebilmektedir (Dajue ve
Miindel, 1996).

Embriyoda plumulanin gelisimi ile olusan, olgunluk evresinde genellikle 80-100
cm’e kadar uzayabilen ve fazla dallanan bir gévdeye sahiptir (Babaoglu, 2005). Bitki
boyu iklim ve kiiltiirel uygulamalardan etkilenmektedir (Sarsu, 2014). Govde sapi
kuvvetli, silindir yapida ve dip kismi oldukga kalin olmasina ragmen, dallanmanin
arttig1 bolgeler daha ince bir yapiya sahip olup diiz, tiiysliz, agik gri veya yesilimsi
beyaz renktedir (Sarsu, 2014). Aspir govde sapinda 15-20 santimetre uzunlugunda yan
dallar olusturabilmektedir (Sarsu, 2014).

Yaprak genisligi 2,5 ile 5 ¢cm, uzunlugu ise 10 ile 15 c¢m arasinda degisim
gostermektedir (Dajue ve Miindel, 1996). Yapraklar govdenin alt kisminda genelde
derin disli ve biyiik bir yapidadir (Sarsu, 2014). Cigekleri saran brakteler ise yumurta
seklinde ve sert yapidadir (Sarsu, 2014). Aspir dikenli ve dikensiz gesitlere sahiptir ve
dikenler genellikle ilk yapraklarda bulunmaz, daha {ist kisimlarda tomurcuk olusumu
evresinde govde dikenleri gelisir ve bu dikenler ¢igeklenme evresinde oldukea giiglii ve
sert hale gelirler (Cdsge, vd., 2007; Babaoglu, 2005; Dajue ve Miindel, 1996).

Aspirin ¢icek yapist aygigegine benzer sekildedir ve c¢igek sayisi gevre
kosullarindan etkilenirken cesitlere gore degisiklik gosterir (Sarsu, 2014). Aspirde
birincil dallar ikincil dallardan daha 6nce ¢icek agmaktadir ve toplam cicek agma
periyodu 10-40 giin arasinda degismektedir. Cicek tabla ¢apt 1,25-4 cm arasinda
degisiklik gosterir (Sarsu, 2014). Cigeklenme genel olarak tablanin kenarindan merkeze
dogrudur (Sarsu, 2014). Cigeklenme sirasinda ¢ok fazla polen olusturmasi nedeniyle
ozellikle arilar i¢in oldukga cazip bir bitki haline gelmektedir (Sarsu, 2014).

Sekil 2.1. Aspir yapragi ve ¢igegi (MEB, 2016)



Otsu yapida ve deve dikenine benzeyen aspir kiiciik aycicegine benzer
tohumlara sahiptir (Sarsu, 2014). Aspir tohumlarinda ¢esitlere bagl olarak yag orani
%30-45, kabuk oran1 %35-40, protein orani da %15-20 arasinda degismektedir (Smith
ve Jimmerson, 2005; Sakir ve Basalma 2005; Camas, vd., 2007). Aspir tohumlarinin
yag igerigi standart olarak; %6-8 palmitik asit, %2-3 strearik asit, %16-20 oleik asit
(Omega-9) ve %71-75 de linoleik asit (Omega-6) igermektedir ve i¢erdigi bu oleik asit
(omega-9) ve linoleik asit (omega-6) miktar1 ile musir, findik, zeytin gibi diger yag
bitkilerine oranla daha yiiksek zenginlikte yag icerigine sahiptir (Cdsge, vd., 2007;
Oelke, vd., 2000). Insan beslenmesinde énemli olan toplam doymamuis yag asitlerini de
%90-93 oraminda icermektedir ve aygiceginde bu oran %86 civarindadir (isler, 2014).
Ulkemizde iiretilen bitkisel yaglarin %401 aycigeginden, %25'i pamuk g¢ekirdeginden,
%20'si zeytinden ve geri kalan %15'i soya, musir, findik, kanola, susam ve yerfistigi gibi
diger yag bitkilerinden elde edilmektedir (isler, 2014). Tiirkiye'nin bitkisel yag
tretiminde sahip oldugu potansiyel kaynaklardan birisi olan aspir, diinyada 2009 yili
verilerine gore yaklagik 732 bin hektar alanda (ha) yetistirilmis ve 653.791 ton tohum
elde edilmistir (Isler, 2014). Ulkemizdeki aspir ekim alanlar1 son yillarda siirekli bir
artis egilimi gosteriyor olsa da, tarimi yapilan aspir ¢esitlerinin (Dinger 5-118,
Remzibey-05 ve Yenice 5-38) tohum verimi ve yag orani diisiiktiir (Baydar, 2000).

Quilantan, vd., (1977) yapmus olduklar1 ¢alismada, aspirin, normalde 1000 m'nin
altindaki yiiksekliklerde yetismekte oldugunu, yiikseklik arttik¢a tohum verimi ve yag
oraninin azaldigini belirtmislerdir. Genel olarak iliman iklim bdlgelerinin bitkisidir
ancak 1slah c¢alismalar1 ile adaptasyon smurlart genisletilmis oldugundan kurak
arazilerde de yetistirilebilmektedir (Angin ve Sensdz, 2006). Sicakligin az, kuru
rlizgarlarin oldugu bolgeler ile 300 milimetre yagis alan bolgelerde aspir bitkisinden iyi
verim elde edilmektedir (Miindel, vd., 2004).

Aspir cigceklenme ve tohum doldurma devresi siiresince giinesli, kurak ve orta
derecedeki sicakliklarda daha iyi sonuglar verir ancak ekiminden ¢i¢eklenmesine kadar
olan zamanda toprak nemine ihtiya¢ duyar (Duke, 1983). Yiiksek su tutma kapasitesine
sahip, drenajli 1y1 olan tinl1 ve killi topraklar aspir tarimi i¢in ideal goriilmektedir (Dajue
ve Miindel, 1996; Babaoglu, 2005). Aspir ozellikle yliksek ve diisiik sicakliga ve
tuzluluga karsi toleransli olmasi, yabanci otlara kars1 yiiksek rekabet gdstermesinden

dolay1, kuru ve sulu tarim alanlarinda degerlendirilecek alternatif {iriinlerden biridir



(Yazdi-Samadi ve Zali, 1979). Ayrica yazlik ve kislik olarak yetistirilebilmesi aspir
tariminin avantajlarindan biridir (Babaoglu, 2007). Aspir tarimmdaki en Onemli
avantajlardan bir digeri ise bugday-arpa tariminda kullanilan biitiin alet ve ekipmanlarin
aspir tariminda da kullanilabilmesidir (Killi, 2007). Diinyada en fazla aspir ekim alanina
sahip iilke Hindistan'dir, ardindan Kazakistan, Arjantin, ABD, Tiirkiye, Kirgizistan ve
Cin gelmektedir (Stier, 2011).

2.1.1. Aspirin kullamim alanlari

Aspir yagmin yemeklik yag kalitesi yiiksektir (Corleto, vd., 1997; Arslan, vd,
2003). Bu ozelliginden dolay1 Hindistan, Meksika, Kazakistan ve ABD gibi iilkelerde
insanlarin beslenmesinde onemli bir yer tutmaktadir (Arslan, vd., 2003). Bitkinin yag:
cikarildiktan sonra arta kalan kismu %22-24 ham protein igerir hayvan yemi olarak
kullanilir (Weiss, 2000; Babaoglu, 2007). Antioksidan etkisi sayesinde aspir yagi, kalp
ve damar hastalarinin uyguladiklart diyetlerde de bulunur (Uysal, vd., 2006). Aspir yagi
aym zamanda tip, kozmetik ve sanayide kullanilmaktadir (Park, vd., 2005). Yagnin
bilesimindeki E vitaminine benzer oOzellik gosteren tokoferol maddesinden dolay1
organik gida ve ekolojik-tekstil iiriinleri i¢in 6nemli bir potansiyele sahiptir (Yilmazlar
ve Bayraktar, 2009).

Aspir bitkisinin ¢igekleri de yagi kadar degerlidir ve pek ¢ok alanda yaygin
olarak kullamlmaktadir. Igerdigi B1, B2, B12, C vitaminleri ve mineraller nedeniyle
ozellikle Orta Asya'da bitkisel ¢ay olarak kullanilmaktadir (Ozdemir, vd., 2011; Wang,
vd., 1999; Rahamatalla, vd., 1998). Yalanci safran olarak bilinen sari, turuncu ve
kirmiz1 renkteki tag¢ yapraklar: gida ve kumas boyasi olarak sanayide; yemeklere renk ve
cesni katmak amaciyla da gida alaninda kullaniimaktadir (Miindel, vd., 1992; Ozel, vd.,
2004). Aspir ¢igekleri suda eriyen carthamin ve suda erimeyen carthamidin maddeleri
icermektedir (Aydin ve Akinerdem, 2012). Bitkinin ta¢ yapraklarindan elde edilen
carthamin sar1, kirmizi, turuncu, beyaz ve krem renkte olup hem boyar madde olarak,
hem de kalp damar hastaliklari, hipertansiyon, kolestrol gibi bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir (Dajue ve Miindel, 1996; Kiric1 ve Inan, 2001). Ayrica
carthamin boyasi kan dolasim sistemleri ile ilgili hastaliklarda infiizyon yontemi ile
uygulanabildiginden medikal alanda biiyiik 6neme sahiptir (Kizil vd., 2008).

Ortadogu iilkelerinde aspir bitkisi; akut istemik inme tedavisinde, kadinlarin regl

donemlerinde agri kesici olarak, travma sonucu olusan sisliklerin ve agrilarin



tedavisinde, ates diisiirmede ve kabizliga kars:1 tedavide yaygin olarak kullanilmaktadir
(Lin, vd., 2014; Isler, 2014). Ayrica aspir tohumlarimn osteoporoz, romatoid artrit ve
aterojenik riski iizerine olumlu etkileri oldugu saptanmustir (Yu, vd., 2013). Isler ve
arkadaslar1 (2014) yaptiklar1 ¢aligsmalarda, aspir tohumlarinin genetigini degistirerek,
tohumlardan insiilin iiretimini ger¢eklestirmislerdir.

Ayrica aspir, sahip oldugu derin kdk sistemi ile topragin alt kismindaki siki
tabakada yer alan suyu absorblayarak kendisinden sonra ekilecek bitkinin kok
gelisiminin daha iyi olmasina olanak saglar (Knights, 2007). Yer alti1 sularina sizan
nitrat miktarinin azalmasina yardimei olur (Bassil, vd., 2002). Yaprak ve govdedeki
dikenleri sayesinde de tarla kenarlarinda git bitkisi olarak kullanilabilir (Sarsu, 2014).

Tirkiye'nin bitkisel yag ve karma yem sektorleri igin potansiyel hammadde
kaynagi olmasi, alternatif alanlarda yetistirilebilmesi, nadas alanlarin1 degerlendirmesi
gibi Ozelliklerinin yani sira tahil alanlarim1 daraltma ve gida gilivencesini tehdit etme
konularinda onemli bir risk olusturmayacagi igin aspir bitkisinin {izerinde 6nemle

durulmas: gerekmektedir (Ilkdogan, 2012).

2.2. Abiyotik Stres ve Bitkilere Etkisi

Bitkiler yasamlar1 siiresince dogal olarak yetistikleri alanlarda farkli stres
faktorlerinin etkisi altinda kalmaktadir (Reddy, vd., 2004). Stres, bitkilerde biiyiime ve
gelismeyi olumsuz sekilde etkilerken, bitkinin veya organlarinin dliimiine yol
acmaktadir (Tirkan, 1997). Stres faktorlerinin bitkide olusturdugu zarar bitkinin
genetik adaptasyon yetenegine bagli olarak degisiklik gostermektedir (Dubey, 1994;
Kagar, vd., 2010).

Stres faktorleri biyotik ve abiyotik olarak iki grup altinda incelenmektedir.
Biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin etkisi altinda bitkilerde morfolojik, fizyolojik ve
molekiiler degisimler meydana gelmektedir (Kacgar, vd., 2010). Levitt (1980)’e gore
bitkilerin maruz kaldiklar1 stres faktorleri, bitkinin kalitesi ve verimliligi iizerinde biiyiik
bir etkiye sahiptir. Bitkilerde strese sebep olan biyotik ve abiyotik faktorler Cizelge 2.1’

de gosterilmistir.



Cizelge 2.1. Biyotik ve abiyotik stres faktorleri (Kagar, vd., 2010).

L. . . Abiyotik stres faktorleri
Biyotik stres faktorleri —
Fiziksel faktorler ‘ Kimyasal faktorler
Yabani bitkiler Kuraklik Hava kirliligi
Bocekler Sicaklik Bitki besin elementleri
Mikroorganizmalar Radyasyon Pestisitler
Hayvanlar Su baskini Toksinler
Hastaliklar Mekanik etkiler Tuzlar
Toprak pH’1

Abiyotik stres, biiylimeyi ve optimum seviyelerin altindaki verimi azaltan
cevresel kosullar olarak tanimlanirken, abiyotik streslere bitki yanitlar1 dinamik ve
karmagiktir (Skirycz ve Inze, 2010; Cramer, 2010). Kuraklik, tuzluluk, yetersiz
beslenme, besin maddesi fazlaligi, diisik ve yiiksek sicaklik, radyasyon, toprak ve
atmosfer kirliligi gibi faktorler bitkisel {iretimde verimi siirlandiran temel abiyotik
streslerdendir (Lawlor ve Cornic, 2002). Ozellikle tuzluluk ve bor toksisitesi bitkilerde
strese sebep olan abiyotik faktorlerin basinda gelmektedir (Lawlor ve Cornic, 2002).

Bitkiler ya gelistirdikleri dnleyici mekanizmalarla stres faktorlerinin etkinligini
onlemek ya da tolerans mekanizmalariyla karst koymak ve yasamlarini siirdirmek
seklinde strese dayaniklilik mekanizmalar1 gelistirmektedirler (Sivritepe, 1995;
Soylemezoglu, vd., 2010). Ayrica stresi algilamak ve stresle basa ¢ikabilmek igin
fizyolojilerini diizenlemeye yardimci mekanizmalar gelistirmislerdir (Zhang, vd., 2006).
Abiyotik streslere kars1 bitki molekiiler yamitlar1 da, birgok molekiiler yolla etkilesim ve
capraz-dolasim igerir (Takahashi, vd., 2004). Abiyotik stresler ve biiylimenin
inhibisyonuna karsi en erken yanitlardan biri protein sentezinin inhibisyonu ile protein
katlama ve islemesindeki artistir (Good ve Zaplachinski, 1994; Dhindra ve Cleland,
1975; Liu ve Howell, 2010). Stres daha agir hale geldiginde enerji metabolizmasi (6rn.
sekerler, lipidler ve fotosentez) etkilenir (Pinheiro ve Chaves, 2011; Cramer, vd., 2007;
Kilian, vd., 2007). Boylece, strese tepki olarak metabolizmada kademeli ve karmasik
degisiklikler olusur (Cramer, vd., 2011). Abiyotik strese yanit olarak tutarli bir egilim,
enerji metabolizmasinin ve protein sentezinin erken diizenlenmesidir. Bu, bitki
tarafindan enerjinin korunmasi anlamina gelir. Abiyotik strese bitki yanitlarinin
kapsamli bir sekilde anlasilabilmesi i¢in, bu yanitlarin organ, doku ve hiicre seviyesinde

daha kapsamli haritalandirilmasi gerekmektedir (Cramer, vd., 2011). Giiniimiizde



degisen biyotik ve abiyotik stres yolaklar1 arasindaki karsilikli etkilesim; bitkilerin bir
stres faktdriine ya da coklu strese nasil tepki verecegini ortaya koymasinda biiyiik onem

kazanmustir (Forcat, vd., 2008).
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Sekil 2.2. Abiyotik strese karst bitki yanitlarinin basitlestirilmis ¢alisma modeli
(Cramer, vd., 2011).

Bitkilerde strese sebep olan en Onemli abiyotik etmenlerden biri toprakta
bulunan besin elementleridir. Bitki besin elementleri i¢erisinde bor elementi bitkilerin

en fazla tepki gosterdigi mikro besin elementidir (Ozbek, 1973).

2.2.1.Bor stresi ve bitkilere etkisi

Bitki mikro besleyicilerin i¢inde metal olmayan tek element olan bor, oksijene
egilimi fazla oldugundan yapisina sodyum ve kalsiyumu da alarak, dogada boratlar
halinde bulunur (Altun, 2005). Bunlardan en bol bulunani Na;B;07.10H,0 formiiliine
sahip olan borakstir (Adriano, 1986). Dogada yaklasik 230 ¢esit bor minerali oldugu
bilinmektedir. Bunlar kristal ya da amorf yapida, yer kabugunda ortalama olarak 10
ppm, denizlerde ise 4,6 ppm civarindadir (Altun, 2005).

Ekonomik Oneme sahip olan bor yataklari, basta Tirkiye (0zellikle Bati
Anadolu) olmak {iizere Kaliforniya (ABD), Kazakistan, Rusya, Kanada, Cin gibi
tilkelerde bulunmaktadir (Camas, 2006). Tiirkiye, toprak yiizeyinde bulundurdugu bor
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seviyesi ile diinyadaki en yiiksek bor seviyesine sahip otuz iilke arasinda yer almaktadir
(Altun, 2005). Ulkemiz diinyanin toplam bor rezervinin %70’ine sahiptir (Tiirkan,
2006). Bu rezervler o6zellikle Eskisehir-Kirka, Afyon, Aksaray, Balikesir, Bigadig,
Burdur, Kemalpasa, Gemencik-Omerli, Karasaz, Kayseri, Kiitahya-Emet, Manyas,
Salihli ve Yiiksekova yorelerinde bulunmaktadir (Tiirkan, 2006).

Cizelge 2.2. Diinya toplam bor rezervleri (Altun, 2005).

Dlke Toplam Rezerv Toplam Rezerv
(Bin ton B,0s3) (% B,03)

Tiirkiye 563.000 64
ABD 80.000 9
Rusya 100.000 11
Cin 36.000 4
Sili 41.000 4
Bolivya 15.000 2
Peru 22.000 3
Arjantin 9.000 1
Kazakistan 15.000 2

TOPLAM 885.000 100

Borun bitki biiyiime ve gelismesindeki gerekliligi ilk olarak Warington (1923)
tarafindan ortaya konmus, borun yiiksek bitkiler i¢in mutlak gerekli bitki besin elementi
oldugu yaklasik 70 yil 6nce belirlenmistir. Toprakta ¢6ziinebilen, bagimsiz, iyonize
olmamis “H3BO3”, “B(OH)3” veya iyon halindeki “B(OH);” borun bitkilerce
kullanilabilen formlaridir (Hu ve Brown, 1997). Bor, topragmn organik maddesinin
mineralizasyonu yoluyla veya toprak minerallerinin asinmasi yoluyla yenilenebilir
(Peryea, vd., 1985). Toprak pH’1, organik madde ve Kil mineralleri igerigi, toprak nemi
ve sicakligl uygun oldugu kosullarda bor topraktan koklerle pasif absorbsiyonla alinir
(Goldberg, 1997). Toprak pH’st 6.3-6.5 oldugunda, bitkiler tarafindan en yiiksek
diizeyde B alimi1 gerceklestigi, daha yiiksek pH’larda ise alimin ani bir sekilde diisiis
gosterdigi bildirilmistir (Nable, vd., 1997). Bitkiler arasinda borun almimi ve
tasinmasinda onemli farkliliklar bulunmaktadir (Kacar ve Katkat, 1999). Borun bitkiler
tarafindan alinim mekanizmasi hem aktif hem de pasif tasinmay1 destekler niteliktedir
(Dordas, vd., 2000). Cogunlukla kabul géren mekanizma, B un bitki kokleri tarafindan
iyonlasmamis borik asit [B(OH);] ve az da olsa B(OH)s iyonlar1 olarak pasif
absorpsiyon yoluyla alindigi ve sitoplazmada borat anyonu [B(OH)s] olarak
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biriktirildigi seklindedir (Hu ve Brown, 1997a; Roessner, vd., 2006). Borun alinimi ve
taginimi bitkinin su alimu ile yakindan ilgilidir (Boyaci ve Caglar, 2009).

Bor bitkide oksin ve fenol metabolizmasinda, zar gegirgenliginde, karbonhidrat
ve protein metabolizmasinda, polen ¢imlenmesinde ve polen tiipii biiyiimesinde, meyve
olgunlagsmasinda, kok biiylimesinde, niikleik asit, pektin ve ATP sentezlerinde, iletken
dokularin korunmasinda, tohum uyku halinin ve bitki-su iligkilerinin diizenlenmesinde
onemli roller tistlenmektedir (Marschner, 1995; Blevins ve Lucaszewski, 1998; Dannel,
vd., 2002, Brown, vd., 2002).

Meyve agaglart uygun miktarda bor ile beslendiginde; cicek agcma ve meyve
sayisinda artig, yaralanma ve ciliriimelerde azalma, besin elementlerinin yaprak ve
meyveye iletiminde hizlanma, daldan diisen meyve sayisinda azalma gibi etkiler
goriilmektedir (Altun, 2005). Bor emilimi agisindan en fazla bora ihtiyag duyan ve
tilketen bitki alfa (Medicago sativa) diger adi ile kaba yonca bitkisidir (Altun, 2005).
Borun 6nemli etkilerinin oldugu diger bitki olan pamuk (Gossypium hirsitum) uygun
miktarda bor ile beslendiginde; pamuk veriminin artmasi, yapraktan meyveye besin
maddelerinin hizli tasgimimi, gelismenin hizlanmast ve giiglii iplik iiretimi gibi etkiler
gozlenmektedir (Altun, 2005). Direk topraga veya spreyleme yontemi ile yapraklara bor
uygulandiginda; aycicegi, kahve, zeytin, piring, elma, yer fistig1, okaliptiis, armut, seker
pancart gibi ¢ogu bitkinin meyve verimi ve gelisiminin olumlu yonde etkilendigi
goriilmistiir (Altun, 2005). Bor katkili topraklarda yetisen ¢am agaclarinin kurakliga
karg1 dayaniklilik gosterdigi belirtilmistir (Altun, 2005).

Diisiik yagis kosullarinda, bor toprakta yeterince siiziilmez ve bu nedenle bitki
gelisiminde toksik olan seviyelere kadar birikebilir (Reid, vd., 2004). Kurak ve yari-
kurak bolgelerde yer alti suyunun buharlagsmasi nedeniyle iist topraktaki borun birikimi
iriin verimini azaltan toksik seviyelere ulagir (Tanaka ve Fujiwara, 2007). Toprak veya
suda bulunan fazla bor, tarimsal liretimi yapilan bitkilere toksik etkisi oldugundan
bliyiik bir sorun haline gelmistir (Harite, 2008). Bor toksisitesi, diinyanin ¢esitli
bolgelerinde bitki verimliligini sinirlayan 6nemli bir tarim problemidir. Bu problem bor
bakimindan zengin topraklarda ve bor bakimindan zengin sulama sularina, giibrelere,
kanalizasyon ¢amuruna veya ugucu kiile maruz kalan topraklarda olusabilir (Luis, vd,
2012). Sulama suyu, yiiksek seviyedeki toprak boruna sebep olan en onemli etkendir

(Chauhan ve Power, 1978). Sulama sularinda bor miktarinin 4 ppm’in tizerine ¢ikmasi,
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bitkilerde =zararli etkiler olusturmaktadir (Altun, 2005). Sulama suyundaki bor
mevcudiyetinin potansiyel toksisitesini degerlendirirken topragin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri de dikkate alinmalidir (Rauf, vd., 2007).

Bor bitkiler i¢in mutlak gerekli mikro besin olmasina ragmen bitkilerdeki
tolerans sinirlar1 tam olarak belirlenememis olup ¢ok az miktardaki fazlaligi bile
bitkilerde agir hasarlara sebep olabilmektedir (Taban ve Erdal, 2000). Genelde
monokotil bitkilerin bor ihtiyaci dikotillerden daha azdir (Rerkasem, vd., 1991).
Topraklarda sicak su ile ekstrakte edilebilir B diizeyinin 0,8 mg/kg’1 asmasi halinde
fitotoksisite goriilmektedir (Sillanpaa, 1990). Bor fazlaligina maruz kalan bitkilerde,
canlilik, gelisim gecikmesi, yaprak yanmasi (eski yapraklarda klorotik ve nekrotik
yamalar), yapraklarda kenardan ortaya dogru kivrilma, meyvelerin sayi, boyut ve
agirliginin azalmasi, transpirasyonda diizensizlesme, tomurcuk olusumunda azalma,
yaprak ayasinda sekil bozuklugu goriilmektedir (Kacar ve Katkat, 2006; Nable, vd.,
1997). Bor toksisitesi, biiylime, gelisme ve membranlarin gegirgenligi tlizerindeki
zararlarinin disinda oksidatif zarara da yol agmaktadir (Karabal, vd., 2003). Ayrica
ortama fazla miktarda bor verilmesi durumunda bitkilerin gen¢ yapraklarinda
¢oziinebilir kalsiyum miktarimin azaldigi, yash yapraklarda ise arttigi gozlenmistir
(Kagar ve Katkat, 2006). Bor duyarlilig1 yiiksek olan c¢esitler hassas ¢esitlere gore
biinyelerinde daha az miktarlarda B biriktirerek yiiksek B konsantrasyonlarina adapte
olabilmektedir (Nable, 1988; Paull, vd., 1992). Turp, lahana, havug, sogan ve marul gibi
bitkiler 2-4 ppm bor miktarindan zarar gérmezken; patates, bezelye, domates, arpa,
musir ve yulaf gibi bitkiler 1-2 ppm’den yiiksek bor degerlerinden zarar gérmektedir
(Altun, 2005).

Bor eksikligi genellikle pH’1 yiiksek, Kirecli topraklarda goriilmektedir.
Ozellikle yagis1 bol olan bélgelerde (>635 mm) ve fazla sulama yapilan alanlarda bor
cksikligine sik rastlanmaktadir (Altun, 2005). Bor eksikiliginin bitkiler tizerindeki diger
onemli bir etkisi de, bitkinin fide doneminde kok gelisiminin durmasi veya
azalmasindan kaynakli, bitkinin kurakliga dayanimini ve su alimimi kisitlamasidir
(Gezgin, 2008). Bor eksikliginde bitkilerin yapraklarinda seker ve nisasta
konsantrasyonunun arttig1 fakat sekerin bitkide biliylime uglarina taginamadigi ve 6nemli
zararlar ortaya ¢iktigi saptanmistir. Bor noksanligi oncelikle biiylime noktalarina zarar

verdigi icin bitkilerde biiylime yavaslar, gen¢ yapraklar biiziiliip kivrilir ve kalinlagir.
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Bitki bodurlasir ve bunun sonucunda g¢alimsi bir goriiniim kazanir. Yapraklar ve dallar
gevrek, kolay kirilabilen bir hale doniisiir. Eksiklik arttikga biiyiime noktalari oliir,
tomurcuk, ¢icek ve meyve olusumu ya azalir ya da tamamen durur. Yash yapraklarda
damarlar arasi1 kloroz olusur ve yaprak ayasinda sekil bozuklugu, yaprak saplar1 ve
govdede kalinlagmalar goriiliir. Borun bitkiler tizerindeki etkilerinin bir kismi

bilinmesine ragmen biiyiime ve gelismedeki rolii halen tam olarak aydinlatilamamistir

(Kagar, vd., 2010).

2.3. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Serbest radikaller dis orbitalinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron
tasiyan, yiksek enerjili atom veya molekiillerdir (Bast, vd., 1991; Halliwell ve
Gutteridge, 1985). Serbest radikaller oksijen ve nitrojen kaynakli olabilmektedir
(Nawar, 1996). Oksijen kaynakli olanlar reaktif oksijen tiirleri (ROS), nitrojen kaynakl
olanlar ise reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olarak adlandirilir (Halliwell ve Gutteridge,
1999; Valko, vd., 2007). Baz serbest radikal kaynaklar1 Cizelge 2.3’te verilmistir.

Cizelge 2.3. Baz1 serbest radikal kaynaklar1 (Atukeren ve Giimiistas, 2008).

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar
Mitokondriyal_El_ek_tron Aktarim Diyet Faktorleri
Zinciri
Endoplazmik Retikulum UV lsmlari
Redoks Dongiisii Sigara
Otooksidasyon Reaksiyonlari Cevresel Faktorler

NADPH Oksidaz vh. Enzimler Zararl Isinlar
Fagositik Hiicreler ve Endotelyal Tlaglar
Arasidonik Asit Metabolizmasi

3Molekiiler oksijen (O2) canlilar igin hayati deger tasiyan énemli bir molekiil
olmasina ragmen konsantrasyonu normalden fazla oldugunda hiicrelerde 6liime sebep
olabilecek hasarlar meydana getirebilmektedir. Ciinkii molekiiler oksijen indirgenerck
reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna sebep olmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)
kismen indirgenmis molekiiler oksijen formlaridir ve siiperoksit (02~ ), hidroksil (OH),
peroksil (ROO), lipit peroksil (LOO’) ve alkoksil (RO") radikallerini igerir (Mittler,
2002). Kloroplast, mitokondri ve peroksizomlar gibi farkli hiicresel kompartmanlarda
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lokalize olan ¢esitli metabolik yollarin yan iiriinleri olarak siirekli tiretilmektedirler (Del
Rio, vd., 2006; Navrot, vd., 2007). Bitkiler tarafindan tiiketilen O,'nin yaklasik %1'inin
hiicrelerde ROS {iretmek {izere yonlendirildigi tahmin edilmektedir (Asada ve
Takahashi, 1987). Kararli hal kosullar1 altinda, ROS molekiilleri ¢esitli antioksidatif
savunma mekanizmalari tarafindan temizlenir (Foyer ve Noctor, 2005). ROS'un iiretimi
ve atilmasi arasindaki denge tuzluluk, UV radyasyonu, kuraklik, agir metaller, asir
sicakliklar, besin eksikligi, hava kirliligi, herbisitler ve patojen saldirilari gibi gesitli
biyotik ve abiyotik stres faktorleri tarafindan bozulabilir ve dengedeki bu bozukluklar,
hiicre yapilarinda 6énemli hasarlara neden olabilecek ROS hiicre i¢i seviyelerinde ani bir
artisa neden olur (Bhattachrjee, 2005).

ROS, bitkilerde konsantrasyonlarina bagli olarak hem zararli hem de yararh
etkiler gosterebilmektedir. Yiiksek konsantrasyonda ROS, biyomolekiillerde hasara
neden olurken; diisiik/orta konsantrasyonda, hiicre igindeki sinyal yanitlarinda, bitki
hiicrelerinde ¢esitli cevaplara aracilik eden ikinci haberci olarak gorev almaktadir
(Sharma, vd, 2012). ROS'un, bir dizi genin ve sinyal transdiiksiyon yollarmin
ekspresyonunu etkiledigi de gosterilmistir ki bu, hiicrelerin ROS'u biyolojik uyaranlar
olarak kullanmak i¢in stratejiler gelistirdigini ve g¢esitli genetik stres yaniti
programlarin1 aktive eden ve kontrol eden sinyallere doniistiirdiigiinii gostermektedir
(Dalton, vd., 1999). Son zamanlarda, bitkilerin aktif olarak, patojen savunma ve
sistemik sinyal verme gibi birgok farkli fizyolojik siireci kontrol edebilen ROS
urettikleri ortaya cikmustir (Gratao, vd., 2005; Mittler, vd., 2004). Diisiik/orta
konsantrasyonda ROS, stoma kapanmasi, programlanmis hiicre 6liimii, gravitropizm ve
hem biyotik hem de abiyotik streslere tolerans edinimi dahil olmak {izere hiicrelerde
bir¢ok bitki cevabina aracilik eder (Neill, vd., 2002). Bitkiler, baz1 redoks duyarl
proteinler, kalsiyum mobilizasyonu, protein fosforilasyonu ve gen ifadesi yardimiyla
ROS sinyalini uygun hiicresel tepkilere doniistiirebilir (Yan, vd., 2007). ROS, dogrudan
korunmus sistein kalintilarinin oksidasyonu yoluyla bir tirozin fosfataz gibi anahtar
sinyal proteinleri tarafindan da algilanabilir (Kwak, vd., 2003).

Hiicrelerde ROS seviyesinin yiiksek olmasi1 reaktif ve toksik oldugundan
yasamsal molekiillere zarar vermektedir (Mittler, 2002). Stres kosullar1 altinda artan
ROS’lar; zardaki lipidlerin peroksidasyonuna, protein oksidasyonuna, enzimlerin

inhibisyonuna, klorofil parcalanmasina, DNA ile RNA’da hasarlara sebep olarak hiicre
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Olimlerine yol agar (Mitler, 2002; Ekmek¢i ve Terzioglu, 2005). Cesitli c¢evresel
streslerin bir sonucu olarak bitkilerde ROS birikmesi, diinya ¢apinda iiriin verimliligi
kaybinin baslica nedenidir (Gill, vd., 2009). ROS seviyesinin savunma mekanizmalarini
asmasi durumunda, bir hiicre oksidatif strese girer (Sharma, vd, 2012). Oksidatif stresi
onlemek i¢in ROS'un iretimi ve uzaklastirilmasi kesinlikle kontrol edilmelidir.
Bitkilerin oksidatif strese kars1 dayanikliligi arttirmak igin oksidatif hasarlari azaltmasi
gerekmektedir (Hussein, vd., 2008). Bu yiizden bitkiler, ROS’larin asir1 sentezini
engellemek icin anatomik adaptasyonlar, fizyolojik adaptasyonlar, molekiiler
mekanizmalar, alternatif oksidazlarin (AOS) sentezi gibi ¢esitli korunma mekanizmalari
gelistirmigtir (Mittler, 2002). Hiicrelerde stres kaynakli ROS birikimi genellikle

antioksidan sistemler ile 6nlenir (Gill, vd., 2009).

2.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikallerin zararlarina karsi organizmayi koruyan ve
oksidatif zarara ugrayan biyolojik sistemlerin kendini yenilemesini saglayan
maddelerdir (Aruoma, 1998). Bitki hiicreleri kendilerini ROS’lara karsi korumak igin
kloroplast, mitokondri ve peroksizomlarda bulunan antioksidan savunma sistemlerini
kullanir (Tuteja ve Hirt, 2010). Antioksidan savunma sisteminin bilegenlerini enzimatik
ve enzimatik olmayan antioksidanlar olusturmaktadir (Khan ve Singh, 2008; Gill, vd.,
2009). Askorbat, glutatyon (GSH), a-tokoferoller, karotenoidler ve fenolik gibi
bilesikler enzimatik olmayan antioksidan sistemlerini olustururken, enzimatik savunma
sistemlerini ise stiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT),
glutatyon rediiktaz (GR) ve peroksidaz (POD) enzimleri ile diger askorbat-glutatyon
dongiisii  enzimleri olan  monodehidroksiaskorbat  rediiktaz (MDAR) ve
dehidroksiaskorbat rediiktaz (DHAR) olusturmaktadir (Lin ve Kao, 2000; Sairam ve
Tyagi, 2004; Mittler, vd., 2004; Hussein, vd., 2008; Jamei, vd., 2009).
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NADP*

NADPH
H,0 + GSSG

OH*

Sekil 2.3. ROS ve antioksidan savunma mekanizmalar1 (Gill ve Tuteja, 2010).

Antioksidan savunma sisteminin nonenzimatik bilesenleri ¢ok sayida hiicresel
bilesenle etkilesime girerler. Ayrica antioksidanlar, mitoz ve hiicre uzamasindan,
yaslanmaya ve hiicre 6liimiine kadar olan siirecleri diizenleyerek bitki biiylimesini ve
gelisimini etkilerler (De Pinto ve De Gara, 2004). Azalmis nonenzimatik antioksidan
icerikli mutantlarin strese karst asir1 duyarli oldugu daha Onceki c¢alismalarda
gosterilmistir (Gao ve Zhang, 2008; Semchuk, vd., 2009). Antioksidan savunma
sisteminin enzimatik bilesenleri ise farkli hiicre i¢i bolmelerde calisir ve hiicreler
oksidatif strese maruz kaldiginda strese tepki verirler (Sharma, vd., 2012). Cizelge
2.4’te bitkilerde tiretilen strese bagli ROS’u yok etmede Onemli rol oynayan gesitli

antioksidan enzimler ve metabolik siiregte girdikleri reaksiyonlar gosterilmektedir.

Cizelge 2.4. Onemli ROS temizleyici antioksidan enzimler (Gill ve Tuteja, 2010).

Enzimatik antioksidanlar Enzim kodu Kataliz reaksiyonlari

Siiperoksit Dismutaz (SOD) EC 11511 O, +0, +2H" > 2H,0,+ 0O,

Katalaz (CAT) EC1.11.16 H,0,— H,0+1/20,

Askorbat Peroksidaz (APX) EC1.11.1.11 H,0,+ AA— 2H,0+ DHA

Guaikol Peroksidaz (GPX) EC 11117 H,0,+ GSH— H,O + GSSG
Monodehidroaskorbat Rediiktaz (MDHAR) EC 1.6.5.4 MDHA + NAD(P)H — AA + NAD(P)"
Dehidroaskorbat Rediiktaz (DHAR) EC185.1 DHA + 2GSH —» AA + GSSG
Glutatyon Rediiktaz (GR) EC1.6.4.2 GSSG + NAD(P)H — 2GSH + NAD(P)*
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2.5. Antioksidatif Savunma Sisteminin Nonenzimatik Bilesenleri

2.5.1. Askorbat

Askorbat (AsA), oksidatif strese karsi savunmada kilit rol oynayan, hiicrede en
bol bulunan, diisik molekiil agirlikli antioksidandir (Sharma, vd., 2012). AsA'nin,
bitkilerde biiylime, farklilagsma ve metabolizma dahil ¢esitli fizyolojik siireclerde énemli
rol oynadigi bilinmektedir (Sharma, vd., 2012). Bitki hiicre tiirlerinin ¢ogunda,
organeller ve apoplastlarda saptanir ve o6zellikle fotosentetik dokularda bol miktarda
bulunur (Shao, vd., 2008; Smirnoff, vd., 2004). AsA'nin ¢ogu (%90'dan fazlasi)
sitoplazmada lokalize olmakla birlikte, diger c¢oziinebilir antioksidanlarin aksine,
milimolar  konsantrasyonda bulundugu apoplasta oOnemli bir kismu disan
atilabilmektedir. Apoplastik AsA'nin, potansiyel olarak zarar verici dis oksidanlara karsi
ilk savunma hattim1 temsil ettigi disiinilmektedir (Barnes, vd., 2002). AsA Kritik
makromolekiilleri oksidatif hasara karsi korumaktadir (Sharma, vd., 2012). O;", H,0;
ve tokoferoksil radikalinden rejenere olan a-tokoferol ile direk olarak reaksiyona girerek
membran korumasini saglar ve prostetik gecis metali iyonlar1 iceren enzimlerin
aktivitelerini korur (Noctor ve Foyer, 1998). AsA, AsA-GSH dongiisii yoluyla H,O,'nin

giderilmesinde anahtar role sahiptir (Pinto, vd., 2003).

2.5.2. Glutatyon

Tripeptid glutatyon (y-glutamilsisteinil glisin, GSH) ROS kaynakli oksidatif
hasara karsi hiicre i¢i savunmada 6nemli bir rol oynayan, diisiik molekiiler agirlikli
nonprotein tiyollerden biridir (Sharma, vd., 2012). Sitosol, kloroplast, endoplazmik
retikulum, vakuoller ve mitokondri gibi neredeyse tiim hiicre boliimlerinde varlig: tespit
edilmistir (Foyer ve Noctor, 2003).

Indirgeyici giicii nedeniyle, GSH hiicre ¢ogalmasi / béliinmesi, siilfat tasiniminin
diizenlenmesi, sinyal iletimi, metabolitlerin konjugasyonu, enzimatik regiilasyon,
proteinlerin sentezi ve niikleik asitlerin sentezi, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve
stres yanitll genlerin ekspresyonu gibi ¢esitli biyolojik siireclerde énemli bir rol oynar
(Foyer, vd., 1997). GSH, bir¢ok yonden bir antioksidan olarak islev goriir (Sharma, vd.,
2012). Kimyasal olarak O, ‘'OH, H;0; ile reaksiyona girebilir ve bu nedenle dogrudan
serbest radikal toplayici olarak islev gorebilir (Sharma, vd., 2012). GSH, ROS veya
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serbest radikallerin varliginda proton verici olarak hareket ederek hiicre i¢ci GSSG

dengesini koruyabilir (Asada, 1994).

2.5.3. Tokoferoller

Tokoferoller (a, B, y ve d), oksijensiz radikallerin, lipit peroksi radikallerinin ve
'0,’nin  temizlenmesinde rol oynayan bir grup lipofilik antioksidan: temsil eder
(Diplock, 1989). a-tokoferol, ii¢ metil grubu igermesinden dolay1 tokoferollerin en
yiikksek antioksidan aktivitesine sahiptir (Kamal-Eldin ve Appelqvist, 1996).
Tokoferoller sadece fotosentetik organizmalar tarafindan sentezlenir ve bitkilerin
yalnizca yesil kisimlarinda bulunurlar. Tokoferollerin PSII'nin yapisim ve islevini
korudugu bilinmektedir (Ivanov ve Khorobrykh, 2003). Tamamen degistirilmis
benzokuinon halkasi ve tamamen indirgenmis toktroliferol zinciri, 'O, ile redoks
etkilesimlerinde antioksidanlar olarak etki eder (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Fryer,
1992). Okside tokoferoliin indirgenmis formuna geri doniisimii AsA, GSH veya
koenzim Q ile saglanabilir (Fryer, 1992; Kagan, vd., 2000).

2.5.4. Karotenoidler

Karotenoidler, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunur. Bitkilerde,
karotenoidler goriiniir spektrumun 400 ile 550 nanometre arasindaki bolgede 15181
absorbe eder ve yakalanan enerjiyi klorofile aktarir (Sieferman-Harms, 1987).
Karotenoidler, ¢cok sayida konjuge ¢ift bag tasiyan bir izopren kalintisi igerir, bu da
uyarilmis molekiillerden kolay enerji alimini ve asirt enerjinin 1s1 olarak yayilmasini
saglar (Mittler, 2002). Ayn1 zamanda lipofilik antioksidanlar grubuna aittir ve ¢esitli
ROS formlarint detoksifiye edebilmektedir (Young, 1991). Bir antioksidan olarak,
fotosentetik aparati korumak icin 'O, olusumunu onler veya 'O’yi yakalayarak
hiicreden temizlerler (Sharma, vd., 2012). Karotenoidler ayrica bitki gelisimini ve
biyotik/abiyotik stres tepkilerini etkileyen molekiilleri uyarmanin onciileri olarak da

hizmet ederler (Vallabhaneni, vd., 2008).

2.5.5. Fenolik bilesikler

Fenolikler, antioksidan 0&zelliklere sahip ikincil metabolitlerdir ve bitki
dokularinda bol miktarda bulunurlar (Grace ve Logan, 2000). /n vitro antioksidan
analizlerde, elektronlar1 veya hidrojen atomlarim1 vermedeki giiclii kapasiteleri

nedeniyle, AsA ve tokoferollerden daha iyi performans gosterdikleri gdsterilmistir
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(Sharma, vd., 2012). Fenolik bilesikler, gecis metali iyonlarini selatlayabilir, aktif
oksijen molekiillerini dogrudan temizleyebilir ve lipid alkoksil radikalini yakalayarak
lipit peroksidasyonunu engelleyebilir. Ayrica lipit salgi diizenini degistirir ve

membranlarin akiskanligini azaltirlar (Arora, vd., 2000).
2.6. Antioksidatif Savunma Sisteminin Enzimatik Bilesenleri

2.6.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1), tiim aerobik organizmalarda oksidatif
strese karst savunmada merkezi rol oynamaktadir (Scandalios, 1993). SOD enzimi
metaloenzimler grubuna aittir ve Oz"den O, ve H;Oz'nin olusumunu (Cizelge 2.4)
katalize eder (Fridovich, 1989). Aktif oksijen iireten alt hiicre boliimlerinin ¢ogunda
bulunur. Bitkilerde, bakir/¢inko SOD (Cu/Zn-SOD), manganez SOD (Mn-SOD) ve
demir SOD (Fe-SOD) olmak iizere ii¢ izozimi bulunmaktadir (Racchi, vd., 2001).
SOD'un tiim formlar1 niikleer olarak kodlanir ve bir amino terminal hedef sekansi ile
kendi alt hiicresel boliimlerine iletilir (Bowler, vd., 1992). Mn-SOD mitokondride
lokalize olurken, Fe-SOD kloroplastlarda lokalize olur (Jackson vd., 1978). Cu/Zn-SOD
sitosol, kloroplast, peroksizom ve mitokondrilerde bulunur (Bowler, vd., 1992;
Kanematsu ve Asada, 1989). Okaryotik Cu/Zn-SOD siyaniire duyarlidir ve dimer
halinde bulunurken, diger ikisi (Mn-SOD ve Fe-SOD) siyaniire duyarsizdir ve dimer
veya tetramer seklinde olabilirler (Scandalios, 1993).

Kuraklik ve metal toksisitesi dahil olmak iizere ¢esitli ¢evresel streslere maruz
kalan bitkilerde SOD aktivitesinin arttig1 daha oOnceki c¢alismalarda bildirilmistir
(Sharma ve Dubey, 2005; Mishra, vd., 2011). SOD'un artan aktivitesi ¢ogu zaman
bitkinin g¢evresel streslere karsi artan toleransi ile iliskilidir. SOD'un asir1 iiretiminin,
bitkilerde oksidatif stres toleransi ile sonuglandigi da daha oOnceki caligmalarda

bildirilmistir (Gupta, vd., 1993).

2.6.2. Askorbat peroksidaz (APX)

Askorbat peroksidaz (APX, EC 1.1.11.1) AsA-GSH dongiisiiniin merkezi bir
bilesenidir ve hiicre i¢ci ROS seviyelerinin kontroliinde, bitkilerin, alglerin, dglenalarin
ve diger organizmalarin oksidatif stresten korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir
(Sharma, vd., 2012; Gill ve Tuteja, 2010). APX, H;O2’nin su-su ve ASH-GSH

dongiilerinde temizlenmesine katilir ve MDHA ile birlikte elektron dondrii olarak
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ASH’1 kullanir (Gill ve Tuteja, 2010). APX ailesi, tilakoid (tAPX) ve gliozizom
membran formlart (gmAPX), kloroplast stromal ¢oziinebilir form (sAPX), sitosolik
form (cAPX) ve mitokondriyal form gibi en az bes farkli izoformdan olusmaktadir
(Noctor ve Foyer, 1998; Madhusudhan, 2003). Organellerde iretilen H0;’yi
organellerde bulunan APX yok ederken, sitosolde ve apoplastta tiretilen H,O,’yi veya
organellerden diflize olan H»07’yi ise sitosolik APX yok eder (Mittler ve Zilinskas,
1992).

APX, H;0, i¢cin CAT ve POD’dan daha yiiksek afiniteye sahiptir ve stres
sirasinda ROS’un yonetiminde digerlerinden daha oOnemli bir role sahip oldugu
diistiniilmektedir (Gill ve Tuteja, 2010). APX, bitki hiicrelerinde en yaygin bulunan
antioksidan enzimlerden biri olarak kabul edilir (Wang, vd., 1999). Birgok arastirmaci,
kuraklik, tuzluluk, tireme, metal toksisitesi ve UV gibi bir¢ok abiyotik strese yanit
olarak APX’in etkin sekilde rol aldigini bildirmislerdir (Boo ve Jung, 1999). Transgenik
domates bitkilerinde (Lycopersicon esculentum L.) bezelye (Pisum sativum L.)’den
transfer edilen bir sitosolik APX-geninin, soguk ve tuz stresinin neden oldugu oksidatif
hasarda yiiksek oranda eksprese olarak oksidatif hasari iyilestirdigi bildirilmistir (Wang,
vd., 2005). Benzer sekilde, tApx geninin tiitin veya Arabidopsis’te asir1 ekspresyonu,
bu bitkilerin oksidatif strese toleransini arttirdigi da baska bir ¢alismada bildirilmistir

(YYabuta, vd., 2002).

2.6.3.Katalaz (CAT)

Antioksidan enzimlerden katalaz (CAT 1.11.1.6), kesfedilip karakterize edilen
ilk enzimdir ve iki molekiil H,O,’nin su ve oksijene doniismesini katalize eden, her
yerde birden bulunabilen ve tetramerik hem igeren bir enzimdir (Sharma, vd, 2012).
H20, icin yiiksek Ozgiilliige sahiptir, ancak organik peroksitler karsisinda aktivitesi
zayiftir (Sharma, vd., 2012). Bitkiler birkag tip H,O, indirgeyici enzim igerir, ancak
CAT’lar, hiicresel indirgeme esdegeri gerektirmediginden digerlerinden farklidir
(Sharma, vd., 2012). CAT’lar ¢ok hizli yenilenme yetenegine sahiptir ancak H20; i¢in
APX’ten ¢ok daha diisiik bir afinitesi vardir (Sharma, vd., 2012). Cevresel stresler,
stresin yogunluguna, siiresine ve tipine bagh olarak CAT aktivitesinin artmasina veya
azalmasina neden olmaktadir (Moussa ve Abdel-Aziz, 2008). Genel olarak, proteinlerin

yenilenme hizini azaltan stresler CAT aktivitesini azaltir (Sharma, vd., 2012).
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Peroksizomlar, H,O; iiretiminin baslica bdolgeridir. CAT, foto-reseptor
oksidasyonu, yag asitlerinin B-oksidasyonu ve SOD ile birlesmis XOD gibi diger enzim
sistemleri sirasinda olusan H,O5’yi hizlica yok eder (Scandalios, vd., 1997; Corpas, vd.,
2008). Bugiine kadar, incelenen tiim angiosperm tiirleri, tic CAT geni icermektedir
(Mhamdi, vd., 2010). Willekens, vd., (1995) tiitiin genlerinin ekspresyon profiline
dayanan c¢alismalarinda bir CAT simiflandirmast Onermislerdir: Simif I CAT’lar,
fotosentetik dokularda eksprese edilir ve 1sikla diizenlenir. Sinif II CAT’lar vaskiiler
dokularda yiiksek seviyelerde eksprese edilirken, Sinif III CAT’lar tohumlarda ve geng
fidelerde oldukga fazla eksprese edilmektedir. Yapilan bir c¢alismada Brassica
juncea’dan alimip tiitiin igine sokulan bir CAT geninin, Cd kaynakli oksidatif strese
kars1 asir1 eksprese olarak, titliin bitkisinin Cd stresine toleransini arttirdig

gosterilmistir (Guan, vd., 2009).

2.6.4. Glutatyon rediiktaz (GR)

GR, prokaryotlarda ve 6karyotlarda bulunan bir flavo-protein oksidorediiktazdir
(Radwan, vd., 2010). ASH-GSH dongiisiiniin potansiyel bir enzimidir ve GSH’1n azalan
durumunu siirdiirerek ROS’a karst savunma sisteminde onemli bir rol oynamaktadir.
GR, oksidatif strese karsi savunmada yer alirken, GSH’1n indirgenmesini de katalize
eder (Racchi, vd., 2001; Bowler, vd., 1992). GR ve GSH, ¢esitli stresler altindaki
bitkinin toleransinin belirlenmesinde ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir (Bowler, vd.,
1992). Agirlikli olarak kloroplastlarda lokalizedir ancak bu enzimin kiigiik bir miktar1
mitokondri ve sitoplazmada da bulunmustur (Scandalios, 1993). Fotosentetik
dokulardaki GR aktivitesinin yaklastk %80’ kloroplastik izoformlar tarafindan
saglanmaktadir (Edwards, vd., 1990). Kloroplastta GSH ve GR, Mehler reaksiyonu
tarafindan tretilen H,O; nin detoksifikasyonunda yer almaktadir (Sharma, vd., 2012).
Baz1 arastirmacilar c¢evresel stres altinda GR aktivitesinin artmis oldugunu
bildirmislerdir (Hern’andez, vd., 2001; Yoshida, vd., 2006; Sharma ve Dubey, 2005,
2007; Maheshwari ve Dubey, 2009).
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NADPH NADP*

Sekil 2.4. Glutatyon rediiktaz ve hiicresel redoks (Gill ve Tuteja, 2010).

2.6.5. Guaiakol peroksidaz (GPOX/GPX)

Hem igeren bir protein olan guaiakol peroksidaz (GPX, EC 1.11.1.7), H;0O;
gideriminde guaiakol ve pirogalol gibi aromatik elektron dondérlerini oksitlemektedir.
Hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunmaktadir (Sharma,
vd., 2012). Bu enzimler dért korunmus disiilfid képriisiine sahiptir ve iki yapisal Ca**
iyonu igerir (Schuller, vd., 1996). GPX'in bir¢ok izoenzimi, vakuoller, hiicre duvari ve
sitoplazmada lokalize olmus bitki dokularinda bulunur (Asada, 1992). GPX, hiicre
duvarinin ligninlesmesi, IAA'nin bozulmasi, etilenin biyosentezi, yara iyilesmesi ve
abiyotik ve biyotik streslere karst savunma gibi birgok Onemli biyosentetik siiregle
iliskilidir (Kobayashi, vd., 1996). GPX’ler stres enzimi olarak kabul edilir (Sharma, vd.,
2012). GPX, stresli kosullar altinda O, ve peroksi radikallerinin reaktif ara formlarinin
etkili bir siipiiriiclisti islevi gormektedir (Vangronsveld ve Clijsters, 1994).

Radoti’c ve ¢alisma arkadaslar1 (2000), metal toksisitesi kosullar1 altinda GPX'in
oksidatif reaksiyonlara karsi aktivitesinin arttigin1 ve bitkilerde sublettal metal
toksisitesi i¢in biyomarker olabilecek potansiyele sahip oldugunu oOne siirmiislerdir.
Yakin zamanda, Tayefi-Nasrabadi ve arkadaslar1 (2011), tuza toleransli aspir
bitkilerinin tuzdan kaynaklanan oksidatif hasara karsi daha fazla korunmasinin, en
azindan kismen GPX aktivitesinin artmasi, katalitik verim ve tuza duyarl ¢esitlerde

spesifik izoenzimlerin indiiklenmesi ile oldugu sonucuna varmiglardir.

2.6.6. Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR)

MDHAR bir flavin adenin diniikleotid (FAD) enzimidir. MDHAR, elektron
alicis1 olarak NADPH’den ziyade, NADH’1 tercih eden, monodehidroaskorbat (MDHA)
icin yiiksek spesifite sergilemektedir (Gill ve Tuteja, 2010). MDHAR aktivitesi
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bitkilerde yaygindir. MDHAR’1n izoenzimlerinin, kloroplastlar, sitozol, mitokondri ve
peroksizomlar gibi ¢esitli hiicresel kompartmanlarda mevcut oldugu bilinmektedir
(Hossain, vd., 1984b; Dalton, vd., 1993). Kloroplastlarda, MDHAR iki fizyolojik
fonksiyona sahip olabilmektedir: MDA'dan AsA'nin rejenerasyonu ve MDHA substrati
bulunmadiginda dioksijenin 02" ‘ye fotorediiksiyonuna aracilik edilmesi (Miyake, vd.,
1998). Tiitiin i¢indeki Arabidopsis MDHAR geninin asir1 ekspresyonu, tuz ve polietilen
glikol streslerine kars tiitiin bitkisinin toleransini artirdigi bir ¢alismada bildirilmistir

(Eltayeb, vd., 2007).

2.6.7.Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR)

Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR, EC 1.8.5.1) indirgeyici substrat olarak GSH
kullanarak DHA’nin AsA’ya indirgenmesini katalize etmekte ve bu nedenle AsA'nin
indirgenmis formunda tutulmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Ushimaru, vd., 1997).
Cok kisa omiirlii bir kimyasal olan DHA, geri doniisiimsiiz olarak 2,3-diketogulonik
aside hidrolize edilebilir veya DHAR tarafindan AsA’ya geri doniistirilebilir (Sharma,
vd., 2012). DHAR, kuru tohumlarda, koklerde, solmus ve yesil siirgiinlerde bol bulunan
monomerik bir tiyol enzimidir. DHAR, ispanak yapraklar1 ve patates yumrusu gibi
cesitli bitki tiirlerinde kloroplastin yani sira nonkloroplast kaynaklardan da
saflagtirllmistir (Hossain ve Asada, 1984a; Dipierro ve Borraccino, 1991). Tiitiin
yapraklarinda, musirda ve patateste DHAR'In asir1 ekspresyonu AsA igeriginin
artmasina neden olmustur (Chen, vd., 2003). Béylece DHAR’ in AsA’nin havuz
biiytikligiinii belirlemede 6nemli roller oynadigimi belirlenmistir (Qin, vd., 2011).
Yapilan bir calismada Arabidopsis sitosolik AtDHARL genini asir1 eksprese eden
transgenik patates, herbisite, kurakliga ve tuz stresine daha yiiksek tolerans gostermistir

(Eltayeb, vd., 2011).

2.7. Literatiir Ozeti

Yaman ve arkadaslar1 (2012), bes fakli aspir ¢esidi ile yaptiklari ¢alismada farkli
bor seviyelerinin gesitlerin ¢imlenmesi iizerine 6nemli bir etki gostermedigini, bor
toksisitesine karsi gesitlerin farkli tepkiler gosterdigini belirtmiglerdir. Cesitlerin kok
uzunlugunun ve bitki boyunun ise belli bir bor seviyesine kadar arttigini, yiiksek bor

seviyelerinde kok uzunlugunun azalmaya basladigini bildirmislerdir. Cesitler arasinda
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bor toksisitesine toleransi en yiliksek olanlarin TAEK-USLU hatti ve Shifa cesidi
olduklarini tespit etmislerdir.

Ashagre ve arkadaslar1 (2014b), aspir ile yaptiklar1 ¢alismada ¢imlenme oran,
kok ve govde uzunluklar, kok ve govde yas ve kuru agirligr ve canlilik indeksinin,
artan bor seviyeleri ile azaldigini, fitotoksisitenin ise bor seviyesinin artmasi ile 6nemli
Olciide arttigini ortaya koymuslardir.

Isik ve Leblebici, (2016) iki farkli aspir ¢esidi (Dinger ve Remzibey) ile
yaptiklar1 ¢aligmada farkli borik asit konsantrasyonlarmin (10, 30, 50, 100, 200, 300,
500 ppm) ¢imlenme iizerine etkilerini arastirmiglardir. Sonug¢ olarak Dinger g¢esidinde
cimlenme yiizdesinde 6nemli bir degisim olmadigini, Remzibey cesidinde ise bor
konsantrasyonu arttik¢a ¢imlenme yiizdesinin azaldigini bildirmislerdir. Ayrica Dinger
¢esidinin bor elementine kars1 Remzibey’den daha toleransh oldugunu belirtmislerdir.

Day ve arkadaslar1 (2017), Balci, Yenice ve Remzibey cesitleri ile yaptiklart
calismada, tim cesitlerde bitki boyu, taze ve kuru agirhklarmin 4 mg kgt bor
seviyesinde belirgin sekilde arttigini, diger bor seviyelerinde ise oOnemli sekilde
azaldigini tespit etmislerdir. Ayrica tim aspir g¢esitlerinin klorofil igeriginin asir1 bor
seviyeleri ile azaldigin1 da belirtmislerdir. Balc1 ¢esidinin bora karsi toleransinin diger
cesitlerden daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Aftab ve arkadaslar1 (2010), Artemisia annua L. bitkisi tizerine yaptiklar1 bir
calismada, artan bor (0, 0.50, 1.00, 1.50, 2.00 mM) konsantrasyonlarinin bitkinin k6k
uzunlugunu, yas ve kuru agirligini, klorofil igerigini azalttigini, ancak antioksidan
enzimlerin (CAT, POX ve SOD) aktivitelerinde artisa neden oldugunu tespit
etmislerdir.

Wang ve arkadaslar1 (2011), yapmus olduklar1 calismada armut bitkisi
yapraklarina farkli bor dozlar1 uygulamis ve artan bor miktarina bagli olarak
yapraklardaki MDA ve H20: konsantrasyonlarinda artis gézlemislerdir. Buna ek olarak
SOD, APX, CAT ve GR enzim aktiviteleri ile askorbik asit ve GSH (glutatyon)
kapsamlar1 incelenmis, artan bor dozuna paralel olarak ilk Once artis gozlerken
sonrasinda azalis oldugunu c¢alismalarinda belirtmislerdir.

Tepe ve Aydemir (2011), arpa ve mercimek ile yaptiklart ¢alismada farkli bor
konsantrasyonlarinda antioksidan enzimlerin aktivitelerini incelemislerdir. Bor

toksisitesinin SOD, GPX ve LOX aktivitelerine etkisinin iki tiirde de benzer oldugunu
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fakat CAT ve APX aktivitelerinin her iki tiirde de 5 ve 10 mM bor konsantrasyonu
altinda farklilik gosterdigini bildirmislerdir. SOD, GPX ve LOX aktivitelerinin artan
bor konsantrasyonuyla kontrole kiyasla azalma gosterdigini; CAT ve APX enzim
aktivitelerinin ise bor toksisitesi ile mercimekte azalirken, arpa da arttifim
gbézlemlemislerdir.

Esim ve arkadaslar1 (2012), 11-15 giinliik musir fidelerine 2 ve/veya 6 giin 2 ve 4
mM H3BOs uygulayarak, kok uzunlugu, MDA, H202, SOD, CAT ve POX
parametrelerini incelemislerdir. Calismanin sonucunda kok uzunlugunun artan bor
dozlariyla azaldigini belirtmislerdir. Ayrica MDA, H202, SOD, CAT igeriginin bor
dozlariyla orantili olarak artarken, POX aktivitesinin azaldigini tespit etmislerdir.

Oluk ve arkadaslar1 (2012), yaptiklar1 ¢alismada 2 domates ¢esidinde (SC2121,
Safari F1) 3 mM bor konsantrasyonu uygulayarak, govde ve kok dokularinin
malondialdehid (MDA), siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POX), katalaz (CAT)
askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon reduktaz (GR) igeriklerini incelemislerdir.
Sonucta uygulanan bor konsantrasyonunun, oksidatif zarar1 arttirdigin1 ve APX disinda
antioksidan enzim aktivitesini azalttigini belirtmislerdir. Ayrica koklerde sadece CAT
aktivitesini, gévdede ise CAT, GR, SOD, POX ve APX aktivitelerini inhibe ettigini
tespit etmislerdir. Safari F1 ¢esidinin oksidatif zarara ugramadigini, diger ¢eside gore
koklerinin daha iyi korundugunu, goévde dokularinda ve diger c¢esitlerde boyle bir
korumanin bulunmadigini bildirmislerdir.

Hossain ve arkadaslar1 (2015), Brassica napus L. ile yaptiklar1 bir ¢alismada O,
45,9, 135 ve 18 kg ha™ bor uyguladiklar bitkinin SOD ve POD enzim aktivitelerini
incelemisler, sonug¢ olarak uygulanan bor konsantrasyonlarinin bitkide oksidatif strese
neden oldugunu, SOD ve POD enzim aktivitelerinin konsantrasyonlara bagli olarak
Once artip sonra azaldigini tespit etmislerdir. En yiiksek SOD ve POD aktivitesinin 9 kg
ha® bor konsantrasyonunda, en diisik 18 kg ha® konsantrasyonunda oldugunu
bildirmislerdir.

Kaya ve Ashraf (2015), domates bitkisine uyguladiklar1  bor
konsantrasyonlarinin (0.5, 3.5, 6.5 mg/L) bitkiye etkisini arastirmiglardir. Calismanin
sonucunda domates bitkisinde bor toksisitesinin kontrole kiyasla kuru madde miktarini
ve meyve verimini azalttigini ancak yaprak dokularindaki prolin, MDA, SOD, POD,
CAT igerigi ve toplam antioksidan aktivitesini (TAA) artirdigin1 bildirmislerdir. Ayrica
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yiiksek bor konsantrasyonlarinin yapraklardaki Ca*?, N ve K seviyelerini de azalttigint
belirtmislerdir.

Shah ve arkadaslar1 (2017), farkli bor konsantrasyonlarinin (0, 10, 20, 40 ve 100
mg/ml) portakal bitkisi tizerine etkilerini inceledikleri c¢alismada yiiksek bor
seviyelerinin bitki biiylimesini engelledigini ve yash yapraklarin kenarlarinda yanmalar
meydana getirdigini goérmiislerdir. Fotosentez, terleme hizi, stoma iletkenligi ve MDA
miktarinin 20 mg/ml ve daha az bor konsantrasyonlarinda arttigini, diger
konsantrasyonlarda ise azaldigmi tespit etmislerdir. Antioksidan enzimlerden SOD,
POD, CAT ve APX aktivitelerinin yine 20 mg/ml bor seviyesinde en yiiksek diizeyde
oldugunu belirtmislerdir. Ayrica 20 mg/ml’den diisiik konsantrasyonlarda enzim
aktivitelerinin azaldigini, daha yiiksek konsantrasyonlarda da bir miktar diisiis oldugunu
bildirmislerdir.

Kiigiikakyiiz ve arkadaslar1 (2018), domates ile yaptiklar1 ¢alismada 2, 5 ve 10
ppm bor konsantrasyonlarinin SOD, APX, POD ve CAT enzim aktiviteleri {izerine
etkisini incelemisler; calismanin sonucunda tiim enzim aktivitelerinin uygulanan bor
konsantrasyonlar1 ile kontrole kiyasla artis gosterdigini fakat konsantrasyonlar arasinda
farklilik oldugunu belirtmislerdir. En yiiksek SOD aktivitesinin 10 ppm, APX
aktivitesinin 2 ppm, POD ve CAT aktivitelerinin 5 ppm borik asit uygulamalarinda
oldugunu tespit etmislerdir.

Rezaee ve arkadaslar1 (2013), bor ve alimiinyum stresi altinda Eustoma
grandiflorum L. bitkisinde, bazi antioksidan enzim aktivitileri ile katalaz geninin
antioksidan aktivitesi ve ekspresyonunu arastirdiklar1 bir ¢aligmada; 0,1 mM bor
uyguladiklar1 6rneklerde SOD ve GPX aktivitesi ile lipid peroksidasyonunun kontrol
grubuna gore azaldigini, APX ve CAT aktivitesinin ise arttifini tespit etmislerdir.
Ayrica CAT enzim aktivitesindeki artisin enzimler arasindaki en belirgin artis oldugunu
ve CAT gen ekspresyonunun da enzim aktivitesine paralel olarak belirgin bir sekilde
arttiginmi bildirmislerdir.

Surgun-Acar ve arkadaslar1 (2018), Arabidopsis thaliana L. Heynh ile yaptiklar
bir ¢alismada bor stresi altinda bitkinin SOD genlerinin ekspresyon profillerini
arastirmiglardir. Caligmada 3000 uM bor uyguladiklart bitki Orneklerinin yaprak
dokularinda 7 farklt SOD izoformlarinin (Cu/ZnSOD-CSD1, CDS2, CSD3; FeSOD-
FSD1, FSD2, FSD3; MnSOD-MSD1) gen ekspresyonlarinin bor uygulamasi ile kontrol
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grubuna gore artis gosterdigi belirlemislerdir. Sonug¢ olarak bor stresinin farkli hiicresel
kompartmanlarda antioksidatif savunmayi tetikledigini bildirmislerdir.

Aspir ve bor iliskisi ile ilgili daha 6nce yapilan ¢alismalarda genellikle ¢cimlenme
ve erken biliyiime evreleri incelenmistir. Bor elementine karsi antioksidan enzimlerin
verdigi yanitlara dair yapilan ¢alismalar bir¢ok farkli bitki tiiriinde incelenmis olmasina
ragmen, Ozellikle aspir bitkisinde bu alanda literatiirde Onemli bir bosluk
bulunmaktadir. Ayrica literatiirde ¢ok az caligmada antioksidan enzimleri kodlayan
genlerin bor stresi altinda MRNA seviyelerindeki degisim tespit edilmistir. Bu nedenle
calismamizda, farkli konsantrasyonlarda (0, 5, 10, 15 mM) borik asit uygulanan ii¢ aspir
gesidinin (Balci, Dinger, Remzibey) antioksidan enzim aktiviteleri fizyolojik
yontemlerle belirlenmis ve bu enzimlerin ekspresyon seviyelerinde meydana gelen

degisimler kantitatif gercek zamanli PZR ile arastirilmistir.
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3. MATERYAL METOD

Calismada Balci, Dinger ve Remzibey olmak {izere {i¢ farkli aspir (Carthamus
tinctorius L.) ¢esidi deney materyali olarak kullamilmigtir. Tohumlar Eskisehir Gegit

Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii (ETAE)’den temin edilmistir.

3.1. Cimlenme Deneyleri ve Borik Asit Uygulamasi

Cimlendirilecek olan tohumlar ekimden Once sterilizasyon islemine tabi
tutulmustur. Rastgele secilmis olan tohumlar %10’luk NaOCl (Merck) icinde 10 dakika
bekletilip ardindan 3 kez distile su ile yikanmistir (Jabeen ve Ahmad, 2012). Ekolojik
Olciimler icin petri kaplarina, fizyolojik ve molekiiler degisimlerin tespiti i¢in iSe
viyollere ekim yapilmuistir. Her iki deney grubu i¢in kontrol (saf su), 5, 10, 15 mM’lik
borik asit (Merck) ¢ozeltileri hazirlanmustir. Bitkiler dogal ortamda bor elementini
topraktan borik asit seklinde aldiklar1 igin bu ¢alismada bor kaynagi olarak borik asit
kullanilmistir (Hu vd., 1997b). Tohumlarin ekim islemleri kontaminasyon riskini en aza
indirmek igin steril kabinde ve tamami steril malzemelerle gergeklestirilmistir.
Cimlenme deneyleri igin 12 cm ¢apindaki petri kaplar1 kullanilmus, petri kabinin igi iKi
kat kurutma kagid1 ile kaplanmistir. Her bir petri kab1 6 mililitre ¢ozelti ile sulanmis ve
her tekrarda 100 adet tohum kullanilmistir. Deneyler 16 saat giindiiz 8 saat gece
fotoperiyotta 3’er tekrarli olarak, 21 giin siire ile iklim odasinda 25+1 °C’de
gerceklestirilmistir  (Digitech 120). 21 giliniin sonunda ¢imlenen tohumlarin %
cimlenme, kok ve govde uzunlugu, kok ve govde yas-kuru agirlhigi lciilmiis; kok ve
gdvde biyokiitle hesaplamalar1 yapilmistir.

Viyollere ekim yapilmadan 6nce steril tohumlar borik asit (Merck) ¢ozeltilerinde
0, 5, 10, 15 mM) 3 saat siire ile imbibisyona tabi tutulmustur (Culha, 2011). Viyoller
belli bir seviyeye kadar torf topragi ile doldurulmus ve her viyole 5’er adet tohum
yerlestirilmistir. Daha sonra tohumlarin tizeri ince bir torf topragi tabakasi ile kapatilmis
ve her bir viyol 20 ml ¢ozelti ile sulanmustir. Ekim islemi tamamlandiktan sonra
viyoller, kosullar1 ¢imlenme deneyleri ile ayni olan iklim odasma (Digitech 120)
birakilmistir. Viyoller giin asir1 sulamaya tabi tutulmus ve 6 hafta sonunda fideler
toplanmustir. Toplanan bitki Orneklerinin kok, govde ve yapraklar jilet yardimiyla

birbirinden ayrilmis bitki kisimlari kullanilana kadar -80°C’de (Thermo) saklanmustir.
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Sekil 3.2. Viyolerde yetistirilen aspir fidelerinin genel gériintimii.

3.2. Klorofil i¢eriginin Belirlenmesi

Bitki orneklerinin klorofil i¢eriginin belirlenmesinde her konsantrasyona ait taze
yaprak ornegi 0,05 gram tartilarak %80’lik 15 ml aseton ile homojenize edilmis, filtre
kagidindan siiziilmiis ve son hacim %80’lik aseton (Merck) ile 15 ml’ye
tamamlanmistir. Homojenatin absorbans degerleri spektrofotometrede (AgileSpec) 645
nm ve 663 nm dalga boylarinda 3 tekrarli olacak sekilde olgilmiistiir. Klorofil
ekstraktinin iki farkli dalga boyunda yapilan 6l¢iimlerinden elde edilen degerler asagida

verilen esitlik 3.1, esitlik 3.2 ve esitlik 3.3’te yerine konularak bitki orneklerine ait
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yaprak dokusunun 0,05 gr’inda bulunan klorofil a, b ve total klorofil igerigi mg/ml
olarak belirlenmistir (Arnon, 1949).

Klorofil a: [12.7 (Des3)- 2.69 (Deas)] (V/1000W) (3.1)
Klorofil b: [22.9 (Dess) — 4.68 (Dess3) ] (V/1000W) (3.2)
Total Klorofil: [20.2 (Dgss) + 8.02 (Des3)] (V/1000W) (3.3)

D: Klorofil ekstratinin belirtilen dalga boyundaki absorbans degeri
V: % 80’lik aseton hacmi
W: Ekstre edilen dokunun gr olarak yas agirlig

3.3. Antioksidan Enzim Aktivitelerine Ait Fizyolojik Deneyler

Viyollerde yetistirilen bitkilere ait yaprak Ornekleri antioksidan enzim

aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilmistir.

3.3.1. Yaprak orneklerinin ekstraksiyonu

Ekstraksiyon islemi igin yaprak orneklerinden 0,5 gr tartilarak sivi azot ile toz
haline getirilmis ve 5 ml ekstraksiyon tamponu ile homojenize edilmistir. Elde edilen
homojenat 20000 g’de 20 dk +4°C’de santriflij edilmis (Termal) ve siipernatant enzim
aktivitesi tayini i¢in -80°C’ye (Thermo) kaldirilmustir.

APX aktivitesini 6lgmek i¢in diger enzimlerden farkli olarak ekstraksiyon
tamponuna ayrica 5 mM askorbik asit (Carlo Erba) eklenmistir (Jebara, vd., 2005;

Sairam ve Saxena, 2000).

Cizelge 3.1. Ekstraksiyon tamponu igerigi (pH:7.0).

KoHPO, 50 mM Carlo Erba
KH,PO, 50 mM Carlo Erba
PVP %1 Biomatik
EDTA 1mM VWR
Askorbik asit* 5mM Carlo Erba

*Yalnizca APX aktivite tayinleri igin
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3.3.2. Protein igeriginin belirlenmesi

Calismada enzim aktiviteleri protein miktarlarina baglh olarak hesaplanmistir. Bu
nedenle ilk olarak tiim enzim Oziitlerinin protein igerikleri belirlenmistir. Kontrol grubu
ve 3 farkli konsantrasyonda borik asit (Merck) uygulanan Balci, Dinger ve Remzibey
cesitlerine ait yaprak oOrneklerinin protein miktarlari, sigir serum albumin (BSA)
(Sigma) standardi kullanilarak belirlenmistir (Bradford, 1976).

Bradford ¢ozeltisini hazirlamak igin; 500 mg Coomassie Blue G (Serva), 50-70
ml suda ¢oziilerek bu ¢ozelti igine sirasiyla 250 ml %95°1lik etanol (Tekkim) ve 500 ml
%85’lik fosforik asit (Tekkim) eklenip karistirilmistir. Daha sonra bu ¢ozelti 1 L’ye
tamamlanarak +4°C’de karanlik ortamda tutulmustur. Hazirlanan bu ¢o6zelti 5X
yogunlugunda oldugundan kullanilmadan once 5 kez seyreltilerek 1X yogunluguna
diistiriilmiistiir. Enzim 6ziitlerinin protein miktarlari belirlenirken 20 pl enzim 6ziitii ile
480 pl distile su karigtirildiktan sonra, son hacim 5 ml olacak sekilde Bradford ¢ozeltisi
(1X) eklenmistir. Bu karisim 10 sn vortekste karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10
dk bekletilmistir. Elde edilen karistmin absorbans degerleri spektrofotometrede
(AgileSpec) 595 nm dalga boyunda 3 tekrarli olarak okunmustur. Deneyde standart
olarak sigir serum albiimin (BSA) (Sigma) kullanilmistir. 1 mg/ml BSA (Sigma)
stogundan 0, 5, 10, 15, 20, 30 ve 40 ul alinarak protein igerigi dl¢lilmistiir. Standartlara
ait absorbans degerleri kullanilarak bir grafik elde edilmistir. Grafikten elde edilen
esitlik (y = 0,2308x - 0,2183, R?= 0,9922) yardimi ile protein konsantrasyonu

bilinmeyen orneklerin konsantrasyonlar1 formiilden tespit edilmistir.

3.3.3. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi, Nitrobluetetrazolyum’un (NBT)
fotorediiksiyonunu esas alan yonteme gore spektrofotometrik olarak belirlenmistir
(Beyer ve Fridovich, 1987; Burke ve Oliver, 1992). Cam tiiplere 1 ml SOD reaksiyon
tamponu (Cizelge 3.2) tizerine 20 pl enzim 6ziitii eklenerek karistirtlmistir. Daha sonra
tiipler 10 dk 300 pmol ms™ 151k yogunlugunda beyaz floresan 1s11na maruz birakilarak
absorbans degerleri saf sudan ibaret olan kore karsi spektrofotometrede (AgileSpec) 560
nm dalga boyunda okunmustur. Toplam SOD aktivitesi iinite/mg protein olarak
hesaplanmistir. Bir enzim {initesinin aktivitesi, NBT rediiksiyonunda %350’lik bir
inhibisyon yaratmak i¢in gereken SOD miktar1 olarak tanmimlanmustir. Elde edilen

veriler esitlik 3.4’e gore hesaplanmustir:
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% inhibisyon=(Kontroliin Abs.-Ornegin Abs.) X 100/ Kontroliin Abs.  (3.4)

Kontrol : Enzim 6ziitii igermeyen SOD reaksiyon tamponu
Ornek : Enzim 6ziitii igeren SOD reaksiyon tampon

Cizelge 3.2. SOD reaksiyon tamponu igerigi (pH:7.8).

K2HPO4 50 mM Carlo Erba
KH,PO4 50 mM Carlo Erba
Metiyonin 13 mM AMRESCO
NBT 75 uM TCI
EDTA 100 uM VWR
Riboflavin 2 uM Alfa Aesar

SOD konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in SOD standartlart kullanilmistir.
Standartlar SOD kiti (SOD S7446, Sigma-Aldrich, USA) kullanilarak hazirlanmustir.
0,01 mg/ml SOD stogundan 1, 2, 4, 6, 8, 10 ve 20 uL alinarak bir standart grafigi
olusturulmustur. Grafikten elde edilen formiil (y= 0.1962 + 9.1306, R?= 0.9746)
kullanilarak SOD konsantrasyonlari bilinmeyen uygulamalarin konsantrasyonlari
belirlenmistir. Formiilde y degeri % inhibisyonu, x ise SOD konsantrasyonunu ng/ml
cinsinden belirtmektedir. Bir SOD {initesi ise %50 inhibisyon saglayan enzim miktari
olarak tanimlandig: i¢in konsantrasyon degerleri iiniteye ¢evrilmistir. Elde edilen iinite
degerleri, total protein igerigine oranlanmus ve enzim aktivitesi U/ug protein olarak

belirlenmistir.

3.3.4.Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan yOontem hidrojen
peroksitin katalaz enziminin etkisi ile su ve oksijene parcalanmasi sonucu 240 nm dalga
boyunda meydana gelen absorbans diisiisiiniin spektrofotometrede izlenmesi esasina
dayanmaktadir. 1 ml CAT reaksiyon tamponu (Cizelge 3.3) iizerine 20 ul enzim 06ziitii
eklenerek vorteks (Wisemix) ile karistirtlmistir. Bu karisimin spektrofotometrede
(AgileSpec) 240 nm dalga boyunda kore karst 3 dk boyunca 15 sn araliklarla kinetik
Olcimii alinmis ve absorbanstaki azalma degerleri kaydedilmistir. Enzim o6ziiti
icermeyen CAT reaksiyon tamponu kor olarak kullanilmistir. Toplam katalaz aktivitesi,
esitlik 3.5’°e gore U/ug protein olarak hesaplanmistir (Ekstriksiyon katsayisi, €=40
mmol/L.cm) (Cakmak ve Horst, 1991).
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€ 140 mmol/L.cm

Vioplam: TOplam hacim

Venzim: Reaksiyona konulan enzim hacmi
t: Reaksiyonun gerceklestigi siire

I: Kiivete ait 151k yolu (1 cm)

TP: Total protein miktar1 (mg protein)

Cizelge 3.3. CAT reaksiyon tamponu igerigi (pH:7.0).

KoHPO,4 50 mM Carlo Erba
KH,PO,4 50 mM Carlo Erba
H,0? 30 mM Carlo Erba

3.3.5. Askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Askorbat peroksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde 1 ml APX reaksiyon
tamponu (Cizelge 3.4) lizerine 20 pl enzim 0ziitii eklenerek vorteks ile karistirilmistir.
Bu karisimin spektrofotometrede (AgileSpec) 290 nm dalga boyunda kore karst 3 dk
boyunca 15 sn araliklarla kinetik 6l¢iimii alinmis ve absorbanstaki azalma degerleri
kaydedilmigtir. Enzim o6zitii icermeyen APX reaksiyon tamponu kor olarak
kullanilmistir.  Toplam APX aktivitesi, esitlik 3.6’ya gore U/ug protein olarak
hesaplanmistir (EKstriksiyon katsayisi, €=2,8 mmol/L.cm) (Lester, vd., 2004).

€:2,8 mmol/L.cm

Vioplam: TOplam hacim

Venzim: Reaksiyona konulan enzim hacmi
t: Reaksiyonun gerceklestigi siire

I: Kiivete ait 151k yolu (1 cm)

TP: Total protein miktar1 (mg protein)
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Cizelge 3.4. APX reaksiyon tamponu igerigi (pH:7.0).

KoHPO, 50 mM Carlo Erba
KH,PO, 50 mM Carlo Erba
Askorbik asit 250 uM Carlo Erba
H,0, 5mM Carlo Erba

3.3.6. Glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde 1 ml GR reaksiyon
tamponu (Cizelge 3.5) tizerine 20 pl enzim Oziitii eklenerek vorteks (Wisemix) ile
karigtirilmistir. Bu karigimin spektrofotometrede (AgileSpec) 340 nm dalga boyunda
kore karst 3 dk boyunca 15 sn araliklarla kinetik Ol¢iimii alinmis ve absorbanstaki
azalma degerleri kaydedilmistir. Enzim 06ziitii icermeyen GR reaksiyon tamponu kor
olarak kullanilmistir. Toplam GR aktivitesi, asagidaki esitlik 3.7’ye gére U/ug protein
olarak hesaplanmistir (Ekstriksiyon katsayisi, €=6,22 mmol/L.cm) (Rao, vd., 1996).

GR AktiViteSiZ [(AAbS XV[op|am)/€ Xtx Venzim X I] / TP (3.7)

€:6,22 mmol/L.cm

Vioplam: TOplam hacim

Venzim: Reaksiyona konulan enzim hacmi
t: Reaksiyonun gerceklestigi siire

I: Kiivete ait 151k yolu (1 cm)

TP: Total protein miktart (mg protein)

Cizelge 3.5. GR reaksiyon tamponu igerigi (pH:7.6).

Tris-HCI 50 mM Sigma
GSSG 1mM PubChem
NADPH 250 uM Sigma

EDTA 500 pM VWR
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3.4. Antioksidan Enzimlere Ait Gen ifadelerinin Belirlenmesi

3.4.1. Total RNA izolasyonu

Farkli konsantrasyonlarda borik asit uygulanan bitki Orneklerinin taze
yapraklarindan total RNA izolasyonu yapilmistir. 100 mg taze yaprak 6rnegi sivi azot
ile steril havanda parcalanarak toz haline getirilmis ve steril ependorfa alinmistir.
Uzerine 1 ml Trizol (Thermo) eklenerek homojenize edilmistir ve 5 dk oda 1sisinda
bekletilmigtir. 1 ml Trizol (Thermo) igin 200 pl kloroform (Merck) eklenerek 15 sn
vorteks (Wisemix) yapilmistir. Vorteks isleminden sonra 3 dk oda sicakliginda
bekletilen ornekler 20 dk 4 °C’de 15000 rpm’de santrifiij (Termal) edilmistir. Santrifiij
sonunda iist faz baska bir steril ependorfa alimmistir. RNA’nin ¢okmesi i¢in 500 pl
izopropanol (Sigma) eklenerek oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir ve sonrasinda 5 dk
4 °C’de 15000 rpm’de santriftij (Termal) edilmistir. Santrifiij sonunda dipte kalan RNA
pelletinin olas1 artiklardan temizlenmesi i¢in 1 ml %70’lik etanol (Tekkim) eklenerek 2
dk 4 °C’de 15000 rpm’de santrifiij (Termal) edilmistir. Santrifiij sonunda etanoliin
uzaklastirilmasi igin pelletler 5-10 dk kurumaya birakilmistir. Kuruma sonunda pelletler

30-50 pl distile suda ¢oziilerek cDNA sentezinde kullanilmaya hazir hale getirilmistir.

3.4.2. Total RNA miktarinmin belirlenmesi

Taze yapraklardan izole edilen RNA orneklerinden 5 pl alinarak %0,8’lik 100
ml agaroz jelde 60 V’ta 65 dk yiiriitiilmiis ve RNA'larin kalitesinin prosediire devam
etmeye uygun olup olmadig1 kontrol edilmistir. RNA'lar jelde ¢ift ve parlak bir bant
olarak gozlendiginde bu 6rneklerin Nanodrop Spektrofotometre (AgileSpec) ile 260 ve
280 nm dalga boyunda saflik ve miktar tayinleri yapilmistir. Agaroz jelde ¢ok silik veya
isikl1 yol seklinde goéziiken oOrnekler i¢in RNA izolasyonu tekrarlanmustir. Yeterli

kalitede elde edilen ve miktar1 belirlenen RNA 6rnekleri cDNA’ya ¢evrilmistir.

3.4.3.cDNA sentezi

Izole edilen RNA 6rnekleri First Strand cDNA sentez kiti (BioLabs, Katalog No:
E6300S) kullanilarak cDNA’ya doniistiiriilmiistiir. Her bir reaksiyon igin 5 ul RNA, 2
ul d(T)23 VN primeri ve 1 pl niikleaz igcermeyen su PZR tiiplerine eklenerek hacim 8
ul’ye tamamlanmis ve RNA’nin denatiirasyonu i¢in 70 °C’de 5 dk bekletilmistir. Daha
sonra tiiplere 10 pul M-MuLV Reaksiyon mix ve 2 pl MuLV Enzim mix eklenerek 42

°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda enzimin inaktive olmasi igin 80
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°C’de 5 dk daha inkiibe edilmistir. islem sonunda tiiplere 30 pl distile su eklenerek
ornekler 50 ul’ye diliie edilmis ve kantitatif gercek zamanli PZR’da kullanilmak tizere -
20 °C’ye kaldirilmistir.

3.4.4. Kantitatif gercek zamanh PZR i¢in primer dizayni

Kantitatif ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PZR) deneylerinde
kullanilacak olan genlere 6zel primerler (Cizelge 3.6) Primer3 programi (Rozen ve
Skaletsky, 2000) ile dizayn edilmistir. Firmadan alimi yapilan liyofilize haldeki
primerler laboratuvara geldikten sonra 15 sn 12000 rpm’de santrifij edilmistir.
Primerlere niikleazlardan arindirilmis sudan 1 ml eklenerek 2 dk alt {ist edildikten sonra
15 sn vorteks (Wisemix) yapilmistir. Kullanima hazir hale getirmek i¢in primerlerin son

konsantrasyonu 10 uM olarak ayarlanmustir.

Cizelge 3.6. Kantitatif ger¢ek zamanli PZR i¢in kullanilan primerler ve dizileri.

PRIMERLER NUKLEOTIT DIZILERI ™
GAPDH RTF PRIMER ATGACTGCCACCCAAAAGAC 60.1
GAPDH RTR PRIMER TTCCGGTCAATTTCCCATTA 59.9
SOD RTF PRIMER GGCAGTACCATCTTCGCCTA 60.2
SOD RTR PRIMER TTGTGGCCTTAAACCTGGAC 59.9
CAT RTFPRIMER ATCGGAGGAACGAATCACAG 60.0
CAT RTR PRIMER GGGCTGCAAAGGTATGATGT 59.9
APX RTF PRIMER GCATGATGCTGGAACATACG 54.1
APX RTR PRIMER AAAGTCAACAGTAGGCCCAC 55.0
GR RTF PRIMER GATGGGTTCCACTGTGAATC 53.3
GR RTR PRIMER GGTTCGAGAATACTCGTCAAC 55.2

3.4.5. Kantitatif gercek zamanh PZR

Ters transkripsiyon PZR ile elde edilen cDNA 6rnekleri kantitatif ger¢ek zamanli
PZR i¢in kalip olarak kullanilmistir. Kantitatif gergek zamanli PZR, Promega (Madison,
USA) firmasina ait The GoTaq 1-Step qRT-PCR System (Katalog No: A6020) Kkiti

kullanilarak gerceklestirilmistir. Kantitatif ger¢ek zamanli PZR igin gerekli malzemeler
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kitin kullanim kilavuzunda belirtildigi sekilde ilave edilerek PZR cihaz1 (Agilent) ile
gergeklestirilmistir. Kantitatif ger¢cek zamanli PZR reaksiyonlari, her bir cDNA 6rnegi
icin, hem aspir SOD, CAT, APX, GR enzim genine hem de normalizor gen olan
GAPDH genine ait o0zgiil primerler kullanilarak 3’er tekrarli olacak sekilde
gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.7. Kantitatif gergek zamanli PZR’da kullanilan komponentler.

Bilesenler Miktar
cDNA kalip 1l
Primer F 1pl
Primer R 1ul
DEPC’li su 4,5 ul
GreenStar qPCR PreMix 7,5 ul
Total Hacim 15 pl

Cizelge 3.8. Kantitatif ger¢ek zamanli PZR protokolii.

95 °C 2 dk

95 °C 15 sn
40 dongii

50-60 °C 1 dk

95 °C 30 sn

65 °C 30 sn

95 °C 30 sn

3.5. Istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Kontrol gruplar1 ve farkli konsantrasyonlarda borik asite maruz birakilan aspir
cesitleri ile yapilan tiim deneylerin sonuglari tek yonlii varyans analizi (One-way
ANOVA) analizi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir (SPSS 21.0). Sonuglar 3
bagimsiz tekrarin ortalamasi alinarak hesaplanmistir. Standart sapmalart ¢izelgelerde

X 32)

“£” igareti ile, onemli degerler ise grafiklerde isareti ile gdsterilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Petri Deneylerine Ait Bulgular

Farkli konsantrasyonlarda borik asit uygulanan tohumlarin % ¢imlenme
miktarlar1 karsilastirildiginda tiim ¢esitlerde konsantrasyon artisina bagli olarak
cimlenen tohum sayisinda azalma oldugu tespit edilmistir. Balci gesidinde en yiiksek
¢imlenme kontrol grubunda (%88) goriilirken en diisik ¢imlenme 15 mM’da
gozlenmistir (%78). Dinger ¢esidinde kontrol grubu, 5 ve 10 mM’da %98 olan
¢imlenme oramt 15 mM’da azalmistir (%87). Remzibey c¢esidinde ise borik asit
konsantrasyonu arttik¢a ¢imlenme ytlizdesinde kontrol grubuna goére azalma gortiliirken,
en diisiik % ¢imlenme %75 ile 10 mM ve 15 mM konsantrasyonlarinda tespit edilmistir

(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Borik asit uygulanan aspir ¢esitlerine ait tohum ¢imlenme yiizdeleri.

Cimlenme (%)
Uygulama
Balc1 Dinger Remzibey
Kontrol 88+2,9 98 +2,9 92429
5mM 87 +2,9 98 +2,9 87 +2,9
10 mM 85 +5,0 98 £2,9 75 45,0
15 mM 78 £2,9 87 +2,9 75 +5,0
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Cesitler ve konsantrasyonlar dikkate alinarak kok uzunluklar karsilastirildiginda
en yiksek (5,56 cm) ve en diisiik (0,84 cm) kok uzunlugunun Remzibey ¢esidine ait
oldugu goriilmistiir. Konsantrasyonlar karsilastirildiginda en yiiksek kok uzunlugunun
(3,07 cm) 10 mM’lik borik asitte Balci ¢esidinde oldugu tespit edilmistir. Dinger ve
Remzibey cesitlerinde ise kok uzunlugu tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore
azalma gostermistir. Balct ve Remzibey c¢esidinde gdvde uzunlugu borik asit
konsantrasyonu arttik¢a kontrol grubuna gore azalma gostermistir. Dinger ¢esidinde ise
tim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore azalma gozlenirken, 10 mM borik asit

konsantrasyonunda 5 ve 15 mM’ a gore artis gozlenmistir (Sekil 4.1).

6,00
OKok  mGovde

5,00
4,00
3,00
2,00

Uzunluk (cm)

1,00

0,00

Balci Dinger Remzibey ‘

Borik asit konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.1. Borik asit uygulanan aspir cesitlerine ait kok ve govde uzunluklar1 (* p<0,05;
Ek-1).
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Aspir ¢esitlerinde kok/govde yas ve kuru agirliklart karsilastirildiginda
konsantrasyon artisina baglh olarak degisiklikler meydana geldigi tespit edilmistir. En
yiiksek kok yas ve kuru agirliklar Dinger ¢esidi kontrol grubunda (0,43 gr; 0,07 gr), en
diisiik kok yas ve kuru agirliklar ise Remzibey ¢esidi 15 mM’da (0,04 gr; 0,01 gr)
belirlenmistir. Balci ve Remzibey c¢esitlerinin kok yas agirliginda, borik asit
konsantrasyonu arttikca kontrol grubuna gore azalma tespit edilmistir. Dinger ¢esidinde
kontrol grubuna gore tiim konsantrasyonlarda azalma gozlenirken, 10 mM borik asit
uygulamasinda 5 ve 15 mM’ a gore artig belirlenmistir. Baler ¢esidinin kok kuru
agirlig, borik asit konsantrasyonu arttik¢a kontrol grubuna gore azalma gosterirken, 10
mM borik asit uygulamasinda 5 ve 15 mM’ a gore artis gostermistir. Dinger ve
Remzibey c¢esidinde ise borik asit konsantrasyonu arttikga kok kuru agirliklarinda

kontrol grubuna gore azalma tespit edilmistir (Sekil 4.2).

0,50 -
OKE B K
045 - E Kok YA Kok KA
0,40 -
0,35 A
@ 0,30 -
=2 0,25 %
5 0,20 *
< 0,15 - x * z
0,10 _ |—L ﬂ * : :
0,05 7] * I o > * * . *
0,00 - I_L I*L
© = = = ° = = = ° = = =
= 1S S S = 1S S S = 1S S S
o Lo o Te] o Lo o Yo} o Lo o Lo
4 — — 4 — — 4 — —
Balct | Dinger | Remzibey |
Borik asit konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.2. Borik asit uygulanan aspir ¢esitlerine ait kok yas ve kuru agirliklart (YA: Yas
Agirlik, KA: Kuru Agirlik) (* p<0,05; Ek-1).
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Borik asit uygulamasinda govde yas agirhiklart tim aspir gesitlerinde
konsantrasyon arttik¢a azalma gostermistir. Fakat Balc1 ve Dinger ¢esitlerinde 10 mM
borik asit uygulamasinda 5 ve 15 mM’a gore artis goriilmistiir. Govde kuru agirlig
Balci ¢esidinde 5 ve 15 mM borik asit uygulamasinda kontrol grubuna gore azalirken,
10 mM borik asit uygulamasinda kontrol grubuna gore artis gosterdigi belirlenmistir.
Dinger ¢esidinde tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore azalma goriiliirken, 10
mM borik asit uygulamasinda 5 ve 15 mM’ a gore artis oldugu tespit edilmistir.
Remzibey ¢esidinde 5 mM borik asit uygulamasinda kontrol grubuna gore gévde kuru
agirhginin arttigi, 10 ve 15 mM borik asit uygulamasinda ise kontrol grubuna gore
azaldig1 belirlenmistir. En yiiksek govde yas agirligi Dinger ¢esidinin kontrol grubunda
(1,94 gr), en disik govde yas agirhigi Dinger ¢esidinin 15 mM’lik borik asit
konsantrasyonunda (0,48 gr) tespit edilmistir. En yliksek govde kuru agirligi Balci
¢esidinin 10 mM konsantrasyonunda ( 0,38 gr), en diisiik govde kuru agirligr ise Dinger
¢esidinin 15 mM borik asit konsantrasyonunda (0,16 gr) goriilmistiir (Sekil 4.3).

2,5 1 OGévde YA  MGovde KA
2.0 - _
= 15 -
2 *
=<
£ 1,0 - *
=T}
2

5mM

=
=

Balci | Dinger | Remzibey |
Borik asit konsantrasyonu (mM)

*
f "
° >
= e
o o
Y —

Kontrol
10 mM
10 mM
Kontrol
15 mM

Sekil 4.3. Borik asit uygulanan aspir ¢esitlerine ait govde yas ve kuru agirliklar1 (YA:
Yas Agirlik, KA: Kuru Agirlik) (* p<0,05; Ek-1).
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Borik asit uygulanan bitkilerin biyokiitleleri hesaplandiginda en yiiksek kok
biyokiitlesinin Dinger ¢esidi kontrol grubunda (532 g/ha) oldugu, en disik kok
biyokiitlesinin Dinger g¢esidi 15 mM borik asit konsantrasyonunda (93 g/ha) oldugu
belirlenmistir. Balc1 ¢esidinde konsantrasyon artisina bagl olarak kontrol grubuna gore
kok biyokiitlesinde azalma oldugu, 10 mM borik asit uygulamasinda ise 5 ve 15 mM’lik
uygulamaya gore artis oldugu tespit edilmistir. Dinger ve Remzibey ¢esidinde ise tiim
konsantrasyonlarda kok biyokiitlesinde kontrol grubuna goére azalma oldugu

hesaplamalar sonucu belirlenmistir (Sekil 4.4).
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W
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Kontrol
1 Balci 334
1 Dinger 532
Remzibey 313

Sekil 4.4. Borik asit uygulamasinin aspir ¢esitlerine ait kok biyokiitlesi iizerine etkisi
(* p<0,05; EK-1).
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Balc1 ¢esidinin govde biyokiitlesi 5 mM ve 15 mM borik asit uygulamasinda
kontrol grubuna gore azalirken, 10 mM borik asit uygulamasinin kontrol grubuna gore
artis gosterdigi belirlenmistir. Dinger ¢esidinde tiim borik asit konsantrasyonlarinda
kontrol grubuna gore azalma oldugu, 10 mM borik asit uygulamasinda govde
biyokiitlesinin 5 ve 15 mM’a gore arttig1 tespit edilmistir. Remzibey ¢esidinde ise 5 mM
borik asit uygulamasinda kontrol grubuna gore artis tespit edilirken, 10 ve 15 mM’ da
azalma oldugu belirlenmistir. En yiiksek gdvde biyokiitlesinin Balct ¢esidi 10 mM borik
asit konsantrasyonunda (2937 g/ha) oldugu, en diisik govde biyokiitlesinin Dinger
¢esidi 15 mM borik asit konsantrasyonunda (1288 g/ha) oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.5).

3500
. 3000 -
< T :.:.:.:.
® 2500 | [LirE N\
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2 "
= 1500 \ \ % %
D
T 1000 § \ \ \
500 \ \ \ \
0 s LA AT BRRR Tl RRRR k RRRE k
Kontrol 5mM 10 mM 15 mM
m Balct 2777 2365 2937 1947
= Dinger 2653 2326 2450 1288
= Remzibey 2241 2595 1906 1849

Sekil 4.5. Borik asit uygulamasinin aspir ¢esitlerine ait gévde biyokiitlesi iizerine etkisi
(* p<0,05; EKk-1).

Tohum canlilik indeksi Balci, Dinger ve Remzibey cesitlerinde, borik asit
konsantrasyonu arttikca kontrol grubuna goére azalma gostermektedir. Fakat Dinger
¢esidinde 10 mM borik asit uygulamasinda 5 ve 15 mM’ a gore artis tespit edilmistir.
En yiiksek ve en diisiik tohum canlilik indeksinin Remzibey ¢esidinde sirasiyla kontrol

grubu ve 15 mM borik asitte (227; 80) oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6).
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1 Balci 170 148 130 107
Dinger 183 122 142 98
1 Remzibey 227 121 103 80
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Sekil 4.6. Borik asit uygulamasimnin aspir ¢esitlerine ait tohum canlilik indeksi iizerine

etkisi.

Aspir gesitlerinin borik asit tolerans indeksleri hesaplandiginda en yiiksek borik

asit tolerans kabiliyeti (1,17) Balci ¢esidi 10 mM borik asit uygulamasinda, en diisiik

borik asit toleranst (0,27) ise Remzibey c¢esidi 15 mM borik asit uygulamasinda

belirlenmistir. Balci ¢esidinin 10 mM’lik borik asit konsantrasyonunda belirlenen

tolerans indeksinin (1,17) kontrol grubuna gore (1) yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Konsantrasyonlar karsilastirildiginda tiim gesitlerin 10 mM borik asit uygulamasinda

tolerans indeksinin en yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Aspir gesitlerinde konsatrasyonlara bagli borik asit tolerans indeksleri.



45

4.2. Viyol Deneylerine Ait Bulgular

4.2.1.Klorofil a, b ve toplam klorofil (a+b) sonuglari

Farkli konsantrasyonlardaki borik asit uygulanan ii¢ aspir ¢esidinde tespit edilen
klorofil a miktarlar1 sekil 4.8° de gosterilmistir. En yiiksek klorofil @ miktarmin Balci
¢esidi kontrol grubunda (1,63 mg/ml), en diisiik klorofil a miktarinin ise Dinger ¢esidi 5
mM borik asitte (0,69 mg/ml) oldugu goriilmiistiir. Balci ¢esidinde konsantrasyonlar
kontrol grubu ile karsilastirildiginda konsantrasyon arttikca klorofil a miktarinda azalma
tespit edilmistir. 10 mM’da, 5 ve 15 mM’a gore klorofil a miktar1 artmistir. Dinger
¢esidinde 5 mM borik asit uygulamasinda kontrole gore klorofil a miktar1 azalirken, 10
mM ve 15 mM’ da kontrole gore artis oldugu belirlenmistir. Remzibey ¢esidinde ise 5
ve 15 mM borik asit konsantrasyonunda klorofil a miktarinda kontrol grubuna gore
azalma tespit edilirken, 10 mM borik asit uygulamasinda kontrol grubuna goére artis

oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8).

1,8

1,6
T 14 * *
E" L2 N * 7 . § *
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' Kontrol 5mM 10 mM 15 mM
E1Balci 1,63 1,00 1,34 0,78
¥ Dinger 0,83 0,69 1,15 1,21
& Remzibey 1,26 0,94 1,38 0,82

Sekil 4.8. Borik asit uygulanan aspir gesitlerinde klorofil a miktarlar: (* p<0,05; Ek-1).
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Artan borik asit konsantrasyonlarina bagl olarak c¢esitlerin Klorofil b miktari
incelendiginde klorofil a’ya benzer sonuglar elde edilmistir. En yiiksek klorofil b
miktarinin Balci ¢esidi kontrol grubunda (0,61 mg/ml), en diisiik klorofil b miktarinin
ise Dinger ¢esidi 5 mM borik asitte (0,28 mg/ml) oldugu goriilmiistiir. Balci ¢esidinde
konsantrasyonlar kontrol grubu ile karsilastirildiginda, konsantrasyon arttik¢a klorofil b
miktarinda azalma tespit edilmistir. 10 mM’da, 5 ve 15 mM a gore klorofil b miktari
artmistir. Dinger ¢esidinde 5 mM borik asit uygulamasinda kontrole gére klorofil b
miktar1 azalirken, 10 mM ve 15 mM’ da kontrole gore artis oldugu belirlenmistir.
Remzibey ¢esidinde ise 5 ve 15 mM borik asit konsantrasyonunda klorofil b miktarinda
kontrol grubuna gore azalma tespit edilirken, 10 mM borik asit uygulamasinda kontrol

grubuna gore artis belirlenmistir (Sekil 4.9).
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& Remzibey 0,49 0,38 0,56 0,34

Sekil 4.9. Borik asit uygulanan aspir gesitlerinde klorofil b miktarlar1 (* p<0,05; EK-1).
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Borik asit uygulanan ii¢ aspir g¢esidine ait toplam klorofil (a+b) miktar1 sekil
4.10’da gosterilmistir. Elde edilen sonuglarin klorofil a ve klorofil b ile benzer oldugu
belirlenmistir. Yine en yiliksek toplam Klorofil (a+b) miktarinin Balci ¢esidi kontrol
grubunda (2,24 mg/ml), en diisiik toplam Klorofil (a+b) miktarinin ise Dinger ¢esidi 5
mM borik asitte (0,97 mg/ml) oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.10. Borik asit uygulanan aspir ¢esitlerinde toplam klorofil (a+b) miktari
(* p<0,05; EK-1).
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4.2.2. Protein miktar1

Farkli konsantrasyonlarda borik asit uygulanan aspir ¢esitlerinin protein
miktarlar1 belirlenmis, ¢esitler ve konsantrasyonlar kendi aralarinda karsilastirildiginda
protein miktarlarinda farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Balc1 ve Dinger cesidinde
kontrol grubuna gore 5 ve 10 mM borik asit uygulamasinda protein miktar1 artarken, 15
mM’ da kontrol grubuna gore azalma oldugu belirlenmistir. Remzibey c¢esidinde ise 5
ve 10 mM borik asit uygulamasinda protein miktar1 kontrol grubuna goére azalma
gostermis, 15 mM borik asit uygulamasinda protein miktar1 kontrol grubuna gore
artmistir. En yiiksek protein miktarinin, Balci 10 mM borik asit konsantrasyonunda (6,4
pug/ml), en diisiik protein miktarinin ise Remzibey 10 mM borik asit konsantrasyonunda

(2,8 pg/ml) oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Aspir gesitlerinin borik asit konsantrasyonlarina bagl olarak degisen protein
miktarlar1 (* p<0,05; Ek-1).



49

4.2.3. Antioksidan enzim aktivitelerine ait sonuclar

4.2.3.1. Orneklerin yaprak dokusuna ait toplam SOD aktiviteleri

Cesitlerin SOD aktiviteleri karsilastirildiginda Balci ¢esidinde artan borik asit
konsantrasyonuna bagli olarak SOD aktivitesi azalirken, Dinger ve Remzibey ¢esidinde
ise borik asit konsantrasyonu ile SOD aktivitesinin de arttig1 belirlenmistir. Ayrica
Dinger ¢esidinde 15 mM borik asit konsantrasyonundaki SOD aktivitesi kontrol
grubuna goére azalmistir. Balci ¢esidinde en yiiksek SOD enzim aktivitesi kontrol
grubunda (264 U/ug protein) goriiliirken, Dinger ve Remzibey ¢esitlerinde en yiiksek
SOD aktivitesi 10 mM borik asit uygulamasinda (169 U/ug protein; 44 U/ug protein)
gozlenmistir. Cesitler ve konsantrasyonlar karsilastirildiginda en yiiksek SOD
aktivitesinin Balc1 ¢esidi kontrol grubunda (264 U/ug protein), en disik SOD
aktivitesinin ise Remzibey ¢esidi kontrol grubunda (16 U/pg protein) oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.12).

300
5 250
5
oo 200
=
2 150
g
= 100
=
g 50
2] 0 S N
Kontrol
1 Balct 264
& Dinger 104
™ Remzibey 16

Sekil 4.12. Borik asit uygulanan aspir g¢esitlerine ait yaprak dokusundaki toplam SOD
aktivitesi (* p<0,05; EK-1).
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4.2.3.2. Orneklerin vaprak dokusuna ait toplam CAT aktiviteleri

Borik asit konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda Dinger c¢esidinde CAT

aktivitesinin konsantrasyon artigina bagli olarak azaldigi tespit edilmistir. Balc1 ve

Remzibey c¢esitlerinde kontrol grubu ile diger konsantrasyonlar karsilastirildiginda

biitiin  konsantrasyonlardaki CAT aktivitesinin kontrole gore diisiik oldugu

belirlenmistir. Yine aym g¢esitlerde kontrol grubu disindaki konsantrasyonlar
kargilagtirildiginda 5 ve 10 mM’da CAT aktivitesinin azaldigi, 15 mM’da ise arttig1
belirlenmistir. En yliksek CAT aktivitesinin Balct ¢esidi kontrol grubunda (0,35 U/ug
protein), en diisiik CAT aktivitesinin Dinger ¢esidi 15 mM borik asit konsantrasyonunda
(0,04 U/ug protein) oldugu tespit edilmistir. Cesitler arasinda borik asit uygulamasindan
CAT aktivitesi bakimindan en az etkilenen Dinger ¢esidi, en fazla etkilenen ise Balci

cesididir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Borik asit uygulanan aspir ¢esitlerine ait yaprak dokusundaki toplam CAT

aktivitesi (* p<0,05; EK-1).
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4.2.3.3. Orneklerin vaprak dokusuna ait toplam APX aktiviteleri

Borik asit konsantrasyonlari ile kontrol grubu karsilastirildiginda, Dinger ve
Remzibey ¢esitlerinde 5, 10 ve 15 mM borik asit uygulamasinda; Balci ¢esidinde 5 ve
10 mM borik asit uygulamasinda kontrol grubuna gore artis oldugu tespit edilmistir.
Ayrica Balci gesidinde 15 mM’da kontrol grubuna gore APX aktivitesinde bir azalma
mevcuttur. En yiilksek APX aktivitesinin Balct ¢esidi 10 mM borik asit
konsantrasyonunda (3,65 U/ug protein), en diisik APX aktivitesinin ise Remzibey
kontrol grubunda (1,24 U/ug protein) oldugu belirlenmistir (Sekil 4.14).

Cesitler arasinda borik asit konsantrasyonu arttikca APX aktivitesinde artis en
fazla Balci’da tespit edilmistir. Borik asit uygulamasindan APX aktivitesi bakimindan
en az etkilenen ¢esit ise Remzibey’dir. Ayrica Balc1 ve Remzibey ¢esitlerinde kontrole
gore APX enzim aktivitesinde en fazla artis 10 mM borik asit uygulamasinda; Dinger

¢esidinde 5 mM’da meydana gelmistir (Sekil 4.14).
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& Balc1 2,05 2,57 3,65 1,73
= Dinger 1,44 2,75 2,63 2,34
& Remzibey 1,24 1,40 1,66 1,45

Sekil 4.14. Borik asit uygulanan aspir ¢esitlerine ait yaprak dokusundaki toplam APX

aktivitesi (* p<0,05; EK-1).
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4.2.3.4.0Orneklerin vaprak dokusuna ait toplam GR aktiviteleri

Borik asit konsantrasyonlari karsilastirildiginda Balc1 ¢esidinin GR aktivitesinde
herhangi bir degisiklik olmadigi ve konsantrasyon artisindan etkilenmedigi tespit
edilmistir. Dinger ¢esidinde artan borik asit konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda
kontrol grubuna gore 5 ve 10 mM’da GR aktivitesinde azalma, 15 mM’da ise artig
oldugu tespit edilmistir. Remzibey c¢esidinde ise tiim konsantrasyonlarda kontrol
grubuna gore GR aktivitesinde artis belirlenmistir. Cesitler arasinda en fazla GR enzim
aktivitesi artis1 Balci ve Dinger ¢esidinde 15 mM borik asit konsantrasyonunda,
Remzibey ¢esidinde ise 5 mM borik asit konsantrasyonunda olmustur. GR aktivitesinin
en yiiksek Dinger ¢esidi 15 mM borik asit konsantrasyonunda (0,27 U/ug protein), en
diisiik yine Dinger ¢esidi 5 mM borik asit konsantrasyonunda (0,08 U/ug protein)
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.15).
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O Dinger 0,18 0,08 0,10 0,27
& Remzibey 0,11 0,18 0,15 0,16

Sekil 4.15. Borik asit uygulanan

aktivitesi (* p<0,05; Ek-1).

aspir ¢esitlerine ait yaprak dokusundaki toplam GR
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4.3. Borik Asit Uygulamasiin Aspir Cesitlerinde Antioksidan Enzimlerin Gen
ifadeleri Uzerine Etkisi
Antioksidan enzimlerin gen ifadelerindeki degisimler gene Ozel primerler

kullanilarak kantitatif gercek zamanli PZR ile arastirilmistir.

- BAI(] Dl\( ER RF\I?IBF\

KONTROL 10mM B 15 mMBA KONTROL SmMBA 10 mM BA SmMBA KONTROL SmMBA 0mMBA

0 [

'd l- - e

Sekil 4.16. Aspir cesitlerinin yaprak dokularindan izole edilen total RNA’nin agaroz jel
elektroforezi goriintiisii (M: 0.1-10.0 kb DNA Ladder, BA: Borik asit).

4.3.1. Aspir cesitlerine ait yaprak 6rneklerinde SOD mRNA seviyesindeki degisim
Borik asit uygulamasinin aspir ¢esitlerine ait SOD mMRNA seviyeleri gesitler
arasinda farklilik gostermektedir. En yiiksek SOD mRNA seviyesi Dinger 10 mM borik
asit konsantrasyonunda (4,75 kat), en diisik SOD mRNA seviyesi ise Balct 10 mM
borik asit konsantrasyonunda (0,02 kat) belirlenmistir. Balci ¢esidinde SOD mRNA
seviyesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda 5 mM ve 10 mM borik asit uygulamasinda
SOD mRNA seviyesi azalirken, 15 mM’da ise artis oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.17).
Dinger ¢esidinde 5 mM ve 10 mM borik asit uygulamasinda SOD mRNA seviyesi
kontrol grubuna gore artarken, 15 mM borik asit uygulamasinda azalma oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.18). Remzibey ¢esidinde ise SOD mRNA seviyesi tiim borik asit
uygulamalarinda kontrol grubuna goére artis gosteritken, 15 mM borik asit

uygulamasinda 5 ve 10 mM’a gore azalma gostermistir (Sekil 4. 19).
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Sekil 4.17. Balci cesidinin borik ait uygulanan yaprak orneklerine ait toplam SOD
mRNA seviyeleri (* p<0,05; Ek-1).
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Sekil 4.18. Dinger ¢esidinin borik ait uygulanan yaprak orneklerine ait toplam SOD
mRNA seviyeleri (* p<0,05; Ek-1).
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Sekil 4.19. Remzibey ¢esidinin borik ait uygulanan yaprak orneklerine ait toplam SOD
mRNA seviyeleri (* p<0,05; Ek-1).

4.3.2. Aspir cesitlerine ait yaprak 6rneklerinde CAT mRNA seviyesindeki degisim

Tiim aspir gesitlerinde CAT mRNA seviyesi bakimindan en yiiksek sonug Balci
¢esidi kontrol grubunda (5,90 kat), en diisiik sonu¢ ise Remzibey ¢esidi 15 mM borik
asit konsantrasyonunda (0,04 kat) elde edilmistir. Balci ¢esidinde 5, 10 ve 15 mM borik
asit uygulamasinda kontrol grubuna gére CAT mRNA seviyesinde azalma oldugu; 15
mM borik asit uygulamasinda 5 mM ve 10 mM’ a gore CAT mRNA seviyesinin artti1
belirlenmistir (Sekil 4.20). Dinger ¢esidinde en yiiksek CAT mRNA seviyesi 5 mM
borik asit uygulamasinda, en diisik CAT mRNA seviyesi ise 10 mM borik asit
uygulamasinda tespit edilmistir (Sekil 4.21). Remzibey c¢esidinde ise CAT mRNA
seviyesi artan borik asit konsantrasyonuna bagli olarak 5 mM ve 15 mM borik asit
uygulamasinda azalma; 10 mM borik asit uygulamasinda kontrol grubuna gore artis
gostermistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.20. Balc1 gesidinin borik ait uygulanan yaprak orneklerine ait toplam CAT
MRNA seviyeleri (* p<0,05; Ek-1).
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Sekil 4.21. Dinger ¢esidinin borik ait uygulanan yaprak orneklerine ait toplam CAT
MRNA seviyeleri (* p<0,05; EK-1).
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Sekil 4.22. Remzibey ¢esidinin borik ait uygulanan yaprak orneklerine ait toplam CAT
mMRNA seviyeleri (* p<0,05; EK-1).

4.3.3. Aspir ¢esitlerine ait yaprak orneklerinde APX mMRNA seviyesindeki degisim
Farkli konsantrasyonlarda borik asit uygulanan {i¢ aspir ¢esidinde
konsantrasyona bagli olarak APX MRNA seviyelerinde degisimler meydana geldigi
belirlenmistir. Balci ¢esidinde konsantrasyonlar kontrol grubu ile karsilastirildiginda 5
mM ve 10 mM borik asit uygulamasinda kontrol grubuna gére APX mRNA seviyesinin
azaldigi, 15 mM’da ise artis oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.23). Dinger ¢esidinde APX
mRNA seviyesi kontrol grubuna gore 5 ve 15 mM borik asit uygulamasinda artarken,
10 mM borik asit uygulamasinda azalmistir (Sekil 4.24). Remzibey ¢esidinde ise tiim
borik asit konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore artis oldugu belirlenmistir (Sekil
4.25). Cesitler ve konsantrasyonlar karsilastirildiginda; en yiiksek APX mRNA
seviyesinin Dinger c¢esidi 15 mM borik asit konsantrasyonunda (48,3 kat), en diisiik

APX mRNA seviyesinin Remzibey kontrol grubunda (0,01 kat) oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.23. Balci ¢esidinin borik ait uygulanan yaprak orneklerine ait toplam APX
MRNA seviyeleri (* p<0,05; EK-1).
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Sekil 4.24. Dinger cesidinin borik ait uygulanan yaprak orneklerine ait toplam APX
MRNA seviyeleri (* p<0,05; Ek-1).
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Sekil 4.25. Remzibey ¢esidinin borik ait uygulanan yaprak orneklerine ait toplam APX
mRNA seviyeleri (* p<0,05; EK-1).

4.3.4. Aspir cesitlerine ait yaprak 6rneklerinde GR mRNA seviyesindeki degisim
GR mRNA seviyesindeki degisim karsilastirildiginda; Balci ¢esidinde tiim borik
asit uygulamalarinda kontrol grubuna gore azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.26). Dinger
¢esidinde 10 mM borik asit uygulamasinda GR mRNA seviyesi kontrol grubuna gore
artarken, 5 ve 15 mM’ da degisim olmadigi tespit edilmistir (Sekil 4.27). Remzibey
cesidinde en yiiksek GR mRNA seviyesi 5 mM borik asitte, en diisik GR mRNA
seviyesi 15 mM borik asit uygulamasinda goriilmistiir (Sekil 4.28). Cesitler ve
konsantrasyonlar karsilastirildiginda; en yiiksek GR mRNA seviyesinin Dinger ¢esidi
10 mM borik asit konsantrasyonunda (5,08 kat), en diisik GR mRNA seviyesinin
Remzibey 15 mM borik asit uygulamasinda (0,02 kat) oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.26. Balci ¢esidinin borik ait uygulanan yaprak oOrneklerine ait toplam GR
MRNA seviyeleri (* p<0,05; Ek-1).
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Sekil 4.27. Dinger ¢esidinin borik ait uygulanan yaprak orneklerine ait toplam GR
mMRNA seviyeleri (* p<0,05; Ek-1).
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Sekil 4.28. Remzibey ¢esidinin borik ait uygulanan yaprak orneklerine ait toplam GR
mRNA seviyeleri (* p<0,05; Ek-1).
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5. TARTISMA

Bitkiler hayatlar1 boyunca dogal yasam alanlarinda biiyiime, gelisme ve
¢ogalmalarini engelleyen pek ¢ok stres faktoriiniin etkisi altinda kalmaktadirlar (Reddy,
vd., 2004). Bu stres faktorleri bitkilerde morfolojik, anatomik, fizyolojik ve molekiiler
diizeyde degisiklikler meydana getirmektedir. Birgcok stres faktoriiniin bitkilerde,
antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirdig1 ve fizyolojik degisimler meydana getirdigi
daha Once yapilan arastirmalarla ortaya konmustur. Bitkilerde strese sebep olan
faktorler arasinda bitki besin elementleri yer almaktadir. Mikro besin elementlerinden
biri olan bor bitkilerin en fazla tepki gosterdigi elementtir (Ozbek 1973). Bor bitkiler
icin mutlak gerekli olan, bunun yani sira eksikligi ile toksisite degerleri birbirine
oldukga yakin bir mikro besin elementidir (Brown vd., 2002).

Aspir bitkisi hem gida, yem ve boya sanayii gibi alanda kullanilabilmesi hem de
stres kosullarina ¢cogu bitkiden daha fazla direng gostermesi nedeniyle bir¢cok calismanin
materyalini olusturmustur. Stres kosullarina karsi adaptasyon kabiliyeti yiiksek olan
aspir bitkisi ile ilgili yapilan g¢alismalarda genellikle ¢imlenme fizyolojisi ile erken
bliylime evreleri incelenmis ve biyokiitle artis1 hesaplanmistir (Francois ve Bernstein,
1964; Ghorashy, 1972; Kaya, vd., 2003; Siddigi, vd., 2007). Ancak borik asit etkisi
altinda aspir bitkisinde meydana gelen ekolojik ve fizyolojik degisimlere, antioksidan
enzim aktivitelerinin fizyolojik ve molekiiler degisimlerine ait ¢ok fazla ¢alismaya
literatiirde rastlanmamustir. Bu sebeple aspir bitkisinin bor elementine karst verecegi
tepkilerin ekolojik, fizyolojik ve molekiiler ¢alismalarla ele alinmasi literatiire

saglayacagi katkidan dolay1r 6nem arz etmektedir.

5.1.  Aspir Cesitlerinde Borik Asit Uygulamasimin Cimlenme Miktar1 Uzerine
Etkisi

Bitki yasam dongiisiinde en kritik olaylardan biri olan tohum ¢imlenmesi Stres
faktorlerine karst olduk¢a duyarlidir (Chang, vd., 2010). Aspir bitkisinin ¢imlenme
evresinde bor stresinin etkisi c¢esitler arasinda farklilik gostermektedir. Balc1 ve
Remzibey c¢esidinde bor konsantrasyonu arttikga kontrol grubuna gore cimlenme
ylizdesi azalma gosterirken, Dinger ¢esidinde bu azalma yalnizca en yiiksek bor
konsantrasyonunda (15 mM) goriilmektedir (Cizelge 4.1). Tohum ¢imlenmesi borik

asitten en ¢ok etkilenen gesit Balci ve Remzibey iken en az etkilenen ¢esit Dinger olarak
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belirlenmistir. Bu durum bitkilerin bor stresine karst gosterdikleri direncin bitki tiiriine
ve cesitlerine gore degisiklik gostermesi ile agiklanabilir (Bergmann, 1992). Farr (2010)
yapmis oldugu ¢alismada, diisiik konsantrasyonlardaki borik asitin tohum ¢imlenmesini
uyarirken, yiiksek konsantrasyonlarda ¢imlenmeyi Onleyici bir etkisi oldugunu
bildirmistir. Ayrica bor, bitkilerde zar gegirgenligi, tohum uyku halinin diizenlenmesi ve
bitki su iliskilerinin diizenlenmesinde rol oynar (Blevins ve Lucaszewski, 1998; Dannel,
vd., 2002; Brown, vd., 2002). Calismamizda Balci ve Remzibey c¢esitlerinde
tohumlardaki diisiikk ¢imlenme yiizdesini borun tohum su alimimi etkilemesi, tohum
uyku halinin kalkmasi i¢in gerekli olan metabolizma tlizerinde olumsuz etki olusturmasi
ile agiklamak miimkiindiir.

Isik ve Leblebici (2016) aspir ile yaptiklari ¢alismada bor konsantrasyonu
arttikca Dinger cesidinde cimlenme ylizdesinde onemli bir degisiklik olmadigini,
Remzibey cesidinde ise bor konsantrasyonu arttikca ¢imlenme oraninin azaldigini
bildirmislerdir. Sonu¢ olarak Dinger ¢esidinin borik asit uygulamalarina karst daha
diren¢li oldugunu belirtmislerdir. Bor uygulamasinin ¢imlenme yiizdesine etkileri
yapilan baska calismalarla da desteklenmektedir. Ashagre, vd., (2014b) aspir ile
yaptiklari bir ¢alismada 2 mg/L konsantrasyonuna kadar olan bor miktarinin ¢imlenme
yiizdesini etkilemedigini ancak 2 mg/L’ den yiiksek bor konsantrasyonlarinda,
konsantrasyon arttik¢a c¢imlenme ylizdesinin azaldigimi belirtmislerdir. Yaman ve
arkadaslarinin  (2012) aspir bitkisi ile yaptig1 diger bir c¢alismada ise diisiik
konsantrasyonlarda (0-90 ppm) uyguladiklar: farklt bor dozlarinin ¢imlenme iizerine
istatistiki anlamda onemli bir etki gostermedigini fakat bor toksisitesine karsi aspir
cesitlerinin farkli tepki gosterdigini belirtmislerdir. Yapmis oldugumuz calismada da
Balc1 ve Remzibey cesitlerinde borik asit konsantrasyonu arttik¢a yilizde ¢imlenme
oraninda azalma tespit edilmistir. Yorgancilar ve Babaoglu (2005), bugday cesitlerinde
yaptiklart ¢alismada bor uygulamalarinin ¢imlenmeyi etkilemedigini belirtmiglerdir.
Yapmis oldugumuz c¢alismada da Dinger ¢esidinin ¢imlenme yiizdesinin borik asit
uygulamasinda etkilenmedigi sadece 15 mM borik asit konsantrasyonunda yiizde
c¢imlenme miktarinda azalma oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Diger bir ¢alismada
ise farkli bor dozlarinin bugday c¢esitlerinde ¢imlenme yiizdesini etkiledigi ve cesitler

arasinda bu etkinin farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Atalay, 2003).
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5.2. Borik Asit Uygulamasimin Aspir Cesitlerinde Kok ve Govde Uzunlugu
Uzerine Etkisi

Yapilan c¢alismada farkli konsantrasyonlarda borik asit uygulanan aspir
cesitlerinin kok uzunluklari karsilastirildiginda cgesitler arasinda farkliliklar oldugu
goriilmiistir. Calismamizda Dinger ve Remzibey c¢esidinde tiim borik asit
konsantrasyonlarinda, Balci ¢esidinde ise 5 ve 15 mM borik asit uygulamasinda kok
uzunlugununda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak Onemli bir azalma oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.1, p<0,05). K6k uzunluklarmin azalmasmin nedeni, bitkinin
ihtiyacindan fazla miktarda borun koklerde toksik etki yaratmasi olabilir (Paul, vd.,
1992; Harite, 2008). Bu durumda kok gelisimi sinirlanmaktadir. Ciinkii bor toksisitesi
sonucu kok ucu meristem hiicrelerinin mitotik aktivitesinde bir azalma oldugu ve bu
azalmanin hiicre boliinmesini de etkileyerek kok uzama oranini azalttigi bilinmektedir
(Liu, vd., 2000b). Choi ve arkadaslart (2007), bor toksisitesinde kok ucunda seker
aliminin azaldigini ve bunun sonucunda ozmotik basincin degiserek hiicre biiylimesinin
dolayisiyla kék uzamasinin engellendigini belirtmislerdir.

Kok uzamasinin azalmasina bagl olarak az gelismis koklerin govde gelisimini
de olumsuz yonde etkileyerek daha kisa boylu govdeye sahip bitkilerin olusmasina
neden oldugu tahmin edilmektedir (Harite, 2008; Yaman, vd., 2012). Calismamizda
aspir ¢esitlerinin gévde uzunlugu karsilastirildiginda tim cesitlerde borik asit
konsantrasyonu arttikga kontrol grubuna goére govde uzunlugunda istatistiksel olarak
o6nemli bir azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1, p<0,05).

Yaman ve arkadaslar1 (2012), aspir ile yaptiklari ¢alismada bor konsantrasyonu
arttikca bitki kok ve gdvde uzunluklarinin 6nemli 6lglide azaldiginmi belirtmislerdir. On
farkli bor dozu (0, 7.5, 15, 22.5, 30, 37.5, 45, 60, 75 ve 90 ppm) ile yapilan ¢alismada
artan bor dozlarinin aspir ¢esitlerinde belli bir diizeye kadar bitkilerin kok ve govde
uzunlugunun arttigin1 ancak belli bir dozdan sonra kok ve gévde uzunlugunun azaldigi
belirtilmistir. Ayn1 c¢alismada kok ve govde uzunlugu bakimindan cgesitler arasinda
farklilik oldugu bildirilmistir. Campbell ve arkadaslar1 (1988), yaptiklar1 ¢alismada
artan diizeyde bor uygulamasinin kok ve govde gelisimini azalttigin1 belirtmislerdir.
Yiiksek miktarda borun varligi bitkilerde fizyolojik etki olusturmakta, bor bazi besin
elementlerinin alimini engelleyerek kok ve gévde biiyiimesini azaltmaktadir (Lovatt ve
Bates, 1984).
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Yapmis oldugumuz calismada cesitler arasinda govde uzunlugu bakimindan
borik asit uygulamasindan en az etkilenen gesit Balci iken, en ¢ok etkilenen gesit ise
Remzibey olarak tespit edilmistir. Calismamizin bulgular1 ile paralellik gosteren
aragtirmalar birlikte degerlendirildiginde, ¢esitler arasinda kok ve gdvde uzunluklarinda
tespit edilen farkliliklarin goriilmesinin nedeninin, farkli aspir ¢esitlerinin hiicre ve
dokularinda farkli miktarlarda bor biriktirilmesi olabilecegi diisiiniilmektedir (Taban ve
Erdal, 2000).

5.3. Borik Asit Uygulamasmin Aspir Cesitlerinde Yas ve Kuru Agirhk Uzerine
Etkisi

Calismamizda tiim aspir ¢esitlerinde kok- govde yas ve kuru agirliklar: borik asit
uygulamasindan olumsuz yonde etkilenmistir. Borik asit konsantrasyonu arttikca kok
yas ve kuru agirligr tiim gesitlerde kontrol grubuna gore azalma gostermektedir. Kok
yas agirhiginda, kontrol grubuna gore konsantrasyonlarda meydana gelen azalmalarin
tamamu iststistiksel anlamda 6nemlidir (p<0,05). Borik asit uygulamasindan en ¢ok
etkilenen ¢esit Dinger iken, en az etkilenen ¢esit Balci olarak tespit edilmistir. Kok kuru
agirligina ait sonuglara gore, en yiiksek borik asit konsantrasyonunda (15 mM) kontrol
grubuna gore sirastyla Dinger, Remzibey ve Balct c¢esidinde azalma oldugu
belirlenmistir. Kok kuru agirligi bakimindan en hassas cesit Dinger iken, en direncli
cesit Balci olarak tespit edilmistir (Sekil 4.2). Kok kuru agirliginda, Balci ¢esidinde 15
mM, Dinger ¢esidinde tiim konsantrasyonlar ve Remzibey ¢esidinde 10 ve 15 mM’daki
azalmalar istatistiksel anlamda p<0,05 seviyesinde dnemlidir.

Bugday ile yapilan c¢alismada bor konsantrasyonu 0,5 mg/L’nin {izerine
ciktiginda kok yas ve kuru agirhiginin dnemli 6lgiide azaldigr tespit edilmistir (Ashagre,
vd., 2014a). Kok taze ve kuru agirliklarinin 0,25 mg/L {izerindeki bor uygulamalarinda
bor konsantrasyonu arttikca dnemli diizeyde azaldigini belirtmislerdir. Ayrica Turan ve
arkadaslar1 (2009), bugday iizerine yaptiklari bir ¢alismada bor konsantrasyonu arttik¢a
kok yas ve kuru agirliklarinin azaldigini bildirmislerdir.

Aspir c¢esitlerinde artan borik asit konsantrasyonuna bagl olarak kok-gdvde yas
ve kuru agirliginin azalmasinin nedeninin, bitki kok gelisiminin yukarida da belirtildigi

gibi bor diizeyi arttik¢a olumsuz yonde etkilenerek azalmasindan kaynaklanmasi olarak

diisiiniilebilir (Yaman, vd., 2012).
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Borik asit uygulanan aspir ¢esitlerinin govde yas ve kuru agirliklari gesitler
arasinda farklilik gdstermistir. Balc1 ve Dinger ¢esitlerinde govde yas ve kuru agirhigi
kontrole gore borik asit konsantrasyonu arttikga azalmasina ragmen, konsantrasyonlar
kendi aralarinda karsilastirildiginda 10 mM borik asitte 5 ve 15 mM’a gore arttigi
goriilmiistiir. Remzibey cesidinde ise konsantrasyon artisina baglh olarak govde yas ve
kuru agirhginda azalma oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3). Istatistiksel anlamda
bakildiginda, govde yas agirhiginda; Balct ve Dinger ¢esitlerinde 5 ve 15 mM,
Remzibey ¢esidinde 10 ve 15 mM’daki azalmalar p<0,05 seviyesinde Onemli
bulunmustur. Gévde kuru agirliginda ise yalnizca Dinger ¢esidinde 15 mM’daki azalma
onemlidir (p<0,05). Artan borik asit konsantrasyonuna bagli olarak kok-govde yas ve
kuru agirhiginda meydana gelen azalma, fazla miktardaki borik asidin once kok
gelisimini sinirlandirmast sebebi ile gerekli besin elementlerinin aliminin azalmasi ve
buna bagli olarak gelisimin yavaslamasi ile agiklanabilir (Yaman, vd., 2012).

Yaman ve arkadaslar1 (2012), aspir ile yaptiklar1 bir ¢alismada bor
konsantrasyonu arttikca govde yas ve kuru agirhigimin 6nemli Olglide azaldigimi
belirtmiglerdir. Molinero-Ruiz ve arkadaslarimin (2003) yaptiklar1 ¢alismada ise artan
bor konsantrasyonun aygiceginde govde yas ve kuru agirliklarina olumsuz etki
gosterdigi ve konsantrasyon arttik¢a azaldigi belirtilmistir. Bugday tizerine yapilan
bircok calismada bor konsantrasyonu arttikca gévde kuru agirhiginin azaldig
bildirilmistir (Alpaslan, vd., 1996; Taban, vd., 1999; Paull, vd., 1988; Yorgancilar ve
Babaoglu, 2005).

Her bitkinin bor ihtiyaci farklidir ve bor elementinin tolerans sinirlar1 oldukga
degiskendir. Calismamizda kullanilan aspir cesitlerinin kok-govde yas ve kuru
agirliklarinin gesitler arasindaki farklilik bu degiskenlige baglidir. Bor elementi bitkide
hiicre uzamasit ve meristematik biliylimeyle iliskili  oldugundan, yiiksek
konsantrasyonlardaki borun hiicrelerde olumsuz etki meydana getirerek hiicre
¢ogalmasini ve biliylimesini durdurdugu diisiiniilebilir (Khan, vd., 2007). Bu durumda
bitkide kok ve siirglin gelisemez ve buna bagh olarak bor konsantrasyonu arttik¢a kok -

govde yas ve kuru agirligi azalir.

5.4. Borik Asit Uygulamasinin Aspir Cesitlerinde Biyokiitle Uzerine Etkisi
Yesil bitkilerin fotosentez ile giines enerjisini kimyasal enerjiye doniistiiriip

depolamasi ile olusan biyolojik madde kiitlesine biyokiitle denir (Tziourtzioumis, vd.,
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2009). Calismamizda borik asidin biyokiitle iizerine etkisi arastirilmis; kok ve govdeye
ait farkli biyokiitle sonuglar1 elde edilmistir. Dinger ve Remzibey ¢esidinin kok
biyokiitlesinde benzer sonuglar elde edilmistir. Tiim aspir g¢esitlerinde artan borik asit
konsantrasyonu ile kok biyokiitlesi azalmistir. Balci ¢esidin de ise kok biyokiitlesinde
diger iki c¢esitten farkli olarak 10 mM borik asit konsantrasyonunda diger
konsantrasyonlara gore artis oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4).

Kok ve govde biyokiitle sonuglart karsilastirildiginda her ii¢ gesitte de kok
biyokiitlesi ile govde biyokiitlesi bulgularinin farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Balci
¢esidinde 5 mM ve 15 mM borik asit uygulamasinda gévde biyokiitlesi kontrol grubuna
gore azalma gosterirken, 10 mM borik asit uygulamasinda kontrol grubuna gore artis
gostermektedir. Dinger cesidinde borik asit konsantrasyonu arttikga kontrol grubuna
gore govde biyokiitlesi azalma gosterirken, 10 mM borik asit uygulamasinda 5 ve 15
mM’a gore artig goriillmektedir. Remzibey ¢esidinde ise 5 mM borik asit uygulamasinda
kontrol grubuna gore bir artis varken, 10 mM ve 15 mM borik asit uygulamasinda
kontrol grubuna gore azalma devam etmektedir. Govde biyokiitlesi, en yiiksek borik asit
konsantrasyonunda (15 mM) kontrol grubuna goére Balct cesidinde %29,8, Dinger
cesidinde %51.,4, Remzibey ¢esidinde %17,4 oraninda azalma gdstermektedir (Sekil
4.5). Bu sonuglara gore govde biyokiitlesi bakimindan bor stresine en dayanikli gesit
Remzibey iken, en hassas ¢esit Dinger olarak tespit edilmistir.

Govde biyokiitlesindeki azalmalar bor stresinden dolayr govdede fotosentezin
engellenmesi nedeniyle govde kuru agirhiginin azalmasindan kaynaklaniyor olabilir.
Govde kuru agirhiginda oldugu gibi, Balcl cesidinde gdvde biyokiitlesinin kontrol
grubuna gore 10 mM borik asit uygulamasindaki artisinin sebebi veya Remzibey
¢esidinin 5 mM borik asit uygulamasindaki artisi, bu bor diizeyinin Balc1 ¢esidi igin
besleyici ozellik gdstermesi olabilir. Veya Balci ¢esidi bu konsantrasyonlardaki borik
asite diren¢ gostermis olabilir. Bor uygulamas: bitkilerde kok hiicre boliinmelerini ve
hiicre uzamalarini engelleyerek kokiin gelisimini durdurmaktadir (Reid, vd., 2004).
Aspir bitkisin kok gelisimi de bordan olumsuz etkilenerek govdeye yeterli besin
maddeleri ve su tagmmmasini engelliyor olabilir. Bu durumda govdede fotosentez de
yavaslayacag icin yeterli besin depo edilememekte ve gdvde yas ve kuru agirliklar
azalmaktadir (Donghua vd., 2000). Gévde biyokiitlesi, kuru agirlikla dogrudan iliski

oldugu icin de bor stresinden etkilenerek konsantrasyon arttikca azalma gostermis
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olabilir. Kokiin gelisimindeki bu gerileme dogrudan kok biyokiitlesini de etkiledigi i¢in

kok biyokiitlesi de azalma gostermis olabilir.

5.5. Borik Asit Uygulamasinin Aspir Cesitlerinde Canhhk indeksi Uzerine Etkisi

Tohum canlilik indeksi ¢imlenme ve bitkinin kok-gévde uzunlugu ile iligkili
oldugundan bu iki ozellikteki azalma tohum canlilik indeksini de olumsuz yonde
etkilemektedir. Ayn1 zamanda bor; bitkilerde hiicre uzamasi, hiicre boliinmesi ve
meristematik biiylime {izerine etki etmektedir (Mouhtaridou, vd., 2004; Khan, vd.,
2008). Yaman ve arkadaslar1 (2012), aspir ile yaptiklar1 bir ¢alismada belli bir bor
diizeyinden sonra tohum canlilik indeksinin tim ¢esitlerde azalma gosterdigini, ayrica
cesitler arasinda da farkliliklarin oldugunu bildirmislerdir. Ayni sekilde Mirshekari
(2012), bugday iizerinde yaptigi calismada da bor konsantrasyonu arttikga tohum
canlilik indeksinin azaldigini belirtmistir.

Tohum canlilik indeksi bitkinin erken gelisimi ve hizli direng olusumu igin
onemli bir faktordiir (Memon, vd., 2013). Calismamizda tohum canlilik indeksinin artan
borik asit konsantrasyonlara bagli olarak tiim ¢esitlerde kontrol grubuna gore azaldigi
belirlenmistir (Sekil 4.6). Cesitler arasinda bor stresinden en cok etkilenen ¢esit

Remzibey iken en az etkilenen ¢esit Balci olarak tespit edilmistir.

5.6. Aspir Cesitlerinde Borik Asit Tolerans indeksinin Belirlenmesi

Borik asit tolerans indeksi, bitkinin borik asite gostermis oldugu dayanma sinirini
gosteren bir parametredir. Bitkilerin herhangi bir ekolojik faktore karsi gostermis
oldugu tolerans tiirden tiire hatta ayni tiiriin ¢esitlerinde farklilik gdstermektedir.
Ashagre ve arkadaslar1 (2014a) da yaptiklart ¢alismada bugday tolerans indeksinin,
diisiik bor seviyelerinde arttigim1 fakat bor konsantrasyonu yiikseldik¢e tolerans
indeksinin azaldigini bildirmislerdir. Cesitler arasinda tolerans indeksinin degiskenlik
gosterdigini de bildirmislerdir. Aymi sekilde Shaikh ve arkadaslar1 (2013), bugday
iizerine yaptiklar1 calismalarinda da bor konsantrasyonu arttik¢a tolerans indeksinin
azaldigini tespit etmislerdir.

Calismamizda aspir gesitlerinin  borik asit tolerans indeksleri benzerlik
gostermektedir. Tiim ¢esitlerde borik aside gosterilen toleransin en fazla 10 mM’da

oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7). Borik asit tolens indeksi diger ekolojik sonuglarla
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uyum gostermektedir. Borik asiti tolere edebilen ¢esit Balci iken toleransi en diisiik

cesidin Remzibey oldugu tespit edilmistir.

5.7. Aspir Cesitlerinin Klorofil Miktarlar:

Klorofil pigmenti bitkiler i¢in 6nemli bir fizyolojik olay olan fotosentezde
kullanilan ve gilines 1sinlarinin toplanmasini saglayan bir molekiildiir. Borun bitkilerde
klorofil ile ilgili metabolik olaylar iizerinde etkili oldugu; bor stresine maruz kalan
yapraklarda klorofil igeriginde ve fotosentezde degisiklikler meydana geldigi
bilinmektedir (Lovatt ve Bates, 1984).

Bu calismada artan bor konsantrasyonlarinda klorofil a ve b miktarlarinda
kontrol grubuna gore tiim aspir ¢esitlerinde benzer degisimler meydana geldiginden
klorofil ile ilgili sonuglar toplam klorofil (a+b) miktar1 tizerinden degerlendirilmistir.
Buna gore Balci ¢esidinde tim borik asit konsantrasyonlart kontrol grubu ile
karsilastirildiginda toplam klorofil miktarinin azaldigi, konsantrasyonlar kendi arasinda
karsilastirildiginda en yiiksek toplam klorofil miktarmin 10 mM borik asit
uygulamasinda oldugu tespit edilmistir. Dinger ve Remzibey ¢esidinde kontrol grubu ve
konsantrasyonlar karsilastirildiginda en yiiksek toplam klorofil miktarinin 10 mM borik
asite uygulamasinda oldugu; 5 mM borik asit uygulamast disinda, 10 mM ve 15 mM
borik asit uygulamasinda kontrol grubuna goére artis oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.10).

Bir bitki i¢in gerekli olan bor miktari, diger bitkiler igin toksik veya yetersiz
olabilmektedir (Hu, vd., 1997b). Bor elementine karsi baz1 bitkiler hem tiir hem de gesit
bakimindan hala nedeni tam olarak belli olmayan tolerans mekanizmasi
gelistirmislerdir. Bu ¢alismada Remzibey ¢esidinde 10 mM borik asit uygulamasinda
klorofil igeriginin artmasi bitkinin kontrol grubuna gore artan bor miktarmni tolere
etmesi ve Kklorofil iretimini artirmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Oluk ve
arkadaslarinin (2006), yaptig1 calismada bu sonuglari destekler niteliktedir. Aygigegi
tizerine yaptiklar1 caligmada bor eksikliginde bitkinin klorofil pigment miktarmin
azaldigint ancak bor fazlaligimin bitkinin klorofil pigmenti miktarini arttirdigin
bildirmislerdir.

Bor stresi altinda kloroplastlarin membran yapisinda bozulmalar ve klorofil
sentezinden sorumlu proteinlerin ve enzimlerin inhibisyonunun gerceklestigi

bilinmektedir. Bu durumun PS II kompleks proteininde dengesizlige yol actigi ve bunun
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sonucu olarak fotosentetik yapilarda hem klorofil a ve b’yi hem de toplam klorofil
sentezini azalttigi literatiirde bildirilmistir (Aftab, vd., 2012). Baska bir ¢aligmada bor
stresi altinda klorofil miktarinin azalmasinin diger nedeninin klorofili pargalayan klorofillaz
enziminin stres kosullarinda aktivitesinin artmasina bagli oldugu ile agiklanmaktadir (Rao
ve Rao, 1981). Literatiirde yer alan birgok ¢alisma bu sonuglar1 desteklemektedir (Nable,
vd., 1997; Vermaas, vd., 1995; Wang, vd., 2011; Sotiropoulos, vd., 2006; Yildiztekin ve
Tuna, 2015; Reid, 2007). Bu galismada da Balci ¢esidinde artan borik konsantrasyonlarinda
klorofil miktarinin azalmast bu sekilde agiklanabilir. Ayrica borik asidin gesitler lizerinde
farkl1 diizeylerdeki etkisi cesitlerin anatomik yapilarindaki farkliliklar, salgi hiicrelerinin
farklilig1, cesitlerin borik aside olan toleranslarimin farkli olmasi ve genomlarinin
farklilig1 ile de aciklanabilir (Stavrianakou, vd., 2004).

Aspir ¢esitlerinin toplam klorofil miktarlart istatistiksel (ANOVA) olarak
degerlendirildiginde tiim ¢esitlerde borik asit uygulamasinin p<0,05 seviyesinde énemli

oldugu belirlenmistir.

5.8. Borik Asit Uygulanan Aspir Cesitlerinin Protein Icerigi

Olumsuz stres kosullarinda bitki gelisimini engelleyecek diizeyde protein
metabolizmasinda aksamalar meydana geldigi bilinmektedir (Koskeroglu, 2005). Bu
calismada Balci ¢esidinde 10 mM borik asit uygulamasinda protein miktar1 kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak onemli bir artis gosterirken, 15 mM borik asit
uygulamasinda istatistiksel anlamda onemli bir azalma gostermistir (p<0,05). Dinger
cesidinde ise 5 mM borik asit uygulamasinda protein igerigi kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak onemli seviyede artmus, 15 mM borik asit uygulamasinda ise
istatistiksel olarak énemli seviyede azalmistir (Sekil 4.11, p<0,05). Reid ve arkadaslari
(2004) bizim calismamiza benzer sekilde diisiikk bor uygulamalarmin protein igerigini
artirdigini, yiiksek bor uygulamasinin ise bugday ¢esitlerinde hiicrelerin aktivitelerini ve
protein sentezini yavaslattigini bunun sonucunda protein igeriklerinin azaldigini
belirtmiglerdir.

Bor elementinin  bitkilerde niikleik asit, karbonhidrat ve protein
metabolizmalarinda rol oynadigi daha o6nceki caligmalarda belirtilmistir (Shelp, vd.,
1993; Mahboobi, vd., 2000). Protein miktarlarindaki artisin uygulanan borik asit
konsatrasyonuna bagl olarak protein metabolizmasini indiikleyerek protein sentezinin

artmasini sagladigi; yliksek konsantrasyonlarin olumsuz etki gdstererek proteinlerin
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parcaladigi ve protein miktarinin azalmasina neden oldugu bilinmektedir (Pinheiro, vd.,
2001). Literatiirdeki ¢aligsmalar incelendiginde borik asitin protein miktarlarina olumlu
ve olumsuz olmak iizere her iki yonde de etki ettigi anlasilmaktadir. Yapilan bir
arastirma da bora toleransli ve bora hassas arpa cesitlerine borik asit uygulamalari
sonucu protein iceriklerine bakildiginda, farkli konsantrasyonlarda bor uygulanan
toleransli arpa ¢esitlerinde protein igerigi artarken, hassas c¢esitlerde protein igeriginin
azaldig1 rapor edilmistir (Mahboobi, vd., 2000). Karabal ve arkadaslar1 (2003) arpa
tizerine bor toksisitesini inceledikleri ¢alismada, 5 giin siireyle uyguladiklar1 5 mM ve
10 mM borik asit konsantrasyonlarinin protein miktarlarinda bir degisim meydana
getirmedigini bildirmislerdir.

Remzibey ¢esidinin protein icerigine bakildiginda, Balci ve Dinger ¢esitlerinden
farkli bir sonug elde edilmistir. Remzibey cesidinde 10 mM borik asit uygulamasinda
kontrol grubuna gore protein igerigi istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalirken, 15
mM borik asit uygulamasinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
artis oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.11, p<0,05). Baykal ve Oncel (2006) bugday
lizerine yaptiklart bir calismada bor toksisitesinin protein metabolizmasi iizerine
tepkilerini incelemis ve sonugta genotipler arasinda bor stresine toleransta farkliliklarin
oldugunu bildirmislerdir. Erturk ve arkadaslart (2013) musir tiizerine yaptiklari
calismada, bizim sonucumuza benzer bir sonug¢ elde ederek, en yiiksek protein

miktarinin 40 mM borik asit konsantrasyonunda oldugunu belirtmislerdir.

5.9. Borik Asit Uygulanan Aspir Cesitlerinde Toplam SOD Aktivitesi

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, bitkilerde aktif oksijen tiirevlerinin
detoksifikasyonunda birincil yakalayicidir ve oksidatif stres karsisinda bitkinin savunma
mekanizmasinin ilk basamaginmi olusturur (Melchiorre, vd., 2009). Oksidatif stres
sirasinda bitkide olusan hasara bagli olarak SOD enzim aktivitesinin arttigi veya
azaldigi bilinmektedir. Yapilan c¢alismada farkli konsantrasyonlarda borik asit
uygulanan aspir ¢esitleri arasinda SOD enzim aktivitesi bakimindan farkliliklar tespit
edilmistir. Balc1 ¢esidinde borik asit konsantrasyonu arttikga, SOD enzim aktivitesinin
azaldigr tespit edilmistir. Balct ¢esidinde 10 mM ve 15 mM borik asit
konsantrasyonunda meydana gelen azalmanin istatistiksel olarak Onemli oldugu

belirlenmistir. Dinger ¢esidinde kontrol grubuna gore 5 mM ve 10 mM borik asit
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konsantrasyonunda meydana gelen artis ve 15 mM borik asit konsantrasyonunda
meydana gelen azalma istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (Sekil 4.12; p<0,05).

SOD aktivitelerinde meydana gelen artis veya azalislar aspir gesitlerinin O,”yi
bertaraf etme yeteneklerini gostermektedir. Bu durumda Balci cesidinde borik asit
konsantrasyonu arttikca SOD enzim aktivitesinin diismesi, Balci ¢esidinin siiperoksit
radikalini bertaraf etmekte yetersiz kaldigin1 géstermektedir. Bu sonug, kullanilan borik
asit konsantrasyonlarinin Balct ¢esidi i¢in olumsuz etki olusturarak bitkiyi oksidatif
strese siiriikledigini ve artan sliperoksit radikalini gidermekte ¢esidin SOD antioksidan
enziminin yetersiz kaldigini diisiindiirmektedir. Balci ¢esidinin aksine Dinger ve
Remzibey ¢esitlerinin artan SOD aktivitesi borik asit uygulamasinin sonucu olarak artan
O, “yi gidermekte daha etkin ¢esitler olduklarini gostermektedir. Borik asit uygulamasi
sonucunda olusan oksidatif strese yanitta SOD enzim aktivitesi en yiiksek etkinligini
Remzibey cesitinde gostermistir. Bu durumda SOD enzimi bakimindan en duyarh
¢esidin Balci, en direngli ¢esidin ise Remzibey oldugu sonucuna varilmaktadir.

Kaya ve arkadaslar1 (2009), 2 ve 4 mg/L bor uyguladiklari domates bitkisinde
SOD enzim aktivitesinin 6nemli derecede artis gosterdigini belirtmiglerdir. Cervilla ve
arkadaglart (2007)’nin yine hassas ve dayanikli domates g¢esitleri ile yaptiklari
calismada, diisiikk diizeyde bor uygulamasi sonucu her iki ¢esitte de SOD aktivitesinin
arttigini, yiiksek diizeyde bor uygulandiginda ise dayanikli cesitte aktivite artarken
hassas gesitte azaldigini bildirmislerdir. Karabal ve arkadaslar1 (2003) bora kars1 hassas
ve dayanikli arpa ¢esitleri ile yaptiklari calismada benzer sonuglar elde etmislerdir. Bora
dayanikli arpa cesidinde bor uygulamasi ile SOD aktivitesinde degisim gormezken,
hassas arpa ¢esidinde SOD aktivitesinde azalma oldugunu tespit etmislerdir. Diger
taraftan bor uygulanan elma, greyfurt ve misir bitkilerinde de SOD aktivitesinin arttig1
rapor edilmistir (Molassiotis, vd., 2006; Sotiropoulos, vd., 2006; Han, vd., 2009; Esim,
vd., 2012).

5.10. Borik Asit Uygulanan Aspir Cesitlerinde Toplam CAT Aktivitesi

CAT enziminin bitki dokularinda H,O,’nin uzaklastirilmasinda 6nemli bir rol
oynadig1 bilinmektedir (Patykowski ve Urbanek, 2003). Bu calismada CAT enzim
aktivitesi bakimindan farkli konsantrasyonlardaki borik asit uygulamasinda Balci ve
Remzibey ¢esidi benzer sonuglar gosterirken, Dinger ¢esidine ait sonuglarin bunlardan

farkli oldugu tespit edilmistir. Ayrica Remzibey cesidinde diger iki gesitten farkli olarak
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15 mM borik asitte kontrol grubuna gore CAT aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. Genel
olarak her ii¢ ¢esitte de kontrol grubuna goére tiim borik asit uygulamalarinda azalma
tespit edilmistir. Her ii¢ ¢eside ait tiim borik asit konsantrastonlarinda elde edilen
sonuclarin istatistiksel olarak p<0,05 seviyesinde dnemli oldugu belirlenmistir (Sekil
4.13). CAT aktivitesinin borik asit uygulanan 6rneklerde azalmasmin nedeni oksidatif
stresin yliksek borik asit konsantrasyonlarmmda H,O, iiretimine neden olmasi ve bu
durumda H;O2’nin CAT enzimini inhibe etmis oldugu diisiiniilmektedir (Feierabend,
vd., 1992; Streb, vd., 1993; Foyer, vd., 1994). Literatiirde yer alan g¢alismalar bu
calismada CAT aktivitesinde elde edilen sonuglarini destekler niteliktedir. Cevresel
streslerin, stresin yogunlugu, siiresi ve tipine bagli olarak CAT aktivitesinin artmasina
veya azalmasina neden oldugu bilinmektedir (Moussa ve Abdel-Aziz, 2008). Oluk ve
arkadaslar1 (2012) iki domates cesidi ile yaptiklar1 calismada da bor toksisitesinin

kontrol grubuna gore oksidatif hasar1 artirdigini bildirmislerdir.

5.11. Borik Asit Uygulanan Aspir Cesitlerinde Toplam APX Aktivitesi

APX enzimi, antioksidan savunma mekanizmasinin 6nemli enzimlerinden biridir
ve kloroplast, sitoplazma, mitokondri ve peroksizomlarda rol oynamaktadir (Shigeoka,
vd., 2002; Del Rio, vd., 2002). Bu ¢alismada borik asitin tiim aspir gesitlerinin APX
aktivitesi iizerinde indiikleyici bir etki gosterdigi ve enzim aktivitesini arttirdig: tespit
edilmistir. Balc1 ¢esidinde 5 mM ve 10 mM borik asit uygulamasinda APX aktivitesi
artarken 15 mM borik asit uygulamasinda azalmaktadir. Balci ¢esidinde 5 mM ve 10
mM borik asit uygulamasindaki artis ile Dinger g¢esidinin tiim borik asit
konsatrasyonlarindaki artig istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05). Remzibey
cesidinde ise tiim borik asit konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore artis oldugu
tespit edilmistir. Cesitler karsilastirildiginda ise APX enzim aktivitesinin en yiiksek 10
mM’da Dinger ve Remzibey ¢esidinde; en diisiikk enzim aktivitesinin ise 5 mM’da
Remzibey ¢esidinde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.14).

Bor toksisitesi ve antioksidanlar arasindaki iliskinin agiklandigi bir ¢aligmada
arpa bitkisine uygulanan 10 mM borik asit konsantrasyonunda APX enzim aktivitesinin
bor elementine karsi hassas olan gesitte arttigi, toleransli olan gesitte ise azaldigi
bildirilmistir (Karabal, vd., 2003). Literatiirde bor ve askorbat/glutatyon g¢emberi
arasinda yakin bir iligkinin oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur. Farkli bitkilerin

kullanildig1 bazi1 ¢aligmalarda bor eksikligi durumunda askorbat seviyesinin diistiigii
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bildirilmistir (Lukaszewski ve Blevins, 1996; Cakmak ve Romheld, 1997; Liu, vd.,
2000a). Bu sebeple bor ile askorbat arasinda dogrudan bir iliski oldugu diisiiniilebilir.
Bor elementinin bitkilerde lipitlerin peroksidasyonu ve antioksidan yollarda degisimlere
neden oldugu da bilinmektedir (Karabal, vd., 2003). Bu durum fazla miktardaki borun
bitkileri oksidatif strese siiriiklediginin kaniti olabilir. Cervilla ve arkadaslar1 (2007), iki
farkli domates c¢esidi ile yaptiklar ¢alismada bitkilere artan diizeyde bor uygulayarak
antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Sonugta bor toksisitesinin H,O, ve askorbat
konsantrasyonunun her iki ¢esitte de artisa neden oldugunu ve APX enzim aktivitesinin
de buna bagli olarak arttigini bildirmislerdir.

Bu c¢aligmada da uygulanan yiiksek konsantrasyonlardaki borik asit oksidatif
strese neden olmakta ve aspir ¢esitlerinin APX aktivitesini artirarak antioksidan
savunma mekanizmalarini uyardig: belirlenmistir. Artan borik asit konsantrasyonu aspir
cesitlerinde oksidatif strese bagli H,O, igerigini artirdigi ve bu durumdan kendini
korumak i¢in aspir bitkisinin APX enzim aktivitesini artirdigi diisiiniilmektedir. Elde
edilen sonuglar ve literatiir bilgileri uygulanan borik asit konsantrasyonlarinin aspir
bitkisinde olumsuz etki olusturdugu ve bitkiyi oksidatif strese siiriiklediginin gostergesi
niteligindedir. Elde edilen sonuglar ger¢evesinde APX enziminin de SOD enzimi gibi
bor stresine karsi gelistirilen savunma mekanizmasinda rol oynayan bir faktor

olabilecegi kanaatindeyiz.

5.12. Borik Asit Uygulanan Aspir Cesitlerinde Toplam GR Aktivitesi

GR, cesitli stres faktorlerine kars: bitkilerin toleransinin belirlenmesinde 6nemli
bir rol oynamaktadir (Bowler, vd., 1992). Baz1 arastirmacilar ¢evresel stres altinda GR
aktivitesinin artmis oldugunu bildirmislerdir (Hernandez, vd., 2001; Yoshida, vd., 2006;
Sharma ve Dubey, 2005, 2007; Maheshwari ve Dubey, 2009). Calismamizda Balc1 ve
Dinger ¢esidinde 5 mM ve 10 mM borik asit uygulamasinda kontrol grubuna gére GR
aktivitesi azalma gosterirken, 15 mM borik asit uygulamasinda kontrol grubuna goére
artis gostermistir (Sekil 4.15). Bu sonuclarin her iki ¢esit i¢in p<0,05 seviyesinde
istatistiksel olarak onemli oldugu belirlenmistir. Wang ve arkadaslari (2011) armut
bitkisi ile yaptiklari ¢alismada bitkinin yapraklarinda artan bor dozlarina paralel olarak
GR aktivitesinin azaldigin1 belirtmislerdir.

Remzibey ¢esidinde tiim borik asit uygulamalarinda kontrol grubuna gére GR
aktivitesi artig gostermistir ve bu artis istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05; Sekil 4.15).
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GR aktivitesi en yiiksek olan ¢esit Remzibey olarak tespit edilmistir. Buna gore
Remzibey ¢esidinde glutatyon rediiktaz enzimi yiiksek bor uygulamasina karsi savunma
mekanizmalarindan  biri  olarak  gorev  yapabilmektedir. Farkli  borik  asit
konsantrasyonlarinin uygulandig: iki farkli arpa ¢esidi incelendiginde, bora toleransh
arpa ¢esidinde yaprak dokularinda GR aktivitesinde bir farklilik saptanmazken, bora
duyarli arpa ¢esidinde yaprak dokularinin GR aktivitesinde anlamli bir artis oldugu
belirtilmistir (Karabal, vd., 2003).

Balc1 ve Dinger gesitlerinin 5 ve 10 mM borik asit uygulamasinda kontrol
grubuna gore GR aktivitesinde bir artisin olmamasi, bu g¢esitlerde GR enziminin 5 ve 10
mM borik asitten etkilenmedigini ya da bitkideki GR enziminin diger antioksidan
savunma mekanizmalart kadar etkin olmadigini disiindiirmektedir. Daha Oncede
belirtildigi gibi yapilan birgok ¢alismada aymi tiirlin genotipleri arasinda bor
toksisitesine karsi gostermis oldugu biyiik farkliliklar mevcuttur (Paul, vd., 1988;
Huang ve Graham, 1990; Nable, 1991). Bu durumun ¢esitler arasindaki genom yapisi ve
tolerans sinirlarinin farkliligr gibi birgok nedenden dolay1 olabilecegi diisiiniilmektedir.
Calismamizda, aspir ¢esitleri arasinda GR enzim aktivitesi bakimindan belirlenen
farkliliklar bu nedenlerle agiklanabilir.

SOD enzim aktivitesinin artmasi ile olusan H2O,’yi detoksifiye edebilmek igin
diger antioksidan enzimlerden ilk olarak APX enzimi gorev almakta APX’in
yetersizliginde CAT ve GR enzimleri devreye girmektedir. APX enziminin H,O;’yi
gidermekte CAT ve GR enziminden daha etkin oldugu da bilinmektedir. Calismamizda
elde edilen sonuglar bu bilgileri destekler niteliktedir. APX aktivitesinin 15 mM’da
azalmasindan dolayr HO;’nin hiicreden yok edilmesinde, azalan APX aktivitesini
tolere edebilmek i¢cin CAT ve GR enzim aktivitesinin artmaya basladigi1 goriilmektedir.
Aspir gesitlerinde artan SOD enzim aktivitesine paralel olarak APX enzim aktivitesi de
artiy gostermistir. Bu durum bor toksisitesinin sebep oldugu oksidatif stresin bertaraf
edilmesinde aspir gesitlerinin antioksidan enzimlerinin birbirleri ile uyum iginde ve
etkin sekilde gorev aldiklari gostermektedir. Literatiirde yer alan birgok c¢alisma bu
goriisii destekler niteliktedir. Aftab, vd., (2010), Artemisia annua L. bitkisi ile yaptiklari
calismada 0, 0.50, 1.00, 1.50, 2.00 mM borik asit konsantrasyonlarinin SOD ve CAT
enzim aktivitelerinde artisa neden oldugunu belirtmislerdir. Wang, vd., (2011), farkl

bor konsantrasyonlar1 uyguladiklar1 asma bitkisinde, yapraklardaki SOD ve APX enzim
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aktivitelerinin artan bor diizeyine paralel olarak Once arttigini sonra azaldigim

bildirmislerdir.

5.13. Borik Asit Uygulamasimin Aspir Cesitlerine Ait Yaprak Dokularindaki
SOD mRNA Seviyesi Uzerine EtKisi

SOD enzimi olaganiistii katalitik etkinlikte ¢alisan bir metalloproteindir
(Fridovich, 1989). SOD enziminin gen ifadelerindeki artigin, abiyotik ve biyotik stres
faktorlerin neden oldugu oksidatif strese karst bitkilerin tolerans gelistirmesi ve stres
altinda canliligimi siirdirmesinde 6nemli rolleri oldugu bilinmektedir (Harinasut, vd.,
2003; Attia, vd., 2009). Bu ¢alismada Dinger ve Remzibey c¢esitlerinde SOD enziminin
gen ifadesi 5 mM ve 10 mM borik asit konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore
onemli (p<0,05) bir artig gostermistir (Sekil 4.17, Sekil 4.18). Literatiirde yer alan
onceki ¢alismalarda da bitki tiirlerine gore SOD enzimini kodlayan genlerin ifadelerinin
degisiklik gosterdigi ve bu ifade degisikliklerinin stres savunmasinda onemli bir rol
oynadigi belirtilmistir (Soydam Aydin, vd., 2012; Arvind ve Prasad, 2003). Bu durum
borik asitin neden oldugu oksidatif stres sonucu artan siiperoksit radikalinin bertaraf
edildigini; SOD enziminin Dinger ve Remzibey ¢esitlerinde oldukga etkin oldugunu
gostermektedir. Hernandez ve arkadaglar1 (2000) musir bitkisi ile yaptiklar1 ¢alismada
SOD transkriptlerinin oksidatif stres sirasinda arttigini belirtmislerdir. Bagka bir
calismada da farkli tuz konsantrasyonlar1 uygulanan domates bitkisinde SOD
aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Shalata, vd., 2001). Sairam ve Srivastava (2002),
Cu/Zn— SOD, Fe-SOD ve Mn-SOD aktivitesinin tuz stresine toleranshi bugday
genotiplerinde nispeten daha yiiksek oldugunu rapor etmiglerdir.

Balc1 ¢esidinde SOD mRNA miktar1 kontrol grubuna gére 5 mM ve 10 mM
borik asit uygulamasinda istatistiksel olarak 6nemli bir azalma gésterirken (p<0,05), 15
mM borik asit uygulamasinda ise kontrol grubuna gore artis gostermistir (Sekil 4.16).
Gomez ve arkadaglarinin (1999) bezelye bitkisi ile yaptiklar1 c¢alisma bizim
calismamizin sonucunu desteklemektedir. Yiiksek tuz konsantrayonlarma maruz
biraktiklar1 bezelye bitkisinde SOD transkriptlerinin arttigini tespit etmislerdir.

SOD enzimini kodlayan genlerin kantitatif gergek zamanli PZR ile ifade
seviyeleri Olgiildigiinde elde edilen sonuglar ile spektrofotometrik SOD aktivitesi
sonuglar birlikte ele alindiginda; 15 mM borik asit konsantrasyonu haricinde sonuglarin

uyum igerisinde oldugu goriilmektedir. 15 mM borik asit uygulamasinda ise Balci
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cesidinde SOD mRNA seviyesi artarken, SOD enzim aktivitesinin azaldigi tespit
edilmistir. Bu durum 15 mM borik asit konsantrasyonunda, sentezlenen tim SOD
MRNA transkriptlerinin translasyonla proteine ¢evrilmemis olmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Borun gen ifadesinin ve antioksidan enzim aktivitesinin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynadigi daha 6nce kamtlanmistir (Keles, vd., 2011). Ayrica bizim
goriisimiizii destekler nitelikte bir calisma yapan Reid, (2007) bor elementinin
premRNA islenmesini inhibe ederek protein sentezine engel oldugunu bildirmistir. Bu
bilgilere dayanarak 15 mM bor konsantrasyonunun aspir bitkisinde gen ekspresyonunun
post-transkripsiyonel diizenlenmesinde etkili oldugu ve sentezlenen SOD mRNA’larinin
¢ogunun transle edilmesini engelledigi, bdylece azalan protein miktarindan dolay1 da
SOD enzim aktivitesinin azalma gosterdigi diisiiniilmektedir (Ara, vd., 2013).

Her iki ¢alismada da sonuglar aspir bitkisinde borik asitin neden oldugu oksidatif
hasar1 bertaraf etmek i¢in SOD enziminin 6nemli bir rol oynadigimi gdstermektedir.
Cesitler arasinda kontrol grubuna gore en yiiksek SOD gen ifadesi Remzibey ¢esidinde,

en diisiik gen ifadesi ise Balci ¢esidinde elde edilmistir.

5.14. Borik Asit Uygulamasimin Aspir Cesitlerine Ait Yaprak Dokularindaki
CAT mRNA Seviyesi Uzerine EtKkisi

Antioksidan enzimlerden katalaz, karakterize edilen ilk enzimdir (Sharma, vd,
2012). Cevresel stresler, stresin yogunluguna, siiresine ve tipine bagl olarak CAT
aktivitesinin artmasina veya azalmasina neden olmaktadir (Moussa ve Abdel-Aziz,
2008). Bu calismada, Balci ¢esidinin borik asit konsantrasyonlarindaki CAT mRNA
seviyesinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak oOnemli diizeyde azaldig
belirlenmistir (p<0,05; Sekil 4.19). Dinger ¢esidinde 10 mM ve 15 mM borik asit
uygulamalarinda CAT mRNA seviyesi kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde azalirken,
5 mM borik asit uygulamasinda kontrol grubuna gére meydana gelen artigin istatistiksel
olarak 6nemli olmadigi belirlenmistir (p<0,05; Sekil 4.20). Remzibey ¢esidinde ise
CAT mRNA seviyesinin kontrol grubuna gore 5 mM ve 15 mM borik asitte azalmas;
10 mM borik asit uygulamasinda artisi istatistiksel olarak degerlendirildiginde p<0,05
seviyesinde 6nemli bulunmustur (Sekil 4.21). Borik asitin aspir ¢esitlerinde meydana
getirdigi oksidatif stres sonucu iretilen H,O,’yi yok etmek icin katalaz enziminin
yetersiz kaldig1, uygulanan borik asit konsantrasyonlarin CAT geninin traskripsiyonunu

inaktive ettiginden dolay1 bu gen ifadesi seviyesinde diisiis oldugu tahmin edilmektedir.
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Ayrica CAT enziminin kararsiz bir yapiya sahip olmasi ve yiiksek konsantrasyonlarda
H,O; ile inhibe olabilmesi de aspir bitkisinde borik asit ile CAT mRNA seviyesinin
azalmasinin nedeni olabilir (Feierabend, vd., 1992; Streb, vd., 1993). Arpa ile yapilan
bir ¢alismada uygulanan farkli konsantrasyonlardaki salisik asitin CAT aktivitesini
azalttigi, CAT gen ekspresyonunu inhibe ederck mRNA seviyesinde onemli bir
azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (Zeshuang, vd., 1998).

Balct ¢esidinde CAT mRNA seviyesi ile enzim aktivitesi sonuglari
kargilastirildiginda iki grupta da kontrol grubuna gore, borik asit uygulamalarinda
azalma oldugu belirlenmistir fakat Dingcer ve Remzibey cesitlerinde ayn1 durum gegerli
degildir. Dinger ¢esidinde 5 mM borik asit uygulamasinda CAT mRNA seviyesi kontrol
grubuna gore artarken, CAT enzim aktivitesi kontrol grubuna gore azalma gostermistir.
Remzibey ¢esidinde ise 10 mM borik asit uygulamasinda CAT mRNA seviyesi kontrol
grubuna gore artis gosterirken, enzim aktivitesi azalmistir. Yine Remzibey 15 mM borik
asit uygulamasinda CAT mRNA seviyesi kontrol grubuna gore azalirken, enzim
aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir. CAT gen ifadesi sonuglari ile enzim aktivitesi
sonuclarinin farklilik gostermesi, borik asitin gen diizenlemelerinde rol oynadigini
gostermektedir (Princi, vd., 2016). Daha onceki ¢alismalarda da bor elementinin gen
ifadelerinin diizenlenmesinde ¢esitli asamalarda rol oynayarak, transkripsiyon ve
translasyona miidahale edebildigi belirtilmistir (Nozawa, vd., 2006; Reid, 2010). Bizim
sonuglarimizin da birbiri ile uyumsuz olmasi post-transkripsiyon veya post-translasyon
diizenlenme asamalarinda borik asitin gen ifadelerinin diizenlenmesinde olumsuz etki
gostermesinden  kaynaklaniyor olabilir. Bununla birlikte, gen promotorleri,
transkripsiyon faktorleri veya diger baska bir gen/genler gibi genetik faktdrlerde bu
farkliliga neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Ara, vd., 2013).

5.15. Borik Asit Uygulamasimin Aspir Cesitlerine Ait Yaprak Dokularindaki
APX mRNA Seviyesi Uzerine EtKkisi

APX kodlayan genlerin gesitli stres kosullar1 altinda yeniden diizenlendigi ve
gen ifadelerinin degisim gosterdigi bilinmektedir (Fryer vd., 2003; Menezes-Benavente,
vd., 2004; Teixeira, vd., 2006; Rosa, vd., 2010; Bonifacio, vd., 2011). Bu ¢alismada
borik asit uygulamasi ile aspir gesitlerinde APX gen ifadesinin degisim gosterdigi ve
cesitler arasinda APX mRNA seviyelerinde farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Balci
cesitinde APX mRNA seviyesinin 5 mM ve 10 mM borik asit uygulamasinda kontrol
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grubuna gore azalma gostermesi istatistiksel olarak dnemsizdir (p<0,05). 15 mM borik
asit uygulamasinda ise kontrol grubuna gore onemli (p<0,05) bir artis oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.22). Dinger ¢esitinde APX mMRNA seviyesi 5 mM ve 15 mM borik
asit uygulamarinda kontrol grubuna gore 6nemli (p<0,05) bir artig gostermistir (Sekil
4.23). Remzibey cesitinde ise tiim borik asit konsantrasyonlarinda kontrol grubuna goére
APX mRNA seviyesinin 6nemli diizeyde (p<0,05) arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.24). Bu
calismaya benzer olarak Kayihan ve arkadaslari (2016) da Arabidopsis thaliana ile
yaptiklar1 bir arastirmada artan diizeylerde bor uygulamasi sonucu APX enzim aktivitesi
ve APX gen ifadelerinin benzer sekilde sonug verdigini tespit etmislerdir. Uygulanan
bor konsantrasyonlarinda kontrol grubuna goére APX enzim aktivitesi ve APX gen
ifadesinin yiikseldigini belirtmislerdir. Literatiirde yer alan farkli ¢aligmalar da hardal,
bugday, mercimek ve fasiilye gibi bircok bitkide, stres sartlarinda APX mRNA
seviyelerinin ve APX enzim aktivitelerinin arttig1 bildirilmistir (Mobin ve Khan, 2007,
Khan, vd., 2007; Singh, vd., 2008; Polidoros ve Scandalios, 1999).

APX, farkli hiicre i¢i bdliimlerde rol alan, ROS seviyelerini diizenleyen anahtar
bir enzimdir. APX kodlayan genlerin ifadesinin, farkli bitki tiirlerinde ¢esitli abiyotik
stresler tarafindan farkli sekilde modiile edildigi bilinmektedir. (Caverzan, vd., 2012).
Bu g¢alismanin sonucunda, uygulanan borik asitin aspir ¢esitlerinde oksidatif strese
neden olarak ROS seviyesinin artisin1 indiikledigini; aspir ¢esitlerinin APX mRNA
seviyelerindeki artigin, olusan bu ROS’lar1 yok etmek i¢in aspir bitkisinin molekiiler bir
cevabi oldugu diisiiniilmektedir (Landi, vd., 2012).

Yaptigimiz ¢caligmada GR enzim aktivitesi ve GR gen ifadesinin her ikisinin de
borik asit uygulamalarinda, Dinger ve Remzibey ¢esitlerinde kontrol grubuna gore artis
gosterdigi tespit edilmistir. Balc1 ¢esidinde ise APX mRNA seviyesi 5 mM ve 10
mM’da kontrol grubuna gore istatistiksel olarak Onemsiz diizeyde azalirken, enzim
aktivitesi bu konsantrasyonlarda kontrol grubuna goére onemli bir artis gostermistir.
Borun bir sinyal molekiilii olarak transkripsiyon faktdrleri ile dogrudan veya dolayli
olarak etkilesime girdigi ve bir¢ok hedef genin ekspresyonunu diizenledigi daha dnceki
calismalarda bildirilmistir (Gonza’les Fontes, vd., 2008, 2013; Reid, 2010; Ara, vd.,
2013; Princi, vd., 2016). Bununla birlikte bazi genetik faktorler veya epigenetik
faktorler de gen ifadelerini etkilemektedir (Ara, vd., 2013). Sonuglar arasindaki

uyumsuzlugun bu nedenlerden kaynaklandig: diistiniilebilir.
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5.16. Borik Asit Uygulamasimin Aspir Cesitlerine Ait Yaprak Dokularindaki GR
MRNA Seviyesi Uzerine Etkisi

Glutatyon rediiktaz enzimi, Oksidatif strese kars1 savunmada yer alirken ¢esitli
stres faktorlerine karsi bitkilerin toleransinin belirlenmesinde ¢ok Onemli bir rol
oynamaktadir (Bowler, vd., 1992; Racchi, vd., 2001). Bu ¢alismada Balc1 gesidinde GR
MRNA seviyesi tiim borik asit konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gére énemli bir
azalma gostermistir (p<0,05; Sekil 4.25). Dinger ¢esidinde 10 mM borik asit
uygulamasinda GR mRNA seviyesi kontrol grubuna goére o6nemli diizeyde artarken,
diger konsantrasyonlardaki degisimlerin istatiStiksel olarak Onemsiz oldugu
belirlenmistir (p<0,05; Sekil 4.26). Remzibey c¢esitinde ise 5 mM ve 10 mM borik asit
konsantrasyonlarinda GR mMRNA seviyesi kontrol grubuna goére Onemli bir artis
gostermistir (p<0,05; Sekil 4.27).

Remzibey ve Dinger gesitlerinin GR gen ifadesindeki artisinin, olusan H,O;’yi
yok etmek igin gesitlerin molekiiler cevabi oldugu diisiiniilmektedir. Bu sonuglar GR
enziminin Remzibey c¢esidinde aktif bir sekilde oksidatif strese karsi bir savunma
mekanizmasi olarak goérev alabilecegini gostermektedir. Balct ve Dinger ¢esitlerinde,
borik asitin neden oldugu oksidatif stres sonucu olusan H»O,’yi yok etmek i¢cin GR
enziminin yetersiz kaldigi, uygulanan borik asitin g¢esitlerde olumsuz yonde etki
olusturarak GR gen ifadesinin inhibe edilmesine neden oldugu diisiiniilmektedir (Landi,
vd., 2012). Literatiirde aspir bitkisinin borik asit ve GR gen ifadesi iliskisine dair bir
aragtirmaya rastlanmamustir. Fakat Tasgin ve arkadaslarimin (2017) soya bitkisinde
yaptiklar1 kuraklik ve salisilik asit uygulamasi sonuglar1 Ornek olarak gosterilebilir.
Calismada soya bitkisinde kuraklik ve salisilik asit uygulamasi ile GR mMRNA
seviyesinin ve GR aktivitesinin arttigini belirtmislerdir.

GR enzimini kodlayan genlerin kantitatif ger¢cek zamanli PZR ile ifade
seviyeleri Olgiildigiinde elde edilen sonuglar ile spektrofotometrik SOD aktivitesi
sonuglarinin birbirinden farkli oldugu belirlenmistir. Borun tRNA’larin riboz sekeri
tizerindeki cis hidroksillerine baglanarak translasyona miidahale edebilecegi daha
onceki calismalarda bildirilmistir (Princi, vd., 2016). Sonuglarin birbiri ile uyumsuz
olmasi bu drumdan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica borun post-transkripsiyonel ve post-
translasyonel gen diizenlemelerine etki ettigi, bundan dolay1 da transkript seviyesi ve

enzim aktivitesi arasinda fark oldugu diisiiniilmektedir (Ara, vd., 2013).
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6. SONUC VE ONERILER

Bor elementi kuzeybati Anadolu topraklarinda bol miktarda bulunan ve
endiistride pek ¢ok alanda hammadde olarak kullanilan bir elementtir. Ayn1 zamanda
bitkilerin ihtiya¢ duydugu mikro elementler arasinda yer alan bor; zar gegirgenligi,
protein metabolizmasi, kok biiyiimesi, niikleik asit ve ATP sentezi, polen ¢imlenmesi
gibi 6nemli fizyolojik olaylarda rol oynar. Cok az miktarda ihtiya¢ duyulan, yoklugunda
ve fazlaliginda bitki metabolizmasinda bazi olumsuzluklara sebep olan bor ile zorlu
kosullara kolayca adapte olabilen ve yaygin kullanim alanina sahip bir endiistri bitkisi
olan aspir ¢alismamizin konusunu olusturmustur.

Calismada ti¢ farkli konsantrasyondaki borik asit ii¢ aspir ¢esidine uygulanarak
ekofizyolojik parametrelerle SOD, CAT, APX, GR enzim aktiviteleri ve bu enzimlerin
MRNA seviyesindeki degisiklikler arastirilmistir. Yiiksek borik asit konsatrasyonunun
aspir ¢esitlerinde ¢imlenme, kok-gévde uzunlugu, kok yas-kuru agirligi, gévde yas-kuru
agirligl, kok-govde biyokiitke ve tohum canlilik indeksi parametrelerinin azalmasina
neden oldugu ve erken biiyiime evresini olumsuz etkiledigi tespit edilmistir. Tolerans
indeksi sonuglarina goére bor elementine karsi en duyarli ¢esidin Remzibey en toleranslh
¢esidin ise Balc1 oldugu belirlenmistir. Dinger ¢esidi ise bora karsi toleransta Balci
cesidine daha yakindir. Elde edilen tolerans indeksi sonuglarinin biiylime
parametrelerini de desteklemesi, bu oOzelliklerin bora karst dayanikli ¢esitlerin
belirlenmesinde rol alabilecegini gostermektedir.

Borun fotosentetik pigmentler iizerine gesitler arasinda farkli etkilerinin oldugu
tespit edilmistir. Balc1 ve Remzibey ¢esitlerinde toplam klorofil (klo a+b) igeriginin
azalmasi borun tilakoid memranlarin yapisin1 bozdugu ve klorofil sentezinden sorumlu
protein ve enzimleri inhibe ettigi oksidatif stresin bir sonucu seklinde agiklanabilir.

Protein miktar1 bakimindan bordan en ¢ok etkilenen g¢esit Remzibey iken en az
etkilenen ¢esit Balct ¢esididir. Yiiksek bor konsantrasyonu protein sentezini
indiikleyerek protein miktarinin artmasina sebep olmustur. Remzibey c¢esidinde azalan
protein miktar1 ise borun olumsuz etkisi nedeni ile proteinlerin par¢alanmasi seklinde
aciklanabilir.

Bor elementi bitkilerde antioksidan yollarda degisimlere neden olmaktadir. Bu
calismada Balci, Dinger ve Remzibey ¢esitlerinde borik asitin antioksidan enzimler

iizerine etkisi dort farkli enzim (SOD, CAT, APX ve GR) ele alinarak incelenmistir.
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Artan bor konsantrasyonlarinda SOD ve APX enzim aktivitesi artmis; CAT ve GR
enzim aktivitesi azalmistir. Spektrofotometrik sonuglarin yani sira ayni enzimlerin gen
ekspresyonlarindaki degisim de belirlenmistir. Antioksidan enzimlerin gen ifadeleri ve
enzim aktivitelerine ait sonuglar birlikte degerlendirildiginde; bor stresinin neden
oldugu ROS’larin giderilmesinde Dinger ¢esidinde APX ve SOD, Balci1 ¢esidinde APX,
Remzibey c¢esidinde ise c¢alisilan tiim antioksidan enzimlerin goérev aldigi ortaya
konmustur. Bu sonuglar gostermektedir ki bor stresinin neden oldugu oksidatif stresle
bas edebilmek icin en yiiksek antioksidan kapasite Remzibey’de, en diisiik Balci
¢esidindedir.

Bitki metabolizmasinda Onemli bir mikro besin elementi olan bor; farkli
bitkilerde farkli miktarlarda, farkli tepkiler olusturmaktadir. Endiistride birgok kullanim
alan1 bulunan, gelecekte biyodizel iiretiminde kullanilabilecek potansiyele sahip, stres
kosullarina adaptasyon yetenegi nedeni ile marjinal alanlarin degerlendirilmesinde
alternatif bir bitki olan aspirin tiim bitkilerde oldugu gibi, bora karsi olan ekolojik,
fizyolojik ve molekiiler yanitlar1 tam olarak bilinmemektedir. Ozellikle antioksidan
enzim aktivitesi ¢aligmalar1 ve genomik g¢alismalar bakimindan bor ve aspirin birlikte
ele alindig1 ¢aligsmalarla ilgili literatiirde 6nemli bir bosluk bulunmaktadir. Bu baglamda
calismamiz ilerleyen zamanlarda daha da onem kazanacak bitkiler arasinda yer alan
aspirin fizyolojisi ve molekiiler 6zellikleri ile ilgili yapilacak olan diger caligsmalara
oncili bir ¢alisma niteligindedir. Bu ¢alisma degisen ekolojik kosullar nedeni ile bitki
tarafindan gelistirilen savunma mekanizmasinin aydinlatilmasinda gerek diger
antioksidan enzimlerle ilgili gerekse molekiiler seviyede yapilacak olan arastirmalara

temel olusturacaktir.
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