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Bu tez kapsaminda model bitki Arabidopsis thaliana’da tuz 6n uygulamasi ile bor
tolerans kazaniminin 1) bazi fizyolojik, fotokimyasal ve antioksidan enzim
aktiviteleri ve 2) ¢oklu fonksiyonlara sahip antosiyaninin sentez yolaginda yer

alan bazi genlerin ifade degisimleri arastirilarak, aydinlatiimasi amacglanmistir.

Arabidopsis tohumlari MS besiyeri ortami iceren petri kaplari igerisinde 3 gun
+4°C’de karanhk kosullarda stratifikasyon islemine tabi tutulduktan sonra
cimlenen bitkiler kontrollU iklim kabininde (22+ 1 °C sicaklik, 16/8 fotoperiyot, 200
pmol.m?st isik siddeti ve %50-60 nem kosullarinda) 12 gin boyunca
yetistiriimigtir. Ardindan én uygulama gruplari 3 glin boyunca NaCl tipi tuz igceren
besiyerlerine aktariimig, 3 ginin sonunda 6n uygulamasiz gruplar ile beraber
farkli bor konsantrasyonlari iceren (3 ve 5 mM H3BOs3) petri kaplarina transfer

edilerek 7 gun sure ile bor toksisitesine maruz birakilmiglardir.

Arabidopsis bitkisinde bor birikimine baglh olarak, strgun biyokutlesi ve yaprak
yuzey alani azalmistir. Bunun yani sira, bor toksistesi, Arabidopsis bitkilerinin

surgununde bor birikimi ile birlikte CI- aliminin artmasina, K* aliminin ise



azalmasina neden olmustur. Yapraklara tasinan borun toksik seviyeleri,
fotosentetik aparatlari ve fotosentetik aktiviteyi olumsuz etkilemistir. Bor
toksisitesi, tilakoid membranlardaki fluoreans gecislerinde (Kaustky egrisi),
spesifik (ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC, DIo/RC, RE/RC) ve fenomenolojik
(ABS/CS, TRo/CSo, ETo/CSo, Dlo/CSo) enerji akiglarinda, kuantum veriminde
(peo), PSIInin dondr (Vk/VJ) ve PSlin akseptor (AVip) kisimlarinin etkinliginde
degisimlere yol acmistir. Bu degisimler fotosentetik performans (Plass / Pltop)
bilesenlerinde de 6nemli dizeyde azalmalara sebep olmustur. Bor toksisitesi
altindaki bitkilerin fotokimyasal etkinligindeki azaligin, aktif reaksiyon
merkezindeki azalis ve enerjinin 1s1 seklinde kaybindaki artis ile iligkili oldugunu
ortaya konulmustur. Ayrica B toksisitesinin her iki fotosistemi de olumsuz
etkiledigi ve PSI’in PSII’'ye gore daha fazla etkilendigi belirlenmistir. Model bitkide
bor toksisitesinin neden oldugu bu olumsuz etkilenmenin membran butunlagu ile
anten ve aktif reaksiyon merkezlerindeki pigment miktarlarini etkilese de bu
etkinin, fotosistemlerin islevselliklerini durduracak dizeyde olmadigi ve tuz 6n
uygulamasi ile hafifletilebildigi belirlenmistir. Bu bulgular MDA sonuglari ve

biyokUtledeki dedisim ile de uyumludur.

Arabidopsis bitkisi, tuz 6n uygulamasi ile antioksidan enzim aktivitelerinde ve
fenolik bilesikler (antosiyanin ve flavonoid) icerigindeki artiglar ile koruyucu
savunma sistemlerini dizenleyerek bor toksisitesine karsi tolerans kazanmistir.
Toksik bor seviyelerinde antioksidan enzimlerden 06zellikle POD aktivitesinin
belirgin ve tutarh bir sekildeki artisi, oksidatif hasar sonucu olusan H:20:2
detoksifikasyonunda etkin rol aldigini géstermektedir. Bunun yanisira askorbat-
glutatyon yolunda yer alan APX ve GR ile GST aktivitelerindeki artiglar, hasarlara
karg! bitkiyi korumada rol almiglardir. Tum bu enzimlerin aktiviteleri tuz 6n

uygulamali gruplarda daha yuksek ¢cikmistir.

Antosiyaninin savunmadaki ¢oklu fonksiyonlari, antosiyanin sentezinde gorev
alan bazi genlerin ve transkripsiyon faktorlerindeki ifade degisimleri incelenmistir.
Transkripsiyon faktérlerinden olan MYB75, MYB114 ve MYBD ifadelerinde
toksisite altinda artis goérilmustir. Sentez yolaginda goérev alan PAL2, 4CL3,
C4H genlerinin ifadesi artmis olup, ANS geninde herhangi bir fark gérulmemisgtir.
GSH1 ve GST26 genlerindeki ifade artisi, antosiyanin-GSH ve/veya GST-



antosiyanin kompleksleri olusturarak ve bor elementini baglayarak, oksidatif

hasara karsi korumada rol almig olabilecegini gosterir.

Tuz ©On uygulamasinin bitkilerin savunma sistemini yikici toksisiteyle
kargilasmadan Once uyariyor ve yuksek konsantrasyonda bor ile karsilastiginda
bu duruma tolerans kazanimi sagladigi ortaya konulmustur. Bunun yaninda
antosiyanin sentez yolaginda yer alan ve antosiyaninle iligkili genlerdeki artan

ifade miktarlari bu sistemin savunmada 6nemli bir rol aldigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Arabidopsis thaliana, Antioksidant enzimler, Antosiyanin,
Bor toksisitesi, Fotosentetik aktivite, Gen ifadesi, Tolerans kazanimi, Tuz on

uygulama



ABSTRACT

INVESTIGATION OF MULTIPLE FUNCTIONAL ROLES OF
ANTHOCYANIN IN BORON TOLERANCE ACQUISITION BY
SALT PRE-TREATMENT OF Arabidopsis thaliana

Efe DALLI

Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof.Dr. Yasemin EKMEKCI
January 2021, 101 pages

In the scope of this thesis, it is aimed to elucidate the acquisition of boron
tolerance by salt pretreatment in the model plant Arabidopsis thaliana by
investigating 1) some physiological, photochemical and antioxidant enzyme
activities and 2) the changes in some genes expression involved in the synthesis

pathway of anthocyanin which has multiple functions.

After Arabidopsis seeds were subjected to stratification in petri dishes containing
MS medium for 3 days at +4°C in dark conditions, the germinated plants were
grown in a controlled growth chamber (22+ 1°C temperature, 16/8 photoperiod,
pumol.m?st light intensity and 50-60% humidity) for 12 days. Then, the pre-
treatment groups were transferred to media containing NaCl-type salt for 3 days,
and at the end of 3 days, they were transferred to petri dishes containing different
boron concentrations (3 and 5 mM H3BOs3) together with the groups without pre-

treatment and exposed to boron toxicity for 7 days.



Due to boron accumulation in Arabidopsis plant, shoot biomass and leaf area
decreased. In addition to this, boron toxicity caused an increase in Cl-uptake and
a decrease in K* uptake with boron accumulation in shoots of Arabidopsis plants.
Toxic levels of boron transported to leaves adversely affected photosynthetic
apparatus and photosynthetic activity. Boron toxicity led to changes in
fluorescence transitions (Kaustky curve), specific (ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC,
Dlo/RC, RE/RC) and phenomenological (ABS/CS, TRo/CSo, ETo/CSo, DIo/CSo)
energy flows in thylakoid membranes, quantum yield (¢=0), the efficiencies of the
donor side(Vk/VJ) of PSII and the acceptor (AVip) side of PSI. These changes
caused significant reductions in photosynthetic performance (Plass / Pltop) and
components. It has been revealed that the decrease in the photochemical
efficiency of plants under boron toxicity is associated with the decrease in the
active reaction center and the increase in the loss of energy in the form of heat.
In addition, it was determined that B toxicity affects both photosystems negatively
and PSl is affected more than PSII. Although this negative effect caused by boron
toxicity in the model plant affected the membrane integrity and the amounts of
pigments in the antenna and active reaction centers, it has been determined that
this effect was not at a level to cease the functionality of the photosystems and
could be alleviated with salt pre-treatment. These findings are also consistent
with the MDA results and the change in biomass.

Arabidopsis plant gained tolerance against boron toxicity by regulating its
protective defense systems with the increases in antioxidant enzymes activities
and the content of phenolic compounds (anthocyanin and flavonoid) with salt
pretreatment. The significant and coherent increase in the activity of antioxidant
enzymes, especially POD, at toxic boron levels has showed that it plays an active
role in the detoxification of H202 resulting from oxidative damage. Besides,
increases in the activities of APX, GR and GST, which are involved in the
ascorbate-glutathione pathway, have been involved in protecting the plant
against damages. The activities of all these enzymes were higher in salt pre-

treated groups.

Multiple functions of anthocyanin in defense, the changes in expression of some

genes and transcription factors involved in anthocyanin synthesis were

\"



investigated. Expressions of MYB75, MYB114 and MYBD, which are
transcription factors, increased under toxicity. Expression of PAL2, 4CL3, C4H
genes involved in the synthesis pathway increased, but no difference was
observed in the ANS gene. The increase of expression of GSH1 and GST26
genes might have played a role in protection against oxidative damage by forming
anthocyanin-GSH and/or GST-anthocyanin complexes and binding the boron

element.

It has been exhibited that salt pre-treatment has been inducing the defense
system of plants before they encounter destructive toxicity and, it provides
tolerance to this situation when it encounters high concentrations of boron. In
addition, the increased expression amounts in anthocyanin-related genes which
are involved in the anthocyanin synthesis pathway show that this system plays

an important role in defense.

Key Words: Arabidopsis thaliana, Antioxidant enzymes, Anthocyanin, Boron
toxicity, Photosynthetic activity, Gene expression, Tolerance acquisition, salt

pretreatment
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GiRiS
Dogada diger elementlerle 200’den fazla farkli formda bilesik olusturan ve
periyodik cetvelde 3A grubu elementi olan bor (B); silikon (Si), arsenik (As) ve
germanyum (Ge) gibi metal ve ametal arasinda yari-metal (metaloid) 6zellik
gostermektedir (Nable, Banuelos ve Paull, 1997). Dogada yaygin olarak
bulunmayan bir element olmasina karsin Turkiye, %73’luk oran ile dinyanin en
blyUk bor rezervine sahip Glke konumundadir (Anonim, 2020). Bor, bitki blylime
ve gelismesi icin gerekli olan bir mikrobesin maddesidir (Warington, 1923). Bunun
yani sira reaktif olmayan bor elementi, biyolojik sistemler icerisinde bulunan
kompleks bazi biyomolekullerle etkilesime girebilir. Bu biyomolekullerin en
belirgin 6zelligi de cis formunda hidroksil gruplarina sahip (6rn., riboz, apioz,
sorbitol, bazi fenolikler ve serin gibi aminoasitler) olmalaridir (Loomis ve Durst,
1992). Bor elementinin bitkiler Gzerine etkisinde, biyomolekullerle arasindaki
etkilesim kritik bir rol oynar. Bu baglamda, bor elementinin bitkilerde tespit edilen
ilk fonksiyonu, hicre duvarinda bulunan ramnogalaktronan kompleksinde yer
alan apioz sekerleriyle capraz bag yaparak, hicre duvarina sagladigi esnekliktir
(Ryden ve ark., 2003; O’Neill ve ark., 2004). Bu yapisal rolu ile bor, geng
dokularin geligimi i¢in oldukga onemlidir. Bunun yani sira, bor elementinin bitki
hicresinde seker tasinimi, karbonhidrat, ribontkleotid (RNA) ve fenol
metabolizmalari, zar batinliga ve fonksiyonu ile bazi enzim regullasyonlarinda
dogrudan veya dolayh rolleri bulunmaktadir (Reid ve ark., 2004). Dodada bor
eksikligi kadar yaygin karsilagsilmamasina ragmen, topraktaki bor fazlaligi
(toksisitesi) da bitki buylimesini olumsuz ydnde etkileyen bir faktér olarak
gozlemlenebilmektedir. Dunya topraklari ya dogal sureclerle ya da asir
gubreleme ve fazla miktarda bor iceren su ile sulama sonucu bor toksisitesiyle
kargl karsiya kalmaktadir (Gupta, Macleod ve Sterling, 1976; Severson ve
Gouch, 1983). Bor toksisitesi, borun topraktaki konsantrasyonun 12mg/kg tstine
ciktiginda gorulmeye baslar ve genellikle yillik yagis miktarinin 550 mm’den az
olan alanlarda gorulmektedir (Hall, 2010). Yuksek bor iceren bu topraklarda
yetisen bitkilerde, bor alimi ve birikimine bagli olarak, toksik bor duzeyleri
hlcrelerde yapisal ve metabolik bozulmalara [hicre duvari yapisi, riboz igceren
biyomolekullere (ATP, NADH, NADPH) baglanma ve hiicre bélinmesi ile hiicre

gelisimi] sebep olmaktadir (Reid ve ark., 2004). Toksik bor dlzeylerine maruz



kalan bitkilerde fotosentetik etkinligi devam ettirebilme yetenegi, bitkilerin bor
toleransinda énemli bir kazanimdir (Oz ve ark., 2014). Bitkilerin bor toksisitesine
verdikleri cevaplar veya tolerans durumlari bitkiden bitkiye, turden ture hatta ayni
turan cesitlerinde bile farkhlik gosterebilmektedir (Nable, Banuelos ve Paull,
1997).

Cesitli bitkilerle yapilan bir grup ¢alismada; bitkinin kritik seviyenin Gzerindeki bor
elementini hdcre igcine alimini sinirlandirmasiyla bor tolerans mekanizmasinin
gerceklestirildigi bildirilmistir (Nable, 1988; Paull, Cartwright ve Rathjen, 1988).
Bunun yani sira, yapilan diger bazi ¢aligmalarda ise, bor toleransli genotiplerde
bor alimini sinirlamadan ziyade, bor atim mekanizmasinin daha etkin oldugu
ongorulmektedir (Paull ve ark., 1992). Bitkilerde bor taginimindan sorumlu 6zgun
bor tasiyicilari bulunmustur. Bunlardan bazilari Arabidopsis thaliana’da BOR1
(Takano ve ark., 2002) ve BOR4 (Miwa ve ark., 2007), arpa bitkisinde Bot1 (Reid,
2007; Sutton ve ark., 2007), bugday bitkisindeki TaBor2'dir (Reid, 2007). Tespit
edilen ilk bor taglyicisi olan BOR1, bor elementinin ksilem parankima
hidcrelerinden ksileme tasinmasini  saglamasinin  yani sira toksik bor
dizeylerinde bozunmaktadir (Takano ve ark., 2005; Miwa, Takano ve Fujiwara,
2006). Ikinci tespit edilen BOR4 tasiyicisi ise, yiiksek bor kosullari altinda
bozunmamaktadir (Miwa ve ark., 2007). Ayrica TaBor2, Bot1 ve aquaporinlerin
(Major Intrinsic Proteins, MIPs) bitkilerde bor toksisitesine karsi toleransta da
gorev aldigi gosterilmistir (Reid, 2007; Pommerrenig, Diehn ve Bienert, 2015).

Transgenik yaklasim metotlari kullanilmadan, dogal kosullarda bor akumulator
Ozelligi olmayan bitkiler, bazi uygulamalar ile uyumlandirilarak bor toksisitesine
kars! tolerans kazanimi saglanabilmektedir. Silikon (Celikkol Akgay ve Erkan,
2016), mannitol (Coskun ve ark., 2014), nitrik oksit (Esim ve Atici, 2013),
selenyum (Catav, Késkeroglu ve Tuna, 2022), duman ve duman kdkenli bilesikler
(Catav ve Kugukakyuz, 2021), kalsiyum (Siddiqui ve ark., 2013), tuz (Grieve ve
ark., 2010) ve arbuskular mikoriza (Liu ve ark., 2018) gibi uygulamalarin, toksik
bor kosullari ile birlikte verildiginde, bitkide bor toksisite zararlarini azalttigi ileri
surulmektedir. Bitkilerde koklerden toprak ustu kisimlara daha az bor taginimi bor
toleransi i¢in dnerilen en guncel yaklasimdir (Reid, 2014). Literatlrde, tuz ve bor
iliskisini konu alan arastirma makalelerinde bitkilerin bor ve tuzun birlikte interaktif

etkisine verdigi cevaplar irdelenmistir. Tuz ve bor interaksiyonunda bugune kadar
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Onerilen mekanizmalar, tuz varhginda bor ile gergeklesen yaris (Goldberg,
Suarez ve Shouse, 2008), aquaporin fonksiyonunun bozulmasi (Bastias,
Fernandez-Garcia ve Carvajal, 2004), transpirasyon hizinin dusmesi (Karimi,
Tavallali ve Wirthensohn, 2018) ve stomalarin kapatiimasi (Gunes ve ark., 2006;
Karimi Tavallali ve Wirthensohn, 2018), nedeniyle bitkideki bor toksisite
zarararinin azaltlmasidir. Buna karsilik, aygicegi (Helianthus annuus L.)
(Ekmekgi ve ark., 2020) ve aspir (Carthamus tinctorius L.) (Turan, Taban ve
Taban, 2009; Arslan ve ark., 2016) bitkilerinde O6n tuz uygulamasi ile bor
toksisitesinin olumsuz etkisinin azaltilarak bor toleransinin kazandirildigi
literatlire Dbildirilmistir. Calisma sonuglari, orta stres seviyesinde 0On tuz
uygulamasinin, bitkilerde bor birikiminin azalmasina sebep oldugunu ortaya
koymustur. Aspir bitkisinde yapilan potasyum/sodyum (K*/Na*) oran analizi boyle
bir yarigin olmadigini, artan toksik bor konsantrasyonlarinda oranin degismemesi
ile net bir sekilde gosterilmistir. Bu baglamda, tuz ile bor arasinda alim ve atimla
iligkili bir yarig s6z konusu degildir. Ayrica, 6n tuz uygulamasi yapilan ve ardindan
bor toksisitesine maruz kalan aspir bitkilerinde membran butinlGgunin ve
fotosentetik aktivitenin korundugu belirlenmistir. Bu durum, tuz uygulanmasinin
aquaporin fonksiyonunda bozulma, transpirasyon hizinda disme ve stomatal
sinirlamalar gibi sonuglara yol agmadan bu tasarimdaki uygulamanin bor tolerans
kazaniminda etkin oldugu fikrimizi glclendirmektedir. Elde edilen diger bir dikkat
cekici sonug da, antosiyanin birikiminin én tuz stresi uygulanan ve sonrasinda
toksik bor duzeylerine maruz kalan bitkilerde arttiginin saptanmasidir.
Flavonoidlerin en gbdze carpan siniflarindan biri olan antosiyanin, bitkilerde
fotosistemlerdeki klorofilleri asiri eksitasyonlara koruma ve ROT sinyali
algilanmasi ile birlikte ROT uzaklastirmada da cesitli rollere sahiptir. Ayrica,
antosiyanin metal-selator olarak da gesitli metallerin detoksifikasyonunda ve bor
tasinmasinda kritik bir rol oynadigi tespit edilmis (Landi ve ark., 2014; Landi,
Tattini ve Gould, 2015; Kayihan, Kayihan ve Ciftci, 2016) ve mor bitkilerin dogal
olarak bor tolerans karakteri gosterebilecegi ileri surilmuagstir (Landi ve ark.,
2014; Landi, 2015; Landi Tattini ve Gould, 2015). Bu sonuglar, 6n tuz
uygulamasinin bitkide sebep oldugu degisimlerin antosiyanin aracili metabolik

yolaklar ile bor toleransina énemli bir katkisinin olabilecegini disindirmektedir.



Bu baglamda; tuz 6n uygulamasi ile bor toleransi kazaniminin fizyolojik ve
biyokimyasal analizlerle ortaya konulmasi ve bor tolerans kazaniminin c¢oklu
fonksiyonlara sahip antosiyaninin sentez yolaginda yer alan bazi genlerin ifade
degisimlerinin model bitki Arabidopsis thaliana’da aydinlatilmasi tezin temel

amacini olusturmaktadir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Arabidopsis thaliana Bitkisi

Angiospermlerden Brassicaceae familyasinda yer alan Arabidopsis thaliana (fare
kulagi tersi) dogal olarak yeryluzunun iliman kusaklarinda yayilis gosteren, tek
yillik otsu bir bitkidir (Sekil 2.1). Hardal, kanola, lahana, brokoli ve karnabahari
iceren bu filogenetik grubun diger Gyelerinden farkh olarak Arabidopsis, tarimsal
acgidan énemli bir tiir degildir (Szymanski, Kierszniowska ve Schulze, 2013). ilk
olarak 1577'de Almanya'daki Harz Daglari'nda hekim Johannes Thal tarafindan
tanimlanmis ve Pilosella siliquosa ismini almistir, ardindan Linnaeus tarafindan
1753'te yayinlanan Species Plantarum Il'de yer almistir ve ginimuzdeki adini
olan Arabidopsis thaliana (L.) Heynh ismi ise 1982 yilinda Gustav Heynhold

tarafindan verilmistir (Kramer, 2015).

A. thaliana, kum ve ¢akil taslarinin oldugu akiskan zemin tzerinde biylimektedir,
ancak yol kenarlarinda ya da orselenmis toprak Uzerinde de bulundugu igin
yabani bir ot olarak kabul edilir. Yagam dongusu yaklasik 6 hafta olan Arabidopsis
bitkisi, vejetatif olarak 2 ile 10 cm c¢apa sahip rozet bitkiler gelisir ve goévdesi 15
ile 20 cm’ye kadar uzayabilir. Bitkinin ciceginde 4 adet sepal, 4 adet petal (beyaz),
6 stamen ve tek bir ovaryum bulunmaktadir. Bitkinin silikva yapisindaki
meyvesinin igerisinde yuzlerce tohum bulunur ve bitki kendi kendini ddlleyebilir
(Meinke ve ark., 1998).

A.thaliana deneysel olarak ilk defa 1907 yilinda Freidrich Laibach tarafindan
sitolojik calismalarda kullaniimistir. Ardindan 1940’larda George P. Rédei
tarafindan x-1sini galismalariyla ilk mutant Arabidopsis thaliana elde edilmistir
(Somerville ve Koornneef, 2002). Fakat 1980’lere gelene kadar A. thaliana
genetik calismalarda ¢ok fazla tercih edilmemigstir. Bu tarihlerden sonra yeni
mutantlarin elde edilmesi ve kullanilmasinin yani sira (Meinke ve Sussex, 1979;
Somerville ve Ogren, 1980; Estelle ve Somerville, 1986), Arabidopsis’in ilk
kapsamli genetik haritasinin yayinlanmasi (Koornneef ve ark., 1983), sahip
oldugu kugik genomun kesfedilmesi (Leutwiler, Hough-Evans ve Meyerowitz
1984) ve ilk Arabidopsis geninin klonlanmasi (Chang ve Meyerowitz, 1986) ile

Agrobacterium’dan Arabidopsis’e ilk defa gen aktariimasi (Lloyd ve ark., 1986)



tanesi

Olgunlagan —
Silikula ~.

Silikula m.
tohum

+*

Silikula m.
tohum

Sekil 2.1. Arabidopsis thaliana’nin hayat doéngustndeki farkli asamalari
Arabidopsis thaliana’nin model (tohumdan olgunluga) (A), Cigcek (B), Polen tanesi
(taramali elektron mikroskobu goérunttsi) (C), Olgunlagsmis silikula meyve (D)

(Kramer, 2015’ten degistirilerek alinmistir).

organizma olarak kullaniimaya baglaniimasina neden olmustur. Bu bitkinin sahip
oldugu 125 megabaz ifti iceren 5 kromozomlu kligluk genomu, kisa hayat
dongusu, saksilardan petri kaplarina ve test tuplerine kadar farkl kosullarda
yetistirilebilmesi, kendi kendini délleyebilmesi (self-fertilization) ile gok sayida ve
verimli tohum Uretebilmesi gibi 6zellikleri Arabidopsis thaliana'yi bitki gelisimini,
fizyolojisini, metabolizmasini, hicre biyolojisini, genetik, epigenetik ve sistem
biyolojisini de igeren bitki biyolojisi alaninda kullanmak igin mukemmel bir model
organizma yapmaktadir (Feldmann ve Goff, 2014; Kayihan, 2018).

2000 yihnda tim genomu dizilenen ilk gicekli bitki olarak Arabidopsis thaliana’nin
(Koornneef ve Meinke, 2010) gunumuzde kapsamli cDNA koleksiyonlari ile
Arabidopsis thaliana'ya ait maya ve bakteriyel yapay kromozomlari (YAC'ler ve
BAC'ler) iceren genomik kutuphaneler bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi
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Arabidopsis thaliana ile ilgili tGm genomik bilgilere erisime izin veren
“http://www.arabidopsis.org/” adresli Arabidopsis Bilgi Kaynagrdir (TAIR- The
Arabidopsis Information Resource). TAIR, Arabidopsis thaliana'nin tohum ve
DNA kaynaklarinin toplandigi, ¢ogaltildigi, korundugu ve dagitildigi Arabidopsis
Biyolojik Kaynak Merkezi'ne (ABRC-The Arabidopsis Biological Resource
Center) baghdir.

2.2. Bitki Buyume ve Gelismesi icin Mutlak Gerekli Mikrobesin Elementi, Bor
Periyodik cetvelde 3A grubu elementi olarak yer alan bor (B), metal ve ametal
arasinda yari-metal (metaloid) 6zellik gostermektedir (Nable, Banuelos ve Paull,
1997; Tariq ve Mott, 2007) . Yerylzinde serbest halde bulunmayan B elementi
dogdada genel olarak borik asit (B(OH)s), borat (H3BOs) veya borosilikat mineral
seklinde bulunur. B, toprakta esas olarak cesitli miktarlarda demir (Fe),
aluminyum (Al), magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca), lityum (Li) ve sodyum (Na)
iceren borosilikat mineralleri halinde yer alir ve bu bilesiklerden borat formuna
doénlsimu oldukga yavastir. Bitkiler tarafindan B’un sadece borik asit ve borat
formunda alinmasi ve genel olarak toprakta B iceriginin disik olmasi, ekim
yapilan alanlarda yetigtirilen bitkilerin geligimi i¢in ihtiyag duydugu miktarda B’u
saglayamamasina neden olmaktadir (Garcia-Sanchez ve ark., 2020). Yagislarin
yuksek oldugu, organik madde miktarinin duguk oldugu ve pH’'nin yuksek oldugu
topraklarda yetistirilen bitkiler B eksikligi cekebilmektedir (Glnes ve ark., 2006).
Bunun yani sira, kurak ve yari kurak bdlgelerin topraklarinda ylksek B igerigine
sahip yeralti suyunun evaporasyonu sonucu B’un toprakta birikimi ile dogal olarak
bor toksik duzeylere ulasabilir. Ayrica topraktaki B’un toksik duzeylere
ulasmasinin diger nedenleri de madencilik ve igleme, bor ile kirlenmis sularin
sulama amach kullaniimasi, yanlis drenaj uygulamalari, yanhg gubreleme

stratejileri gibi antropojenik faaliyetlerdir (Eraydin, 2000; Hua ve ark., 2021).

Dunya geneline bakildiginda, dusuk yagis ve ¢ok az sizintinin oldugu alkali ve
tuzlu topraklarin bulundugu B agisindan zengin yataklar Kaliforniya, Avustralya,
Cin, Rusya ve Arjantin'de bulunmaktadir (Archana ve Verma, 2017; Princi ve ark.,
2016). Bu Uulkeler arasinda Turkiye, %73'luk oran ile dinyanin en blyuk bor
rezervine sahip Ulke konumundadir (Princi ve ark., 2016).

Bor elementi, bitki blyime ve gelismesi icin mutlak gerekli olan bir mikrobesin

maddesidir. Bu sebeple bitkiler bor elementine olduk¢a duslk miktarda ihtiyag
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duymaktadirlar. Diger mikrobesinlerde oldugu gibi B i¢in de noksanlik ve toksisite
siniri gok dardir (Landi ve ark., 2012). B, bitkilerde pek ¢ok yapisal, fizyolojik ve
biyokimyasal olaylarda gorev alir. Bitki bunyesine yuksek miktarda alindiginda;
hicre duvarlarinda anormallikler, hicre zarlarinin butinlaginde bozulmalar,
fotosentez aktivitesinde azalmalar, reaktif oksijen tirlerinin sentezinde artis gibi
metabolizmada bozulmalar ile yapraklarda klorozis ve/veya nekroz olusumu

meydana gelir (Marschner, 1995; Choudhary ve ark., 2021).

2.3. Bor Alimi ve Taginimi

B toprakta (pH 5.5-7.5 arasi), temel olarak ayrismamis HsBOs (borik asit) halinde
bulunmakta olup genellikle kokler tarafindan bu formda alinir (Hua ve ark., 2021).
1990’larin sonuna kadar, borik asidin yukstz bir molekil olmasi ve hicre
membraninin ¢ift lipid katmaninin yuksek gecirgenligi nedeni ile B'un pasif
difizyonu icin 6zel bir mekanizma olarak is gordugu dusunudliyordu (Raven,
1980; Camacho-Cristébal, Rexach ve Gonzalez-Fontes 2008). Ancak, protein
temelli tasima kanallarinin kesfedilmesi ve Arabidopsis thaliana’da B tasiyicilarin
tanimlanmasiyla bu mekanizmanin farkli oldugunu ortaya koymustur (Dordas,
Chrispeels ve Brown, 2000; Takano ve ark., 2002).

Bitki hucrelerinde fizyolojik kosullari altinda B, ¢ogunlukla (~%96) borik asit
B(OH)s ve ayrica az miktarda da borat anyonu B(OH)4~ olarak bulunur (Landi ve
ark., 2019) (Sekil 2.2). Bununla birlikte, toplam B'un %98'i veya daha dugsuk pH
degerlerinde olmak Uzere serbest formda B(OH)s (6rnegin apoplastta 5.5 gibi)
daha yuksek (yaklasik %99.95) oranda bulunur. Borik asit, sitoplazmik pH'da
(yaklasik 7.0-7.5) zayif bir asittir ve fizyolojik kosullar altinda, B(OH)z, diger
iyonlarin aksine, membranlarin lipid tabakasindan serbestge gegebilir (Sekil 2.2).
Hem borik asit hem de borat, ¢cok cesitli sekerler ve cis-hidroksil gruplari igeren
diger bazi bilesiklerle de kolaylikla kompleksler olusturmaktadir; 6rn; Fenilboronik
asit-PBA (Sekil 2.2) (Princi ve ark., 2016).
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Sekil 2.2. Bitki hucrelerine borik asit/fenilboronik asit (PBA) alimi. (A) Diflzyon
veya NIP5;1 kanal proteini yoluyla borik asit ve PBA'nin pasif ve aktif alim
mekanizmalari. Sitozolik pH'da borik asit ve PBA, hicre duvarindaki
ramnogalakturonan-ll (RG-lIl) monomerleri ile reaksiyona girecek borat ve
fenilboronat anyonlarini olustururlar. Bir bitki hlicresinden borat ve fenilboronatin
atimi, difiizyon veya BOR1 tasiyicisi yoluyla gerceklesir. (B) iki RG-Il monomerini
capraz baglayan borat ve sadece bir RG-Il monomerine c¢apraz baglanan
fenilboronata ait hicre duvari pektin matrisinin yakindan gérinimu. (C) Borat
anyonunun ve fenilboronat anyonunun RG-II monomerleri ile reaksiyonu

(Matthes, Robil ve McSteen, 2020’den degistirilerek alinmistir).

B alimi, B’un ortamdaki kullanilabilirligine bagl olarak farkli mekanizmalarla
gerceklesmektedir. Bunlar;

1- Cift tabakali lipid zardan pasif diftizyon ile,

2- MIP (Major Intrinsic Protein) kanallari (alt aile nodulin 26-benzeri intrinsik

proteinler-NIPs) ile kolaylastiriimis difuzyon araciligiyla,



3- BOR proteinleri gibi yluksek afiniteli B tasiyicilari ile (6zellikle ortamda bor
seviyesi azaldiginda) araciligi ile

seklinde siralanabilir (Sekil 2.3) (Tanaka ve Fujiwara, 2008; Brdar-Jokanovic,
2020).
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Sekil 2.3. B'un kokler ile topraktan alinmasi, govdeye iletiimesi ve tasinmasi
(Pereira ve ark., 2021’den degistirilerek alinmistir).

Bes alt-sinif/aile igeren Major Intrinsic Protein (MIP) ailesi hiicre zarinin kiiguk
molekullere olan gecirgenligini artirici gorev yapmaktadir. Bunlar: Plazma
Membran Integral Protein’ler (PIP’ler), Tonoplast Integral Protein’ler (TIP’ler),
Nodulin benzeri protein (NIP’ler), Small Basic Integral Proteinler (SIP’ler) ve X
Integral protein’lerdir (XIP’ler) (Wallace, Choi ve Roberts, 2006; Maurel ve ark.,
2015). Bunlardan B tasiniminda rol alan NIP’ler kanal por yapilarina gore ug alt
sinifa ayrilmaktadir. NIP | proteinlerinin fizyolojik rolleri hentz kapsamli sekilde
aydinlatimamis olsa da NIP Il ve NIP IIl'ler borik asit ve salisilik asit igin
Ozellesmis kanallar olarak karakterize edilmektedir. Arabidopsis thaliana’daki NIP
[l proteinleri; AtNIP5;1, AtNIP6;1 ve AtNIP7;1’dir. AtNIP5;1 borik asidin kok
epidermisinden yeterli seviyede alinmasi i¢in gereklidir (Takano ve ark., 2006).

AtNIPG6;1 ise floem’den gelismekte olan geng¢ yaprak dokularina B'un aliminda
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go6rev yapmaktadir (Tanaka ve ark., 2008). Son olarak, AtNIP7;1 de gicek gelisimi
sirasinda, gelisim i¢in gerekli B’'un antere alinmasini saglayan borik asit kanallari

olarak gorev yapmaktadir (Routray ve ark., 2018).

Son zamanlarda, bir diger MIP ailesi olarak XIP alt ailesinin de borik asit
tasinmasini kolaylastirabilecegi onerilmistir. MIP ailesi icerisinde bulunan PIP,
TIP, SIP ve NIP’ler genellikle batin karasal bitkilerde bulunurken, XIP’ler
monokotiledonlarda ve A. thaliana dahil bazi dikotiledonlarda bulunmaktadir.
Nicotiana tabacum'da XIP1;1’in hlcre membraninda yer aldigi ve bor

yoksunlugunda ifadesinin artigi gosterilmistir (Bienert ve ark., 2019).

BOR tastyicilari, hicre membraninda yer alan akis tipi borat tasiyicilandir.
Yaplilan filogenetik analizlere gére, BOR ailesi angiospermlerde farkl fizyolojik
fonksiyonlarina goére filogenetik olarak iki gruba ayrilmaktadir. A. thaliana’da
birinci grup AtBOR1, AtBOR2 ve AtBORS3’U kapsarken; ikinci grupta AtBOR4,
AtBORS, AtBORG6 ve AtBORY tasiyicilari yer almaktadir. AtBOR1 ve AtBOR2
dusuk B kosullarinda gorev yaparken, ikinci gruptaki AtBOR4 ise bitkiyi toksik bor
kosullarindan korumaktadir (Wakuta ve ark. 2015). AtBOR1, B eksikligi
kosullarinda kokten ksileme B’un taginmasi igin gereklidir (Takano ve ark. 2002;
2010). AtBOR2 ise B’un kok hucreleri duvarinda dagilimini sinirl B kosullarinda
ayarlamaktadir (Miwa ve ark. 2013). Diger yandan AtBOR4, AtBOR1’e homolog
bir proteindir ve toksik B seviyelerinde kok hucrelerindeki B’'un disariya atilmasini
saglar (Miwa, Aibara ve Fujiwara, 2014; Onuh ve Miwa, 2021).

Bununla birlikte, aktif B alimi/tagsiniminin noksanlik durumunda gergeklestigi
g6zlemlenmistir (Stangoulis ve ark., 2001). Ortamda vyeterli dizeyde B
bulunuyorsa, pasif ve/veya kolaylastiriimis difizyon ile alimi hipotezi yaygin
olarak kabul edilir ve bu durum H3BOz3'in yuksek gegirgenligine baglanir (Dordas
ve Brown, 2005; Tanaka ve Fujiwara, 2008).

B kokler tarafindan alindiktan sonra, temel olarak transpirasyon tarafindan ksilem
hacreleri aracihgiyla olgun yapraklara taginir. Bunun sebebi olgun yapraklarin en
yuksek transpirasyon oranina sahip olmalaridir. Bununla birlikte, bazi bitki
cinslerinde (Malus, Allium, Brassica gibi birgok zirai bitki tlri de dahil olmak

uzere) B’un bitki icerisinde esit dagildigi1 veya geng yapraklarda olgun yapraklara
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goére daha yuksek konsantrasyonlarda olabildigi tespit edilmistir (Brown ve Hu,
1996; Camacho-Cristobal, Rexach ve Gonzalez-Fontes, 2008). Bu sonuglar, bazi
tirlerde B'un floem ile de tasinabildigini gdstermektedir. Floem ile tasinim
transpirasyondan bagimsiz oldugu igin gen¢ yapraklara, meyvelere ve aktif
gelisim gosteren dokulara, ihtiyag duyduklari besinlerin blyuk bir kismini saglar
(Brown ve Shelp, 1997). Pyrus, Malus, Allium, Brassica gibi genuslarin Gyesi olan
turler, fotosentez Urlnlerinin floem ile tasinimi igin sakkaroz yerine ylksek
miktarda seker alkolleri (mannitol-sorbitol) Uretirler (Brown, Bellaloui ve
Dandekar, 1999). Sahip olduklari cis-hidroksil gruplariyla mannitol ve sorbitol,
borik asit kaynakli diol-B kompleksleriyle kolayca baglanabilir (Reid ve ark.,
2004). Bu bagin, bor elementinin mannitol ve sorbitol ile ligand olarak stabil bir
poliol-B  kompleksi olusturup, floem ile tasinmasina olanak sagladigi

dusunulmektedir.

2.4. Bor Elementinin Bitkilerdeki Rolu

Bitkilerdeki bor (B) igeriginin %90’1 hiicre duvarinda pektik polisakkaritlerden
ramnogalakturonan-Il (RGIl)ye) bagl halde yer almaktadir (Sekil 2.4). B,
molekulleri arasinda diester kopruler olusturarak capraz baglar yapabilir. Bu
Ozellikleri sayesinde B, hidrokarbon bir omurga ve dort yan zincirden olusan RGII
ile capraz bag yaparak hlcre duvarina yapisal ve stabil bir butinlik kazandirir
(Blevins ve Lukaszewski, 1998; O'Neill ve ark., 2001; Bar-Peled, Urbanowicz ve
O'Neill, 2012).

Son zamanlarda mutant misir bitkileriyle (Zea mays) yapilan bir ¢alismada, bor
tasiyicisi olan NIP5;1 adl proteini kodlamakla gorevli tsl1 geni susturularak
bitkiler bor noksanhgdina maruz birakilmistir. B aliminin sinirlanmasini takiben
mutant bitkilerin hlcre duvarlarinda RGII monomerlerinde artis, RGII
dimerlerinde ise dusus goruilmus ve bu da ¢eperde yapisal bozukluklara neden
olmustur (Durbak ve ark., 2014). Ayrica, RGII ve B tasiyicilarinin sentezinden,
borat ¢apraz baglanmasinin konumu ve mekanizmalarindan sorumlu anahtar
enzimlerin tanimlanmasiyla B ve hicre duvari iligkisi aydinlatiimistir (Funakawa

ve Miwa, 2015). Bunun yani sira B, hiicre membranindan igeriye iyon
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Sekil 2.4. Hicre duvarinda borun baglanma yerleri: (A) bitki htcre duvarinda bor-
ramnogalakturonan |l kompleksinin sematize hali, (B) iki RG-Il molekult, her bir
RG-II monomerinin A yan zincirindeki apiosil rezidulari (acgik daire) arasinda
olusturulan bir borat ester ile kovalent olarak baglanmasi (Bar-Peled, Urbanowicz
ve O'Neill, 2012)

alinmasinda gorevli olan ATPaz enziminin aktivitesini de dogrudan ya da dolayli
olarak (membranlarin islevsel butinligund koruyarak) etkiledigi ve kdklerdeki
mineral besin alimini arttirdidi bildirilmistir (Cakmak ve Romheld, 1997; Blevins
ve Lukaszewski, 1998). Bazi aragtirmalara gore, B alimi sinirlandiriimis bitkilerin
yapraklarinda, kontrol bitkilerine oranla daha az potasyum bulundugu ve bu
durumun borun potasyum aliminda rol oynayan pompalarin aktivitesini
etkilemesiyle ilgili olabilecegdi belirtiimistir (Cakmak ve Romheld, 1997; Davis ve
ark., 2003). Ayrica, hlicre membranlarinin yapisal butinliginde de B’'un énemli
rolleri oldugu; B noksanlidi yasayan bitkilerin hticre membranlarinin stabilitesinin
bozundugu ve iyon sizintisinda artig oldugu belirlenmistir. Bunlara ek olarak, B
noksanligi ceken bitkilerin patojen kaynakl hastaliklara kargi daha hassas
olmasinin nedeninin; B noksanligina bagli olarak kok ve yapraklarin hiicre ¢eper
ve membranlarindaki bozunmalar nedeniyle disari dodru seker ve/veya amino
asit gibi organik maddelerin sizintisinin artmasi oldugu bildirilmistir (Cakmak,
Kurz ve Marschner, 1995; Dordas ve Brown, 2005; Glnes ve ark., 2017).

B’'un bitki metabolizmasindaki birincil rolinin cis-diol gruplariyla molekullerin
stabilizasyonu saglamasi olabilecegi dusunulmektedir. B, hiicre membraninda
glikoproteinler ve glikolipidler ile cis-diol kompleks bilesikleri olusturarak yapisini
korur. Boylece membran metabolizmasi ve islevinde rol oynar (Wang ve ark.

2015; Landi ve ark., 2019). Bunlarin yani sira, iyonlarin, metabolitlerin ve
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hormonlarin tagsinmasinda, enzimlerin aktivitesinin dizenlenmesinde (uyarma,
inhibe etme veya stabilizasyonunu saglama) sekerlerin zardan tagsinmasi, lignin
ile flavonoid sentezi ve oksin sentezi, azotlu bilesikler, nukleik asit ve fenol
metabolizmasinda gorev aldigi bildirilmektedir (Landi ve ark., 2019; Brdar-
Jokanovi¢, 2020).

B, fotosentez sonucu sentezlenen bilegiklerin depo edilmek veya kullaniimak
uzere floem aracili tagsiniminda gorev almasi nedeniyle, fotosentetik kapasite
Uzerinde dolayh yonden etkilidir (Brdar-Jokanovi¢, 2020). B eksikligi kosullarinda
heksoz sekerlerin ve nisastanin floemden tagsinamamasi nedeniyle birikiminde
artis ve sakkaroz birikiminde azalis nedeniyle geribesleme mekanizmasinin
devreye girmesiile COz asimilasyonu ve stomal iletkenlik sinirlandirilir dolayisiyla
icsel COz2 konsantrasyonu artar. Bu kosullarda ROT sentezi artar ve antioksidant
enzimleri yeterli dizeyde aktive olmadiginda oksidatif stres tetiklenebilir (Han ve
ark., 2009; Landi ve ark., 2019).

B, hem kdok hem de surgun gelisimi Uzerinde dnemli role sahiptir. B tasiyicilarinin
(6rn, BOR1 ve NIP5;1) slrgin ve kok apikal mersitemlerinde hicre
boélinmesinde ve farklilagsmasinda gorev aldigi belirlenmistir (Pereira ve ark.,
2021). Ayrica yapilan ¢alismalar ile ¢imlenme ve ilk gelisim asamalarinda B’un
kotiledon geligimi ve vaskuler sistem olusumu, hipokotil uzamasi ve epidermal
hicrelerin olusumunda etkin role sahip oldugu bildirilmistir (Matthes ve Torres-
Ruiz, 2016).

B eksikliginde surgun buyumesine kiyasla kok buyumesi daha erken suregte ve
daha siddetli olarak etkilenmektedir. Bitkiler normal kosullardan, B’un eksik
oldugu bir kogsula aktarildiginda saatler icerisinde kok buyUmesinde durma
meydana gelmektedir. Kok buylumesinin durmasiyla bitkinin topraktan su ve suda
¢bzunmus madde alimi azalmakta, dolayisiyla kuraklik ve besin eksikligi
gorulmektedir. Bunu takiben de govde gelisiminde duraksamalar ve anormallikler
gorulmektedir (Marschner, 2012; Pereira ve ark., 2021). B eksikliginin kok
uzerinde neden oldugu bu olumsuz etkisinin birden fazla etmene bagh olarak
meydana geldigi dusunulmektedir. Bunlardan birisi B noksanhgi altinda koklerde

toksik etkisi yuksek olan serbest oksijen radikallerinin konsantrasyonlarinin
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artmasidir. Bir bagka etken de, B'un fotosentez UrUnlerinin kdke yeterince
tasinamamasidir. Ayrica, hiicre duvari sentezinde rol oynayan blyime hormonu
indolasetik asit (IAA-Oksin) miktarinda artirici etkisi olan B eksikligi ile birlikte
yeterli duzeyde I|AA sentezi gergeklesememektedir (Oiwa ve ark., 2013;
Camacho-Cristébal ve ark., 2015).

B elementi vejetatif buylime (yesil organ buyumesi) kadar generatif buylimede de
(polen kalitesi, polen tupu buyumesi) 6nemli role sahiptir. B'un generatif
gelisimdeki baskin etkileri; polen canhligi, ¢imlenme ve polen tupu geligimi
uzerinedir. Bu nedenle, B yoklugunda polen tupleri saglikh sekilde gelisemez ve
islev gosteremez. Sonug olarak da bitkide dollenme azalir veya tamamen durur
(Wang ve ark., 2003; Lordkaew ve ark., 2013). Bunlara ek olarak B’un giceklenme
asamasi ile tohum olusumu ve verim Uzerinde de 6nemli etkilerinin oldugu

bildirilmistir (Gimeno ve ark., 2012; Garcia-Sanchez ve ark., 2020)

2.5. Bor Toksisitesinin Bitki Gelisimi Uzerine Etkisi

Bir mikro besin elementi olmasi nedeniyle B’un bitki gelisimini ve verimini
etkileyen eksiklik ile toksiklik dizeyi arasindaki aralik ¢ok dardir ve bitkilerin
ihtiyag duydugu B miktari bitkiye gore farklilik géstermektedir (Shah ve ark.,
2017). Bitkilerin ihtiyag duydugu miktardan daha fazla B icerigine sahip
topraklarda bitkiler B toksistesi ile karsi karsiya kalir ve B toksisitesinin belirtileri
turler arasinda degisebilir. B toksisitesinde genel olarak yapraklarda (6zellikle
olgun yapraklarda) nokta tipi lekeler olarak ortaya ¢ikar ve diger toksik iyonlarin
etkisinden neredeyse ayirt edilememektedir. Bu nedenle yaygin yaprak hastaligi
ile sikga kanstirimaktadir. Bununla birlikte, B toksisitesinin etkisi yapragin
uglarinda ve kenarlarinda baglayan sararma, lekelenme ve ardindan ortaya ¢ikan
kuruma ile belirginlesir ve bu ozellikle ile diger iyon toksisitelerinden ayirt edilir
(Archana ve Verma, 2017). Bunun yaninda, hiicre duvari gelisiminde meydana
gelen bozukluklar nedeniyle olusan yaprak yuzey alanindaki azalma ve
yapraklardaki kivrilmalar da B toksisitesine belirte¢ olabilecedi diustnulmektedir.
Bu nedenle, farkli tlrlerdeki B toksisitesinin degerlendiriimesinde yaprak yuzey
alani, sekli ve nekroz olugsumu yaygin olarak kullanilan semptomlardir (Nable,
Barnuelos ve Paull, 1997; Reid ve ark., 2004; Reid ve Fitzpatrick, 2009). B-
inmobile yani hareketsiz tlurlerde, bu semptomlar transpirasyon ile tagsinan B

nedeniyle lateral damarlar arasinda ortadan uca dogru olugsmaktadir. B-mobil
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tiirlerde (Ornegin: Malus, Pyrus), B birikimi transpirasyonun hizli oldugu yapraklar
yerine gelisen dokularda bitmektedir (Sekil 2.5). Bu bitkilerde, bor toksisitesinin
belirtileri meyve bozukluklari, kambiyal dokularin 6lumu ve kok gelisiminde

bozulmalar geklinde ortaya gikmaktadir (Landi ve ark., 2019).

2.5.1. Bor Toksisitesinin Kok Gelisimi Uzerine Etkisi

B toksisitesinin birincil etkisi, genellikle bitki kuru agirhdinin azalmasi ve kok
dokularinda artan bor seviyesi ile birlikte kok blylimesinde gorilen inhibisyondur
(Turan, Taban ve Taban, 2009). B Toksisitesi, kok meristeminde anormal hicre
bolinmesine ve kokun kortikal hiicrelerinde stberin birikimine neden olur. Ancak,

B fazlaliginin asil etkisi, mitoz sirasinda mikrottibul olusumunu engelleyerek kok

Sekil 2.5. Bor toksisitesinin bitkilerdeki semptomlarinin (morfolojik) gérinima.
(a) B-mobil bitkilerdeki semptomlar, (b) B-inmobil bitkilerdeki semptomlar (Landi
ve ark., 2019'dan degistirilerek alinmistir).meristemlerinde sitotoksik etkilere
neden olmasidir (Ghanati, Morita ve Yokota, 2005; Konuk, Liman ve Cigerci,
2007).

Arabidopsis ile yapilan ¢alismalarda, B fazlaliginin kdklerde absisik asit sinyalinin
olusumunda, yanitinda ve hlicre duvari modifikasyonlarinda goérevli genlerin
ifadesini azalttigi gézlenmistir. Bunun sonucunda da koklerde toksisite veya
tolerans seviyesine gore koklerde zayiflama veya dallanma gergeklesmektedir.
Ayrica, B’un, aquaporinleri kodlayan genleri de susturarak, kok ustunde bir
kuraklik stresini de tetikledigi bildirilmistir (Choi ve ark., 2007; Aquea ve ark.,
2012).

2.5.2.Bor Toksisitesinin Fotosentez Uzerine Etkisi
Fotosentez, B toksisitesine bagli olarak etkilenen ana metabolik sureglerden
biridir (Shah ve ark., 2017; Papadakis ve ark., 2018). Yuksek B stresi altinda,

yapraklarin kenar kisimlarinda sararmalar ve/veya nekrotik alan olusmasi
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sonucunda, bu yapraklardaki fotosentetik alan, klorofil icerigi ve ardindan da
fotosentez hizini azalmakta veya durmaktadir (Chen ve ark., 2014). B toksisitesi
altinda fotosentezde meydana gelen aksaklarin stomatal ve stomatal olmayan
sinirlandirmaya bagh olmasi durumu tartismaldir. Bazi arastiricilar toksik B
duzeylerinde su alimini sinirlandirmasi sonucu ABA artisi ile stomanin
kapanmasina bagli olarak transpirasyonun engellendiginde bu nedenle
fotosentezini stomatal kaynakl olarak azaldigini bildiriimistir (Macho-Rivero ve
ark. 2017, 2018; Papadakis ve ark. 2014; Landi ve ark., 2019). Bunun yanisira
fotosentez mekanizmasinda B toksisitesine bagli olarak ortaya ¢ikan ve stomatal
olmayan sinirlamalarin elektron tasima hizinin ve CO:2 kullanim etkinliginin
azalmasi ve fotosistem Il (PSII) etkinliginin bozulmasi seklinde siralanabilecegini
bildiren galismalar da bulunmaktadir (Shah ve ark. 2017; Papadakis ve ark. 2018;
Choudhary ve ark., 2021). Birgok tlrde, B fazlaliginda klorofil fluoresansinin
maksimum kuantum veriminin énemli élgiide azaldi§i ve bu durumun da yaprak
dokularinda ROS olusumuna bagh olarak fotoinhibisyona neden oldugu
bildirilmigtir (Landi ve ark., 2013; Ekmekgi ve ark., 2020). Ayni zamanda bu
bulgular klorofil icerigindeki azalmayi da aciklamaktadir. Ayrica, elektron tasima
hizindaki inhibisyonla beraber, CO2 asimilasyonunda gdrevli olan bazi enzimlerin
(karboksilaz, oksijenaz vb.) aktivitelerinin azaldigi da bilinmektedir (Han ve ark.,
2009).

Son zamanlarda yapilan proteomik yaklasimlarla, B toksisitesine yanit olarak
Arabidopsis yapraklarindaki protein profillerindeki degisimler. Bu arastirmalarda,
fotosentezde hem 151k hem de karbon reaksiyonlarinda yer alan; rubisko aktivaz,
ATPaz gibi proteinlerin, yapraklardaki gorunur semptomlarin olusmasindan,
klorofil icerigindeki azalmadan ve blyumedeki yavaslamadan once etkilendigi
tespit edilmistir (Chen ve ark., 2014).

B toksisitesi altinda fotosentezde meydana gelen bu aksakliklarin nedeni, B
elementinin fotosentez sonucu sentezlenen molekdller ile kompleks olusturmasi
nedeniyle mekanizmay etkilemesidir. B elementi Calvin-Benson dongusunun
reaksiyonlarinda karbonhidrat sentezi igin gerekli olan ATP ve NADPH'yi
baglanmasi nedeniyle bu molekullerin aktivitesini engelledigi icin enerjinin
kullanilabilirligini sinirlandirir. Bu nedenle fotosentezin hem 1sik hem de karbon

reakiyonlari sinirlandirilir. Ayrica karbonhidratlarin sentezi ile taginimi ve bagl
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aminoasitlerinden ayrilmis karbon iskeletinde yapisal degisimler meydana gelir.
Buna baglh olarak C/N oraninda olusan dengesizlik jasmonik asit ve etilen gibi
yaslanma ile ilgili hormonlarin artigsina bagh olarak erken yaslanmayi da tesvik
eder (Kaylhan ve ark., 2017; Papadakis ve ark. 2018; Landi ve ark., 2019; Brdar-
Jokanovi¢, 2020)

2.5.3.Bor Toksisitesinin Savunma Sistemi Uzerine Etkisi

B toksisitesi gibi abiyotik stres genellikle hidroksil radikalleri (OH"), stperoksit
radikalleri (O2) ve hidrojen peroksit (H202) gibi sonunda proteinlerin, nukleik
asitlerin ve lipidlerin zarar gérmesiyle hicrenin 6limuine sebep olabilecek ROT
(Reaktif Oksijen Turleri) birikimine neden olan oksidatif stresi tetiklemektedir
(Molassiotis ve ark., 2006; Hua ve ark., 2021). Askorbat, glutatyon, prolin ve
fenolik bilesikler gibi antioksidanlar (enzimatik olmayan antioksidanlar) ve
askorbat peroksidaz, katalaz, siperoksit dismutaz ve glutatyon reduktaz gibi
enzimler, serbest radikallere kargi savunma mekanizmasi olarak caligirlar. B
toksisitesi altindaki farkl bitkilerde bu antioksidanlarin B toksisitesine karsi
verdikleri tepkiler arastirilmistir. Sonug olarak farkli bitkilerde farkh seviyelerde
arttiklari goéralmustir (Cervilla ve ark., 2007; Rani ve ark., 2008; Giansoldati ve
ark., 2012; Landi ve ark., 2013; Acar, Iskil ve Erden, 2018; Hua ve ark., 2021).

2.5.4.Bor Toksisitesinin Azot Metabolizmasi Uzerine Etkisi

Bitkiler, amino asit, nukleik asit, protein ve baz ikincil metabolitlerini
sentezleyebilmek igin yUksek miktarda azota ihtiya¢c duyarlar. Tarimsal
topraklarda nitrat, azotun baskin turevidir ve bitki buyumesi ve gelisimi icin
esansiyeldir. Nitrat koklerden alindiginda, nitrat rediktaz enzimi ile nitrit (NO2)
formuna indirgenir. Ardindan nitrit, nitrit rediktaz tarafindan biyosentezlerde
kullanilabilir form olan amonyuma (NH4*) donasturalir. Yapilan deneylerde toksik
dizeydeki B’un, kok ve yaprak dokularindaki nitrat rediktaz enzimlerini
etkilendigi saptanmistir (Mahboobi, Yiicel ve Oktem, 2002). Benzer etkiler B
toksisitesine maruz kalan domates bitkisinde (Solanum lycopersicum) de
belirlenmistir ve toksik B kosullarinda domateste nitrat rediiktaz aktivitesinin %16
oraninda azalirken glutamat sentaz, glutamat sentetaz ve glutamat dehidrogenaz

enzimlerinde énemli oranda artis oldugu tespit edilmistir (Cervilla ve ark., 2009).
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Bunlarin yani sira, bor toksistesinin azot alimini da etkiledigi ve hassas domates
cesitlerinde, toksik bor miktarinin plazma membraninda yer alan H-ATPaz

aktivitesini azaltarak azotun alimini azaltmaktadir (Princi ve ark., 2013).

2.5.5.Bor Toksisitesinin Karbonhidrat Metabolizmasi Uzerine Etkisi

Sakkaroz seviyelerindeki degisiklikler, B stresi de dahil olmak Uzere ¢esitli stres
faktorlerine karsi genel bir tepkidir. Calismalar, B’'un glikozit biyosentezi Gzerinde
degisen etkileri oldugunu gostermigtir. Toksik B duzeylerinde glukoz miktarinin
azalmasi, nigasta sentezinin azaligsina neden olmaktadir ve bu bitkilerin gelisimini
olumsuz yonde etkilemektedir (Princi ve ark., 2013). B toksistesi kosullarinda kdk
ucunda indirgeyici sekerlerin miktarinda artis da bulunmustur (Marschner, 1995;
McDonald ve ark., 2003). Choi ve ark. (2007) arpa bitkisi ile yaptiklari calismada,
B toksisitesi altinda toleransli arpa genotiplerinde kok ucundaki invertaz
aktivitesinin induklenmesi ile birlikte indirgeyici sekerler olan glikoz ve fruktoz
miktarinin  arttigi  belirlemiglerdir. B  toksisitesi altinda karbonhidrat
metabolizmasindaki bu cevaplar, kok geligsimini surdurerek bitki buyumesini

destekleyebilmesini saglamaktadir (Princi ve ark., 2013).

2.6. Bor Toleransi

Bitkilerin toksik B kosullarina kargi tolerans cevaplari genel olarak 4 sekilde
siralanabilir;

1) Koklerden bor alimini azaltma ile kokte ve yapraklarda B biriktirebilme (Reid,
2007; Papadakis, 2016),

2) Poliol ve fenolikler gibi bor selatlayicilarin biyosentezini artirma (Landi, Tattini
ve Gould, 2015; Papadakis ve ark., 2018);

3) Borun tetikledigi oksidatif strese kargi antioksidan Uretimini artirma (Landi ve
ark., 2012) ve

4) B’u hlicresel metabolizmadan uzak tutabilecegi yerlere yoneltebilme/depolama
(hlicre duvarina ya da vakuole tagima gibi) (Wakuta ve ark., 2016).

2.6.1. Bor Toleransinda Fenolikler

B’'un bitki icerisindeki hareketi ve seker alkoller ile iligskisi hakkinda birgok
arastirma yapilmigtir. B’un belirli seker alkoller (polioller) ile kompleks
olusturmasinin, B’'un alimini ve taginmasini etkiledigini dusundurmektedir. Farkli
dizeylerde sorbitol Ureten 3 tGtin (Nicotiana tabacum) cesidi ile yapilan

calismada, sorbitol tretimi ile B alimindaki artisin korelasyon gdsterdigi ve B’un
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olgun yapraklardan meristematik dokulara tasinabildigi belirtiimistir (Bellaloui,
Brown ve Dandekar, 1999). Ayrica, elma agaci (Malus pumila) ve kereviz (Apium
graveolens) gibi sorbitolce zengin bitkilerde de B tasiniminda benzer yanitlar
belirlenmistir (Van Goor ve Van Lune, 1980; Hu ve ark., 1997).

Sorbitol yontinden zengin B-mobil bitkilerde, farkli gelisim evrelerinde yapraklara
dissal B uygulamasi yapildiktan sonra, uygulama yapilan yapraklardan
yapilmayan yapraklar ile meyve ve giceklere B'un tasindigi tespit edilmigtir. Bu
sonuglar olusan B-sorbitol komplekslerinin B’'u olgun yapraklardan gencg
organlara taginabileceg@ini ve boylelikle bolgesel olarak artan konsantrasyonun

azaltilabilecegi dustundurmektedir (Brown ve Hu, 1996).

2.6.2. Bor Toleransinda Antosiyaninin Rolii

B’'un seker alkolleri ile kompleks olugsturma yeteneginin yani sira, B farkli
fenoliklerin cis-hidroksil gruplarina da baglanabilmektedir. Birgok ¢alismada, B
fazlaligina verilen yanitta toplam fenolik bilesiklerin arttigi ve B toksisitesine karsi
olasi bir detoksifiye mekanizmasi seklinde galistigi bildirilmistir. Bu fenoliklerden
biri olan antosiyaninin bitkilerde énemli bir antioksidandir ve sadece metaller ile
selatlama yapabildigi dusunullirken; yapilan son c¢alismalarda, antosiyaninin
selatlama yeteneginin sadece metaller igin degil, B gibi metaloidlerde de gecerli
oldugu gosterilmistir (Landi Tattini ve Gould, 2015; Pardossi ve ark., 2015;
Estévez ve ark., 2021). Ayrica, siddetli 1sik, yuksek sicaklik, dusuk sicaklik,
kuraklik, tuzluluk, patojen enfeksiyonu ve toksik seviyedeki bor gibi cesitli
streslerin olusturdugu oksidatif hasarin énlenmesi icin antosiyaninin gérev yaptigi
bilinmektedir. Antosiyanin sentezi reaktif oksijen turleri (ROT) ile uyariimaktadir.
Yapilan deneylerde antosiyanin Uretimini denetleyen transkripsiyon faktorlerinin
susturuldugu mutantlarda siddetli 1s1k, disuk sicaklik gibi streslere maruz kalan
bitkilerde ROT birikiminin artigi ve buna bagh olarak da hucresel zararin daha
¢ok oldugu gorulmuastir (Xu, Mahmood ve Rothstein, 2017; Xu ve Rothstein,
2018). Antosiyanin sentezi, endoplazmik retikulumda fenilpropanoid yolaginin
baslangici, flavonoid yolaginin ilk adimlari ve ge¢ antosiyanin yolagi olarak tg¢
fazda gergeklesir. ilk olarak fenilalanin sirayla; amonyak-liyaz (PAL), kalkon
sentaz (C4H), kumarat-CoA ligaz (4CL3) genleri kontrolinde 4-kumaroil-CoA’ya
cevirilerek fenilpropanoid yolaginin ilk basamaklari tamamlanir. Ardindan

flavonoid yolagi basamaklari (erken faz) 4-kumaroil-CoA’nin Dihidroflavanol’lere
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cevrilimesine kadar devam ederek geg¢ antosiyanin evresine gegilir. Bu evrede,
dihidroflavonol 4-rediktaz (DFR), MYB transkripsiyon faktorG ailesinden MYB75,
MYB114, MYBD ve TT8 gibi transkripsiyon faktorlerinin kontrolundeki
antosiyanidin sentaz (ANS) ve flavonoid-3-0-glukosiltransferaz (UFGT) kontrolU
ile son urtn olan anthosiyanin sentezi gergeklesir (Kayihan, 2021; Ahammed ve
Yang, 2021) (Sekil 2.6).

Fenilalanin
PAL
Sinnamik asit
C4H
4-Kumarik asit
4CL

4-Kumaroil-CoA

CHI
Flavanon

F3H L

Dihidrokaempferol
F3'H

Dihidrokersetin

DFR
Lokoantosiyanidin

ANS
Antosiyanidin

UFGT 1 .

Antosiyanin
‘(‘*A’/f(
o fJ\Q

Sekil 2.6. Antosiyanin sentez yolagi (yesil alan: fenilpropanoid yolaginin

baslangici, pembe alan: erken evre, mavi alan: ge¢ evre) (Ahammed ve Yang,
2021°den degistirerek alinmistir).

Yuksek B stresi altindaki yaprakta antosiyaninler fotooksidasyona kargi B-
antosiyanin kompleksleri olusturarak ve bu bilesikleri vakuol igerisine tasiyarak,

hicre igerisindeki B fazlaliginin zararli etkilerini hafifletebildikleri goérlulmustir
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(Sekil 2.7) (Landi ve ark., 2013; Landi Tattini ve Gould, 2015). Feslegen bitkisi ile
yapilan galismada antosiyanince zengin mor yaprakli genotipin, yesil yaprakl
olan genotipe gore toksik B kosullarina daha dayanikli oldugu rapor edilmigstir
(Landi Tattini ve Gould, 2015). Bu selatlama 6zelligi sayesinde, bitki hlicresindeki
serbest iyon miktari fotosentetik olmayan dokularda biriktirilerek toksisitenin
zararlari hafifletilebilmektedir (Kayihan, 2021).

GST-Ant- @

PCs-@
Sitozol ® Vaky

Sekil 2.7. B toksisitesi altindaki hiicrede antosiyaninler oksidasyona karsi B-

antosiyanin kompleksleri olusturarak, hucre igerisindeki B fazlaliginin zararl
etkilerini hafifletimesine iliskin model (Landi, Tattini ve Gould, 2015'den
degistirilerek alinmigtir).

Ayrica, antosiyaninler, flavonoid biyosentez yolaginin son urini olan suda
¢ozUllebilir pigmentlerdir (Zhang ve ark., 2018). Bu pigmentler genel olarak bitki
dokularinin Ust kismi gibi, fotosentetik aktivitenin yogun oldugu cevresel
kisimlarinda yer almaktadirlar (Trojak ve Skowron, 2017). Bitkilerdeki
antosiyaninler, selatlayici gérevlerinin yaninda diger flavonoidler gibi, fotosentetik
aktiviteyi koruyarak elektron tasima zincirinde ROT olusumunu azaltan bir optik
filtre gibi gorev yapar (De Keyser ve ark., 2019). Antosiyaninler fotosentetik
pigmentler olmadiklari i¢in fotosentetik aparatlari yogun isiktan koruyarak,
fotosentetik dokularin daha az fotona maruz kalmasini saglar. Sonug¢ olarak,
stres altinda bitkinin daha az ROT ureterek fotosentetik dokularin korunmasini

saglar (Stetsenko ve ark., 2020).
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2.6.3. Bor Toleransinda Bor Tasiyicilarinin ve Pompalarinin Roli

B toksisitesine karsi hassas olan C. sinensis ve C. gandis kokleri Uzerinde yapilan
proteomik c¢alismalarda, B tasinmasi ve birikiminde yer alan B tasiyic
proteinlerinin iki tlirde farkli dizeylerde ifade edilmesi, bu proteinlerin tolerans
mekanizmalarinda rol aldigini goésterilmistir (Sang ve ark., 2017). Toksik B
kosullarinda bu gorusu destekler sekilde, Arabidopsis’de BOR4 (Miwa ve ark.,
2007), arpa bitkisinde (Hordeum vulgare) BOR1 ve BOR2 (Reid, 2007; Sutton ve
ark., 2007), bugdayda BOR2 gibi anyon kanallari yiksek B’a kars! toleransta
etken olarak kabul edilmigstir (Reid, 2007).

ik tanimlanan B tasiyicisi A.thaliana’da AtBOR1’dir ve B seviyeleri hiicre iginde
yeterli miktara ulastiginda bu kanal vasitasi ile hiucre iginden ksilemlere borik
asit/borat iletiimektedir. Koklerde disuk B kosullarinda ya da optimal B
kogullarinda AtBOR1 ifadesinde herhangi bir degisiklik olmazken, yluksek B
altinda ifadesi azalmis ve zar Ustindeki AtBOR1 proteini degrade olmustur
(Takano ve ark., 2002). Bu nedenle ylksek konsantrasyonlarda B’un toprak Ustu
organlara iletimi azaldi§i belirlenmigtir. Ayrica, diger B tasiyicisi olan AtBOR4 ise
yuksek B konsantrasyonunda ifade edilir ve toksik B kosullarinda B’un taginimini

saglayarak kok epidermisinde B birikimini onlemektedir (Miwa ve ark., 2007).

Aquaporinlerin (Major Intrinsic Proteins, MIPs) sadece kokten suyun ve B’un
alinimini ve tagsinmasini kolaylastirmadigdi, ayni zamanda B toksisitesine karsi
toleransa da dahil oldugu bildirilmigtir. Arabidopsis bitkisi ile yapilan ¢alismada
toksik bor dizeyine maruz kalindiginda koklerdeki aquaporinlerin ekspresyonu
azalarak dokulara fazla bor girisinin pasif sekilde engellendigi tespit edilmistir
(Macho-Rivero ve ark., 2018).

Plazma Membran Intrinsik Proteinleri (PIPs)'n de B gecirgenligine aracilik ettikleri
ve bor hareketlerini duzenleyerek B toleransinda rol oynaklari dugtinulmektedir.
Celtik bitkilerinde (Oryza sativa) bulunan OsPIP1;3 ve OsPIP2;6 genlerinin
Arabidopsis’lere aktarilarak asir ifade edilmesini saglayan arastirmacilar, bu
transgenik Arabidopsis’lerin toksik B duzeylerine karsi tolerans kazandigi
bildirmislerdir (Sekil 2.7) (Mosa ve ark., 2016).
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Bu tasiyicilar ve aquaporinler sadece angiospermlerde izole edilmis ve
tanimlanmis olsa da yapilan filogenetik analizler likofitler ve bryofitlerde de
benzer bor tasgiyicilarina sahip oldugu bulunmustur. Bu da bor tasiyicilarinin ve
aquaporinlerinin bor homeostazinda 6nemli rol oynadigini duasindurmektedir
(Wakuta ve ark., 2015).

2.6.4. Bor Toleransinda Antioksidan Savunma Sistemi

Sesil canlilar olan bitkiler, etraflarindaki degisen kosullar sonucu olusan oksidatif
strese yanit verebilmek igin hizli ve iyi reglle edilen antioksidan mekanizmalar
gelistirmiglerdir. Katalaz (CAT), superoksit dismutaz(SOD), askorbat peroksidaz
(APX), glutatyon rediktaz(GR) gibi enzimlerin yaninda; askorbat (ASA) ve
glutatyon (GSH) (ikincil metabolitler) en bilinen antioksidanlardir (Gill ve Tuteja,
2010).

lyi bir antioksidan mekanizmasina sahip olan bitkilerin genellikle B toksisitesinin
sebep oldugu oksidatif hasara karsi daha avantajl oldugu ve toksik B seviyelerine
karg! daha toleransli olduklari bildirilmigtir. Domates bitkisi ile yapilan ¢alismada,
yuksek B kosullarinda hassas cgesitte ASA igerigi ve APX aktivitesinin toleransli
cesitten daha az oldudu, toleransl cesitte ise GSH ve CAT miktarinda artis
oldugu bildirilmigtir. Bor toksisitesiyle ilgili yapilan birgcok calismada, toksik
dizeyde bor ile APX, CAT ve SOD aktivitelerinin ve miktarinin arttigi da
bildirilmistir (Cervilla ve ark., 2007; Landi ve ark., 2013; Acar, iskil ve Erden,
2018).

2.6.5. Bor ve Tuz iligkisi

Bitkiler, disuk yagis ve zayif drenaj nedeniyle kurak ve yari kurak ortamlarda
yuksek tuzlulugun yani sira B stresine de maruz kalabilmektedir. Ayrica, B ve tuz
ile  kirlenmig sularin sulamada kullanilmasi da topraktaki B-Tuz
konsantrasyonunun artirmasina neden olur (Nable, Bafuelos ve Paull, 1997,

Karimi ve Tavallal, 2017).

Bor ve tuz stresinin birlikte uygulandigi ¢aligmalarin bir kisminda, ayni anda
tuzluluk ve B stresine maruz kalan bitkilerde, tek olarak bir stres etmenine maruz
kalma durumuna goére bitkilerin blyime ve gelisiminde daha fazla

etkilenme/inhibisyon oldugu bildirilmigtir (Alpaslan ve Gunes, 2001; Ben-Gal ve
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Shani, 2002; Mohamed ve ark., 2016; Lata ve ark., 2017; Garcia-Sanchez ve
ark., 2020). Bununla birlikte, diger bazi ¢alismalarda tuz stresinin B toksisitesini
hafiflettigi de tespit edilmistir (Yermiyahu ve ark., 2008; Wimmer ve Goldbach,
2012; Liu ve ark., 2018). Bu calismalardan elde edilen bulgulara goére; B
toksisitesi ile birlikte tuz stresine maruz kalan bitkilerde; (1) B ve klor iyonlarinin
birbirlerinin alimlarini azaltmasi (Yermiyahu ve ark., 2008); (2) her iki stres
etmeninde birlikte spesifik aquaporinlerin, ATPaz’'in ve bazi membran
bilesenlerinin aktivitesini etkileyerek yuksek konsantrasyonda B alimi/iletiminin
engellenmesi (Hove, Ziemann ve Bhave, 2015; Macho-Rivero ve ark., 2018;
Huanca-Mamani ve ark., 2018), (3) bazi B tasiyicilarinin Na* iyonlari tarafindan
dizenlenmesi (Nagarajan ve ark., 2016), (4) tuzlulugun stomal iletkenlik ile
transpirasyon akigini etkilemesi nedeniyle B alimini ve translokasyonunu
azalmasi (Pandey ve ark., 2019) nedeniyle tuzlulugun B toksistesinin neden

oldugu olumsuz etkilerini azalttigi/hafiflettigi disunilmektedir.

B toksisitesinin ve tuz stresinin birlikteki etkisinin incelendigi ¢alismalardan elde
edilen sonuglar dogrultusunda tuz konsantrasyonun bitkinin tolerans esiginden
daha dusik oldugunda tuzlulugun B toksisitesini azaltabilecegi sonucuna

varilmistir (Garcia-Sanchez ve ark., 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali
Bu aragtirmada materyal olarak kullanilan model organizma Arabidopsis thaliana

cv. Columbia 0 (Col-0) ekotipine ait tohumlar, Nottingham Arabidopsis Stock
Centre (NASC)'dan temin edilmistir.

3.1.1. Bitki Yetigtirme Yontemi

Calismada kullanilan Arabidopsis thaliana cv. Columbia 0 (Col-0) ekotipine ait
tohumlar sirasiyla 2 dk %70’lik etanol ve 10 dk %2.5’lik NaOCI (sodyum
hipoklorit) ile muamele edilerek ylzey sterilizasyonu (Kayihan ve ark., 2016)
islemi uygulanmis ve sonrasinda in vitro kosullar altinda Murashige ve Skoog
(MS) besiyeri (Murashige ve Skoog, 1962) besi yeri ortamini iceren petri
kaplarina ekilmistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. MS besiyerinin igerigi (Murashige ve Skoog, 1962)

Makro Element mag/l mM
CaClz 332.02 2.99
KH2PO4 170.00 1.25
KNO3 1900.00 18.79
MgSOa4 180.54 1.50
NHsNOs3 1650.00 20.61
Mikro Element mg/l MM
CoCl2.6H20 0.025 0.11
CuS04.5H20 0.025 0.10
FeNaEDTA 36.70 100.00
H3BOs 6.20 100.27
Kl 0.83 5.00
MnSOa4.H20 16.90 100.00
Na2Mo04.2H20 0.25 1.03
ZnS04.7H20 8.60 29.91
Vitaminler mg/l UM
Glisin 2.00 26.64
myo-inositol 100.00 554.94
Nikotinik asit 0.50 4.06
Piridoksin HCI 0.50 2.43
Tiamin HCI 0.10 0.30
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Sekil 3.1. Arabidopsis thaliana bitkilerinin 22 glnlik deney sonundaki genel
goérunagleri

Tohumlar, 3 gin +4°C’de karanlik kosullara maruz birakilarak gimlenebilmek icin
ihtiyag duyduklari stratifikasyon islemine tabii tutulmustur. Stratifikasyon sonrasi
petriler, 21£1°C sicaklik, 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyot, 200 ymol m-
251 1g1k siddeti ve %50-60 nem kosullarindaki kontrolli iklim kabininde rastgele
deneme deseninde 12 gln sure ile yetistirilmistir (Sekil 3.1. ve 3.2).

Calismada kullanilacak uygulama konsantrasyonlari ve streleri 6n ¢calismalar ile
belirlenmistir. Tuz 6n uygulamasi igin farkli NaCl konsantrasyonlari (30, 40, 50,
60 ve 70 mM) ile farkh toksik B konsantrasyonlari (2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 mM) ve
sureleri Arabidopsis’te test edilmigtir. Bitkilerde meydana gelen morfolojik ve
fizyolojik degisimlere bagli olarak en etkin tuz 6n uygulama konsantrasyonu ve
suresi olarak 3 gun 40 mM NaCl ve 7 gun 3 ve 5 mM B konsantrasyonlari tespit
edilmistir.

On iki gunluk bitkilerin bir grubu 6n uygulama igin Gg¢ gtin NaCl tipi tuz igeren petri
kaplarina transfer edilmistir. Ardindan NaCl 6n uygulamali/6n uygulamasiz fideler
ile kontrol kosullarinda yer alan fideler, farkli konsantrasyonlarda bor (3 ve 5 mM
HsBO3) igeren petri kaplarina aktarilarak 7 gun sire ile bor toksisitesine maruz

birakilmistir.
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Sekil 3.2. Deney plani
Denemelerde uygulama gruplarina ait rumuzlar ve agiklamalar gizelge 3.2.’de
verilmistir.

Cizelge 3.2. Deneme gruplarina ait rumuzlar ve aciklamalari

Rumuz Aciklama
C 22 Gunluk kontrol grubu bitkileri

PT 12 gun kontrol kosullari + 3 gun 40 mM tuz 6n uygulamasinin
ardindan 7 gun kontrol kosullarina maruz kalan 6n uygulama igin
kontrol bitkiler

3B 12 gun kontrol kosullart + 7 gun 3 mM B konsantrasyonuna maruz
kalan toksisite grubu bitkileri

PT-3B 12 gun kontrol kosgullari + 3 gin 40 mM tuz 6n uygulamasinin
ardindan 7 gun 3 mM B konsantrasyonuna maruz kalan 06n
uygulamali bor toksisite grubu bitkileri

5B 12 gun kontrol kosullari + 7 gin 5 mM B konsantrasyonuna maruz
kalan toksisite grubu bitkileri

PT-5B 12 gun kontrol kogullari + 3 gin 40 mM tuz 6n uygulamasinin
ardindan 7 gun 5 mM B konsantrasyonuna maruz kalan on

uygulamali bor toksisite grubu bitkileri
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22 gun sonunda yukarida belirtilen tim gruplar hasat edilmigtir ve olgumler

yapilmistir.

3.2. Olgiim ve Analizler

3.2.1 Morfolojik Olgiimler

3.2.1.1. Yaprak Yiizey Alani Olgiimii

Arabidopsis thaliana bitkilerinin uygulamalar sonunda elde edilen fotograf
gorintilerinden ImageJ@ programi (Maloof ve ark., 2013) kullanilarak yaprak

ylizey alani (cm?.bitkit) hesaplanmistir.

3.2.1.2. Yas ve Kuru Agirlik (Biyokiitle) Olgiimleri

Arabidopsis thaliana bitkilerinin uygulamalar sonrasi yas agirliklari tartilarak (gr.
bitki') kaydedildikten sonra, 80°C’lik etiivde 48 saat kurutulup yeniden
tartiimasiyla kuru agirliklari (gr.bitkit) belirlenmistir. Elde edilen bu verilere gore,
yas agirlik tolerans indeksi (YATI-%) ve kuru agirlik tolerans indeksi (KATI-%)
Ahmad ve ark. (2009)'na gore hesaplanmistir.

YATI (%) = (Uygulamalara maruz kalan bitkilerin yas agirligi/Kontrol bitkilerinin
yas agirligi) x 100

KATI (%) = (Uygulamalara maruz kalan bitkilerin kuru agirligi/Kontrol bitkilerinin
kuru agirhigr) x100

3.2.2. Fotosentetik Aktivite Olgiimleri

Bitkilerin, portatif Fluoresans Olgciim Cihazi (HandyPEA, Hansatech Ltd.) ile
polifazik klorofil a fluoresans olgimleri gergeklestirilmistir (Sekil 3.3.). Polifazik
klorofil a fluoresans verileri, tilakoid zarlardaki enerji akisi teorisini temel alan JIP-
Testi ile biyofiziksel parametrelere ¢evrilerek, fotosistemlerin durumu, fonksiyonu
ve yapisi hakkinda oldukca detayli bilgiler elde edilmesini saglamaktadir.

Tuz 6n uygulamali ve/veya 6n uygulamasiz B toksisitesine maruz kalan bitkiler
ile bunlarin kontrol grubundaki bitkilerden 6rneklenen yapraklar, yapraga o6zel
yaprak klipslerinin Ustten tutturulmasiyla 30 dk karanliga adapte edilmistir ve
tekrarli (n=3x10) Olcim vyapilmistir. Fluorometre, isik reaksiyonlari surecini
kirmizi 1gikla (maximum 650 nm’de emisyon) uyarir ve 685 nm Uzerindeki

fluoresansi algilar. Olglimler; 3 adet diizenli i1sik yayan diyodun drettigi bir
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saniyelik tek glcli 1sik pulsu (3000umol m2 s, tiim PSII reaksiyon merkezlerinin
kapanmasi igin yeterli olan eksitasyon siddeti) ile 4 mm’lik yaprak alaninda
gergeklestirilmistir. Hizli fluoresans kinetikleri (minimum fluoresans, Fo -
maksimum fluoresans, Fm) 10 ys’den 1 s’ye kadar kaydedilmektedir ve 20 ys’de
kaydedilen fluoresans siddeti minimum fluoresans (Fo) olarak kabul edilmektedir
(Strasser ve Strasser, 1995). Fotosentetik 6rnegdin fizyolojik durumunu belirlemek
icin bir saniyelik 1s1ma sirasinda belirlenen alti zaman noktasindan elde edilen
veriler, Biolyzer HP3 programi ile analiz edilmigtir. Analiz sonucunda elde edilen
JIP-Testinin bazi parametreleri Cizelge 3.2’de verilmistir.

b) c)

N 4000 —

§

3000 | LUMEN

2000 | OJ = PSiI'nin akseptor kismunin redaksiyonu

JI = PQ havuzunun reduksiyonu
| IP = PSI'n akseptor kismindaki ferrodoksinin redaksiyonu

Klorofil a fluoresansi (a.u.)

| Sintlayici basamaklar:
{ J = Okside PQ molekalinan reduklenmesi

[ I = PQH,'nin cyt b6/ tarafindan tekrar oksidasyonu
. |

10-5 10-% 10-3 10°2 10~ 10° P = inakiif ferredokin-NADP*-reduktaz (FNR)
Zaman (s)

Sekil 3.3. a) HandyPEA cihazinin genel gérinim, b) Biolyzer HP3 programi ile
analiz goruntust ve c) Bitkiler tarafindan sergilenen tipik polifazik klorofil a

fluoresans egrisi (Toth ve ark., 2005’den modifiye edilmistir)
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Cizelge 3.3. OJIP testte kullanilan bazi terimlerin, tanimlamalarinin ve

formullerinin  6zeti (Strasser Tsimilli-Michael ve

Srivastava, 2004; Tsimilli-Michael ve Strasser, 2008; Strasser ve ark., 2010; Cigek ve ark., 2012; Guha, Sengupta ve Reddy,

2013)
Teknik ve hesaplanan fluoresans parametreleri
Fo= Foous Minimum fluoresans intensitesi (O basamagi); PSII'nin tim reaksiyon merkezleri agik
Fx= F3oous 300 ps’deki fluoresans intensitesi
Fi= Foms 2 ms’deki fluoresans intensitesi (J basamagi)
Fi= Faoms 30 ms’deki fluoresans intensitesi (| basamagi)
Fp= Fum Maksimum fluoresans intensitesi (P basamagi); PSII'nin tim reaksiyon merkezleri kapali
Mo 4(F3o00us — Fo)/( Fm — Fo) Relative degisken klorofil fluoresans egrisi Vi (Fo= Faous i¢in)'nin tahmini baslangi¢ edimi (ms-1'deki) veya
(dV/dt)o fotokimyanin basglangig hizi
V; (Fs-Fo)/(Fm-Fo) Fluoresansin indukledigi egride J basamaginda relatif degisken fluoresans
\ (Fi-Fo)/(Fm-Fo) Fluoresansinin indlkledigi egride | basamaginda relatif degisken fluoresans
oeo= ETo/ABS | [1 - (Fo/Fm)] wo t=0da elektron transportunun maksimum verimi
opo=DIo/ABS | 1-TRo/ABS PSII anten sisteminde fotokimya disinda kaybedilen enerjinin kuantum verimi
SFl(abs) PSII'nin yapisal ve fonksiyonel durumunu belirten indikator
AVip PSI'nin akseptor tarafindaki degisimi belirten indikator
Vi/V; Oksijen olusturan kompleks(OEC)’in inaktivasyonunu ve olasi hasarini belirten indikatér
Spesifik akiglar- Her bir reaksiyon merkezi basina enerji akiglari
ABS/RC Mo (1/V;) (L/pro) Reaksiyon merkezi (RC) basina absorbsiyon (PSII anten klorofilleri i¢in); t= 0’da absorplanan enerji akisi veya
ortalama anten buyUkligu
TRo/RC Mo (1/V;) t= 0’da yakalanan enerji akisi (reaksiyon merkezi basina)
ETo/RC Mo (1/V;) yo t= 0’da elektron transportu (reaksiyon merkezi bagina)
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Dlo/RC (ABS/RC) - (TRo/RC) t= 0’da yayilan enerji akisi (reaksiyon merkezi basina); Fotokimya disinda kaybedilen enerji
REo/RC Mo (1/V3)(1-V)) RC basina Qa*dan PSI son elektron alicilarina elektron transportun kuantum verimi
Fenomenolojik akiglar-Olgiim yapilan yaprak alani bazinda enerji akislari
ABS/CSo t= 0'da absorplanan enerji akigl
TRo/CSo @ro (ABS/CSo), t= 0’da yakalanan enerji akigl
ETo/CSo ®ro.yo.(ABS/CSo), t= 0'da elektron transportu
DIo/CSo (ABS/CSo0) - (TRo/ CSo), Bir PSIlI'de fotokimya disinda kaybedilen enerji
Performans indeksleri ve bilegenleri
RC/ABS Reaksiyon merkezi basina PSII anten klorofilleri tarafindan indirgenen Qa miktari
orol(1 - gro) Primer fotokimyasal reaksiyonun etkinliginin géstergesi
wol(1 - wo) Sistemden ayrilan elektronlarin sistemde biriken elektronlara orani
ORo/(1-6Ro) indirgenen PSI son elektron alicilarinin kuantum verimi
Plabs [yrc/(X - yre)] X [@ro/(1 - @ro)] X [wol(1 - yo)] PSII tarafindan foton absorbsiyonundan sistemler arasi elektron alicilarinin
indirgenmesine kadarki enerji korunumunun performans indeksi (Potansiyel)
Plrop [yrc/(1 - yre)] X [@rol/(1 - @ro)] X [wol(1 - yo)] X [Oro/(1-8ro)] Toplam performans indeksi, PSI’in son elektron alicisina kadar olan

performans indeksi
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3.2.3. Biyokimyasal Olgiimler
3.2.3.1. Fotosentetik Pigment Miktarinin Belirlenmesi
Arabidopsis thaliana yaprak dokularindaki klorofil (a+b) ve karotenoid

(ksantofil+B-karoten) miktarlari (mg. mltcm-?) Lichtenthaler (1987)a gore
belirlenmistir. Bu yontemde kontrol ve uygulama gruplarina ait bitkilerin yaprak
dokusundan her bir uygulama igin 15 tekrarli olacak sekilde yapraklar tartilarak
ependorf tlplere aktarilmig ve Uzerlerine 1 ml %100’lUk aseton eklenmistir.
Ornekler bir hafta +4 C’de karanlikta bekletilerek pigment igeriginin asetona
gegmesi saglanmigtir. Ardindan spektrofotometre (Shimadzu UV-Vis Double
Beam) ile 470, 644.8 ve 661.6 nm dalga boylarinda absorbanslar okunmustur.
Elde edilen bu verilere gore, pigment miktarlarlari ve klorofil a/b belirlenmistir.

Pigment miktarlari asagidaki formullere gére hesaplanmistir;

Klorofil a (kl.a) = (11.24 x Aes1.6) - (2.04 X Ass4.8)

Klorofil b (kl.b)= (20.13 x Ae44.8) - (4.19 X As61.6)

Toplam klorofil (kl a+b) = (7.05 X Ass1.6) — (18.09 X As44.8)

Karotenoid (x+c) = [(1000 x A470) — (1.9 x kl.a)- (63.14 x kl.b)] / 214

3.2.3.2. Antosiyanin ve Flavonoid Miktarinin Belirlenmesi

Kontrol ve uygulama gruplarina ait bitkilerin yaprak dokularindaki antosiyanin
icerigi Mancinelli ve ark. (1975)'na gore, flavonoid icerigi ise Mirecki ve Teramura
(1984)ya gore Olgllmustir. Her bir uygulama 0.1 g taze yaprak érnegine 6 ml
%79 metanol, 40 %20 distile su ve %1 HCI'den olusan karisim eklenerek
homojenize edilmistir. Homojenat +4°C’de 10000 rpm’de 20 dk boyunca
santrifijlendikten sonra elde edilen sUpernatandan asagida belirtilen metotlar

takip edilerek antosiyanin ve flavonoid igerigi saptanmistir:

Antosyanin icerigini  belirleyebilmek igin, elde edilen sUpernatanin
spektrofotometrede (Shimadzu UV-Vis Double Beam) 530 ve 657 nm dalga
boylarinda absorbans degerleri kaydedilmistir. Yaprak dokularindaki antosiyanin
miktarlar (ng ml** g YA') asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

Antosiyanin = A530 — (A657/3)

Flavonoid igerigini  belirleyebilmek icin, elde edilen supernatanin

spektrofotometrede (Shimadzu UV-Vis Double Beam) 300 nm dalga boyunda
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absorbans dederleri okunmustur. Yaprak dokularindaki flavonoid miktari kontrole

gore yuzde olarak hesaplanmigtir.

3.2.3.3. Malondialdehit (MDA) ve Hidrojen Peroksit (H202) Miktarinin
Belirlenmesi

Yaprak dokularindaki membran hasarinin son Grind olan malondialdehit (MDA)
miktari ile oksidatif stres sonucu olusan ve bir aktif oksijen tlrl olan hidrojen
peroksit (H202)in miktari Esterbauer ve Cheeseman (1990)in metodu
kullanilarak belirlenmigtir. Kontrol ve uygulama gruplarindaki bitkilerden alinan
0.1 g yaprak 6rneg@i 4 ml %0.1 trikloroasetik asit (TCA) ile 4°C’de homojenize
edilmistir. Homojenat 10000 rpm’de 15 dk santrifij edilmistir ve elde edilen
supernatandan asagida belirtilen yontemler izlenerek MDA ve H202 miktari

belirlenmistir:

MDA miktarini belirlemek igin cam tupe alinan 0.5 ml supernatanin tzerine 1 mi
TCA-TBA-HCI (%15 trikloroasetik asit, %0.375 tiobarbiturik asit, 0.25 N HCI)
¢Ozeltisi ve 0.5 ml pH’s1 7.6 olan 0.1 M tris/HCI tamponunundan eklenmisgtir.
Reaksiyon karigsimi, 97°C’lik su banyosunda 45 dk reaksiyona sokulmustur ve
buradan ¢ikarilan tupler buz banyosuna konularak reaksiyon durdurulmustur. Bu
islemden sonra reaksiyon karisimi 10000 rpm’de 5 dk santrifijlenip
spektrofotometrede (Spektro UV-Vis Double Beam PC) 532 ve 600 nm dalga
boylarinda absorbans degerleri okunmustur. Yaprak dokularindaki MDA miktari

nmol g T.A~? olarak belirlenmisgtir.

H202 miktarini belirlemek igin cam tipe alinan 0.5 ml stpernatanin tzerine 0.5
ml pH’s1 7.6 olan 0.1 M Tris/HCI tamponu ve 1 ml 1 M KI eklenmistir. Reaksiyon
karisimi 90 dk karanlikta bekletilmistir ve spektrofotometrede (Spektro UV-Vis
Double Beam PC) 390 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur.

Yaprak dokularindaki H202 miktari pmol g T.A! olarak belirlenmistir.

3.2.3.4. Bor, Sodyum ve Potasyum Miktar Tayini

Arabidopsis thaliana bitkisinin uygulama sonrasi yaprak dokularindaki toksisite
semptomlari fotograflandiktan sonra bor, sodyum ve potasyum iyonlarinin
miktarini belirlemek icin dokular 48 saat streyle 80°C’lik etliivde kurutulmustur.
Kurutulan doku ornekleri havanda ezilerek toz haline getirildikten sonra her

uygulama igin ayri porselen krozelerde 550°C de 5 saat kul firininda yakilmistir.
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Yas yakma icin elde edilen kulin Gzerine 1 ml [HNOs + HCIO4 (3:1 v/v)] (Bai ve
ark., 2015) ilave edilerek 15 dakika inkiibe edilmistir. Oziitlerdeki bor (B), sodyum
(Na) ve potasyum (K) icerigi, ICP-OES (Inductively Coupled Plasma Optical
Emission Spectrometer) cihazi ile belirlenmistir. B (mg gKA™1), Na ve K miktarlari

kuru agirhk (KA1) temelinde g KA olarak hesaplanmistir.

3.2.4. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.2.4.1 Protein igeriginin Belirlenmesi

Arabidopsis thaliana kontrol ve uygulama gruplarina ait yaprak orneklerinin
protein konsantrasyonlari, Bradford (1976) yontemine goére sigir serum albimini
(BSA) standardi kullanilarak saptanmistir. 20 ul 6rnek ¢ozelti ile 480 pl distile su
karistinldiktan sonra, karisima 5 ml Bradford ¢ozeltisi eklenmigtir. Vorteks ile
yaklagik 30 saniye homojen hale getirilen karigsim oda sicakliginda 10 dk inkube
edilmistir. Cozeltinin absorbans degerleri spektrofotometrede (Shimadzu UV-Vis

Double Beam) 595 nm dalga boyunda ¢ tekrarli olacak sekilde okunmustur.

3.2.4.2. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) enzim aktivitesi Wang, Jiao ve Faust
(1991)’nin metoduna gore belirlenmigtir. Kontrol ve stres gruplarina ait bitkilerden
alinan taze yapraklar (0.25 g) sivi azotta havanda ezildikten sonra 50 mM Tris-
HCI (pH 7.2), %2 PVP, 1 mM Naz2EDTA ve 2 mM askorbat iceren 1.5 ml'lik
suspansiyon ¢ozeltisine eklenmistir. Bu karisim +4°C’de 12000 rpm’de 20 dakika
santrifijlendikten sonra 75 ug protein iceren enzime 50 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 6.6), 2.5 mM askorbat ve 10 mM H20:2 ile son hacim 1 ml olacak
sekilde ilave edilmigtir. H202'nin eklenmesi ile reaksiyon baslatiimigtir. Askorbatin
okside olmasi nedeniyle askorbat konsantrasyonunda azalma gorulmektedir. Bu
azalma spektrofotometrik olarak 290 nm dalga boyundaki absorbans degerlerinin
enzim Ozutl icermeyen reaksiyon ¢ozeltisine karsilik kaydedilmesiyle
deg@erlendirilmistir. Toplam APX enzim aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon
katsayisi (2.8 mM.cm) kullanilarak baslangi¢ hizindan (nmol askorbat dak* mg
proteint) hesaplanmistir.

3.2.4.3. Toplam Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesinin Belirlenmesi

Rao, Hale ve Ormrod (1995)’un metodu ile belirlenen toplam glutatyon rediktaz
(GR: EC 1.6.4.2) aktivitesi igin uygulama ve kontrol gruplarina ait bitkilerin yaprak
dokularindan 0.25 g taze yaprak ornegi sivi azot ile ezildikten sonra tuzerine 100
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mM potasyum fosfat (pH 7.0) ve 1 mM Naz2EDTA igceren 1.5 mllik ¢ozelti
eklenmistir. Bu karisim 14000 g +4°C’de 20 dk santrifijlenmistir. Stpernatan
enzim Olgumu icin ayrilmistir. Konsantrasyonu 100 mM olan potasyum fosfat
tamponu (pH 7.8), 2 mM Naz2EDTA, 0.5 mM GSSG, 0.2 mM NADPH ve 100 ug
protein iceren enzim ekstrakti son hacim 1 ml olacak sekilde hazirlanmigtir.
NADPH’nin ortama eklenmesi ile reaksiyon bagslamis 6rnekler 340 nm’de
spektrofotometre’de (Shimadzu UV-Vis Double Beam PC) okunmustur.
NADPH’In enzimatik olmayan oksidasyonu igin 340 nm dalga boyunda GSSG
eklenmeyerek kaydedilen azaligla dizeltme yapilmistir. Toplam GR aktivitesi
NADPH'nin ekstinksiyon katsayisi (6.2 mM.cm?) kullanilarak enzimatik olmayan
oksidasyon c¢ikarildiktan sonra reaksiyon baslangi¢ hizindan (umol NADPH dak"

1 mg proteint) hesaplanmistir.

3.2.4.4.Toplam Peroksidaz (POD) Aktivitesinin Belirlenmesi

Guaiakol peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7) enzim aktivitesi Putter (1974)e gore
belirlenmistir. Yapraktan alinan érnekle dlgulen bu metotta reaksiyon karigimi 3
ml olup 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), 20.1 mM guaiakol, 12.3 mM
H202 ve enzim Ozutu igcermektedir. Reaksiyon, enzim oOzutunun ilavesiyle
bagslatiimistir ve 10 dK’lik sure igerisinde izlenmistir. Toplam POD enzim aktivitesi,
guaiakol’lin ekstinksiyon katsayisi (6.39 mM.cm?, 436 nm) kullanilarak reaksiyon

baslangi¢ hizindan (nmol H202 dak! mg protein'') hesaplanmistir.

3.2.4.5. Glutatyon S-Transferaz (GST) Aktivitesinin Belirlenmesi

(GST; EC 2.5.1.18) enzim aktivitesi Habig, Pabst ve Jakoby (1974)'nin metoduna
gore belirlenmistir. Reaksiyon ortami 125 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.8),
1 mM GSH, 1 mM 1-kloro-2,4- dinitrobenzen (CDNB) ve 300 pg protein
icermektedir. CDNB’nin eklenmesi ile reaksiyon baslatiimistir ve S-2,4-dinitrofenil
glutatyonun olusumu, 340 nm dalga boyunda absorbans degerlerindeki artig
dlclilerek izlenmistir. Olgiimler esnasinda GSH ve CDNB’nin kendiliginden
gergceklesen konjugasyonunu oOnlemek igin her &lgimde koér yeniden
hazirlanmigtir. Toplam GST enzim aktivitesi, ekstinksiyon katsayisi (9.6 mM.cm-

1,340 nm) kullanilarak (umol. mg protein-t.dak?) hesaplanmistir.
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3.2.5. Gergek Zamanh Kantitatif PCR Analizleri

3.2.5.1. Toplam RNA izolasyonu ve Konsantrasyonun Belirlenmesi

Kontrol ve uygulama gruplarindaki bitkilerden hasatlar sirasinda alinan 0.25 g
yaprak oérneklerinin RNA’lari 3 tekrarl olarak Chomczynski ve Sacchi (1987)’ye
gore modifiye edilerek izole edilmigtir. Kontrol ve tim B stres gruplarina ait
bitkilerin taze yaprak ornekleri sivi azotta havanda ezildikten sonra Gzerlerine 900
Ml Qiazol konularak homojenize edilmis ve 10 dakika c¢oklu vortekste
karistinlmistir. Ardindan 14000 rpm 5 dk 22°C’de santriflj edilmistir. 900 pl
supernatant Uzerine faz ayrimini saglamak igin 180 pl kloroform eklenmis ve
tupler 15 saniye boyunca calkalanmistir. Faz ayriminin meydana gelmesi icin 3
dakika oda sicakhginda bekletilmis ve ependorf tlpler 15 dk 14000 rpm 4°C’de
santrifllj edilmistir. Santrifijden sonra sUpernatant kismi yeni tipe aktariimis ve
Uzerine ayni hacimde izopropanol eklenmigtir. Tupler 10 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra 10 dk 14000 rpm’de 4°C’de santriflj edilmis ve supernatant
kismi atilmistir. Elde edilen RNA'nin Uzerine 1 ml %75’lik etanol eklenmis ve
tekrar 5 dk 14000 rpm’de 4°C’de santriflj edilmistir. Devaminda supernatant
atilmis ve pellet oda sicakhginda 10 dakika kurutulmustur. Ependorf tlplere 43
pI DEPC-dH20 eklenmis ve peleti gozdlirmek igin tupler 10 dakika 65°C’ye maruz
birakilmistir. izole edilen RNA’lar -80°C’de saklanmistir. Elde edilen RNA'lar
%71’lik agaroz jel ile yuratiimus ve izole edilen RNA'larin safligi ve butinlugu jel
gérintisuyle belirlenmistir (Sekil 3.4.). izole edien RNA’larin konsantrasyonlari
Shimadzu BioSpec-nano UV-VIS spektrofotometre cihaziyla belirlenmis ve

konsantrasyonlari ng/ul olarak Cizelge 3.4’te verilmistir.

Kontrol Tuz PT-38 3B PT-58
—L —] (7l e ) f—;\ (—;\ r—li —|
1 2 3 1 2 3 1 28 §3
' ——— . .o 28S rRNA
- = ey ' 18S rRNA
5S rRNA

Sekil 3.4. Yaprak dokusundan izole edilen toplam RNA’larinin agaroz
jelelektroforezi géruntuleri ( 1-3: Kontrol , 4-6 : PT, 7-9: 3B, 10-12: PT-3B, 13-15:
5B, 16-18: PT-5B)
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3.2.5.2. RNA’lardan Tamamlayici Tek Zincirli DNA (cDNA) Sentezi

Tek zincirli DNA (cDNA) sentezi i¢in “Scientific RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Scientific)” kullaniimis ve kit prosedurt uygulanmistir. Elde
edilen cDNA’lar -80°C’de saklanmistir. Bu ydnteme gore, igerisinde 2 ug RNA, 1
Ml primer ve su bulunan karigsim (son hacim 12 ul) hazirlanir ve soguk bloklara
alinirlar. Soguk bloklardaki tuplerin Uzerlerine 1 pl ters (reverse) transkriptaz, 4 pl
ters (reverse) transkriptaz tamponu ve 1 pl ters (reverse) transkriptaz inhibitoru
ve 2 Jl primer karisimi eklenir (son hacim 20 ul). Tipler PCR (Thermo) cihazina
yerlestirilir ve prosedire gore cDNA eldesi igin cihaz programi 42°C’de 60 dakika

Cizelge 3.4. Yaprak dokusundan izole edilen toplam RNA’larin konsantrasyonlari

Tekrar Uygulama

Numarasi Adi RNA Konsantrasyonu (ng/pl) A260/A280
1 C 1964.11 57
2 C 1413.97 219
3 C 805.4 217
4 PT 563.34 214
S PT 829.67 216
6 PT 534.87 213
! 3B 2432.36 22
8 3B 2860.8 222
9 3B 503.11 213
10 PT3B 996.5 218
11 PT3B 973.33 216
12 PT3B 594.99 216
13 5B 422 2.11
14 5B 716.95 217
15 58 866.54 217
16 PT5B 1059.8 218
17 PT5B 1267.12 219
18 PT5B 1425.48 221

ve ardindan 70°C’de 5 dakika inkiibasyon olarak ayarlanir. Elde edilen cDNA
tpleri -80°C’de saklanmaktadir.

3.2.5.3. Primer Tasarimi

NCBI, Primer3 ve IDT Oligo Analyzer programlari kullanilarak hedef gen
bdlgelerini ¢ogaltmak igin gerekli olan primerler tasarlanmistir. Tasarlanan

primerler, RT-PCR ile arastirilan nisbi gen ifade duzeylerinin belirlenmesinde
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kullaniimigtir. Primerlerin sekanslari, AGI kodlari ve gen adlari Cizelge 3.5.de
verilmistir. Hedef gen bolgesini ¢odaltmak icin kullanilacak olan primerler Vector
NTI kullanilarak tasarlanmigtir. Actin-2 (ACT2)’yi kodlayan Arabidopsis geni
house-keeping kontrol geni olarak ve gercek zamanli RT-PCR ile arastirilan
genlerin nispi miktarlarinin belirlenmesinde kullanilimistir. Primerlerin sekanslari,
Tm (primerlerin cDNA’ya tutunma sicakhdi) degerleri ve Grin buyuklukleri (baz
cifti) Cizelge 3.5.de verilmistir.

3.2.5.4. Gergcek Zamanh (Real Time) Ters Transkriptaz (RT) PCR

Gergek zamanli PCR, “RealQ Plus 2x Master Mix Green (Ampligon)” ve
fluoresans olgtiimleri (Roche lightcycler 482) gergcek zamanli déngu (real time
cycler) cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Yontemde kit proseduri
uygulanmigtir. Bu prosedure gore, tuplerdeki son hacim 25 ul olacak sekilde
konsantrasyonlar hedef gen primerleri icin 0.5 yM, QuantiTect Master Mix igin 1X
ve cDNA ic¢in 100 ng/ul’dir.

Tlpler 6ncelikle enzim aktivasyonlarinin saglanmasi i¢in 95°C’de 15 dakika,
daha sonra miktar tayini icin 40 kez gergeklesecek bir donguye maruz
birakiimistir. Bu dongu 95°C’de 20 saniye denaturasyon, 60°C’de 30 saniye
tutunma ve 72°C’de 30 saniye uzama olaylarini icermektedir. Son olarak erime
egrisi (melting curve) cizilmesini saglayan veriler cihazin 65°C de 1 dk. 99°C ise
5 saniyede tutularak elde edilmigtir.

Hedef sekanslar igin nispi hesaplamalar bir i¢ referans geni, aktin miktari ile
normalize edilerek gergeklestiriimistir. Hedef ve referans genler ayni érnekten

cogaltiimis ve hedef genin normalize edilmis baslangi¢ miktarlari belirlenmistir.

3.2.5.5. Normalize Edilmis Gen Miktari Hesaplanmasi

Gergek zamanh RT-PCR, toplam RNA o6rneklerinden sentezlenen cDNA’lardaki
hedef ve house keeping referans genlerin ¢odalmasindan elde edilen Crt
degerinin belirlenmesinde kullaniimaktadir. Reaksiyonlar 3 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Orneklerdeki hedef ve referans genin miktarlari Cr degerleri
ve ilgili standart egriler kullanilarak hesaplanmigtir. Hedef genin normalize
edilmis miktarini hesaplamak igin hedef gen miktari referans gene bolinmus ve
ortalamalarinin log dénusumleri (logz2) yapilmistir. Log dénusumleri yapiimis

normalize edilmis ifade degerleri birbirleri ile 2-9¢aCt kargilagtiriimistir.
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Cizelge 3.5. Tasarlanan primerlerin sekanslari, AGI kodlari ve gen adlari

AGI Kodu Gen Adi Kisaltma Yon Sekans (5" - 3’) Tm (°C) Sekans
boyutu
(bg)
AT1G65060 Coumarete:CoA Ligase 4CL3 ;z:/\’;?sr: '_?_‘ééi_cl_;_ﬁr CIZ‘CF: CAS(?Z(C;:(C;:AC;S,CA: 23 28
AT1G56650 MYB Domain Protein 75 MYB75 I';Z(/";?;g Gg‘ggﬂg?fggﬂ?ggéﬁgrc gg gé
AT1G66380 MYB Domain Protein 114 MYB114 E‘;D’:’;‘ég g:ggf;;ﬁig%%@?gg%ﬁ gg gé
v Tewms  comcmocsonora o
AT2G30490 Cinnamate 4-Hydroxylase C4H EZ%?;Z T&ﬁgﬁ%ﬁﬁgﬁfﬁéggggg 23 ;8
AT3G53260 Phenylalanine Ammonia Lyase 2 PAL2 ;z(/\g?srg GAAAE:I;E/C-\:E—C?C? :g;g;gﬁ%%m gg gg
o gmenrems Do TCoowcwceesemos  u o
it sy s fhwe _JccootonowTiogn o o
AT5G17220  Glutathione S-Transferase 26 GST26 EZ:X:?;: AT :CT%GGAACCACGATA%%ACGT%AAGC% gg 32
AT4G23100 Glutamate Cysteine Ligase GSH1 E‘e’%‘zg Cﬁéﬁgéggﬁ;gié%fﬁgég A gg gg
e fws  crocnoocona o o
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3.3. Veri Analizi

Denemeler rastgele deneme desenine gore 3 tekrarl ve her bir tekrarda 5 bitki
olacak sekilde duzenlenmistir. Denemelerde her bir degisken igin kullanilan
orneklem sayisi (n) ilgili 6lcim aciklamasinda verilmistir. Denemelerden elde
edilen verilere, istatistik paket programi (SPSS, versiyon 20) ve R istatistiksel
yazilimi (R Core Team, 2014) ic¢in bir araylz saglayan R Studio programi
(RStudio Team, 2016) kullanilarak tek yonli varyans analizi (ANOVA) yapiimistir.
Analiz sonucunda her bir degisken i¢in uygulamalar arasindaki istatistiksel olarak
en kuguk anlamli 6nemli fark (Least Significant Differences; LSD) %5 dizeyinde
hesaplanmigtir. Anlamh (P<0.05) farklarin hangi uygulamalardan kaynaklandigi
ise Tukey testi ile karsilastiriimigtir. Her bir degisken icin gRT-PCR verileri normal
dagihm gostermediginden student non-parametrik t-testi ile analiz edilmistir

(P<0.05) . Grafikler Uzerindeki barlar standart hatayi gostermektedir (+tSH).
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4. BULGULAR

4.1. Model Organizma Arabidopsis thaliana Bitkisinde Tuz On Uygulamasi
ile Bor Toleransinin Kazaniminda Morfolojik Degisimler

4.1.1. Bitki Geligsimi ve Yaprak Yiizey Alanindaki Degigimler

Farkli seviyelerde bor toksisitesine (3B ve 5B) maruz birakilan tuz 6n uygulamal
(PT) velveya 0On uygulamasiz Arabidopsis thaliana bitkilerinin geligimi
incelendiginde; B toksisitesine maruz kalan bitkilerin gelisiminin kontrol
gruplarina gore olumsuz yonde etkilendigi gorulmustur. Tuz Oon uygulamasi
gruplarinin (PT-3B ve PT-5B) uygulamasiz gruplara gore (3B ve 5B) B

toksisitesinden daha az etkilendigi saptanmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. 22 gunlik deneme sonunda tuz 6n uygulamall ve/veya 6n uygulamasiz
bor toksisitesine maruz kalan Arabidopsis thaliana bitkilerinin genel goruntusu
Bor toksisitesine maruz kalan bitkilerin goéruntileri, ImageJ@ programi
kullanilarak analiz edilmis ve yaprak yuzey alanlari belirlenmigtir. Bor toksisite
dizeyinin artisina bagli olarak bitkilerin yaprak yuzey alanlarinin dnemli derecede
azaldigi tespit edilmigtir (P<0.05; Sekil 4.2). Yaprak yuzey alanindaki, bu azalma
kontrole gore 3mM B’da %28 ve 5mM B dizeyinde ise %47 oraninda oldugu
saptanmigtir. Tuz 6n uygulamalari ile her iki B toksisitesinin yaprak yuzey alani
uzerindeki olumsuz etkisini anlamli seviyede hafifletiimis ve PT-3B’de 3B’a gbre
%20, PT-5B’de ise 5B’a gore %28 oraninda yaprak yuzey alaninin daha yuksek
oldugu belirlenmistir (P<0.05; Sekil 4.2).
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Yaprak Yiizey Alani (cm?.bitki?)

0.00

Sekil 4.2. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesine maruz kalan

bitkilerde imageJ@ programi ile hesaplanan yaprak ylzey alanlarindaki degisim
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4.1.2. Yas ve Kuru Agirlik (Biyokitle) Degigsimleri

Farkli seviyelerde bor toksisitesine maruz birakilan tuz 6n uygulamali ve/veya 6n
uygulamasiz Arabidopsis

incelendiginde; toksisiteyle birlikte biyokutlede 6nemli dizeyde (P<0.05) azalma

thaliana bitkilerinin

belirlenmistir (Sekil 4.3 ve 4.4).

0.08

0.07 A

Yas Agirlik (g bitkiL)
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0.00

Sekil 4.3. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesinin Arabidopsis
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thaliana bitkisinin yas agirligi Uzerine etkisi
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Sekil 4.4. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesinin Arabidopsis
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thaliana bitkisinin kuru agirligi tzerine etkisi

B toksisitesinin (3B ve 5B) artigi ile yas agirlik degderleri kontrole gére sirayla %25
ve %36 oraninda (Sekil 4.3), kuru agirlik degerleri ise %21 ve %29 oraninda
azalmistir (Sekil 4.4). Bu azalma, istatistiki olarak anlamli bulunmustur (P<0.05).
Yas ve kuru agirlik verilerinden hesaplanan yas ve kuru agirlik tolerans indeks
(YATI ve KATI) degerleri de artan bor toksisitesinin bitkilerde blyimeyi inhibe

ettigini ve tuz 6n uygulamasi ile bu olumsuz etkinin hafifletildigini ve toksik B

diuzeylerine kargli toleransin gelistigini gostermektedir (Sekil 4.5).

PT-5Bx” ",
\

5B

Sekil 4.5. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesinin Arabidopsis

thaliana bitkisinin yas ve kuru agirlik tolerans indeksi Uzerine etkisi

100

YATI (%)
- & - KATI (%)
3B
YATI (%) | KATI (%)
PT 92 85
3B 75 79
PT-3B 80 86
5B 64 71
PT-5B 90 100
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4.2. Model Organizma Arabidopsis thaliana Bitkisinde Tuz On Uygulamasi
ile Bor Toleransinin Kazaniminda Fizyolojik ve Biyokimyasal Degisimler

4.2.1. Bor Birikimi ve Bazi lyon igeriklerindeki Degisimler

Artan konsantrasyonda bor toksistesine maruz kalan Arabidopsis bitkilerinde,
kokleri vasitasiyla alinan bor elementinin, strgindeki birikimi belirlenmistir (Sekil
4.6). Arabidopsis bitkilerinin surginidnde bor birikimi, toksisite artisina bagl
olarak artmistir (P<0.05; kontrole gore 3B’da 122 kat, 5B’da 198 kat artig). En
ylUksek B birikimi, 5mM B konsantrasyonunda belirlenmis olup, 1486 mg.kg KA
seviyesindedir. Bunun yani sira, tuz on uygulamasi ile bor birikimi PT-3B’da 3B’a
gore %20, PT-5B’'da ise 5B’a gbre %31 oraninda daha dusik oldugu tespit
edilmistir (P<0.05; Sekil 4.6).

1600
<
X 1200 -
2 LSD %5 |
o
é —
.= 800 {
£
X
m
S |
S 400
0 L . . . .
K PT 3B PT-3B

Uygulamalar

Sekil 4.6. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesinin Arabidopsis
thaliana bitkisinin (A) bor birikimi

Bor toksistesine karsi tolerans kazaniminin saglanmasi icin 40 mM
konsantrasyonda NaCl tipi tuz 6n uygulamasi (PT) yapimistir. Tim ©n
uygulamalarda Na* ve CI igerigi 6nemli dizeyde artmistir (P<0.05) ve bu artig
kontrole gore sirasiyla PT‘de 5.8 ve 3.1, PT-3B’da 3B’a gbre 6.9 ve 1.5, PT-5B’da
ise 5B’a gore 7.2 ve 1.8 kat artmigtir (Sekil 4.7A ve B). K* icerigi ise, tuz 6n
uygulamasinda sadece tuz uygulamasinda kontrole gére %40, PT-5B’da ise 5B’a
gore %10 oraninda azalmistir (P<0.05; $ekil 4.7C). Bunun yanisira, bor toksistesi
Arabidopsis bitkilerinin surgunidnde bor birikimi ile birlikte Cl-aliminin artmasina,
K* aliminin ise azalmasina neden olmustur (Sekil 4.7 B ve C). 3B ve 5B’da
sirasiyla K alimi kontrole gore %19.5 ve %21.5 oraninda azalirken; Cl- alimi 1.46
ve 1.06 kat oraninda artmistir (P<0.05).
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Sekil 4.7. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesinin Arabidopsis thaliana

bitkisinin (A) sodyum, (B) klor ve (C) potasyum miktarlari Gzerine etkisi.
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4.2.2. Membran Bitunliigiindeki Degigimler

Oksidatif stres sonucu olusan serbest radikaller membranlarda lipid
peroksidasyonlarina neden olmaktadir. Lipid peroksidasyonun son uriniu olan
malondialdehit (MDA) miktarindaki degisimlerde membran hasarlari hakkinda
bilgi vermektedir. B toksisitesine maruz kalan Arabidopsis thaliana bitkilerinde
MDA miktari kontrole gore 3B’da 2.52 kat, 5B’da ise 3.45 kat artmistir (P<0.05).
Tuz 6n uygulamasi yapilan gruplarda ise PT-3B’da 3B’a gore %29, PT-5B’'da
5B’a gore %22 oraninda daha az MDA miktari belirlenmistir ve bu farklar

istatistiksel olarak anlamlidir (P<0.05; Sekil 4.8).

0.40

0.35 1

0.30 - LSD %5

0.25 1 1

0.20 A

H

0.15 1

MDA igerigi (nmol g YA')

0.10 {—

0.05 A

0.00

' 3B 'PT—3B' ' 5B '
Uygulamalar
Sekil 4.8. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesinin Arabidopsis

thaliana bitkisinin MDA igerigi Uzerine etkisi

4.2.3. Fotokimyasal Aktivitedeki Degisimler

Klorofil a fluoresans oOlgumleri, kontrol ve uygulamalar sonunda Arabidopsis
yapraklarinin 30 dk karanliga adapte olmasinin ardindan gergeklestiriimistir.
Fluoresans d6lguim verilerinin analizi, fotosentetik aparattaki enerji akislari teorisi
temeline dayanan ve “JIP-testi” olarak bilinen teste gore yapilmaktadir. Bor
toksisitesinin Arabidopsis yapraklarinda olgulen fluoresans gegisleri (OJIP)
logaritmik zaman skalasinda cizilmigtir (Sekil 4.9). Tipik bir OJIP egrisi (Kautsky
egrisi); O-J, J-l1 ve I-P evreleri olmak Uzere U¢ ana faza sahiptir. Kautsky egrisi,
Arabidopsis thaliana’da toksik B duzeylerinin klorofil a fluoresans gegislerini
etkiledigi ve tuz ©On uygulamasinin B toksisitesinin etkisini hafiflettigini
gostermektedir (Sekil 4.9A). Tuz 6n uygulamall ve uygulamasiz B toksisitesi

gruplarindaki bitkiler, kontrole gore degisimler gostermekle birlikte tipik OJIP
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polifazik yukselisi gostermislerdir. O-J fazinin B uygulama gruplarinda kontrole
gore yukselis gostermektedir (P<0.05; Sekil 4.9.B).

2200

A
2000
3000 — 1800
L 1600
= 1400
2500 1200
0+ T T 1000 - T T T
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Sekil 4.9. (A) Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesine maruz kalan
Arabidopsis thaliana bitkisinin fotosentetik aparatlarindaki polifazik klorofil a
fluoresans gecisleri. Olglilen klorofil a fluoresans gecisleri kaydedilmis ve
logaritmik zaman Olgeginde (0.01-1 s) grafiklendirilmistir. Yapraklardaki
karakteristik polifazik OJIP egrileri; (B) O-J (C) J-I ve (D) I-P

Egrinin sonraki J-I fazi, batun uygulama gruplarinda kontrole gore dusuk
bulunmustur (P<0.05; Sekil 4. 9.C). Dusus 6n uygulama yapilmayan toksik B
gruplarinda on uygulama yapilan toksik B gruplarina gore daha yuksektir. B
toksisitesinin J-1 fazindaki olumsuz etkisi, |-P fazinda daha da belirginlesmistir
(Sekil 4.9.D). Bununla birlikte I-P genligindeki (amplitude) digusun, 5B grubunda
diger gruplara gore daha belirgin oldugu gorulmustur. Ancak, tuz 6n uygulamasi
bitkilerdeki B’un toksik etkisini 3B grubuna kadar iyilestirebilmistir (Sekil 4.9.D).
Tilakoid membranlardaki enerji akiglari teorisine gdre yapilan JIP testi
hesaplamalari ile uygulamalarin Arabidopsisin spesifik (PSII’'nin her bir dlgim
yapilan RC bagina hesaplanan; membran modeli) ve fenomenolojik (fotosentetik
ornegin dlglim yapilan her birim alanindan hesaplanan; yaprak modeli) enerji
akislari ve bazi JIP testi parametreleri Uzerine olan etkileri de incelenmistir (Sekil

4.10 - 4.13).
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Spesifik enerji akiglari tuz 6n uygulamali veya uygulamasiz B toksisitesinden
etkilenmistir (Sekil 4.10): Spesifik enerji akisi parametrelerinden reaksiyon
merkezi bagina absorbe edilen veya ortalama anten buyUkligunu ifade eden
ABS/RC’nin, tum bor uygulamalarinda kontrole gore onemli diuzeyde arttigi
bulunmustur (P<0.05).

Bitkilerde reaksiyon merkezi basina yakalanan eneriji akisi (TRo/RC) ve elektron
transportu (ETo/RC) ile fotokimya diginda 1si seklinde kaybedilen enerijiyi
(Dlo/RC) ifade eden degerler, B toksisitesinin artigsina bagl olarak anlamli
dizeyde artmistir (P<0.05; Sekil 4.10). Tuz 6n uygulamasi ile bu etkinin
hafifletildigi belirlenmistir. B uygulamalarinin artisina bagl olarak PSl'in en son
elektron alicilarini redukleyen ve her bir aktif reaksiyon merkezine transfer edilen
elektron akisini yansitan REo/RC’deki artis da ABS/RC’deki degdisimle benzer

olarak inaktif reaksiyon merkezleri sayisindaki artisla baglantili olabilir.
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Sekil 4.10. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesine maruz kalan
Arabidopsis thaliana bitkisinin fotosentetik aparatlardaki spesifik enerji akislari
(RC basina)

Bununla birlikte, yakalanan eksiton enerjisinin elektron olarak elektron
transportuna aktariminin kuantum verimi hakkinda bilgi veren ¢eo (ETo/ABS)

degerleri model bitkide artan B toksisitesi altinda onemli dizeyde azalmistir
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(P<0.05; 3B’da %7, 5B’'da ise %34 oraninda; Sekil 4.11). Bitkilerde artan B
toksistesi ile PS 1I'nin donor (verici) ve PSl'in akseptor (alici) bdlgelerinin redoks
durumu hakkinda bilgi veren sirasi ile Vk/Vs ve AVip parametrelerindeki
degisimler de incelenmigtir (Sekil 4.11). Model bitkide oksijen olugturan
kompleksin (OEC) inaktivasyonunu ve olasi hasarini belirten Vk/Vs degeri de
3B’da %13, 5B’da ise %26 oraninda artmistir (P<0.05). Bunun yani sira, B
konsantrasyonunun artigina bagh olarak AVie degeri istatistiksel olarak dnemli
dizeyde azalmistir (P<0.05).

Bor toksisitesi ile reaksiyon merkezi basina yakalanan enerjinin fotokimyasal yola
aktariimadan 1si1 olarak enerji kaybinin (DIo/RC) artmasinin yani sira; enerji
yayliminin kuantum verimini (t= 0 sn) ifade eden ¢oo (Fo/Fm) degeri bitkilerde
bor toksisitesinde dnemli dizeyde artmistir (P<0.05; Sekil 4.11). QA’yi redukte
etme kapasitesine sahip reaksiyon merkezlerinin yogunlugu gosteren RS/CSo;
tim uygulamalarda kontrole gore onemli duzeyde azalmistir. Ancak bu
azalmanin toksik bor dizeylerinde daha dramatik oldugu belirlenmistir (Sekil
4.11).

PSII'nin yapisal ve fonksiyonel durumunu belirten SFlabs) ile PSI'in alici
tarafindaki azalmayi belirten AVip parametresine ait degerler ise Arabidopsis
bitkisinde artan B toksisitesi altinda 6nemli dizeyde azalmistir (P<0.05; sirasiyla
3B’da %20 ve %11, 5B’da %34 ve %11 oraninda azalig). B toksistesinin model
bitkinin fotosistemlerinde olusturdugu yapisal ve fonksiyonel inhibisyon tuz 6n
uygulamasi ile hafifletildigi saptanmistir (Sekil 4.11).

Bitkinin fotosentetik performansini ortaya koyan performans (canlilik) indeksleri
(Pr'leri - Plass ve Plrot) en ¢ok kullanilan hassas JIP parametrelerindendir ve her
iki Pl parametresi de B toksisitesi altinda Arabidopsis thaliana’da énemli dizeyde
azalmistir (sirasiyla 3B’da %34 ve %43, 5B’da, %53 ve %57 oraninda azalig)
(P<0.05; Sekil 4.12). Pl'lardaki bu azalma, B toksisitesi altinda model bitkide Pl
bilesenlerinin genel olarak anlamli dizeyde azalmasinin sonucudur. Reaksiyon
merkezi basina PSII anten klorofilleri tarafindan indirgenen Qa miktari (RC/ABS)
ile primer fotokimyasal reaksiyonun etkinliginin gostergesi (oro/(1 - pro)’'ndaki bu
azalma diger bilesenlere goére daha fazladir ve bu azalis sirasiyla 3B
uygulamasinda %15 ve %18, 5B ‘da ise %24 ve %28 oranindadir (P<0.05).
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Bunlarin yani sira, tuz 6n uygulamasi ile artan bor toksisitesinin Pl'leri ve

bilesenleri Uzerindeki olumsuz etkisi azaltildigi goriimektedir.

—K PT

——3B —— PT-3B Peo
— 5B PT-58 15
1.2
VK/VJ Ppo
AV RC/CSo

SFl(abs)
Sekil 4.11.Tuz 6n uygulamali veya uygulamasiz olarak farkli konsantrasyonlarda
bor toksisitesine maruz kalan Arabidopsis thaliana bitkisinin fotosentetik
aparatlarinda enerji akis teorisine dayanan ve JIP test ile hesaplanan bazi JIP

parametrelerindeki degisim

Plabs "

2
Sro/(1-8ro) T OO T
U
(L I T N O I I e e I I |
BPT-5B 5B DOPT-38 ®3B ®PT

P,/(1-%,) I
T 11T 1T T1T71TT1
- T
@ro/(1-0po) OO O OO

RC/ABS

-60 -50 -40 -30 -20 -10 0

Kontrole Gore Degisim (%)
Sekil 4.12.Tuz 6n uygulamali veya uygulamasiz bor toksisitesinin Arabidopsis
thaliana bitkisinin fotosentetik performanslari ve bilesenleri Uzerine etkisi
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Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesine maruz kalan Arabidopsis
thaliana bitkisinin birim yaprak alani bagina (CSo), PS II'deki fenomolojik eneriji
akislari yaprak pipe-line modeli ile agiklanmigtir (Sekil 4.13). Bu modelde enerji
akisl, yakalanan fotonlar, elektron transportu ve fotokimyasal olmayan
kullanimdaki degisimler oklarin kalinliklari ile gOsterilmistir. Toksik B

konsantrasyonunun artigina bagl

5B PT-5B

Sekil 4.13. Tuz 6n uygulamal ve uygulamasiz bor toksisitesine maruz kalan
Arabidopsis thaliana bitkisinin yapraklarindaki fenomolojik enerji akiglari (birim
yaprak alani basina, CSo). Fenomolojik enerji akis parametrelerini gdsteren
oklarin geniglikleri, parametrelerin nispi degerlerini temsil etmektedir. Enerji
akisglari; her bir yaprak alani basina absorplanan enerji (ABS/CSo), yakalanan
enerji (TR/CSo), elektron tagsima (ET/CSo) ve asiri uyarilma enerjisinin isi olarak
yayllimini (DI/CSo) icermektedir. Siyah daireler inaktif, agik daireler aktif

reaksiyon merkezlerini temsil etmektedir.
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olarak bitkilerin fenomenolojik enerji akislarinda da dnemli degisimlerin oldugu
saptanmistir (P<0.05; Sekil 4.13). Birim yaprak alani bazinda absorblanan
uyariima enerjisi (ABS/CSo0), yakalanan enerji (TRo/CSo) toksik B
konsantrasyonunda anlaml dizeyde (P<0.05) artis sergilemigtir. Absorblanan
enerjinin fotokimyasal kullanimi (ETo/CSo) ©6nemli dizeyde bir degisim
gOstermemis, enerjinin buyuk bir kismi is1 seklinde (DIO/CSo) kaybedilmistir.
Bununla birlikte toksik bor uygulamalari tilakoid membranlarda inaktif reaksiyon

merkezlerinin artisina yol agmistir.

4.2.4. Fotosentetik Pigment igerigindeki Degisimler

Bor toksisitesine maruz kalan Arabidopsis thaliana bitkilerinin yapraklarinda
bulunan toplam klorofil a+b miktarinin kontrole gére énemli dizeyde azaldigi
goérulmus ve toplam klorofil icerigi her iki B konsantrasyonunda da sirayla %42
ve %43 oraninda azalmistir (Sekil 4.14). Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor
toksisitesine maruz kalan Arabidopsis thaliana bitkisinin yapraklarindaki toplam
klorofil iceriklerindeki degisim en ylksek B uygulamalari arasinda (PT-5B ve 5B)
onemli bulunmamistir (P>0.05; Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesinin Arabidopsis
thaliana bitkisinin toplam klorofil (a+b) miktari Gzerine etkisi
Toplam klorofil igeriginin yani sira, B toksisitesine bagli olarak Arabidopsis
bitkilerinde klorofil a/b orani da kontrole gére dnemli dizeyde azalmistir (P<0.05;
iki B konsantrasyonunda da kontrol grubuna gére %18 azalma gérulmustur; Sekil
4.15).
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Sekil 4.15. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesinin Arabidopsis
thaliana bitkisinde klorofil a/b orani Gzerine etkisi

Arabidopsis bitkilerinde B toksistesine bagh olarak toplam karotenoid (x+c)
miktarinin anlamh dlzeyde azaldigi belirlenmistir (P<0.05; 3B ve 5B
uygulamalarinda sirasiyla %43 ve %39 oraninda azalma). Tuz 6n uygulamasinda
ise Arabidopsis bitkilerinde sadece PT-3B’da 3B’a gore azaliglarin anlaml oldugu
(%10) saptanmistir (P<0.05; Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesinin Arabidopsis

thaliana bitkisinin toplam karotenoid miktar1 Uzerine etkisi
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4.2.5. Hidrojen Peroksit (H202) Miktarindaki Degisimler

B toksisitesi altinda Arabidopsis bitkilerinde H202 miktari da MDA’'ya benzer
degisimler sergilemigtir. H202 miktari kontrole gore 3B’da %72, 5B’da ise %85
oraninda artmigtir. Tuz 6n uygulamalari ile H202 miktarinda B toksisitesinin
neden olabilecegi artislarin azaltildig1 ve H202 miktarlarinin PT-3B’da 3B’a gére
%25 ve PT-5B’da ise 5B’a gore %22 oraninda daha dusuk oldugu tespit edilmigstir
(Sekil 4.17). Bu farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05).
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0.0

K PT 3B PT-3B 5B PT-5B
Uygulamalar
Sekil 4.17. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesinin Arabidopsis

thaliana bitkisinin H202 igerigi Uzerine etkisi

4.2.6. Tolerans Kazaniminda Savunma Sistemlerinin Rolu

4.2.6.1. Antosiyanin ve Flavonoid Pigment Miktarlarindaki Degisimler
Arabidopsis thaliana bitkilerinin yapraklarinda antosiyanin miktari;; bor
toksisitesine maruz kalan bitkilerde kontrollere gore sadece 5B uygulamasinda
%36 orani ile anlamli dizeyde artarken, tuz 6n uygulamalarinda ise PT-3B’da
3B’a gore %64, PT-5B’da ise 5B’a gore %57 oraninda daha fazla oldugu
belirlenmistir (P<0.05; Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesinin Arabidopsis
thaliana bitkisinin antosiyanin igerigi Uzerine etkisi
B toksisitesine maruz kalan Arabidopsis bitkilerinde flavonoid igerigi de
antosiyanin ile uyumlu sonuglar vermistir. B toksisitesi altindaki bitkilerde
kontrollerine gore 3B’da %17, 5B’da ise %18 oraninda dnemli duzeyde artarken,
tuz 6n uygulamalarinda ise PT-3B’da 3B’a gore %15, PT-5B’da ise 5B’a gore
%57 oraninda daha fazla oldugu belirlenmistir (P<0.05; Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesinin Arabidopsis

thaliana bitkisinin flavonoid igerigi Gzerine etkisi
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4.2.7. Metaloid Detoksifikasyonunda Rol Alan Bazi Enzim Aktivitelerindeki
Degisimler

4.2.7.1 Askorbat Peroksidaz (APX) ve Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktiviteleri
Asada-Halliwell (askorbat-glutatyon) yolunda yer alan APX ile GR enzim
aktiviteleri benzer yonde degisim gostermistir (Sekil 4.20 ve 4.21). Her iki enzim
aktivitesi de bor toksisiteleri altinda sadece 3B’da kontrole gbére anlamli dizeyde
azalmistir (P<0.05) ve bu azalis APX’de %38 iken GR’da %31 oraninda olmustur.
Bunun yani sira tuz 6n uygulamasinda ise APX ve GR enzim aktiviteleri PT-3B’da

3B’a gore %45 ve %83, PT-5B’da ise 5B’a gore %22 ve %21 oraninda artmistir.
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Sekil 4.20. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesinin Arabidopsis

thaliana bitkisinin APX aktivitesi Uzerine etkisi
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Sekil 4.21. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesinin Arabidopsis

thaliana bitkisinin GR aktivitesi viizerine etkisi
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4.2.7.2. Peroksidaz (POD) Aktivitesi

B toksisitesi altindaki Arabidopsis bitkilerinde 6n uygulamali ve 6n uygulamasiz
gruplarda peroksidaz (POD) aktivitesi kontrole gore; PT-3B grubunda %46, PT-
5B grubunda %66 artmistir (P<0.05). On uygulamali B gruplari 6n uygulama

yapilmayan gruplara gore anlaml sekilde iyilestirici etki gostermistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesinin Arabidopsis

thaliana bitkisinin POD aktivitesi Uizerine etkisi

4.2.7.3. Glutatyon S-Transferaz (GST) Aktivitesi

Arabidopsis thaliana bitkisinde yapilan 6n uygulamal ve 6n uygulamasiz bor
toksisitesi glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesini kontrole gére 3B grubunda
%39 artirmis ve 5B grubunda ise %45 azaltmistir (P<0.05; Sekil 4.23). Tuz 6n
uygulamali ve 6n uygulamasiz B toksisitesi gruplari arasindaki farklar PT-3B’da
3B’a gore %32; PT-5B’da ise 5B’a gore %37 oraninda onemli bir artig
saptanmistir (P<0.05).
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Sekil 4.23. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz bor toksisitesinin Arabidopsis

thaliana bitkisinin GST aktivitesi Uizerine etkisi

4.2.8. Arabidopsis thaliana’da, Tuz On Uygulamasi ile Bor Toleransinda
Antosiyanin Biyosentez Yolaginda Yer Alan Bazi Gen ve/veya Genlerdeki
Degisimler

4.2.8.1. RNA Miktarinin ve Kalitesinin Belirlenmesi
Arabidopsis thaliana bitkisinin yapraklarindan izole edilen RNA'lar oncelikle
agaroz jel elektroforezi ile goruntilenmis olup ardindan da NanoDrop ile miktar

tayini yapilmistir (Sekil 4.24)

28S rRNA
18S rRNA

5S rRNA

Sekil 4.24. Yaprak dokusundan izole edilen toplam RNA’larinin agaroz jel

elektroforezi goruntileri

4.2.8.2. Genlerin Oransal ifadesi
PAL2 (Phenylalanine Ammonia Lyase 2) geninde PT-3B grubunda kontrole gore
anlamli bir artis saptanmistir (P<0.05; 2.8 kat; Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Tuz 6n

Arabidopsis thaliana bitkisinde PAL2 geninin ifade oranlari. Farkh kuguk harflar
uygulamalar arasindaki farkin %5 duizeyinde 6nemli oldugu gdstermektedir
Ayrica, tuz 6n uygulamali gruplarda 6n uygulama yapilmayan gruplara gore PAL2

geninin ifadesindeki artis istatistiki agidan énemli bulunmustur. Fakat toksisite
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seviyesi arttikga bu ifade artisinin azaldigr géraimastar.

C4H (Cinnamate 4-Hydroxylase) geninde kontrole gore sadece PT-3B, 5B, PT-
5B gruplarinda anlamli bir artis gorilmus (sirayla; kontrole goére 2.3 kat, 3.3 kat),

diger gruplar arasinda anlamh bir fark bulunmamistir (P<0.05; Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Tuz 6n

Arabidopsis thaliana bitkisinde C4H geninin ifade oranlari (Bknz $ekil 4.25)

uygulamali ve uygulamasiz B toksisitesine maruz kalan
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uygulamali ve uygulamasiz B toksisitesine maruz kalan
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Tuz 6n uygulamali ve O6n uygulamasiz bor toksisitesi altindaki Arabidopsis
bitkilerinde 4CL3 (Coumarete-CoA Ligase) geni ifadesi, PT-3B grubunda kontrole
ve 3B grubuna gore anlamli seviyede artmigtir (kontrole gore 7.2, 3B’a gére 3
kat). PT-5B grubunda ise kontrol grubuna gore anlaml artis gérulurken (P<0.05;
2.7 kat), 5B grubuna goére artis dnemli bulunmamistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz B toksisitesine maruz kalan
Arabidopsis thaliana bitkisinde 4CL3 geninin ifade oranlari(Bknz Sekil 4.25)
MYB75 (MYB Domain Protein 75) gen ifadesinde toksik B kosullarinda kontrol
grubuna goére anlamli bir artis goralmustar (P<0.05; 3B'da 14, PT-3B’da 21, 5B’da
16
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Sekil 4.28. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz B toksisitesine maruz kalan

Arabidopsis thaliana bitkisinde MYB75 transkripsiyon faktorinun ifade oranlari

(Bknz Sekil 4.25)
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PT-5B’da 8 kat). Fakat PT-3B, 3B ve 5B gruplari arasindaki fark anlamh
saptanmazken, PT-5B grubunda 5B grubuna gore anlaml bir azalis belirlenmigtir
(P<0.05; yaklasik %50; Sekil 4.28).

MYB114 (MYB Domain Protein 114) tim uygulamalarda kontrole goére artis
(3B’da 11 kat, PT-3B’da 8 kat, 5B’da 5 kat ve PT-5B’de 3 kat) dnemli bulunmustur
(P<0.05; Sekil 4.29). Tuz 6n uygulamalarinda B toksitelerine gore sadece PT-
3B ile 3B arasindaki degisimin dnemli oldugu saptanmigstir (P<0.05; yaklasik %30

azalma) .
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Sekil 4.29. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz B toksisitesine maruz kalan
Arabidopsis thaliana bitkisinde MYB114 transkripsiyon faktorinin ifade oranlari
(Bknz Sekil 4.25)

MYBD transkripsiyon faktorinin ifadesinde PT-5B hari¢ diger uygulama
gruplarindaki artis kontrole gére anlamli bulunmustur (P<0.05; Sekil 4.30). Bunun
yani sira, tuz 6n uygulamalarinda MYBD transkripsiyon faktérinin ifadesi bor

toksisite uygulamalarina gore daha duguk bulunmustur.
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Sekil 4.30. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz B toksisitesine maruz kalan
Arabidopsis thaliana bitkisinde MYBD transkripsiyon faktérinin ifade oranlari
(Bknz Sekil 4.25)

Diger yandan, TT8 (Transparent Testa 8) transkripsiyon faktérinin ifadesindeki
degisim incelendiginde; uygulamalar arasinda anlaml bir fark belirlenmemistir
(Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz B toksisitesine maruz kalan
Arabidopsis thaliana bitkisinde TT8 transkripsiyon faktérunin ifade oranlari (Bknz
Sekil 4.25)

ANS (Antosiyanidin sentaz) geninin ifade seviyesindeki degisim, tuz o6n
uygulamali ve 6n uygulamasiz bor toksisitesi altindaki bitkilerde istatistiki agidan
onemli bulunmamistir (P>0.05; Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz B toksisitesine maruz kalan
Arabidopsis thaliana bitkisinde ANS geninin ifade oranlari (Bknz Sekil 4.25)
Tum uygulamalarda GSH1 (Glutamate Cysteine Ligase) gen ifadesindeki
degisimin sadece 3B grubunda anlamli oldugu, diger gruplardaki degisimin ise

istatistiki olarak 6nemli olmadigi saptanmistir (P>0.05; Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz B toksisitesine maruz kalan
Arabidopsis thaliana bitkisinde GSH1 geninin ifade oranlari (Bknz $ekil 4.25)
GST26 (Glutathione S-Transferase 26) geni ifadesinde ise PT-3B ve PT-5B
arasinda bir fark belirlenmezken, bu tuz 6n uygulamalar ile kontrol (PT-3B 2.9
kat, PT-5B 3 kat artig) ve B toksisite gruplari (PT-3B 3B’ye gére 2.5 kat, PT-5B
5B’ye gore 5.6 kat artig) karsilastirildiginda anlamli bir artig gérulmustur (P<0.05;
Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. Tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz B toksisitesine maruz kalan

Arabidopsis thaliana bitkisinde GST26 geninin ifade oranlari (Bknz Sekil 4.25)
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5. TARTISMA

Bor, bitki buyume ve gelisme surecinde metabolizmanin etkili bir sekilde
surdurulebilmesi i¢in zorunlu ihtiya¢g duyulan mikro-besin elementlerinden biridir
(Warington, 1923). Ancak, tipik bir mikro-besin elementi gibi bitkinin ihtiyag
duydugu optimal bor miktari, noksanlik ile toksisite arasinda dar bir aralikta yer
almaktadir (Garcia-Sanchez ve ark., 2020). Toleransl bitkiler 2-4 mg L* B ile
sulama suyundaki B'nin toksik etkisinin tstesinden gelebilirken, 0,3 mg L B'dan
daha yuksek deg@erler hassas bitkiler i¢in toksisiteye yol agabilir (Nable, Banuelos
ve Paull, 1997). Ylksek bor duzeyi bitkilerin pek ¢ok metabolik surecine etki
ederek, buyume ve biyokutle Uretiminde azalmaya neden olmaktadir. Toksik
dizeyde bor elementinin bitkiler Uzerindeki etkisi bitkinin tirine, fenolojik
evresine, toksisiteye maruz kaldigi sureye ve toksisite siddetine bagl olarak

degisim gostermektedir.

Transgenik yaklasim metotlari kullanilmadan, dogal kosullarda bor akumulatoru
Ozelligi olmayan bitkilerin, bor toksisitesine dayaniklihdini artirmak igin, bazi
uygulamalar yapilarak bitkiler uyumlandirilip bor toksisitesinin olumsuz etkilerine
kargi dayanikli hale gelmeleri saglanabilmektedir. Silikon (Celikkol Akgay ve
Erkan, 2016), mannitol (Coskun ve ark., 2014), nitrik oksit (Esim ve Atici, 2013),
kalsiyum (Siddiqui ve ark., 2013), tuz (Grieve ve ark., 2010), ve arbuskular
mikoriza (Liu ve ark., 2018) gibi uygulamalarin, toksik bor kosullari ile birlikte
verildiginde bitkide bor toksisite zararlarini azalttigi ileri surtlmektedir. Bu
uygulamalarda temel mekanizma; hucre zarinda uygulamasi yapilan maddenin
bor ile yarisa girmesi ya da dolayli olarak bor toksisitesinin sebep oldugu oksidatif
zararin bu uygulamayla azaltilmasi esasina dayanmaktadir. Literatirde, bor ile

iligkili yapilan bir¢gok ¢alisma bu ve benzeri mekanizmalarla iligkilidir.

Bu tez kapsaminda, iki farkli toksik bor konsantrasyonunda tuz 6n uygulamali ve
uygulamasiz gruplarin toprak Ustu dokularindaki bor, sodyum, potasyum ve klor
birikimi belirlenmistir (Sekil 4.6-4.7A, B ve C). Bor konsantrasyonunun artigina
bagli olarak toksisite semptomlarinin ve dokulardaki bor birikiminin arttigi, tuz 6n
uygulamasi yapilan gruplarda ise bu birikimin ve toksisite semptomlarinin

azaldigi tespit edilmistir. Tuz 6n uygulamasi yapilan gruplarda sodyum ve klor
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birikiminin diger gruplara gére onemli dizeyde artis gdstermesi, bu gruplara
verilen tuzun alindigini ve biriktigini gdstermektedir (Sekil 4.7A ve C). Ayrica, bor
toksisitesi surgunlerdeki bor birikimi, K* aliminin azalmasina neden olmustur
(Sekil 4.7B). Bitkiye kokleri vasitasiyla alinan B elementi hicreye kismen lipid
tabakasindan pasif difiizyon yoluyla girebildigi gibi, kismen de protein kanallar
ve aquaporinler vasitasiyla girebilmektedir (Pereira ve ark., 2021). Ayrica bor
elementinin kokten yaprak uglarina kadar tasinimi; hem ksilem boyunca
transpirasyon akimi ile, hem de floem Uzerinden polioller -seker alkoler- ile
kompleks olusturarak gercgeklestirildigi bildiriimektedir (Landi ve ark., 2019; Brdar-
Jokanovi¢, 2020; Pereira ve ark., 2021). Arabidopsis bitkisinde bor aliminin
artarken K* aliminin azalmasi, rizosferde K* ile bor elementinin rekabet etmesi
ve bor elementinin K ’un kokten surgune translakosyonunun olumsuz etkilenmesi
ile iligkili olabilecedi bildirilmistir (Sarafi, Chatzissavvidis ve Therios, 2017). Bunun
yaninda, tuz on uygulamasina maruz kalan bitkilerde, bor aliminda rol oynayan
aquaporinlerin iglevselliginin azalmasi ile bitkilerde bor birikiminin sinirlandirilarak
borun toksik etkisinin hafifletilebilecegi bildiriimektedir (Martinez-Ballesta, Bastias
ve Carvajal, 2008). Bazi bitkiler ile yapilan c¢alismada; tuzluluk ve yuksek B
konsantrasyonunun birlikte uygulanmasinin, dayanikli genotipte B ve Na*
arasindaki alim yolunda olusan rekabet nedeniyle tuzun olumsuz etkilerinin
azaltildigi bildirilmistir (Alpaslan ve Glnes, 2001; Eraslan, Savasturk ve Gunes,
2007; Banon ve ark., 2012). Tez kapsaminda elde edilen bulgular, Na* ve B
elementinin aliminda ve tasiniminda bir yarisin olmadigini, on tuz uygulamasi ile
B aliminin duzenlenerek, sinirlandiriidigini ve bdylece B toksisitesinin olumsuz
etkilerinin hafifletildigini dugindirmektedir. Tuz 6n uygulamalarinda K* icerigin
azalmasinin nedeni Na ve K arasindaki antogonistik etkilesim ile iligkili olabilir
(Lee ve ark., 2006).

Bitkilerde yuksek verim gostergesine katki saglayan parametreler yaprak ylzey
alani, yas ve kuru kutledeki degisimlerdir. Bu parametreler incelendiginde, yaprak
yuzey alani artan bor toksisitesinde 6nemli dizeyde azalmistir (Sekil 4.2). Ancak
tuz 6n uygulamasi yapilan gruplarda bu azalig, her iki toksisite dluzeyinde de
hafifletilmistir. Ayni 6runtu bitkilerin yas ve kuru agirhgi incelendiginde de

gorilmus, tuz On uygulamasinin toksik bor dizeyinin olumsuz etkilerini
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iyilestirdigi tespit edilmistir (Sekil 4.3 - 4.4 - 4.5). Benzer sonuglar aycicegi ile
yapilan ¢alismada da gosterilmistir (Ekmekgi ve ark., 2020).

Bor toksisitesinin hedeflerinden biri de membranlar olup, toksisiteye bagh olarak
olusan peroksidasyonlar membran gegirgenliginde bozulmalara neden olur (Hua
ve ark., 2021). MDA, ¢oklu doymamis yag asiti hidroksiperoksitlerinin bozunmasi
ile ortaya cikan ve lipid peroksidasyonunun belirlenmesinde siklikla kullanilan
onemli bir belirtectir (Petridis ve ark., 2012). Arabidopsis thaliana bitkilerinde MDA
birikimi, bor toksisitesinin artisa bagl olarak énemli dizeyde (yaklasik 2.5 - 3.5
kat) artmistir (Sekil 4.8). Tuz 6n uygulamasi ile MDA igerigindeki artis bor
uygulamalarina gore daha dusuk oldugu saptanmistir. Bu bulgu, 6n uygulama ile
muhtemelen membranlarda olugan hasarlarin giderilebilmesi igin gerekli
fosfolipid yenilenme mekanizmasinin devreye sokularak membran batanligundn

korundugunu gostermektedir.

Birgok abiyotik stres faktoru gibi B toksisitesi de bitkilerin fotosentetik aktivitesini
dogrudan veya dolayli yonden etkilemektedir. Fotosentezdeki bu olumsuz
etkilenme klorofil a fluoresans kinetigindeki degisimler ile ortaya konulmustur.
Polifazik klorofil a fluoresans gecisleri (OJIP), JIP testi kullanilarak fotosentetik
akislar hakkinda ayrintil bilgi saglamakta boylece bitkilerde stresin neden oldugu
degisiklikleri ortaya koymakta bir ara¢ olarak kullaniimaktadir (Oukarroum ve
ark., 2007; Kalaiji ve ark., 2016). Tipik OJIP egrisi (Kautsky egrisi), O-J, J-I ve I-P
olmak Uzere U¢ ana faza sahiptir. Fotosistemlerin redoks durumundaki
degisiklikleri temsil eden bu fazlar, gevresel streslere karsi olduk¢a duyarlidir
(Strasser, Tsimilli-Michael ve Srivastava, 2004; Umar, Uddin ve Siddiqui, 2019).
OJIP egrisi, Arabidopsis bitkisinde toksik B dluzeylerinin fluoresans gegislerini
etkiledigi ve tuz On uygulamasinin B toksisitesinin etkisini iyilestirdigini
gOstermektedir (Sekil 4.9A). Tum uygulamalarda bitkiler tipik OJIP polifazik
yukseligi sergilemiglerdir. OJIP egrisinin O-J fazi; fotosistem Il (PSIl)'nin primer
elektron alicisi Qa’nin indirgenme durumunu yansitir, anten boyutu hakkinda bilgi
verir ve 1sik bagimh fotokimyasal bir fazdir. Uygulamalarda O basamagindaki
onemsiz degisimler, anten komplekslerinden reaksiyon merkezlerine enerji
kaybinin ¢cok az ya da olmadigini gostermektedir. O-J fazinda kontrole gore
Ozellikle 5mM B konsantrasyonunda daha yiksek olusu, Qa’In

reoksidasyonunda bir problem oldugunu gostermektedir (Sekil 4.9B). Egrinin bir
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sonraki J-1 fazi; plastokinon havuzunun indirgeme durumu ile iligkilidir. J
basamagindaki artig, elektronlarin sonraki basamaklara aktariminda sorun
oldugunu ve indirgenmis PQ’nun birikimini gostermektedir (Kalaji ve ark., 2014).
Fotokimyasal etkinlik analiz sonuglarina gore, model bitkide B toksisitesinin J-I
fazinda neden oldugu olumsuz etkilenme, |-P fazinda daha da belirgin ortaya
cikmistir (Sekil 4.9D). Tum uygulamalarda I-P fazinin yukselisindeki ve
dolayisiyla genligindeki dusus, kontrole gore dnemli bulunmustur (Sekil 4.9D). I-
P genligindeki dususun, 5mM B toksisitesinde diger uygulamalara goére, daha
dramatik oldugu ancak, tuz on uygulamasi ile bu olumsuz etkinin 3mM B
toksisitesi dlizeyine kadar hafifletildigi gorllimektedir (Sekil 4.9D). Genlikteki
azalma PSl'e dogru olan elektron aktariminda bir problem oldugunu
digundurmektedir. I-P fazinin PSI'in akseptor (alici) tarafindaki indirgenme
oranini gosterdigi gibi, PSI'in reaksiyon merkezinin (RC) miktar ile de iliskili
oldugu bildiriimektedir (Ceppi ve ark., 2012; Goltsev ve ark., 2016; Ripoll ve ark.,
2016; Kalaji ve ark., 2018). Bunun yani sira, B toksisitesi altinda I-P genligindeki
azalma,; plastosiyanin ve P700* 'nin yeniden indirgenmesi, siklik elektron taginimi
boyunca elektron aktariminin azalmasi, PSI son elektron alicilarina dogru
elektron transfer etkinliginin azalmasi veya PSI| kompleksinin miktarindaki
azalmaya bagl olarak PSI'nin alici tarafindaki inhibisyonu yansitabilecedi ileri

surtlmektedir (Kalaji ve ark., 2016).

Tilakoid membranlarda enerji akiglari teorisine dayanan JIP testi
hesaplamalarina gére model bitki Arabidopsis’te PSII'nin RC basina hesaplanan
spesifik enerji akislari, tuz 6n uygulamali veya uygulamasiz B toksisitesinden
etkilenmistir (Sekil 4.10): Spesifik enerji akisi parametrelerinden reaksiyon
merkezi bagina, absorbe edilen veya ortalama anten buyukliguntu (ABS/RC),
yakalanan enerji akigi (TRo/RC) ve elektron transportu (ETo/RC) ile fotokimya
disinda is1 seklinde kaybedilen enerji (DIo/RC) B toksisitesine bagli olarak énemili
duzeyde artmistir (Sekil 4.10). Bu degisimler bitkilerde, enerji absorbsiyonu,
transferi ve kaybinin B toksisitesinden 6nemli dizeyde etkilendigini, tuz 6n
uygulamasi ile bu etkinin hafifletildigini gdstermektedir. B uygulamalarinin
artigsina bagh olarak ETo/RC, REo/RC ve ¢eo degerlerinde belirlenen degisimler,
B stresi altinda yakalanan uyariima enerjisinin elektron transportunda etkin bir

sekilde kullanilamadigi ve durumun kuantum verimini olumsuz etkiledigini
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gOstermektedir (Sekil 4.10-11). Bitkilerde oksijen olusturan kompleksin (OEC)
inaktivasyonunu ve olasi hasarini belirten Vk/Vs degeri B toksisitesinin artigina
bagli olarak artmigtir (yaklasik %13-%26) ve bu artis OEC’deki hasar ile birlikte
PSIlI donor kismindaki etkilenmeyi ifade etmektedir. Vk/Vs degerinin aksine;
PSII/PSI oranini yansitan (Ceppi ve ark., 2012; Umar, Uddin ve Siddiqui, 2019)
AVip degeri onemli duzeyde azalmistir. Ayrica AVie, I-P faz genliginin boyutu,
ferredoksin ve NADP’nin indirgendigi PS I'in gevresindeki elektron transport
etkinligini hakkinda da bilgi verir. Bu sonuglar, PSl'in etkilendigini bloke ettigini
gostermektedir. Bununla birlikte, B toksisitesi yakalanan enerjinin fotokimyadan
cok, 1sI olarak kaybedildigi (Dlo/RC’de artig) ve fotokimyasal kuantum veriminin
[ppo (Fo/Fm)'de artis] azaldigi saptanmistir (Sekil 4.10-11). Fotokimyasal
olmayan yatistirma OEC etkinligindeki azalma ile iligkili olabilir (Sun ve ark.,
2016). Muhtemelen, toksik B kosullarinda PSII'nin ¢ok fazla inaktif reaksiyon
merkezine sahip olmasi ve PSII alici bolgesinin bloklanmasi nedeni ile OEC’den
gelen fazla elektronlari kabul edememektedir. Bu durum fenomolojik enerji
akislari ile de tutarhdir (Sekil 4.13). Ayrica RC/CSo’nun toksik bor diizeylerindeki
dramatik azaligi Qa'yi redikte eden reaksiyon merkezlerinin yogunlugunun
azaldigini gostermektedir (Sekil 4.11). SFl@bs) degerindeki azalma ise PSll'de
yapisal ve fonksiyonel hasarin oldugunu gostermektedir. B toksisitesinin
fotosistemlerde olusturdugu yapisal ve fonksiyonel inhibisyon tuz én uygulamasi
ile iyilestirilerek, bitkilerde bor tolerans kazanimi saglandigi tespit edilmistir (Sekil
4.11).

Bor toksisitesi altinda Arabidopsis thaliana’da fotosentetik performans indeksleri
(Pl'leri - Plass ve Pltor) ve bilesenleri toksisitenin siddetine bagl olarak énemli
duzeyde azalmistir (Sekil 4.12). Tuz 6n uygulamasi ile de artan bor toksisitesinin
Pl'leri ve bilesenleri Uzerindeki olumsuz etkisi hafifletilerek, model bitkinin
toksisiteye kargi fotosentetik etkinlik acgisindan bir tolerans kazanimi
saglanabildigi canlihigi ortaya koyan bu onemli parametre ve bilesenleri ile de

dogrulanmaktadir.

Bor toksisitesinin PS II'deki fenomolojik enerji akiglari Uzerine etkileri
degerlendirilmis ve enerji akiglarinda da 6nemli degisimlerin oldugu saptanmistir
(Sekil 4.13). Birim yaprak alani bazinda hesaplanan tium parametrelerde
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(ETo/CSo harig) 6nemli dizeyde artis kaybedilmistir. Fenomolojik akiglardaki bu
degisimler, artan B toksisitesi bitkilerin birim yaprak alani basina aktif reaksiyon
merkezlerini uyarilma enerjisini 1s1 enerjisi seklinde yayacak havuzlar olan inaktif

reaksiyon merkezlerine donusturdugunian bir gostergesidir.

JIP test analizlerinden elde edilen bu bulgular, B toksisitesi altindaki bitkilerin
fotokimyasal etkinligindeki azalisin, aktif reaksiyon merkezindeki azals ve
enerjinin 1s1 seklinde kaybi ile iligkili oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica B
toksisitesi her iki fotosistemide olumsuz etkiledigi ve PSI ’in PSIlI'ye gbre daha
fazla etkilendigi belirlenmistir. Model bitkide B toksisitesinin neden oldugu bu
etkilenmenin fotosentetik etkinligi durduracak (fotoinhisyon) duzeyde olmadigi ve
tuz 6n uygulamasi ile hafifletilebildigi belirlenmistir. Bu bulgular MDA sonuglari ve

biyokutledeki degisim ile de uyumludur.

Yuksek bitkilerde 1sik enerjisini yakalayan ve fotosentetik pigment grubunu
olusturan klorofiller, fotosistemlerin hem isik toplayici anten komplekslerinde hem
de reaksiyon merkezinde bulunurlar (Scott, 2011). Bor toksisitesine maruz kalan
Arabidopsis thaliana bitkilerinin yapraklarinda toplam klorofil a+b iceriginin dnemili
dizeyde azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.14). Bununla birlikte, klorofil pigment
miktarindaki bu azalis klorozise yol acmistir (Sekil 4.1). Stres kosullari altinda
klorofil icerigindeki azalma; tilakoid membranlarda olusan hasarlara bagl olarak
fotosentez aktivitesindeki azalmalarla iligkili olabilecegi (Sekil 4.9; Sekil 4.13) gibi
pigmentlerin fotooksidasyonu veya klorofil yikimindaki artis ile de baglantil
olabilir (Ekmekgi ve ark., 2020). Toplam klorofil i¢ceriginin yani sira, B toksisitesine
bagli olarak Arabidopsis bitkilerinde klorofil a/b orani da 6nemli dizeyde
azalmistir (Sekil 4.15). Isik toplayici komplekste klorofil molekullerinin miktarinda
birbirlerine gdére degisimi goésteren klorofil a/b orani (Reed ve ark., 2012), PSI ve
PSII'deki anten boyutu hakkinda bilgi veren iyi bir indikator olup, klorofil a ve b
icerigine bagli olarak degismektedir (Cicek ve Cakirlar, 2008). Isik toplayici anten
komplekslerinde her iki Kklorofil pigmentleri (a ve b) bulunurken, reaksiyon
merkezinde ise sadece klorofil a yer alir ve buna bagli olarak daha kiguk bir
klorofil a/b orani, daha buyuk anten boyutuna; daha ylksek bir oran ise daha
kliguk anten boyutuna isaret etmektedir. Klorofil a/b oraninda bu bulgular,

fotosentetik parametrelerden olan ve anten boyutundaki degisim hakkinda da
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bilgi veren ABS/RC degerleri ile uyumludur (Sekil 4.10). Ayrica, tuz 6n
uygulamasina maruz kalan Arabidopsis bitkilerinde sadece PT-3B’da 3B’a goére
azaliglarin anlamli oldugu ve buna gore toplam klorofil miktari %11, klorofil a/b
orani ise %6 oraninda daha az oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.14-15). Pigment
iceriginin tuz 6n uygulamasi yapilan bitkiler ile sadece B toksisitesine maruz kalan
bitkilerde benzer yondeki degisimi, her iki uygulamada da i1s1gin absorpsiyonunu
azaltacak fotokoruyucu bir mekanizmanin devreye girmesinin de gdstergesi
olabilir (Liu ve ark., 2011; Koffler ve ark., 2014). Uygulamalarda hem anten hem
de reaksiyon merkezi pigmentlerinde azalma olmasi ile birlikte mevcut pigment
miktari fotosentetik aktivitenin devamlhiligini mdmkdn kilmistir.  Klorofil a

fluoresans analizleri de bu sonucu desteklemektedir.

Fotosentetik pigment ve sistemlerin bir diger grubunu olusturan karotenoidler,
pigment-protein komplekslerinin stabilizasyonunu saglama, asiri 1sik enerjisini
termal 1s1 seklinde yayarak olusabilecek aktif oksijen turlerine (AOT) karsi
fotosentetik aparatlari korumada rol oynarlar (Dankov ve ark., 2009). Arabidopsis
bitkilerinde B toksistesine bagli olarak toplam karotenoid miktarini onemli oranda
azalmigtir. Tuz on uygulamasinda ise Arabidopsis bitkilerinde karotenoid
iceriginde onemli bir iyilestirme saglamadigi tespit edilmistir (Sekil 4.16).
Fotosentetik pigmentlerde stres kosullari altinda birbirleri ile uyumlu sonuglar
elde edilmesi, klorofil pigmentleri ile karotenoidlerin fotosistemlerin anten
kompleksleri ile reaksiyon merkezlerinde birbirleri ile is birligi icinde oldugunu

gOstermektedir.

Aktif oksijen turlerinden (AOT) biri olan hidrojen peroksit (H202), Oznin elektron
alarak indirgenmesi sonucu olusan Oz*den kendiliginden veya SOD enziminin
katalizledigi reaksiyon sonucunda agiga c¢ikar. Diger ROS’lara gére daha kararli
olan H202, yuksek konsantrasyonlarda toksik bir molekil olarak rol oynarken,
dusuk konsantrasyonlarda sinyal molekllu olarak da islev gorur (Fedina, Nedeva
ve Cicek, 2009; Blokhina ve Fagerstedt, 2010). B toksisitesine bagh olarak
bitkilerde H202 miktari anlamli dizeyde artmistir (Sekil 4.17). Ayrica, tuz 6n
uygulamalari ile H202 miktarinda B toksisitesinin neden olabilecegi olumsuz etkiyi

yaklagsik %25 civarinda hafiflettigi tespit edilmistir. Bu sonuca gore tuz 6n
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uygulamasi ile H202 miktarlarindaki artisin daha dusuk olmasi ise bu molekulin
toksik etkiden ziyade hucresel sinyallerde gorev aldiginin gostergesi olabilir.

Antosiyanin, bitkilerde suda ¢ozunur fotosentetik olmayan pigmentlerden olan
flavonoid polifenolik bilegikler grubunda yer alir. Antosiyanin ve flavonoidler,
antioksidan gorevi gorur ve fotosentetik aparati, optik filtreler gibi islev gorerek
yuksek enerji akislarinin neden oldugu hasarlardan korurlar (Baskar, Venkatesh
ve Ramalingam, 2018; Stetsenko ve ark., 2020). Ayrica, flavonoidler ROS
uretimini tetikleyen gegis metal iyonlarini selatlayarak metal stresine karsi bitki
savunmasini artirabilir (Khalid ve ark., 2019). Arabidopsis bitkisinin B stresi
altinda antosiyanin sentez mekanizmasini yeterli diizeyde aktiflestiremedigini,
ancak tuz 6n uygulamasi ile de bu engeli agarak antosiyanin pigmentinin miktarini
bor toksisitesine gore %50 den daha fazla oranda artirabildigini gostermektedir
(Sekil 4.18). B toksisitesi altinda Arabidopsis bitkilerinde flavonoid igerigi de
antosiyanin ile uyumlu sonugclar vermistir (Sekil 4.19). Arabidopsis bitkisinde bor
toksisitesi ile kiyaslandiginda tuz 6n uygulamasinda flavonoid ve antosiyanin gibi
pigmentlerin sentezlerindeki artig, bu molekullerin B toksisitesinin neden

olabilecegi hasarlara karsi savunmada rol oynadiginin bir gostergesi olabilir.

Guaiakol peroksidaz (POD), Askorbat peroksidaz (APX), Glutatyon rediktaz
(GR) ve Glutatyon S transferaz (GST)’dan olusan metaloid toksisitesini bertaraf
eden antioksidan ag, stres kosullarinda sentezi artan ve toksik bir yan trtinu olan
H202’nin detoksifikasyonunda dogrudan/dolayh olarak énemli bir rol oynar
(Kumar ve ark., 2017). Asada-Halliwell (askorbat-glutatyon) yolunda yer alan
APX ile GR enzim aktiviteleri bulgulari bu yolun etkinliginin bor toksistesi altinda
azaldigini, tuz 6n uygulamasi ile borun toksik etkisinin Ustesinden gelindigini
gOstermektedir (Sekil 4.20 ve 4.21). Hem bor toksisitesinde kontrole, hem de tuz
on uygulamalarinda bor toksisitelerine gére POD enzim aktivitesi 6nemli dizeyde
artmistir (Sekil 4.22). Bununla birlikte, H202'in detoksifikasyonu esnasinda
redukte glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) donlUsuminiu katalize
eden GST enzim aktivitesi kontrole gore 3B’da %39 oraninda artarken, 5B’da
%45 oraninda azalmistir (Sekil 4.23). Tuz 6n uygulamalarinda ise GST aktivitesi
B uygulamalarina gére 6nemli oranda artmigtir. GST enzim aktivitesinde bu
degisim, 3B toksisitesi altinda 5B’a gére enzim aktivitesinin artisi ile Arabidopsis

bitkisinde H202 detoksifikasyonunda daha etkin rol oynayabildigi gorulmektedir.
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Tum antioksidan enzim aktivite sonuglari degerlendirildiginde, bor toksisitesi
kosullarinda sentezi artan H202’in detoksifikasyonunda en etkin enzimin POD
oldugu belirlenmistir. Ayrica 6n uygulamalarda POD, APX, GR ve GST
enzimlerin aktivitelerinin anlamh dizeyde artmasi ve tuz 6n uygulamasi ile bor
toksisitesinin savunma sistemleri Uzerindeki sinirlandirici etkisinin 6zellikle dusuk
bor dlzeyinde azaltilabildigini ortaya koymustur. Sonug olarak, H202 miktarinin
tuz 6n uygulamasinda bor toksisitesine gore anlaml diuzeyde dusuk olmasi,
antioksidan savunma  sistemlerinde gorev  alan enzimlerin ROT

detoksifikasyonunda etkin bir sekilde gorev aldigini géstermektedir.

Son yillarda yapilan galigmalarda, toksik B kosullarinda bitkilerin dokularindaki B
miktarini azaltabilmek igin B-antosiyanin komplekslerini olusturup, vakuolde
biriktirerek B tolerans kazaniminin saglanabildigi bildirilmistir (Landi Tattini ve
Gould, 2015). Ayrica, GST ve GSH’in da vakuolar B-antosiyanin kompleksinin
birikimine katki saglayabildigi ileri surdlmustir (Petrussa ve ark., 2013).
Antosiyaninler sitozolde GSH ile tek bagslarina ya da GST aktivitesi ile gegici
olarak metal veya metaloidi iyonlarla glutatyonilantosiyanin-metal (ya da
metaloid) baglanarak kompleksler olusturur (Landi Tattini ve Gould, 2015). Bu
nedenle, GSH-noksan mutant Arabidopsisler farkli metallere asiri duyarlilik
gosterirler (Vernoux ve ark., 2000). Bu ¢alismada tuz 6n uygulamali B gruplari
(PT-3B ve PT-5B), kontrol gruplarina ve tuz 6n uygulamasi yapilmayan gruplara
goére, 6nemli dizeyde antosiyanin birikimi gergeklestirmistir (Sekil 4.18). B
toksisitesiyle kargilasmadan once belli bir konsantrasyonda (40mM) tuz ile
kargilagsan bitkiler antosiyanin Gretimlerini artirmistir (Kim ve ark., 2017). Bu tez
kapsaminda bu antosiyanin artiginin transkripsiyonel regulasyonu, antosiyanin
biyosentez genlerinin ve transkripsiyon faktorlerinin ifade seviyelerindeki degisim

arastinimigtir.

Antosiyanin biyosentezi fenilalanin (Phe) ile baglar. Genel olarak, fenilpropanoid
yolaginin baslangici, flavonoid yolaginin ilk adimlari ve ge¢ antosiyanin yolagi
olarak Ug¢ fazda fenilalaninden antosiyanin sentezi saglanmaktadir. PAL, C4H ve
4CL3 fenilalaninin sirayla sinnamik aside, kumarik aside ve 4-kumaroil-CoA’ya
cevirilmesini saglayarak antosiyanin sentezinin ilk basamagini olustururlar (Shi

ve Xie, 2014). PAL aktivitesi, bitkilerde gevresel strese karsi bir yanit olarak kabul
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edilmektedir (Dixon ve Paiva, 1995). PAL2 geninin ifadesi 6n uygulamali B
grubunda (PT-3B) anlaml bir sekilde artmistir (Sekil 4.25). Fakat bu artisin artan
toksik etkiyle azaldigi gorulmustur. Buna karsin, arpa bitkisiyle yapilan galismada
PAL geni ifadesi 5 mM B ve 10 mM B’da anlamli seviyede arttigi bildirilmistir (Oz
ve ark., 2009). Arabidopsis bitkisinde toksisitenin artmasiyla PAL ifadesinin
azalmasi, PAL aktivitesinin post-translasyonal mekanizmalar ile karmasik sekilde
duzenleniyor olmasiyla ilgili olabilir. CUnkl hucresel PAL seviyesi gevresel
faktorlere yanitta gecici olarak artar ve sonra hizli bir sekilde bazal seviyeye geri
doner (Shields, Wingate, and Lamb, 1982; Jones, 1984). Ayrica, yliksek miktarda
olusan biyosentez ara Urunleri PAL aktivitesi ve ifadesindeki hizli disusu tetikliyor
olabilir (Bubna ve ark., 2011). Bir sonraki basamakta yer alan C4H sinnamik
asidin kumarik aside donugsumunde gorev alir. PAL aktivasyonu ne kadar fazla
ise C4H substratinin artmasini, dolayisiyla C4H aktivasyonunun da artmasi
beklenir. Bu iki genin birbirini regule ettigi bildirilmistir (Blount ve ark., 2000).
Deneyler sonucunda C4H gen ifadesinde kontrole gore stres ve iyilegtirici
gruplarda artig gorulse de tuz 6n uygulamali ve uygulamasiz B gruplari arasinda
artmis ancak bu artis anlamh bulunamamistir (Sekil 4.26). Muhtemelen ifadedeki
bu artis bu basamagin regulasyonu igin olmus olabilir. Kumarik asidin kumaroil-
Co-A’ya gevrilmesinden sorumlu olan 4CL3 geninin ifadesi kontrole goére butin
gruplarda anlamli artmig, bu artisin 6n uygulamali 3B (PT-3B) grubunda oldukga
yuksek oldugu goérulmustir (Sekil 4.27). Benzer sekilde arpa ve Arabidopsis ile
yapilan bor toksisitesi galismalarinda da 4CL3 geninin ifadesinin yulksek
seviyelerde ifade oldugu saptanmistir (Oz ve ark., 2009; Kayihan, 2021).
Flavonoid yolagi ile iliskili oldugu bildirilen 4CL3 gen ifadesinin (Ehlting ve ark.,
1999) siddetli B toksisitesinde dikkate deger bir sekilde artmasi, flavonoid
yolaginin da uyarildigini acikga gostermektedir. Ayrica 4CL3 genlerinin ifadesinin
tuz stresi altinda arttigi ve c¢evresel streslere toleransta rol oynadigi hem
Arabidopsis bitkisinde hem de kayin agaglarinda gosterilmistir (Zhang ve ark.,
2015; Chun ve ark., 2019). Tuz 6n uygulamalarinda 4CL3 geninin artisi, tuzun
onceden flavonoid yolagini uyarmasiyla sonradan karsilasilan B toksisitesine
kargl tolerans kazaniminda cevap roli Ustleniyor olabilir. On uygulamali
gruplardaki yuksek flavonoid birikimi de bu sonucu destekledigi goériimektedir
(Sekil 4.19).
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Antosiyanin biyosentezi 6ncelikle transkript dizeyinde diizenlenir ve R2R3-MYB,
bHLH gibi transkripsiyon faktorleri ve bunlarin etkilesimleri esas olarak
antosiyanin yapisal genlerinin ifade modellerini, bu genlerin promotdrinde
spesifik cis etkili elementleri baglayarak belirler (Koes Verweij ve Quattrocchio,
2005; Lang ve ark., 2010). MYB75, MYB114, MYBD ve TT8, ANS (antosiyanidin
sentaz) gibi ge¢ biyosentez genlerinin ifade seviyesini diizenleyerek antosiyanin
sentezini artirirlar (Gonzalez ve ark., 2008; Dubos ve ark., 2010). MYB75,
MYB114 ifadeleri, 3B ve PT-3B gruplarinda en yuksek seviyede ifade edilirken,
toksisite seviyesi yukseldikce ifadenin biraz azaldigi saptanmistir (Sekil 4.28-29).
MYBD de benzer bir érintli goésterirken TT8 genin ifadesindeki degisim anlaml
bulunmamistir (Sekil 4.30-31). Stres altinda transkripsiyon faktorlerinin
ifadelerindeki bu artisa ragmen, ilging bir sekilde ANS geninin ifade seviyesinde
anlamli bir fark goértlmemistir (Sekil 4.32). Bunun sebebi transkripsiyon
faktorlerinin dinamik regulasyonu ve ANS gibi genlerin B toksisitesi altinda
antosiyanin biyosentezi icin post-translasyonal duzenlemelere gereksinimi
olabilir. Cunku antosiyaninlerin Uretimi mekansal-zamansal olarak siki bir sekilde
dizenlenir (Gou ve ark., 2011). Ayrica, bu durum bitkilerde antosiyanin
biyosentezinin ve tagsinmasinin karmasik regulasyon mekanizmalar ile de ilgili
olabilir. Yapilan bazi calismalar antosiyanin seviyelerinde degisiklik olmaksizin
antosiyaninle dolu vakuolar yapilarda c¢arpici bir artis oldugu Dbildirilmigtir
(Poustka ve ark., 2007). Tez bulgularinda antosiyanin miktarindaki dnemli artis
bu durumu desteklemektedir (Sekil 4.18).

Landi, Tattini ve Gould (2015) B-antosiyanin komplekslerinin vakuollerde
birikmesinin, B toksisitesine kargl bir tolerans mekanizmasi oldugunu 6ne
surmuslerdir. Buna go6re, antosiyanin-GSH vel/veya GST-antosiyanin
kompleksleri metal ya da metaloid iyonlarina gegici olarak baglanabilir ve
vakuolde Dbiriktirilerek sitozol icerisindeki serbest metal/metaloid miktar
dusurulerek oksidatif hasarin 6nuine gegcilebilir. GHS1 geninin ifadesi B toksisitesi
uygulamalarinda kontrole gore onemli duzeyde artarken tuz 6n uygulamal
gruplardan ise sadece PT-5B’da 5B a gore artmigtir (Sekil 4.33). Bunun yani sira
GST26 geninin ifadesi ise tuz 6n uygulamali B uygulamalarina gore anlaml
dizeyde artmistir (Sekil 4.34). GST26 ifadesi degisimi bitkilerin B stresiyle

kargilasmadan Once dusuk miktarda tuz ile karsilagsmasi GST sistemlerini
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onceden uyariyor olabilir. GST enzim aktivitesi sonuglari da ifade artislarini
destekler yonde bulunmustur (Sekil 4.23). Ayni sekilde Kayihan Kayihan ve Ciftgi,
(2019) yaptiklari galismada B toksisitesinin GST ve GSH genlerinin ifadelerinin
artigini bildirmislerdir.
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6. SONUC ve ONERILER

Ulkemiz ve diinya topraklari, ya dogal siireclerle ya da asiri giibreleme ve fazla
miktarda bor igeren su ile sulama sonucu bor toksisitesi ile karsi karsiyadir.
Yuksek bor igeren bu topraklarda yetisen bitkilerde, bor alimi ve birikimine bagh
olarak, toksik bor dizeyleri hicrelerde fizyolojik, metabolik ve biyokimyasal
degisimlere yol acarak bitki bliyume ve gelismesini olumsuz yonde
etkilemektedir. Toksik bor duzeylerine maruz kalan bitkilerde fotosentetik etkinligi
devam ettirebilme yetenegi bitkilerin toleransinda onemli etkenlerden biridir.
Bitkilerin bor toksisitesine verdikleri cevaplar veya tolerans durumlari bitkiden
bitkiye, turden tlre hatta ayni tirin gesitlerinde bile farklilik gosterebilmektedir.
Cesitli bitkilerle yapilan galismalarda; bitkinin kritik seviyenin Uzerindeki boru
hidcre icine alimini sinirlandirmasiyla bor tolerans kazanimini gergeklestirdigi
bildirilmigtir. Ancak yapilan galismalarda, bor toleransli genotiplerin daha az bor
biriktirdikleri ortaya konulmustur. Boylece, bitkinin bor toleransinda bor alimini
sinirlamadan ziyade, bor atim mekanizmasinin daha etkin oldugu onerilmigtir.
Bunun yani sira, dogal kosullarda bor akumulatoru 6zelligi olmayan bitkilerin, bor
toksisitesine dayaniklihgini artirmak igin, bazi 6n uygulamalar yapilarak bitkiler
uyumlandirilip, bor toksisitesinin olumsuz etkilerine kargi toleransli hale gelmeleri

saglanabilmektedir.

Bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar genel olarak degerlendirildiginde;

Tuz 6n uygulamasindan (40 mM NaCl) sonra toksik bor diizeylerine maruz kalan
model bitki Arabidopsis‘in, dogrudan toksik bor kosullarindakilere gore daha
toleransli bir fenotip sergiledikleri ve daha az bor akiimule ettikleri belirlenmisgtir.
Toksik bor duzeylerinin olumsuz etkisi, tuz 6n uygulamasi ile hafifletildigi ortaya

konulmustur.

Bitkiler  kokleriyle aldigi  bor elementini, surglUnlerine tasidigr ve
konsantrasyonunun artisina bagli olarak toksisite semptomlarinin ve dokulardaki
bor birikiminin arttigi, tuz 6n uygulamasi yapilan gruplarda ise, bu birikimin ve
toksisite semptomlarinin azaldidi tespit edilmistir. Strgine transfer edilen toksik
bor duzeyleri, yapraklarin fotosentetik aparatlarini ve fonksiyonelliklerini olumsuz

yonde etkilemistir. JIP test analizlerinden elde edilen bu bulgular, B toksisitesi
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altindaki bitkilerin fotokimyasal etkinligindeki azaligin, aktif reaksiyon
merkezindeki azalig ve enerjinin 1s1 geklinde kaybi ile iligkili oldugunu ortaya
koymaktadir. Ayrica B toksisitesinin her iki fotosistemi de olumsuz etkiledigi ve
PSl'in PSIl'ye gore daha fazla etkilendigi belirlenmistir. Model bitkide B
toksisitesinin neden oldugu bu etkilenmenin fotosentetik etkinli§i durduracak
(kronik fotoinhisyon) dizeyde olmadigi ve tuz én uygulamasi ile hafifletilebildigi
belirlenmistir. Bu bulgular, MDA sonuglari ve biyokutledeki degisim ile de

uyumludur.

Toksik duzeylerde bor birikimi sonucunda uretilen bir reaktif oksijen turlerine
kargl, bitkilerin olusturdugu savunma stratejilerinden biri de antioksidant savunma
sistemidir. Toksik bor konsantrasyonlarinin olusturdugu oksidatif hasar
drininden biri olan H202'i bertaraf etmede 6zellikle POD’in yer aldigini
aktivitesindeki artis agikga gdstermektedir. Ayrica GST, antosiyanin ve flavonoid
aktivitelerindeki artiglar da B toksisitesine karsi olusturulan tolerans kazaniminda

yer almig olabilecegine isaret etmektedir.

Antosiyanin birikiminde, tuz 6n uygulamasi ve sonrasinda toksik bor duzeylerine
maruz kalan bitkilerde oldukga belirgin bir artis saptanmistir. Genel olarak,
fenilpropanoid yolaginin baslangici, flavonoid yolaginin ilk basamaklari ve geg¢
antosiyanin yolagi olarak U¢ evrede fenilalaninden, antosiyanin sentezi
gerceklesmektedir. On tuz uygulamasi ile toksik B diizeyleri (6zellikle 3mM B
duzeyi) Arabidopsis'ta antosiyanin sentez yolaginda yer alan bazi transkripsiyon
faktorleri ve genlerinin ifadeleri indiklenmis ve kismende koordineli bir sekilde
duzenlendigi tespit edilmigtir. Bitkilerde baslangi¢ ve erken evrelerinde bu gecici
dizenlemeden sonra, Ozellikle 3 mMB toksisitesi altinda antosiyanin
transkripsiyon faktorlerindeki artislar, esas olarak antosiyaninlerin vakuolar
sekresyonu dahil olmak Uzere geg¢ antosiyanin iglemlerini dizenleyebilecegi ve
bu da B-antosiyanin komplekslerinin vakuollere tasinarak depolandigini
dusundurmektedir. Sonug olarak, tuz 6n uygulamali B toksisitesine maruz kalan
Arabidopsis thaliana'da antosiyanin biyosentezi ile ilgili genlerin transkripsiyonel
regllasyonunun ve transkripsiyon faktorlerinin ve ayrica GSH ve GST gen
ifadelerindeki degisim, Arabidopsis thaliana'da antosiyanin igerigindeki artisa, bu
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artis da antosiyaninin B-selatlayici rolinu indUkleyerek, B toksisitesinin etkisini

hafifletmede roll olabilecegini gdstermektedir.

Oneriler;

Bu tez ciktilari, tuz 6n uygulamasi ile bor tolerans kazaniminin saglandigi model
bitkide ortaya konulmustur. Bu durumda ekimden 6nce tohumlara tuz kaplama
islemi yapilarak (priming iglemi) bor konsantrasyonunun ¢ok ylksek oldugu
bdlgelerin ve/veya bor madenlerine yakin tarimsal alanlarin degerlendirmesi
mumkun olabilir.

Arabidopsis surgunlerinde B’un ylksek oranda birikimi, mor bitkilerin (antosiyanin
sentezini indUkleyen bitkilerin) fitoremediasyonda kullanilma potansiyeli
acisindan degerlendirilebilecegini dnerilmekteyiz.

Yapilacak daha ileri gcalismalarla model bitki Arabidopsis’te tuz 6n uygulamasi ile
bor tolerans kazanimi ile iligkili transkriptomik ve proteomik degisimler
incelenebilir ve bunlarin toleranstaki roli daha detayli ortaya konulabilir. Ayrica
global skalada potansiyel degisen gen ve protein ekspresyonlari ile etkin
metabolik yolaklar aydinlatilabilir. Bu transkriptomik, proteomik ve cDNA
transformasyon ve bunun gibi gelismis teknolojilerin kullanildigi ¢alismalardan
elde edilecek bilgiler, diger cevresel stres (sicaklk, kuraklik, tuz, metal Kirliligi
gibi) faktorlerine kargi toleransin kazandiriimasi ve/veya toleransli tarimsal
bitkilerin gelistirmesine yonelik, modern (biyoteknolojik) ve klasik 1slah

calismalarina yon verici olabilir.
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