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Bor elementi, bitkiler icin mutlak gerekli olan bir mikrobesin maddesi olmasina
ragmen, yuksek konsantrasyonlari toksik olup, bitki buyime ve gelismesi
Uzerine olumsuz etkiye sahiptir. Bu tez kapsaminda, model bitki Arabidopsis
thaliana’da sulfat uygulamalari ile bor toksistesine karsi tolerans kazaniminin;

1) bazi fizyolojik, fotokimyasal ve antioksidan enzim aktiviteleri ve 2) bor alimi
ile sulfat alimi/atiminda rol oynayan tasiyicilarla iligkili genlerin ifade degisimleri

arastinimasi amaclanmistir.

Arabidopsis tohumlari besiyeri ortami igeren petri kaplari igerisinde 3 gun
+4°C’de karanlik kosullarda stratifikasyon islemine tabi tutulduktan sonra
¢imlenen tohumlar kontrolli iklim kabininde (22+ 1 °C sicaklk, 16/8 sa
fotoperiyot, 200 pmol.m=s! isik siddeti ve %50-60 nem kosullarinda) 12 giin
boyunca vyetigtiriimigtir. Ardindan sulfat 6n uygulama gruplari (PS-B) 3 gln
boyunca MgSOy tipi sulfat iceren besi yerlerine aktariimis, 3 ginin sonunda 6n
uygulamasiz ve birlikte (S+B) uygulama gruplari ile beraber farkh bor
konsantrasyonlari iceren (3 ve 5 mM H3BOs3) petri kaplarina transfer edilerek 10

gun sure ile bor toksisitesine maruz birakiimiglardir.

Arabidopsis bitkisinde kokten alinip yapraklara taginan bor birikimine bagli

olarak, bitki biyokUtlesi ve yaprak ylzey alani anlaml duzeyde azalmistir.



Bunun yani sira, toksik bor kosullarinda bitkilerin yapraklarindaki SO 4 miktarinin
da azaldigi belirlenmistir. Yapraklara tasinan borun toksik seviyeleri,
fotosentetik aygitlari ve fotokimyasal aktiviteyi olumsuz etkilemigtir. Bor
toksisitesi, bitkilerin tilakoid membranlardaki klorofil a fluoreans yayilimlarinda
(OJIP egrisi), spesifik ve fenomenolojik enerji akislarinda, kuantum veriminde,
PSII'nin donor ve PSl'in akseptor kisimlarinin etkinliginde degisimlere neden
olmustur. Bu degisimler bitkilerin fotosentetik performanslarinda azalmalara yol
agmistir. Toksik bor uygulamasi ile bitkilerin  fotokimyasal verimliligindeki
azaligin, tilakoid membranin buatunliginde bozulma, QA redukte edemeyen
reaksiyon merkezindeki (inaktif RC) artis ve enerjinin 1s1 seklinde yayilimi ile
iliskili oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica B toksisitesi her iki fotosistem
arasindaki isbirligini bozmus ve PSIl'in PSl'e gbére daha fazla etkilendigi
belirlenmistir. Arabidopsiste bor toksisitesinin membran butunligu ile anten ve
reaksiyon merkezlerindeki fotosentetik pigment miktarlarini olumsuz etkilese de,
bu etkinin, fotosistemlerin fonksiyonellikleri tamamen bloke edecek dizeyde
olmadidi ve sulfat uygulamalari ile bu olumsuz etkilenmenin hafifletilebildigi

saptanmigtir.

Arabidopsis bitkisinde, sulfat uygulamalari ile antioksidan enzimlerin
aktivitelerinde ve fenolik bilesiklerin (antosiyanin ve flavonoid) igerigindeki
artiglar, savunma sistemlerini dizenleyerek bor toksisitesine karsi tolerans
saglamistir. Toksik bor seviyelerinde peroksidaz ve glutatyon-S-transferaz
aktivitelerindeki artiglar, olusan oksidatif hasarlara karsi bitkiyi korumada etkin
yer aldiklarini ortaya koymaktadir. incelenen enzimlerin aktiviteleri ve fenolik
bilesiklerdeki birikim sulfat 6n uygulamali gruplarda daha ylksek duzeyde

bulunmustur.

Silfat alimi ve tasiniminda ve kikdrt metabolizmasinda yer alan bazi
metabolitlerin sentezinde gbérev alan genlerin oransal ifade degisimleri
incelenmigtir. Bor toksisitesine kargi sulfat dn-uygulamasi ile 3. grup sulfat
tasiyicilarindan 6zellikle SULTR 3;1, SULTR 3;3, SULTR 3;5 genleri daha fazla
ifade olmustur. SULTR3 ve SULTR4 grubu genlerinin ifadelerindeki artig, 6n
uygulama gruplarinda vakuolden sitozole gegen sulfatin, sonrasinda kloroplast
Uzerinde lokalize olan SULTRS3 taslyicilar ile alinarak kikurt asimilasyonuna

katilmis olabilecedi dusunulmektedir. Glutatyon sentez yolaginin ilk ve son



basamagini katalize eden sirasi ile glutamat sistein ligaz ve GSH sentaz
enzimleri, GSH1 ve GSH2 genleri tarafindan kodlanir ve bu genlerin uygulama
gruplarinda kontrole goére oransal ifade artislari B toksisitesinin glutatyon

biyosentezini induklendigini gostermektedir.

Bitkiler, sulfat uygulamalari (6zellikle sulfat 6n uygulamasi) ile bunyesine aldigi
sulfati, ya sulfat metabolizmasinda asimile ederek ya da vakuollerinde

depolayarak bor toksisitesine kargi tolerans saglamis olabilirler.

Anahtar Kelimeler: Arabidopsis thaliana, Antioksidant enzimler, Bor toksisitesi,
Fotosentetik aktivite, Gen ifadesi, Suilfat uygulamalar, Sdlfat tasiyicilar,

Tolerans
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IN Arabidopsis thaliana
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Supervisor: Prof.Dr. Yasemin EKMEKCI
May 2022, 105 pages

Boron (B) is a micronutrient element that is essential for plant growth and
development and its high concentrations have highly toxic effect. Within the
scope of this thesis, the acquirement of tolerance to boron toxicity by sulphate
applications in the model plant Arabidopsis thaliana; 1) some physiological,
photochemical, and antioxidant enzyme activities, and 2) the expression
changes of genes associated with transporters that play a role in boron uptake

and sulfate uptake/excretion were aimed to investigate.

After the Arabidopsis seeds were subjected to stratification in petri dishes
containing nutrient medium (MS) for 3 days at +4°C in dark, then the
germinated plants were grown in a controlled growth cabinet (22+ 1 °C
temperature, 16/8 h photoperiod, 200 pymol.m2s? light intensity and 50-60 %
humidity) for 12 days. And then, sulphate pre-treatment groups (PS-B) were
transferred to MgSOu type sulphate-containing media for 3 days, and at the end
of 3 days, combined (S+B) and un-treated application groups were transferred
to petri dishes containing boron with different concentrations (3 and 5 mM

H3sBO3s) to be exposed to boron toxicity for 10 days.



Plant biomass and leaf surface area decreased significantly depending on the
accumulation of boron which was uptake from the root and transported to the
leaves in the Arabidopsis plant. In addition, it was determined that the amount
of SO4 in the leaves of the plants decreased under toxic boron conditions.
Toxic levels of boron transported to the leaves adversely affected the
photosynthetic apparatus and photochemical activity. Boron toxicity caused the
changes in chlorophyll a fluorescence transients (OJIP curve) in thylakoid
membranes of plants, specific and phenomenological energy fluxes, quantum
yields, and the efficiencies of PSIl's donor and PSI's acceptor sides. These
changes have led to decreases in the photosynthetic performance of plants. It
has been proved that the decrease in photochemical efficiency of plants with
toxic boron application is associated with the thylakoid dissociation, increase in
the non-QA-reducing reaction center (inactive RC), and dissipation of energy in
the form of heat. In addition, B toxicity disrupted the cooperation between both
photosystems, and it was determined that PSIl was affected more than PSI.
Although boron toxicity in Arabidopsis adversely affects the integrity of the
membrane and the amount of photosynthetic pigment in the antenna and
reaction centers, it has been determined that this effect is not at a level to
completely block the functionality of the photosystems, and this negative effect

can be alleviated by sulphate applications.

In the Arabidopsis plant, the increase in the antioxidant enzyme activities and
the content of phenolic compounds (anthocyanin and flavonoid) with sulphate
applications provided tolerance against boron toxicity by regulating the defense
systems. Increases in peroxidase and glutathione-S-transferase activities at
toxic boron levels reveal that they play an active role in protecting the plant
against oxidative damage. The activities of the investigated enzymes and the
accumulation of phenolic compounds were found to be higher in sulfate pre-

treatment groups.

Relative expression changes of genes that synthesize some metabolites
involved in sulphate uptake and transport and sulfur metabolism were
investigated. Against boron toxicity, with sulfate pre-application, the 3rd group
sulfate carriers, especially SULTR 3;1, SULTR 3;3, SULTR 3,5 genes, were
more expressed. It is thought that the increase in the expression of the SULTR3



and SULTR4 group genes may have contributed to the sulfur assimilation by
taking the sulfate from the vacuole to the cytosol in the pre-treatment groups
with the SULTRS3 transporters localized on the chloroplast. Glutamate cysteine
ligase and GSH synthase enzymes, which catalyze the first and last step of the
glutathione synthesis pathway respectively, are encoded by the GSH1, and
GSH2 genes, respectively, and the relative expression increases of these
genes in the treatment groups compared to the control indicate that B toxicity

induced glutathione biosynthesis.

Plants may have acquired tolerance against boron toxicity by either assimilating
the sulphate taken by sulphate applications (especially sulphate pre-treatment)

in sulphate metabolism or by storing them in their vacuoles.

Keywords: Arabidopsis thaliana, Antioxidant enzymes, Boron toxicity,
Photosynthetic activity, Gene expression, Sulphate treatment, Sulphate
transporters, Tolerance
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1. GIRIS
Bor elementi (B), iletim demetli bitkilerin buylime ve gelismesi i¢cin mutlak
gerekli bir mikrobesindir (Warington, 1923). Metal ile ametal arasinda
(metaloid) bir 6zellik gésteren B dlinyada az bulunmasina karsin, tlkemizin
bazi bolge topraklarinda toksik duzeylere ulasabilmekte ve yuksek
konsantrasyonu bitki buyime ve gelismesini olumsuz etkileyerek verim

kayiplarina neden olmaktadir.

Bor elementinin en 6nemli 6zelliklerinden biri; riboz, apioz, sorbitol vb. gibi
hidroksil gruplarina sahip biyomolekuller ile gucli kompleksler olusturarak
etkilesime girmesidir (Ralston ve Hunt 2001). Bu 06zelligi sayesinde bor,
hlcre ¢eperini olusturan bir pektin polisakkarit olan ramnogalanktronan I
(RGII) kompleksinin yapisindaki apioz sekerlerle capraz bag yaparak,
cepere esneklik kazandirdigi bildirilimistir (O’Neill ve ark., 2004; Voxeur ve
Fry, 2014; Funakawa ve Miwa, 2015). Wang ve ark. (2015) da bor
elementinin GIPCs-RGIl komplekslerine katildigini ve bunun hucre zari ile
hlucre ceperi arasinda kopru olusturulmasini sagladigini 6ne surmusglerdir.
Hucre c¢eperindeki yapisal rolunun yani sira, bor bitkilerde, karbonhidrat
(6zellikle seker tasinimi), askorbat ve fenol metabolizmasi gibi birgok
metabolik yolakta 6nemli biyolojik islevlere sahiptir (Lukaszewski ve ark.,
1996; Landi ve ark., 2019). Bitkiler bor elementini, topraktan borik asit
(H3sBOs3) seklinde alirlar (Raven, 1980) ve alimi/atimi bitki tlrine, ¢esidine ve

gelisim evresine bagl olarak degisim gostermektedir (Hu ve ark., 1997).

Bitkilerde bor elementine 6zgun bazi tasiyici proteinler bulunmaktadir.
Bunlardan BOR1, Arabidopsis thaliana’da belirlenen ilk bor tasiyicisi olup
B’un ksileme tasinmasinda goérev aldidi bildirilmistir (Takano ve ark., 2005).
A. thaliana’da hucre igerisinde toksik duzeyde bulunan bor elementinin
hicreden disariya atimindan sorumlu 6zgun bor tasiyicisi olan BOR4 (Miwa
ve ark., 2007) ve hicre igerisindeki bor hareketlerini dizenleyen
aquaporinler (Major Intrinsic Proteins, MIPs) ile Plasma Membrane Intrinsic
Proteins (PIPs)'ler gibi tasiyici proteinler de bulunmaktadir (Pommerrenig ve
ark., 2015).



Bor, bitkilerde optimum konsantrasyonu dar bir aralikta olmasi nedeni ile
noksanlik ve toksisite belirtileri yaygin olarak gorulmektedir (Keren ve ark.,
1985; Sakal ve ark., 1999). Dogal ve antropojenik stregler (glbre, insektisit,
deterjan  kullanimi vb.) ile toprak ve yeraltt sularindaki bor
konsantrasyonunun toksik duzeye c¢ikmasi c¢evresel Kkirlilige neden
olmaktadir (Nable ve ark., 1997). Dunyadaki bor rezervinin %73’Une sahip
olan Turkiye’nin yani sira, Guney Avustralya, Kaliforniya ve Sili’'de bulunan
yarl kurak ve kurak bolge topraklarindaki toksik bor konsantrasyonlari, bitki
gelisimini olumsuz etkileyerek, tarimsal dretimi sinirlamakta ve verim

kayiplarina yol agmaktadir (Roessner ve ark., 2006; Anonim, 2020).

Toksik B duzeyleri bitki bUyume ve gelismesini ve fotosentetik aktiviteyi
menfi yonde etkiledigi ile ilgili bircok arastirma literatirde mevcuttur (Han ve
ark., 2009; Oz ve ark., 2014; Ekmekgi ve ark., 2020). Toksik bor diizeylerinin
bitkilerde biyokutle Uretimini, Klorofil icerigini, stomatal iletkenligi ve
fotosentetik performansi azalttigi, enerji ve karbonhidrat metabolizmasinda
degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (Lovatt ve ark., 1984; Papadakis ve
ark., 2004; Guidi ve ark., 2011; Landi ve ark., 2013). Bor stresinin
fotosentetik etkinligi olumsuz etkilemesinin bir diger nedeni de oksidatif
stresi induklemesidir. CO2 asimilasyonunun sinirlanmasi sonucu 1sik
enerjisinin yakalanmasi ile bu enerjinin kullanimi arasindaki dengenin
bozulmasina bagh olarak fotosistem Il (PS Il)nin asiri uyarilmasi reaktif
oksijen tirlerinin [ROT; singlet oksijen (*O2), sliperoksit (O2 ), hidrojen
peroksit (H202), hidroksil radikali (OH" ) ve perhidroksil radikali (HOz2™ )]
olusmasina neden olur. ROT’lar lipid, protein ve nukleik asitleri okside
ederek hucre 6lumlerine neden olabilecek membran hasarlarina yol acgarlar.
ROT’larin neden oldugu oksidatif zararlarin etkisini azaltmak igin bitkiler
cesitli savunma sistemlerine sahiptir. Enzimatik [stperoksit dismutaz (SOD),
askorbat rediktaz (APX), Glutatyon rediktaz (GR), Peroksidaz (POD),
katalaz (CAT)] ve enzimatik olmayan (askorbat, karotenoidler, glutatyon,
tokoferol vb.) antioksidanlarin bazi bitkilerde bor toksisitesini azalttigi
bildirilmistir (Glnes ve ark., 2006; Cervilla ve ark., 2007; Ardic ve ark., 2009;

Han ve ark., 2009). Bu antioksidanlardan tiyol i¢ceren bir tripeptit olan
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glutatyon (GSH), hlcresel redoks durumunun onemli bir dizenleyicisidir.
Buna ek olarak, glutatyon metal detoksifikasyonunda metallerin
alikonulmasinda, sistein formunda fazla kuklirt asimilasyonunda ve
depolanmasinda énemli bir substrat olarak islev gérmektedir (Noctor ve ark.,
2002). Glutatyon; serbest metalleri, ksenibiyotikleri ve antosiyanin gibi
metabolitleri kendisine baglayabilmektedir. Bu olay, glutatyon sulfo-
transferazlar (GST’ler) tarafindan katalizienmektedir. Agir metal stresinde
GST aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Skorzynska ve ark., 2010; Bashir ve
ark., 2013). Yuksek bor konsantrasyonuna maruz birakilan bugday
cesidinde (Atay-85) GST ile iligkili 6 genin ifadesinin arttigi belirlenmistir
(Kayihan ve ark., 2017).

Kuakurt (S), bitkiler icin 6nemli bir makro element olup, topraktan sulfat (SO4
2) iyonu seklinde alinir. Silfat, kiikiirt alim yolaginda ve devamindaki kikdrt
metabolizmasinin primer substratidir (Takahashi, 2019). Bununla birlikte
glutatyon, sistein (Cys) ve metiyonin (Met) gibi bazi amino asitler,
kofaktorler, fitoselatinler (PCs), fitoaleksinler ile primer ve sekonder
metabolitler gibi 6zgun ve ayricalikli bir ¢ok metabolitin fonksiyonel
gruplarinda kukart bulunmaktadir (Rausch ve Wachter, 2005; Foyer ve
Noctor 2009; Hell ve Wirtz, 2011). Bitkiler ihtiya¢ duyduklari stlfati yiksek
afinite gosteren ve koklerinde bulunan 6zel tagiyicilarla bunyesine alir (Bick
ve Leustek., 1998). Ayrica S homeostasisini saglamak icin 6zgun sulfat
tasiyicilari, spesifik organlarda, hicre tiplerinde ve hiicre kompartmanlarinda
hem transkripsiyonel hem de transkripsiyon sonrasi seviyelerde duzenlenir
(Takahashi ve ark., 2011). Arabidopsis thaliana’da bulunan sulfat tasgiyicilari
(AtSULTR1-5) amino asit dizilimine gore 5 gruba ayrilmistir (Buchner ve
ark., 2004; Nocito ve ark., 2007). SULTR1;1 ve SULTR1;2 kok tuylerinde
ifade oldugu ve silfat alinimindan birincil derecede sorumlu oldugu
bildirilmistir (Takahashi, 2019). Sdlfat eksikliginde SULTR1;1 ifade
seviyesinin arttigi (Maruyama-Nakashita ve ark., 2004b) ve SULTR1;2
ifadesinin  ise hem sulfat eksikligi hem de yuksek sulfat
konsantrasyonlarinda artis gosterdigi saptanmistir (Yoshimoto ve ark.,
2002). SULTR2 tasiyicilari, sulfata daha dusik afinite gostermekle birlikte

Arabidopsis’te ksilem parankimasindan surgune sulfat taginim miktarinin
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kontrolinu duzenledigi ileri surulmuastir (Takahashi ve ark., 2000;
Maruyama-Nakashita ve ark., 2015). SULTRS3 taslyicilari ise daha c¢ok
surglin ve yapraklarda ifade oldugu ve plastidlere suilfat aliminda goérev
yaptigi bildirilmistir (Kataoka ve ark., 2004b). SULTR3 ve SULTR4 alt
familya Uyelerinin de koOkten sdrgune sulfat tasiniminda rol aldigi
bilinmektedir (Takahashi, 2019). Kikurt eksikliginde ifade olan SULTR4
tasiyicilari, kdék ve govde hucrelerinin  vakuollerinde bulunan silfat
havuzlarinin mobilizasyonunda islev gorurler (Buchner ve ark., 2004). Kisa
amino asit dizilerinden olusan SULTRS5 tagsiyicilarinin islevi hakkinda ¢ok az
bilgi mevcuttur (Shinmachi ve ark., 2010). Bu grup tasiyicilarin silfattan ¢ok
molibden alim ve hucre ici dagihminda rol aldigi ileri surulmektedir
(Hawkesford, 2003; Buchner ve ark., 2004; Huang ve ark., 2019). Bu
nedenle, toksik B kosullari altindaki Arabidopsis bitkisinde bazi sulfat
tastyicilarinin transkripsiyonel dizeyde regulasyonunun belirlemesi oldukga

onemlidir.

Yapilan birgok ¢alismada kukurt ve kukuirt iceren bilesiklerin abiyotik (metal,
sicaklk, kuraklik, tuzluluk, vb) ve biyotik (patojen vb.) cevresel streslere
karsi olusturulan savunmada 6nemli bir fonksiyonu oldugu bildiriimektedir
(Hardulak, Preuss ve Jez, 2011; Noctor ve ark., 2012). Literatlirde agir metal
ve/lveya agir metal akumdulatori olmayan bitkilere, birlikte kukudrt
uygulamalari ile metal toksisitesine kargi tolerans saglanabildigi
belirlenmistir. Kadmiyum ve krom stresine karsi sulfat uygulamasinin bitkiye
tolerans sagladigina dair bulgular mevcuttur (Khan ve ark., 2015; Adhikari
ve ark., 2018; Terzi ve Yildiz 2021). Benzer sekilde, uygun dozda kukurt
uygulamasinin bugday bitkisinin Mn ve Al streslerine kargi tolerans sagladigi
bildiriimistir (Sheng ve ark., 2016 ). Ancak literatirde sulfat 6n uygulamasi ile

metal toleransinin kazanimi ile ilgili yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Bu baglamda toksik bor kosullarinda anotasyonu tamamlanmis, model
organizma A. thaliana’da farkli silfat uygulamalan (6n ve birlikte) ile bor
tolerans kazaniminin bazi fizyolojik, biyokimyasal ve transkripsiyon
duzeyinde analizler ile ortaya konulmasi tezin temel amacini

olusturmaktadir.



Bu amag dogrultusunda olgum ve analizler iki agamada gercgeklestirilmigtir:

1. Sdlfat uygulamalari yapilarak toksik bor duzeylerine maruz birakilan
Arabidopsis thaliana bitkisinde, bor toksisitesine kargi tolerans fizyolojik ve
biyokimyasal [fotokimyasal aktivite, biyokutle, pigment icerikleri, membran
batanltgu, sdlfat/bor birikimi ve bazi enzim aktiviteleri vb.] analizler ile

karakterize edilmigtir.

2. Sulfat uygulamalari ile bor toksisitesine maruz birakilan bitkilerde, bazi
bor aliminda ve sulfat alimi/atiminda kritik rol oynayan tasiyicilar ile ilgili

genlerin ifade degisimleri ortaya konulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Model Organizma Arabidopsis thaliana

Klaguk, tek yillik, otsu ve rozet bir bitki olan Arabidopsis thaliana (fenotu)
taksonomik olarak Brassicaceae familyasinda yer alir. Avrupa kitasi ile bati
Asya’ya 6zgu oldugu kabul edilen A. thaliana’nin, buzul dénemi gibi genis
iklimsel ve c¢evresel dalgalanmalara bagh olarak Kuzey Amerika'da, Glney
Afrika'da ve hatta Dogu Asya'ya kadar go¢ edip yayilis gosterdigi bildirilmistir
(Koch ve Matschinger, 2007; Beck ve ark., 2008; Hohmann ve ark., 2014).

Pilosella siliquosa adi ile ilk olarak Kuzey Almanya'nin Harz Daglari'nda Dr.
Johannes Thal tarafindan tanimlanan bu tir, 1753'te Linnaeus tarafindan
Species Plantarum IlI'de yayinlanarak bilim didnyasinda yer almistir. 1842
yilinda ise Gustav Heynhold tarafindan glinimuizde kullanilan Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh adini almistir (Kramer, 2015). 1907 yilinda Freidrich
Laibach tarafindan deneysel olarak ilk defa kullanilan A. thaliana’nin 1940’larda
G.P. Rédei’'nin x-1sini deneyleriyle ilk mutantlari olusturlimustur (Somerville ve
Koornneef, 2002). Ancak, A. thaliana'nin model organizma olarak popularitesi
1980'lerde baslamistir ve ardindan arastirmacilar genetik galismalari guglu
molekuler biyoloji yontemleriyle basarili bir sekilde birlestirmeye basladiginda
ise bu turin popdularitesi ve kullanimi hizla ivme kazanmistir. Arabidopsis’in
kapsamli ilk genetik haritasinin yayinlanma ile birlikte kiguk genoma sahip
oldugunun kesfedilmesi, devamindaki yeni mutant eldesi, gen aktarimi ve
klonlama calismalarinin hizh bir sekilde ilerlemesini saglamistir (Koornneef ve
ark., 1983; Leutwiler, Hough-Evans ve Meyerowitz 1984; Chang ve Meyerowitz,
1986; Lloyd ve ark., 1986). 125 MB iftine sahip 5 kromozomlu kuiguk
genomunun yani sira, kisa yasam dongusu, kendi kendini dolleyebilmesi, farkl
kosullara adaptasyonu, tohumlarinin verim dlzeyinin yuksek olmasi;
Arabidopsis thaliana'nin evrensel referans bir bitki olarak bircok alanda
kullanimi agisindan elverigli bir model bitki oldugunu ortaya koymustur
(Feldmann ve Goff, 2014; Kayihan, 2018).



Kumlu, tagh veya si§ topraklarin bulundugu yerlerde yetisebilen 6éncu bitkilerden
biri olan A.thaliana, cayir ve orman habitatlarinda yaygin olarak kolonize
olmaktadir. (Mitchell-Olds ve Schmitt, 2006). A.thaliana, yaklasik 6 haftalik kisa
bir hayat dénglstine sahiptir ve vejetatif gelisim evresinde rozet evrede eni
2cm’den baglayarak 10 cm’e kadar genisler. Rozet evrenin devaminda ise
govdesi 15-20 cm’e kadar uzayabilmektedir. Arabidopsis ¢iceginin perianti
dorder adet sepal ve petal icerir ve korollasi beyaz renktedir. Ayrica bitki
meyveleri silikva tipinde olup ¢ok sayida tohum icerir (Sekil 2.1) (Smaczniak ve
ark., 2012).

2000 yilinda Arabidopsis referans genom dizisi, gigekli bir bitkinin ilk nukleer
genomu olarak yayinlanmistir (Somerville ve Koornneef, 2002; Koornneef ve
Meinke, 2010).

Meyve

Dollenme
Tohum
Embriyo
Ciceklenme
\ ~ Vejetatif evre
Clmlenme

<

Sekil 2.1.  Arabidopsis thaliana’nin yagsam dongusu (Smaczniak ve ark.,

2012’dan degistirilerek alinmistir).

Arabidopsis ile ilgili tim genomik bilgilere ulagimi saglayan kaynak Arabidopsis
Bilgi Kaynagdr (TAIR - The Arabidopsis Information Resource,
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http://www.arabidopsis.org/)’dir ve bu kutiphane Arabidopsis Biyolojik Kaynak
Merkezi'ne (ABRC-The Arabidopsis Biological Resource Center) baghdir.

2.2. Bitki i¢in Gerekli Mikrobesin Elementi: Bor

Periyodik cetvelin 3A grubunun en hafif Uyesi olan Bor (B) metaloid (yari metal)
Ozellige sahip bir elementtir (Tarig ve Mott, 2007). Dogada serbest halde
bulunmayan ve toprakta disik miktarda bulunan B elementi, toprak pH’sina
bagli olarak bitkiler tarafindan borik asit (HsBO3) veya borat [B(OH)4] formunda
alinir (Klochko ve ark., 2006; Pereira ve ark., 2021). Yagis oranin yuksek
oldugu bolgelerde, topraktaki organik madde igeriginin az olmasi ile birlikte
pH’sinin disuk olmasi bu toprakta yetistirilen bitkilerde B eksikligine neden olur
(Glines ve ark., 2006; Garcia-Sanchez ve ark., 2020). Ote yandan; topraktaki
bor icerigi dogal etmenler (kurak ve yari kurak bolgelerde yluksek B duzeyine
sahip vyeralti suyunun evaporasyonu sonucu toprakta B birikimi) veya
antropojenik etkilere (madencilik, sulamada bor igerigi yUksek sularin
kullanilmasi, yanlis drenaj ve gubreleme stratejileri gibi) bagl olarak toksik

duzeylere ulagabilir (Eraydin, 2000; Hua ve ark., 2021).

2.2.1. Bor Alimi ve Taginimi

Bitkiler B'u topraktan genel olarak H3sBOs (borik asit) halinde alirlar ve pH 5.5 ile
5.7 arasinda toprakta B genel olarak bu formda bulunur (Hua ve ark., 2021).
Bitki hiicrelerinde ise B, cogunlukla HsBOs formunda bulunurken az miktarda ise
(borat anyonu [B(OH)47] olarak yer alir (Landi ve ark., 2019). Yaklasik pH 7.0 ile
7.5 arasini ifade eden sitoplazmik pH'da zayif bir asit olan H3BOs fizyolojik
kosullar altinda, membranlarin lipid tabakasindan serbest¢ce gecebilir (Sekil
2.2A). Ayrica her iki B formu da (HsBOs ve [B(OH)4]) cesitli sekerler ve cis-
hidroksil gruplarina sahip bazi bilesiklerle kompleksler de olusturmaktadir
(Princi ve ark., 2016; Matthes, Robil ve McSteen, 2020).

Bor tagsinmasi ve homeostazi, esas olarak plazma zari (PM) boyunca Ug¢ farkh
tasima mekanizmasina dayanir (Sekil 2.2). Birincisi, lipid ¢ift katmanlari

arasinda yUksuz borik asidin basit difizyonudur.
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Sekil 2.2. Bor tasima yollarina ait modeller. (A) B, plazma zari boyunca
difizyon, kolaylastinimis difizyon ve/veya kanallar vasitasiyla
tasinir. (B) Arabidopsis koklerinde NIP5;1, BOR1 ve BOR2'nin hiicre
tipi 6zgun ifade modelleri (Yoshinari ve Takano, 2017’den

degistirilerek alinmigtir).

ikincisi, MIP (Major Intrinsic Protein) kanallari yoluyla borik asidin
kolaylastirimis difiizyonudur (Orn; Arabidopsis NIP5;1 gibi). Uglinciisu ise borat
tastyicilari vasitasiyla B’'un tasinimidir ( Orn; Arabidopsis BOR1 ve BOR2
tasiyicilar gibi) (Sekil 2.2) (Yoshinari ve Takano,2017; Brdar-Jokanovi¢, 2020).



Borik asit kanallari, borik asidi fizyolojik kosullar altinda hucrelere tagir.
Nispeten yuksek pH'ya sahip sitoplazmada borik asit, borat anyonuna ayrigir ve
elektrokimyasal gradiyent yonunde borat tasiyicilari tarafindan hicreden disari
tasinir. Duguk bir pH'ya sahip olan apoplastta, borat anyonu hizla borik aside
donuagturulir ve boylece B tasiyicilari, hucre ici ile disi arasinda borik asidin
gradiyentini olusturabilir (Yoshinari ve Takano, 2017). Bunun yani sira, B'un
yeterli oldugu kosullarda bitkilerin B’'un aliminda ve tasiniminda genel olarak
pasif ve/veya kolaylastirilmis difizyon yolunu tercih ettigi bildiriimistir (Tanaka
ve Fujiwara, 2008). B'un kolaylastiriimig difizyonunda goérev alan MIP kanallari
bes alt-sinif/aile igerir ve hucre zarindan kuguk molekullerin gecirgenligini
artirmada rol almaktadir. MIP kanallarindan biri olan Nodulin benzeri protein
(NIP)ler B tasiniminda gorev alan 3 alt sinifa (NIP I, NIP 1l ve NIP Ill) sahiptir.
Bunlardan NIP Il ve NIP llII'in fizyolojik roll aydinlatilabilmistir ve bu siniflarda
yer alan kanallar borik ve salisilik asit icin 6zellesmis kanallar olarak ifade
edilmektedir (Takano ve ark., 2006). Arabidopsis thaliana’da tanilanan NIP I
proteinleri; NIP5;1, NIP6;1 ve NIP7;1’dir (Tanaka ve ark., 2008; Routray ve ark.,
2018). Son yillarda yapilan ¢alismalar NIP’lere ek olarak MIP ailesinde yer alan
X Integral protein (XIP)lerinin de B tasiniminda rol aldigr fikrini
guglendirmektedir (Bienert ve ark., 2019). Hicre membranlarinda yer alan B
tasiyicilart borat tipi tasiyicilar olup filogenetik analizlere gdére iki gruba
ayrilmaktadir. Birinci grupta dusuk B kosullarinda gérev yapan bor tasiyicilari
yer alir ve bu grup icin A. thaliana’da AtBOR1 (kdkten ksileme B’un tasinim) ve
AtBOR2 (kok hucreleri dagilimi) ile piringte OsBOR1 6rnek olarak verilebilir.
ikinci grupta toksik B kosullarinda rol oynayan ve toleransta gdrev alan
tastyicilar bulunur ve bu grup igin de A. thaliana’da AtBOR4 (kdk hucrelerinden
B’un atilimi) ile arpada Bot1 ornek olarak gosterilebilir (Takano ve ark., 2002;
2010; Miwa, Aibara ve Fujiwara, 2014; Wakuta ve ark., 2015; Onuh ve Miwa,
2021).

Kokler tarafindan alinan B’un, surglne transpirasyon akisiyla birlikte ksilem
hacreleri aracihdiyla tasinabildigi gibi floem ile de tasinabildigini yapilan
calismalar ile gosterilmigtir. B, ksilem araciliiyla tasindiginda transpirasyonun

yUuksek oldugu olgun yapraklara iletilirken; floem araciligiyla tasindiginda ise
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geng yapraklar ve meyveler gibi aktif gelisim gosteren dokulara tasinmaktadir
(Brown ve Shelp, 1997; Camacho-Cristébal, Rexach ve Gonzalez-Fontes,
2008). B’un floemde tasinim esnasinda mannitol ve sorbitol gibi cis-hidroksil
gruplarina sahip seker alkoller ile stabil bir poliol-B kompleksi olusturarak
tasindigi yapilan galismalar ile ortaya konmustur (Reid ve ark., 2004; Landi ve
ark., 2019).

2.2.2 Borun Bitkideki islevleri

B, bitkilerde gesitli fizyolojik sUreclerde gorev alan mutlak gerekli bir mikrobesin
elementidir. B elementinin en dnemli gorevi ise, hucre ¢geperinde yapisal olarak
yer almasi ve plazma zari iglevlerinin surdurtlmesini saglamasidir (Brown ve
ark., 2002; Wimmer ve ark., 2009). Bununla birlikte B, meristematik dokularin
bdyUmesi, polen c¢imlenmesi, hdcre bolunmesi, zarlarin fonksiyonu ve
asimilasyon drunlerinin tasinimi icin gereklidir (Atigue-ur-Rehman ve ark.,
2018). Ayrica nuUkleik asit, azotlu bilesikler ve fenol metabolizmasinda,
sekerlerin tasinmasi, hormonlarin sentezi ve tasinimi, enzimlerin aktivitesi ile
lignin sentezinde rol oynadigi bildiriimektedir (Landi ve ark., 2019; Brdar-
Jokanovi¢, 2020).

B, hlicre c¢eperinin hayati bilesenlerinden biri olan rhamnogalakturonanlar Il
(RG-II) ile B-diester baglari vasitasiyla capraz baglar olusturur (Sekil 2.3). Borat
anyonu, RG-II'nin apioz kalintilari ile olusturdugu ¢apraz bag araciligi ile pektik
agin U¢ boyutlu yapisina katkida bulunur ve olusan bu kompleks hicre
ceperinin stabilizasyonunda rol oynar (O'Neill ve ark., 2004; Bar-Peled ve ark.,
2012). Hucre ¢eperinin olusumu ve genislemesi icin hayati Gneme sahip B ve
RG-II kompleksindeki kuguk yapisal degisiklikler kararlihgini etkileyebilir; bu
nedenle, kompleks olusumu igin B’'un RG-IlI'ye gore oranin daha ylksek olmasi
gereklidir (Goldbach ve Wimmer 2007; Durbak ve ark., 2014). RG-Il gruplari, B-
diester bagi sayesinde pektin polisakkarit zincirleri i¢in baglanti bdlgeleri
saglamaktadir. B eksikligi durumunda bu baglanma bdlgeleri etkilenmektedir ve
hicre c¢eperlerinin pektini tutma yetenegi azalmaktadir. Ayrica, bu kosullarda
hicre c¢eperindeki porlarin boyutu artar, bununla birlikte uzama fazina
gegildiginde ise hucre olumu gerceklesmektedir (Kobayashi ve ark., 1997;

Fleischer ve ark., 1999). Bu nedenle B, hucrelerin birbirine yapismasi, hucre
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¢ceperi batunlugund korunmasi ve hucre c¢eperi altyapisini  olusturmasi
agisindan blyuk 6éneme sahiptir (Bassil ve ark., 2004; Wang ve ark., 2015;
Landi ve ark., 2019).

OH

0.

Borik asit

OH

RG-II dimeri
saperon
Anahtar
© Negatif yiik () D-Apioz

& Metil D-glukoronat /\ L-Ramnoz
< D-galaktorunikasit A\ L-Fruktoz
Y 2-0-metil-D-ksiloz (O L-Galaktoz

RG-Il monomeri

Sekil 2.3. RGIl monomeri ile B'un baglanmasi. iki RG-Il monomeri saperonlar
aracihigiyla B ile kovalent olarak baglanir ve B-diester bagini

olusturur (Chormova ve Fry, 2016’den degistirilerek alinmistir).

B, hucre ceperinin yani sira hucre zarindaki enzimlerin ve diger proteinlerin
iglevleri ile birlikte hucre zarinin butunlugunin korunmasinda ve zar boyunca
tasinmanin duzenlenmesinde de onemli role sahiptir (Cakmak ve Romheld
1997; Goldbach ve ark., 2001; Goldbach ve Wimmer 2007). Bor eksikligi, hucre
zari boyunca proton gradiyenti olusturmak icin proton pompalayan H*-ATPaz
aktivitesini artirarak ve hucre zarina bagl oksidoreduktaz aktivitesini inhibe
ederek zar potansiyelinin dizenlenmesini etkiler (Blaser-Grill ve ark., 1989;
Wimmer ve ark., 2009). Buna bagh olarak B eksikliginin iyon akiginda neden
oldugu degisimler membran sizintisini tetikler (Cakmak ve Roémheld, 1997).
Ayrica B’'un hucre zarinin igleyiginin stabilizasyonu ve butunluga icin gerekli
olmasinin bir diger nedeni ise glikolipidlerin baglanmasindaki roludur (Brown ve
ark., 2002; Atigue-ur-Rehman ve ark., 2018).

B, eksikligine veya toksisitesine bagli olarak etkilenen ana metabolik
yolaklardan birisi de fotosentezdir. Hicre zarindaki enzimlerin ve proteinlerin

islevlerinde gorev almasi nedeniyle B, kloroplast tilakoidlerin de yapisinin ve
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igslevinin  korunmasinda rol oynar. Bu nedenle B fotosentezin 1sik
reaksiyonlarinda; 1s1gin absorbsiyonu, PSI ve PSII'nin aktiviteleri, suyun
parcalanmasi ve elektron aktarimini igeren tUum agsamalarinda onemli bir role
sahiptir (Cakmak ve Rémheld 1997; Kastori ve ark., 1995; EI-Shintinawy 2000;
Wang ve ark., 2007; Pandey ve Pandey 2008; Shah ve ark., 2017; Choudhary
ve ark., 2021). Ayrica, bitkilerin B eksikliginde yapraklardaki stoma sayisi ile
boyutunun azaltarak CO: iletkenligini digtrdugu belirlenmistir ve bu durum B’un
stoma yapisinda da énemli role sahip oldugunu ortaya koymustur (Sharma ve
Ramchandra, 1990). Ayrica fotosentez sonucu sentezlenen Urlnlerin floem
aracili taginiminda rol oynamasi nedeniyle B, fotosentezi dolayli yoldan da
etkilemektedir (Brdar-Jokanovi¢, 2020). B eksikliginde sakkarozun floemden
tasiniminin azalmasi nedeniyle geri-besleme mekanizmasi devreye girmesi
sonucu stomatal iletkenlik ve CO2 asimilasyonu sinirlandiriimasina bagli olarak
icsel CO2 konsantrasyonu artar. Bu durum fotosentezin aktivitesini inhibe
edebilecek dizeyde ROT sentezinin artisini tetiklemektedir (Han ve ark., 2009;
Wimmer ve Eichert 2013; Landi ve ark., 2019). Bunlarin yani sira, B eksikliginde
yaprak alaninin azalmasi ve yapraktaki yapisal bozulmalar nedeniyle de

fotosentez hizi azalmaktadir (Dell ve Huang 1997; Wang ve ark., 2007).

B’un sakkaroz ile olusturdugu kompleks fotosentezin yani sira seker tasinimini
da dnemli yonden etkilemektedir. Seker-borat kompleksi, seker tagsinmasinin
ayrilmaz bir bileseni oldugu icin B tarafindan gercgeklestirilir (Dordas ve Brown
2000). Bu tasinim ile fotosentez urunleri kullanilmak UGzere kaynaktan havuza
iletilir ve bu nedenle B, havuzun kapasitesinin duzenlemesinde ana role sahiptir.
B eksikligi kdklerde ve surglnlerde fotosentez Urlnlerinin dagilimini degistirerek
havuz kapasitesini azaltmasi nedeniyle, fotoasimilatlarin kaynaktan havuza
tasinimini sinirlandirir (Dugger 1983; Cakmak, Kurz ve Marschner, 1995). Buna
bagl olarak yapraklarda seker birikir (Kastori ve ark. 1995). Bu durum gdvde ve
yeni yaprak olusumu ile gicek ve meyve gibi buaylyen bdlgelere asimilasyon
urtnlerinin translokasyonunun azalmasina neden olur (Dixit, Srivastava ve
Sharma, 2002; Yoshinari ve Takano 2017). Bu bulgular, floem aracili taginimin
hem sekerlerin tagsinmasinda hem de yapisal bilegen olarak ihtiya¢ duyulan B’u
karsilanmasinda 6nemli bir role sahip oldugunu gdstermistir (Hellal ve ark.,

2009; Hussain ve ark., 2012). Ayrica B'un N metabolizmasi Uzerinde de etkili
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oldugu belirlenmistir. B eksikliginde, amino asit [glutamin, alanin,

asparagin]’lerin taginiminin sinirlandigi bildirilmistir (Shelp, 1990)

2.2.3. Bor Toksisitesinin Bitkiler Uzerine Etkisi

Bitkilerin buayume ile gelismesinde gerekli bir mikrobesin elementi olan B’un
miktari topragin tirine, organik gubre miktarina ve yagisa bagl olarak 10 ile
300 kg? arasinda degismektedir (Ozturk ve ark., 2010;Kayihan ve ark., 2016).
Toksisite durumu genellikle toprakta veya sulama suyunda B miktarlarinin
yuksek oldugu yari kurak ve kurak ortamlarda ortaya ¢ikar (Nable, Bafiuelos ve
Paull, 1997; Catav ve ark., 2018). Asiri B'a maruz kalan bitkilerde olgun
yapraklarin kenarlarinda ve uclarinda bulunan, klorotik ve/veya nekrotik lekeler
en yaygin gorulen semptomdur. Bunun yani sira, B toksisitesine bagli olarak
hicre ¢geperinde meydana gelen yapisal bozulmalara, yaprak kivrilmalarina ve
ylzey alaninda azalmalara neden olur. Morfolojik olarak gézlenen bu septomlar
B toksisitesini belirlenmesindeki en belirgin belirteclerdir (Nable, Bafiuelos ve
Paull, 1997; Reid ve Fitzpatrick, 2009b; Choudhary ve ark., 2021). B’un yogun
olarak transiprasyon vasitasiyla ksilemde tasindig bitki tlrlerinde ortaya ¢ikan
semptomlar olgun yapraklarda lateral damarlar arasinda ortadan uca dogru
olusmaktadir. Bununla birlikte B’'un floemde de yodun olarak tasindigi elma,
armut gibi B-mobil bitki tlrlerinde ise B toksisitesinin oncelikli olarak gelisen
dokulari etkilemektedir. Bu etkiler; meyvelerde yapisal bozulmalar, yeni
yapraklarda sararmalar ve lekelenmeler, floemdeki kambiyal dokularda yapisal
hasarlar ve kdk gelisiminde aksakliklar seklinde ortaya ¢ikmaktadir (Archana ve
Verma, 2017; Landi ve ark., 2019).

Toksik B konsantrasyonu bitkilerde asagida belirtilen ¢ok sayida fizyolojik ve

metabolik surecte degisikliklere neden olur:

i) B toksisitesine bagli olarak ortaya c¢ikan fotosentetik alanda ve klorofil
iceriginde azalma, su aliminin sinirlandiriimasina bagl olarak ABA sentezinin
artigl ve stomalarin kapamasi sonucu COz2 kullanim etkinliginin azalmasi, ve
bununla birlikte fotosentezin 1sik veya karbon reaksiyonlarinda gorev alan
rubisko aktivaz, ATPaz, karboksilaz, oksijenaz gibi proteinlerde yapisal

bozulmalar 1s1gin yakalanmasinda ve elektron tasima sistemine iletiminde
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aksakliklara veya engellemelere neden olur. Bu durum fotosentezin
verimliligini olumsuz etkileyerek fotoinhibisyonu tetiklemektedir (Chen ve ark.,
2014; Macho-Rivero ve ark., 2017; Papadakis ve ark., 2018; Ekmekgi ve ark.,
2020). Ayrica B’un i1sik reaksiyonlari sonucu sentezlenen ATP ve NADPH'ye
baglanmasi Calvin-Benson dongusunde karbonhidrat sentezini de

sinirlandirmaktadir (Kayihan ve ark., 2017; Landi ve ark., 2019).

i) Hucrelerde B toksisitesine bagh olarak hicresel solunum, fotorespirasyon ve
fotosentezdeki elektron tasinimi bozulur. Bu durumda kullaniimayan
elektronlar ve 1sik enerjisi, molekuler oksijeni oksitleyerek cesitli reaktif
oksijen tirlerinin [ROT, stperoksit radikalleri (O2), hidrojen peroksit (H202)
ve hidroksil radikalleri (OH") gibi] asiri Gretimine neden olur. ROT’larin asiri
uretimi ndkleik asitler ve proteinlerde yapisal bozulmalara ve lipidlerde
peroksidasyonlara neden olan oksidatif stresi tetiklemektedir (Molassiotis ve
ark., 2006; Gill ve Tuteja, 2010; Choudhary ve ark., 2021; Hua ve ark., 2021).
Bitki turine baglh olarak sentezlenme duzeyi degismekle birlikte enzimatik
olmayan antioksidanlar (glutatyon, askorbat, fenolik bilesikler ve prolin gibi)
ile sUperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz, glutatyon rediuktaz ve katalaz
gibi enzimler serbest radikallerin detoksifikasyonunu saglayarak savunma
mekanizmasinda goérev alirlar (Cervilla ve ark., 2007; Giansoldati ve ark.,
2012; Acar, iskil ve Erden, 2018; Pandey ve ark., 2019; Hua ve ark., 2021).

iif) Toksik B duzeyleri hicre ¢eper yapisini bozarak membranin gecirgenligini
etkilemektedir. Ayrica hucre c¢eperinde suberin ve lignin birikimini
tetiklemektedir (Simoén ve ark., 2013; Landi ve ark., 2019)

iv) B toksisitesi, kdklerden alinan nitrati kok ve yapraklarda nitrite indirgeyen
nitrat rediktaz enzimlerinin aktivitesini engelleyerek ve/veya hiicre zarinda
yer alan H-ATPaz aktivitesini etkileyerek azot metabolizmasini inhibe
edebilmektedir (Mahboobi, Yiicel ve Oktem, 2002; Princi ve ark., 2013)

v) Toksik B duzeylerinde fotosentezdeki sinirlanmalara bagli olarak glikoz
sentezinin azalisini nigasta sentezinin azalmasi takip eder. Ancak, bazi bitki

turlerinde kok ucunda yer alan invertaz aktivitesinin indiklenmesine bagl
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olarak indirgeyici sekerlerin (glikoz ve friktoz) miktarinda arttigi bildirilmistir.
Bu degisimler karbonhidrat metabolizmasini olumsuz etkilemektedir (Choi ve
ark., 2007; Princi ve ark., 2013).

vi) B toksisitesinin azot ve karbonhidrat metabolizmasinda neden oldugu
aksakliklar etilen ve jasmonik asit gibi yaslanma ile ilgili hormonlarin sentezini
artirarak erken yaglanmayi da tetiklemektedir (Papadakis ve ark. 2018;
Brdar-Jokanovic¢, 2020).

2.3. Bitki i¢in Gerekli Makrobesin Elementi: Kukurt

Kakurt (S), Dunya'da en bol bulunan elementlerden birisi olup canlilar igin

mutlak zorunlu bir elementtir. Bitkilerde ise S miktari tlrler arasinda, kuru

agirhgin %0.1 ile %6 (0.03 ila 2 mmol g kuru agirlik) seklinde degisen

oraninda bulunmaktadir (Nakai ve Maruyama-Nakashita, 2020). S, oksijen (O),

selenyum (Se), tellir (Te) ve polonyum (Po) elementleri ile birlikte periyodik

tablonun VIA grubunda yer alir ve dogal olarak dort izotopu mevcuttur (32S,
33S, 34S ve 35S). Kikdrt, +6 ila -2 arasinda degisen oksidasyon durumlarinda
bulunmaktadir ve en fazla bulunan okside formu, bitkilerinde topraktan absorbe

ettikleri silfattir (SO4%) (Maruyama-Nakashita, 2017).

Dunyanin S depolar litosfer, hidrosfer, atmosfer ve biyosferde bulunmaktadir.
Insan faaliyetleri, litosferden (fosil yakitlarin yakilmasi, elemental S ve metallerin
madenciligi) ve biyosferden (topraktan organik maddenin oksidasyonu ve
biyokUtlenin yakilmasi) kukurt salinimina neden olur. Bu antropojenik kukdrt,
kiresel donglye atmosfere salinan SOz bigiminde dahil olmaktadir (Aarabi ve
ark., 2020). Karasal ile sucul alanlar arasinda; atmosferden (SO2, COS, H2S,
DMS ve CS2), aerosollerden (esas olarak oksijenin oksidasyonundan
kaynaklanan SO4%) veya karadan okyanusa dogru gegen bdlgelerden sabit bir
S akigi vardir. Ayrica surekli toprak isleme ve tekrarlanan ekimler toprakta
organik maddenin oksitlenmesine neden olur ve bu durum S depolarinin
azalmasini tetikler; buna bagli olarak gubrelerle birlikte S'nin duzenli olarak
uygulanmasi tavsiye edilmektedir (Hasanuzzaman ve ark., 2018; Fuentes-Lara
ve ark., 2019).
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Bitkilerin buyuime ve gelismesi i¢in gerekli olan S’U topraktan alabilmesi igin
yapilan gubreleme de yaygin olarak amonyum sulfat, amonyum tiyosulfat,
magnezyum silfat, potasyum magnezyum sulfat, amonyum fosfat silfat,
potasyum sdlfat, kalsiyum sulfat (algitasi), demir piritler, tek superfosfat ve
elemental kukuart kullanilir (Scherer, 2001; Singh ve Middendorf, 2007). Bu S
gubreleri, tohum ekiminden Once veya sonra, vejetatif veya ciceklenme
doneminde ya da bitki turtine ve bitkinin 6zel gereksinimlerine bagli olarak besin
¢Ozeltisi ile yaprak yuzeyine veya direkt topraga uygulanir.

2.3.1. Kukirtiin Alinimi ve Taginmasi

Bitkiler tarafindan S, siilfat (SO472) iyonlari seklinde topraktan kokleri vasitasiyla
veya SO2 ve Hz2S formunda atmosferden yapraklari araciligiyla alinir (Sekil 2.4)
(Rennenberg, Schneider ve Weber, 1996; Fageria ve ark., 2009; Davidian ve
Kopriva 2010). Ayrica bitkiler S’U toprak ¢ozeltisinden S igeren amino asitler,
elementel kiklrt ve organik SO42 gibi organik formlarda da alabilirler.
Devaminda ise SO472 iyonlari dokulara floem yoluyla aktarilir ve bir H*/ SO4™2
simporteri araciligiyla hicre zarindan aktif tagima ile hlcre igerisine alinir.
Bunun yani sira, H*/SO4+2 simporteri SO4+?In kloroplasta da tasinmasina
aracilik eder. SO472 iyonlarinin sitoplazmadan vakuole tasinimi ise elektriksel
gradiyente bagl olarak gerceklesir (Hawkesford, 2003; Mazid, Khan ve
Mohammad, 2011).

Organlara, hucre tiplerine ve hucre alti bélimlerine gére hem transkripsiyonel
hem de tranlasyonel seviyelerde ifade edilen birgcok sulfat tasiyicilar
(SULTR'ler) bulunmaktadir. Ortamdaki S varligina ve konsantrasyonuna gore
tastyicilarin fonksiyonu ve ilgili genlerin ifadesi degismektedir (Takahashi ve
ark., 2011). Bitkilerin ¢odunda, protein dizilerindeki benzerliklere gore sulfat
tasiyicisini kodlayan genler, SULTR1'den SULTR5'e kadar siniflandiriimistir.
SULTRS5 grubunun molibden alimi ile iligkili oldugu distnilmektedir (Shinmachi
ve ark., 2010). SULTR ailesinin iyi bir seklide karakterize edildigi bitki taru
Arabidopsis thaliana'dir (Sekil 2.4). Arabidopsis thaliana'da 14 SULTR geni ve
dért tasiyici grubu vardir. ik grup yiiksek afiniteye sahip olup kdkiin epidermis
ve korteksinde bulunurken; ikinci grup disik afiniteye sahip olup vaskiler

dokuda yer alir. Uglincti grup tasiyicilari ise plastid membranlarda lokalize iken;
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dordincu grubun vakuolde yer aldigi dusunulmektedir (Hawkesford, 2003;
Buchner, Takahashi ve Hawkesford 2004; Maruyama-Nakashita ve ark.,

20044).
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Sekil 2.4.

Arabidopsis thaliana'da sulfat alimini, tasinimini ile organlarda ve

hicrelerde dagitimini kolaylastiran sulfat tasiyicilari (Takahashi,

2019’dan degistirilerek alinmistir).

Bunun yani sira, S eksikligi kosullarinda hicre zarinda lokalize olan ylUksek

afiniteli silfat tasiyicilarinin rizosfer ile temas halinde oldugu ve kok sistemi

yoluyla sulfatin alinmasini kolaylastirdigi 6ne surtlmustir (Yoshimoto ve ark.,

2002).
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Arabidopsis thaliana'daki sulfat tasiyicilari dagihmlari dért grup olarak
kategorize edilmektedir: Grup 1’de SULTR1;1, 1;2 ve 1;3, Grup 2’de SULTR2;1
ve 2;2, Grup 3'de SULTR3;1, 3;2, 3;3, 3;4 ve 3;5 ve Grup 4'de ise SULTR4;1 ve
4;2 yer almaktadir (Buchner, Takahashi ve Hawkesford 2004; Takahashi 2019).

Bitki hucrelerinde kukurt tagiyicilarinin yeri ve rolu Cizelge 2.1’de verilmistir

Cizelge 2.1. Bitki hucrelerindeki kukurt tagiyicilari, lokalizasyonlari ve islevleri

_ Tasiyicilar
s /
g' tasiyici Lokalizasyon islevleri Referanslar
o genler
SULTR1;1 Epidermis, kok Silfat formunda kikdrt Takahashi ve ark.
tuyleri ve korteks alimi (2000)
1 SULTR1;2 Kok tayleri, Silfat formunda kukdart Shibagaki ve ark.
epidermis ve alimi (2002)
SULTR1;3 korteks Farkli organlara kukdrt Yoshimoto ve ark.
Floem dokusu, tasinmasi (2003)
surgln ve kok
SULTR2;1 Hem kok hem de Yaprak dokusuna stilfat Takahashi ve ark.
surgunun ksilemve dagilimi (2000)
2 floem parankimasi
SULTR2;2 Floem arkadas Silfir asimilasyon Takahashi ve ark.
hicreleri bdlgesine silfat transferi (2000)
SULTR3;1 Kloroplast Kloroplastlarda silfat Cao ve ark. (2013)
alimi
SULTR3;2 Yaprak Cao ve ark. (2013)
3 Kloroplastlarda stlfat
SULTRS3;3 Yaprak alimi Cao ve ark. (2013)
SULTR3;4 Plastidler Kloroplastlarda siilfat Zhang ve ark.
alimi (2021)
SULTR3;5 Kok
Kloroplastta silfat alimi Zhang ve ark.
(2021)
Kokten slirgline tagima
SULTR4;1 Tonoplast, kok ve Kdkten surgune stlfat Huang ve ark.
4 suirgiin tasinmasinin (2018)
SULTR4;2 Tonoplast, kok ve diizenlenmesi
surgiin Kdkten surgune silfat Huang ve ark.
tasinmasinin (2018)

dizenlenmesi

2.3.2. Kukurtliin Asimilasyonu
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Bitkilerde koklerden absorbe edilen ve tasinan veya stomalar tarafindan gaz
formunda alinana alinan S primer veya sekonder vyolaklar vasitasiyla
biyomolekillerin yapisina katilir. S asimilasyonu, alinan silfatin sonrasinda
amino asitlerin (sistein ve metiyonin) yapisina katilacak olan slilfite

indirgenmesini gerektirir (Kopriva ve Koprivova, 2003; 2004).
Asimilasyondaki asamalar asagida belirtilen sirada gergeklesir (Sekil 2.5):

e Silfat (SO472) kimyasal olarak kararsizdir ve bu nedenle sonraki reaksiyon
baslamadan once aktive edilmelidir. Sudlfatin aktivasyonu, sulfat ile ATP
arasinda adenozin-5-fosfosiilfat (APS) ve pirofosfat (PPi) olusturmak lizere
baslar (Scheerer ve ark., 2010). Bu reaksiyon, ana bilesen plastidlerde ve
kliguk bilegseni ise sitoplazmada meydana gelen iki bilegsene sahip olan ATP
sulfirilaz enzimi tarafindan katalize edilir (Lunn ve ark., 1990; Prioretti ve ark.,
2014).

e Reaksiyonlarin Urunleri (APS ve PPi) bir indirgeme yoluna girer. Pirofosfat
(PPi), inorganik pirofosfataz tarafindan inorganik fosfata (Pi) hidrolize edilir ve
APS de plastidlerde ¢gok asamali olarak indirgenir (Shah ve ark., 2022).

e APS, birincil ve ikincil olmak Uzere iki asimilasyon yolu arasinda bir
catallanma olarak kullanilir. Birincil yolakta APS redlktaz tarafindan stilfite
(SOs37?) indirgenir ve SOs™?, 6nce H2S'ye devaminda ise sisteine indirgenir.
Sistein, SO472In primer asimilasyon yolunun ilk Grinddir ve metiyonin ile
proteinlerin sentezi igin veya H2S, SAM, GSH, fitoselatinler, polisulfidler ve
polisllfanlar gibi ¢ok sayida metabolitin sentezi igin S2 dondrli olarak
kullanilir (Sekil 4.C,D,E,F,H) (Maruyama-Nakashita ve ark., 2004c;Tomatsu
ve ark., 2007; Maruyama-Nakashita ve ark., 2005; Maruyama-Nakashita,
2008; Hubberten ve ark., 2012; Huang ve ark., 2019)

e Ikincil yolakta APS rediiktaz tarafindan indirgenen SOs2, 3-fosfoadenozin-5-
fosfosulfat (PAPS) olusturmak Uzere APS kinaz tarafindan katalize edilen
ATP ile reaksiyona girer (Tomatsu ve ark., 2007; Huang ve ark., 2019).
PAPS, sekonder metabolizmada gesitli sulfatiama reaksiyonlari igin aktif
sulfat dondrudur. Sulfatlama reaksiyonu, esas olarak sitoplazmada bulunan
sulfotransferazlar tarafindan katalize edilir ve bu reaksiyonlardan peptitler,
glukozit, flavonol, gallik asit, kolin, polisakkaritler ile etilen ve poliaminler gibi
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bitki hormonlari gibi gesitli metabolitler sentezlenir (Awazuhara ve ark., 2002;
Howarth ve ark., 2009; Droux 2004; Taiz ve ark. 2015).

Kok
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Sekil 2.5.  Kukurt asimilasyonunun primer veya sekonder yolaklari (Fuentes-

Lara ve ark., 2019’dan degistirilerek alinmistir).

2.3.3. Kiikiirt iceren Baslica Metabolitler

Kukurt, bitkilerde duzenleyici, katalitik ve yapisal islevleri igceren kimyasal
sureglerde birgok 6nemli role sahiptir. Codu metabolik bilesigin yapisinda
bulunan S, bitkilerin buyume ve gelismesinde kilit bir role sahip olmakla birlikte
abiyotik streslere yanitta da dnemli rollere sahiptir (Saito, 2004; Capaldi ve ark.,
2015).

2.3.3.1. Sistein ve Metiyonin
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Kikurt iceren aminoasitlerden biri olan sistein, kukurt metabolizmasi sonucu
ortaya cikan ilk organik molekuldur. Sistein, birincil ve ikincil metabolizma igin
mutlak gereklidir (Leustek ve ark., 2000; Saito, 2000; Droux, 2004). Sahip
oldugu tiyol yan zinciri (R-SH) sayesinde enzimatik reaksiyonlara katilir
(Damodaran ve Parkin, 2017). Bir bagka kukurt igerikli aminoasitin (metiyonin)
sentezinde oncul olmasina ek olarak strese tolerans saglamada kilit rolleri olan

glutatyon ve fitoselatinlerinde sentezinde goérevli bir molekuldur.

Metiyonin (Met), 6nemli biyolojik fonksiyonlara sahip baska bir S iceren amino
asittir ve bitkilerde primer ve sekonder metabolizmasinda birlestirici bir rol oynar
(Wawrzynska ve ark., 2015; Amir ve ark., 2019). Met, sentetik dncu olarak
sisteinden ¢ok asamali enzimatik reaksiyon serisi ile sentezlenir. Met'den S-
adenosilmetiyonin sentaz (SAMS) enzimi araciliiyla etilen, poliaminler,
vitaminler, koenzimler, nikotianamin ve mugineik asit sentezinin de onculu olan
S-adenosil metiyonine (SAM) sentezlenir (Wawrzynska ve ark., 2015; Aarabi ve
ark., 2020). Bu tiurevler arasinda etilen bitkilerde 6nemli bir hormondur ve
nikotinamin ve mugineik asit bitkilerde demir ve diger metal iyonlarinin
emiliminde ve tasinmasinda anahtar rol oynar (Aarabi ve ark., 2020;

Wawrzynska ve ark., 2015).

2.3.3.2. Glutatyon

Sulfidril bilesikleri arasinda en yuksek miktara sahip metabolit glutatyon (GSH)
dur. GSH, vyukseltgenme indirgenme reaksiyonlarinin dizenlenmesine katilir
ve olumsuz kosullara karsi bitki direncinde rol oynar (Cheng ve ark., 2015;
Speiser ve ark., 2018). Ayrica organik S'Un bitkilerde depolanmasi ve
tasinmasinin ana formunu olusturan GSH, bitkilerde sisteinden iki asamali bir
reaksiyon ile sentezlenir. Bu reaksiyonda ilk asamada, sistein ve glutamattan y-
glutamilsistein sentetaz (y-ECS) enziminin araciligiyla y-glutamilsistein (y-EC)
sentezlenir ve bu asama GSH sentezi igin hiz sinirlayici adimdir. ikinci
asamada ise, y-EC, glutatyon sentetaz (GSHS) enzimi araciligiyla GSH
sentezlemek igin glisin (veya alanin) ile etkilesime girer (Hendrix ve ark., 2020;
Jez, 2019). GSH; 6nemli bir antioksidan olma, aktif oksijen tirleri ile zararl

bilesenlerin uzaklastiriimasi ve proteinler ile enzimlerdeki sulfidril gruplarinin
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korunmasi iceren bitkilerin normal metabolizmasinin surdurilmesinde 6nemli
rollere sahiptir (Maruyama-Nakashita ve Ohkama-Ohtsu, 2017; Kopriva ve ark.,
2019; Aarabi ve ark., 2020; Chan ve ark, 2019; Henriet ve ark., 2019). Bunlarla
birlikte GSH, agir metal stresine karsi bitki toleransinda 6énemli rol oynayan
fitogelatinlerin sentetik oncusudir (Maruyama-Nakashita ve Ohkama-Ohtsu
2017).

2.3.3.3. Fitoselatin

Glutatyon [y-Glu-Cys-Gly] oligomeri olan fitoselatinler [(y-Glu-Cys)n-Gly], agir
metal detoksifikasyonunda onemli bir selatordur. Fitoselatinlerin biyosentezi,
fitoselatin sentaz (PCS) enzimi tarafindan katalizlenir. Yapisinda sistein (Cys),
glutamat (Glu) ve glisin (Gly) amino asitleri bulunmaktadir. y-Glu-Cys
dipeptidleri 2 ile 11 arasinda degismektedir fakat glisin aminoasiti terminal ucta
bir tanedir. (Cobbet, 2000).

Fitoselatinler agir metal kaynakli stres kosullarina cevap olarak Uretilir.
Fitoselatin-metal kompleksiyle, selatlanmis agir metal bilesenlerinin hucre
ceperine baglanma kapasitesi azaltilmis ve hicre kisimlarindan uzaklastiriimis
olur. Bitkilerde pek cok metabolik yolakta gorev alan kikdart, fitoselatinlerin
uretiminde de gorev almaktadir. Kukartun fitogelatin ve glutatyon gibi kukurt
asimile edici bilesiklerin Uretimini duzenleyerek agir metal toksisitesini azaltma
veya birikimini sinilarlandirma gibi etkileri oldugu bilinmektedir (Kabir ve ark.,
2016 ;Chaudhary, Agarwal ve Khan, 2018)

2.3.3.4. Glukozinolat

Glukozinolatlar, cogunlukla Brassicaceae familyasinda yer alan bitkilerde
onemli, S iceren ikincil metabolitlerdir (Aarabi ve ark., 2016; Fu ve ark., 2016;
Zhang ve ark., 2020). PAPS’dan sulfotransferaz (SOT) araciliiyla sentezlenen
glukozinolatlar metabolizmada normal kosullar altinda fizyolojik bir aktiviteye
sahip degildir (Kopriva ve Gigolashvili, 2016). Bitkiler zarar goérdugunde,
glukozinolatlar hucrelerde mirosinaz tarafindan hidrolize edilerek farkli biyolojik
aktivitelere sahip nitriller, tiyosiyanatlar ve izotiyosiyanatlar sentezlenir
(Sugiyama ve Hirai, 2019; Jeschke ve ark., 2019). Bu hidrolizatlar,
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Brassicaceae familyasinda bulunan sebzelerde kendine 6zgu aroma
bilesenlerinin  Uretimi, mikrobiyal buylmenin inhibisyonu, bdceklere ve
otoburlara kargi diren¢ ve kanser genlerinin inaktivasyonu dahil olmak uzere

farkh fizyolojik fonksiyonlarda goérev alir (Aarabi ve ark., 2016; Traka, 2016).

2.3.4. Bitki Buiiyume ve Gelismesinde Kiikiirtiin Rolu

Kakurt, bitkilerde birgcok morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerin dizenlenmesinde
onemli bir roller oynar. Topraktaki S eksikligi; saplarin daha kisa ve incelmesi,
zayif dallanma, geng yapraklarda klorozis olusumu, yapraklarin sayisinda ve
boyutunda azalma, surgin boyunda azalma, erken yaprak dokimu ve
biyokutlede azalma gibi ciddi hasarlara neden olur. Birgok tarimsal bitkinin daha
iyi buyimesi ve uretkenligi icin kukurtlu glbre kullanimi oldukga 6nemlidir (Piri
ve Sharma, 2006; Al-Fraihat ve Ahmad, 2009). S ile bitkilerin yetistirildigi topragi
gubrelemenin bitki boyunu, yaprak sayisini (Farhad ve ark., 2010; Rashid
2010), yaprak alanini (Meena, Meena ve Kumawat 2013; Shital, Khandagale ve
Diksha, 2014) dallanma sayisini (Sah, Sewak ve Singh, 2013; Solanki ve ark.,
2016), yas ve kuru agirligini (Mishu ve ark., 2013; Singh ve ark., 2017) artirdidi
bircok calisma ile ortaya konulmustur ve bu bulgular S ile glbrelemenin

bitkilerin bir dizi buyume 6zelligini uyarabildigini gostermistir.

Ana metabolik yolaklardan birisi olan fotosentezde S, fotosentetik aparatin ve
elektron tasima sisteminin olusumunda kilit bir role sahiptir. Rubisco'nun igerigi
ve etkinligi Gzerinde etkili olan S, bitkilerin birgok fizyolojik surecini dizenleme
potansiyeline sahip ana metabolik bilesiklerde bulunur (Fatma ve ark., 2014).
Bitkilerdeki eksikligi, klorofil iceriginde azalmaya, protein sentezi ve enzimatik
aktivitelerinde inhibisyonuna, diger mineral elementlerin aliminda aksakliklara,
S igeren metabolitlerin biyosentezinin sinirlanmasina ve fizyolojik surecleri
engelleyen CO2 asimilasyonun hizinin azalmasina neden olur. Yapilan
arastirmalar, S'Un dissal uygulamasinin bitkilerin birgok fizyolojik 6zelliklerini
onemli dlgude etkiledigini ortaya ¢ikarmistir. Bu g¢alismalar, S uygulamasinin
klorofil ve karotenoid igerigini, antosiyanin miktarini net fotosentez oranini (PN),
Rubisco enziminin miktarini, stoma iletkenligini (gs) ve CO2 konsantrasyonunu
(Ci) artirdigini ortaya koymustur (Ahmad ve Abdin, 2000; Khan ve Mobin, 2005;
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Masood, Igbal ve Khan, 2012; Khan ve ark., 2015; Singh ve ark., 2017,
Akmouche ve ark., 2019; Fatma ve ark., 2021).

Birgcok bitki proteininin dnemli bir pargasi olan S, tohum Uretiminde de Kkilit role
sahiptir. S bitkilerde ¢igek, tohum sayisi, tohum boyutu ve veriminde énemli
duzeyde etkilidir. S eksikliginde cigeklerin sayisi ve gelisimi azalir, tohumlarin
olgunlasmasi gecikir tohumun boyutlari ve sayisi sinirlanir. Bununla birlikte S
eksikliginde yag icerigi ile verimini diser. S uygulamasi, tohumlardaki yag
asitlerinin kalitesini tohum sayisini, kuru agirlhigini, verimini, yag asidi bilesimini
ve depolanan proteinin miktarinin artirir (Brunel-Muguet ve ark., 2015; Poisson
ve ark., 2019; Serafin-Andrzejewska, Kozak ve Kotecki, 2020).

2.3.5. Kukurt Aracili Abiyotik Stres Toleransi

Kurakhk, agir metal, sicaklik ve tuzluluk gibi abiyotik stresler bitkilerin
morfolojisi, fizyolojisi ve verimliligi Uzerinde ciddi etkilere neden olmaktadir.
Bitkilerde, S ve S iceren bilesikler, dogrudan antioksidanlar olarak hareket
ederek veya antioksidan savunma sistemini dizenleyerek abiyotik stres
toleransinda goérev alir. Ayrica S, stres sinyalini desteklemek ve cevresel
streslere karsi bitki savunmasini geligtirmek icin diger biyolojik molekullerle
etkilesime girer (Khan, Fuller ve Baloch, 2008; Hasanuzzaman ve ark., 2018;
Samanta, Singh ve Roychoudhury 2020). Bunlarin yani sira, bir metil grubu
dondru olan S-adenosil-metiyoninde bulunur ve metilasyonu igeren herhangi bir
reaksiyon, kukurt kaynagindan etkilenebilir. Bu durum kdkurtin DNA
metilasyonu, histon proteinlerinin metilasyonu gibi epigenetik dizenlemeler igin
gerekli oldugunu ortaya koyar. Epigenetik duzenlemelerin stres bellegine
katkida bulundugu bilinmektedir. Dolayisiyla, adaptasyon mekanizmalarinda
epigenetik dizenlemeler kullandiginda S, bitkinin degisen cevresel kosullara
adaptasyonunda yardimci olacak 6nemli bir faktdér olarak degerlendirilebilir
(Burstenbinder ve Sauter, 2012). Ayrica, gesitli mahsul bitkilerinde abiyotik stres
toleransindaki S’Un roli de Sekil 2.6’da sunulmaktadir. Son galismalar, dissal
bir S uygulamasinin bitkilerdeki abiyotik streslerden etkilenen fizyolojik ve
biyokimyasal sureglerin bozulmalarini hafiflettigini géstermistir (Fatma ve ark.,
2014; Guo ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2018; Hussain ve ark., 2019; Liu ve
ark., 2020; Sehar ve ark., 2021).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Bu arastirmada bitki materyali olarak kullanilan model organizma Arabidopsis
thaliana cv. Colombia ekotipine ait tohumlar, Nottingham Arabidopsis Stock
Centre (NASC)dan Dr. Ogretim Uyesi Emre Aksoy (Orta Dogu Teknik
Universitesi Universitesi) tarafindan saglanmistir.

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

Makro Element mg/L mM
CaClz 332.02 2.99
KH2PO4 170.00 1.25
KNOz 1900.00 18.79
MgSO4 180.54 1.50
NHsNO3 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
HsBOs 6.20 100.27
Kl 0.83 5.00
MnS0Oa4.H20 16.90 100.00
NazMo004.2H20 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

3.2. Bitki Yetistirme Yontemi

Calismada kullanilan Arabidopsis thaliana cv. Columbia bitkisine ait tohumlar
sirasiyla 2 dk %70’lik etanol ve 10 dk %2.5’lik NaOCI (Sodyum hipoklorit) ile
muamele edilerek yuzey sterilizasyonu (Kayihan, Kayihan ve Ciftgi, 2016) islemi
uygulanmig ve sonrasinda in vitro kogullar altinda MS (Murashige ve Skoog,

1962) besiyeri ortamini igceren petri kaplarina ekilmistir (Cizelge 3.1.).
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Sulfat uygulamalari (6n ve birlikte) icin Mg2SOa4 tipi sulfat ve konsantrasyonunu
belirlemek i¢in de 2 ve 3 mM konsantrasyonlari literatur taramasi sonucu 6n
calismalarda denemek Uzere segilmistir. Yapilan goézlemler ve fotosentetik
performans Olgumleri sonucunda, Arabidopsis bitkisinde sulfat uygulamalari igin
en etkin sulfat konsantrasyonunun 3 mM Mg2SOs olduguna karar verilmistir.
Ayrica bor (B) toksisite slresini ve konsantrasyonlarini belirlemek icin de 5 ve
10 gun - 3, 5, 7 ve 8 mM B konsantrasyonlari segilmis ve elde edilen sonuglara
gore, 7 mM ve 8 mM B konsantrasyonlarinda bitkilerin fotosentetik etkinligi
ortaya koyan performans indeks degerleri kontrol grubuna goére %50’nin altina
dustugu ve bitkilerde dnemli duzeyde hasarlara neden oldugunu saptanmigtir.
Buna bagl olarak, bor toksisite konsantrasyonu ve suresi olarak 3 ve 5 mM B

ve 10 gln olarak segilmistir.

Denemelerde tohumlar, 3 glin +4°C’de karanlik kosullara maruz birakilarak
cimlenebilmek icin ihtiyagc duyduklari soguk stratifikasyon islemine tabii
tutulmustur. Stratifikasyon sonrasi petrilerde bulunan ¢gimlenmis tohumlar, 21°C
+1 sicaklik, 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyot, 200 umol m2s? isik
siddeti ve %50-60 nem kosullarindaki kontrolli iklim kabininde (Sekil 3.1),
rastgele deneme deseninde yetistirilmigtir. 12 gin buyatilen bitkiler 3 mM stilfat
iceren petri kaplarina transfer edilmis ve 3 gun sulfat 6n uygulamalarina (PS)
tabi tutulmustur. 3 gunun sonunda 6n uygulamasiz (B) ve birlikte (S+B)
uygulama gruplari ile beraber farkli bor konsantrasyonlari iceren (3 ve 5 mM
HsBO3s) petri kaplarina aktarilarak 10 gun sire ile bor toksisitesine maruz
birakilmiglardir (Sekil 3.2. ve Cizelge 3.2). 25 gunin sonunda yukarida

belirtilen tim gruplar hasat edilmis ve dlgimler yapilmistir.
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Sekil 3.1.  Kontrolli iklim kabininde yetistirilen Arabidopsis thaliana bitkileri
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Sekil 3.2.  Deney plani
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Denemelerde uygulama gruplarina ait rumuzlar ve agiklamalari Cizelge 3.2.'de
verilmigtir.

Cizelge 3.2. Deneme gruplarina ait rumuzlar ve agiklamalari

Rumuz Aciklama

K 25 Gunluk kontrol grubu bitkileri ( Sekil 3.1 a)

S1 12 gun kontrol kogullari + 3 gun 3 mM sulfat 6n uygulamasinin
ardindan 10 gun kontrol kosullarina maruz kalan 6n uygulama igin
kontrol bitkiler (Sekil 3.1 b)

S2 15 gun kontrol kosullarinin ardindan 10 gian 3 mM stlfat kosullarina
maruz kalan bitkiler (Sekil 3.1 c¢)

3B 15 gun kontrol kosullart + 10 gin 3 mM B konsantrasyonuna maruz
kalan toksisite grubu bitkileri (Sekil 3.1 d)

PS-3B 12 gun kontrol kosullart + 3 gun 3 mM sulfat 6n uygulamasinin
ardindan 10 gin 3 mM B konsantrasyonuna maruz kalan 6n
uygulamali bor toksisite grubu bitkileri (Sekil 3.1 €)

S+3B 15 gun kontrol kosullarinin ardindan 10 giin 3 mM stilfat ve 3 mM B
konsantrasyonuna ayni anda maruz birakilan birlikte uygulamali bor
tokisisite grubu bitkileri (Sekil 3.1 f)

5B 15 gun kontrol kosullart + 10 gin 5 mM B konsantrasyonuna maruz
kalan toksisite grubu bitkileri (Sekil 3.1 d)

PS-5B 12 gun kontrol kosullart + 3 gun 3 mM sulfat 6n uygulamasinin
ardindan 10 gin 5 mM B konsantrasyonuna maruz kalan 6n
uygulamali bor toksisite grubu bitkileri (Sekil 3.1 e)

S+5B 15 gun kontrol kosullarinin ardindan 10 gin 3 mM sulfat ve 5 mM B
konsantrasyonuna ayni anda maruz birakilan birlikte uygulamali bor
tokisisite grubu bitkileri (Sekil 3.1 f)

3.3. Olgiim ve Analizler

3.3.1. Fizyolojik ve Biyokimyasal Olgiimler

3.3.1.1. Yaprak Yiizey Alani Olgiimii

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

ylzey alani (cm?.bitkit) hesaplanmistir.
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3.3.1.2. Yas ve Kuru Agirlik (Biyokiitle) Olgiimleri

Arabidopsis thaliana bitkilerinin uygulamalar sonrasi yas agirliklar tartilarak (g.
bitki') kaydedildikten sonra, 80°C’lik etiivde 48 saat kurutulup yeniden
tartilmasiyla 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 gére hesaplanmistir.

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

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

3.3.1.3. Bor ve Siilfat Miktarlarinin Tayini

Arabidopsis thaliana bitkisinin uygulama sonrasi yaprak dokularindaki toksisite
semptomlari fotograflandiktan sonra bor ve sulfat miktarlarini belirlemek igin
dokular 48 saat sureyle 80°C’lik etiivde kurutulmustur. Kurutulan doku érnekleri
havanda ezilerek toz haline getirildikten sonra her uygulama igin ayri porselen
krozelerde 550°C’de 5 saat kul firininda yakilmistir. Yas yakma icin elde edilen
kalun tzerine 1 ml [HNOs + HCIO4 (3:1 v/v)] (Bai ve ark., 2015) ilave edilerek 15
dakika inkibe edilmigtir. Ozitlerdeki bor (B) igerigi, ICP-OES (Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometer) cihazi ile belirlenmistir. Silfat
miktari ise Dionex ICS-3000 iyon kromatografi sistemi (Dionex Part of Thermo
Scientific, Sunnyvale, CA, USA) ile tayin edilmistir. Bor miktari mg kg? KA,

slilfat miktari ise ymol g* KA olarak hesaplanmistir.

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

Yaprak dokularindaki membran hasarinin son Grunu olan malondialdehit (MDA)
miktari ile oksidatif stres sonucu olusan ve bir aktif oksijen turl 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 santriflj edilmistir ve elde edilen
supernatandan asagida belirtilen yontemler izlenerek MDA ve H202 miktari
belirlenmistir:

MDA miktarini belirlemek i¢in cam tipe alinan 0.5 ml stpernatanin dzerine 1 ml
TCA-TBA-HCI (%15 trikloroasetik asit, %0.375 tiobarbitlrik asit, 0.25 N HCI)
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¢ozeltisi ve 0,5 ml pH’si 7.6 olan 0.1 M Tris/HCI| tamponundan eklenmigtir.
Reaksiyon karisimi, 97°C’lik sicak su banyosunda 45 dk reaksiyona
sokulmustur ve buradan cikarilan 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 YA olarak belirlenmistir.

H202 miktarini belirlemek igin cam tipe alinan 0.5 ml sipernatanin Gzerine 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* YA olarak belirlenmistir.

3.3.1.5. Fotosentetik Aktivite Olgiimleri

Portatif Fluoresans Olglim Cihazi (HandyPEA, Hansatech Ltd.) ile polifazik
klorofil a fluoresans oOlgimleri gergeklestirilmistir (Sekil 3.3.). Polifazik klorofil a
fluoresans verileri, tilakoid zarlardaki enerji akisi teorisini temel alan JIP-Testi ile
biyofiziksel parametrelere gevrilerek, fotosistemlerin aktivite durumu, fonksiyonu
ve yapisi hakkinda oldukca ayrintili bilgiler elde edilmesini saglamaktadir.
Kontrol ve tum uygulama gruplarindaki bitkilerden orneklenen yapraklar 30 dk
karanlia adapte edilmis ve Olgimler (n=18) yapilmistir. Fluorometre, 1sik
reaksiyonlari surecini kirmizi isikla (maximum 650 nm’de emisyon) uyarir ve
685 nm Uzerindeki fluoresansi algilar. Olgimler; 3 adet diizenli 1Sk yayan
diyodun Urettigi bir saniyelik tek gugcli i1sik pulsu (3000 pmol m-? s, tim PSII
reaksiyon merkezlerinin kapanmasi icin yeterli olan eksitasyon siddeti) ile 4 mm
capindaki yaprak alaninda gercgeklestirilmistir. Hizli fluoresans kinetikleri
(minimum fluoresans, Fo - maksimum fluoresans, Fu) 10 ys’den 1 s’ye kadar
kaydedilmektedir ve 20 ps’de kaydedilen fluoresans siddeti minimum fluoresans
(Fo) olarak kabul edilmektedir (Strasser ve Strasser, 1995). Fotosentetik drnegin
fizyolojik durumunu belirlemek igin bir saniyelik 1s1ma sirasinda belirlenen alti
zaman noktasindan elde edilen veriler, Biolyzer HP3 programi ile analiz
edilmistir. Analiz sonucunda elde edilen JIP-Testinin bazi parametreleri Cizelge

3.3'de verilmigtir.
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Sekil 3.3. A) HandyPEA cihazinin genel goérinimd, B) Biolyzer HP3
programinda analiz goruntusu, C) JIP-Testinin sematik bir sunumu
D) Fotosentetik materyaldeki tipik polifazik klorofil a fluoresans
yukselisi ve fotosentetik aparattaki suregler E) JIP-Test
sonuglarinin grafiksel sunum turd (radar ve membran ile yaprak
modelinde pipe-line) drnekleri (Toth ve ark., 2005; Strasser ve
ark., 2010’dan modifiye edilmistir).
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Cizelge 3.3. JIP-Testte kullanilan bazi terimlerin, tanimlamalarinin ve formullerinin 6zeti (Strasser, Tsimilli-Michael ve Srivastava,
2004; Tsimilli-Michael ve Strasser, 2008; Strasser ve ark., 2010; Cicek, Cakirlar ve Strasser, 2012; Guha ve ark.,

2013)
Teknik ve hesaplanan fluoresans parametreleri
Fo= Faous Minimum fluoresans intensitesi (O basamagi); PSII'nin tim reaksiyon merkezleri agik
Fx= F3oous 300 us’deki fluoresans intensitesi
Fi= Fams 2 ms’deki fluoresans intensitesi (J basamagi)
Fi= Faoms 30 ms’deki fluoresans intensitesi (I basamagt)
Fp= Fu Maksimum fluoresans intensitesi (P basamagi); PSII'nin tim reaksiyon merkezleri kapal

Mo = (dV/dt)o 4(F300us — Fo)/( Fm — Fo) Relative degisken klorofil fluoresans egrisi Vi (Fo= Faous i¢in)’nin tahmini baslangi¢c egimi (ms-
1’deki) veya fotokimyanin baslangi¢ hizi

V; (Fs-Fo)/(Fu-Fo) Fluoresansin indukledigi egride J basamaginda relatif degisken fluoresans

Vi (F-Fo)/(Fu-Fo) Fluoresansinin indukledigi egride | basamaginda relatif degisken fluoresans

¢eo= ETo/ABS | [1 - (Fo/Fwm)] Wo t=0'da elektron transportunun maksimum verimi

@po=DIo/ABS 1-TRo/ABS PSII anten sisteminde fotokimya diginda kaybedilen enerjinin kuantum verimi

SFl(abs) PSII'nin yapisal ve fonksiyonel durumunu belirten indikator

AVip PSI'nin akseptoér tarafindaki degisimi belirten indikator

Vk/V; Oksijen olusturan kompleks(OEC)'in inaktivasyonunu ve olasi hasarini belirten indikator

Spesifik akiglar- Her bir reaksiyon merkezi basina enerji akiglari
ABS/RC Mo (1/Vs) (1/pro) Reaksiyon merkezi (RC) basina absorbsiyon (PSIl anten klorofilleri icin); t= 0'da absorplanan enerji
akigi veya ortalama anten buyuklugu

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 eneriji

REo/RC Mo (1/V;)(1-V)) RC basina Qa*‘dan PSI son elektron alicilarina elektron transportun kuantum verimi
Fenomenolojik akislar-Olgiim yapilan yaprak alani bazinda enerji akiglari
ABS/CSo t= 0’da absorplanan enerji akigi
TRo/CSo @ro (ABS/CSo), t= 0’da yakalanan eneriji akisi
ETo/CSo ®ro.yo.(ABS/CSo), t= 0’da elektron transportu
DIo/CSo (ABS/CSo0) - (TRo/ CSo), Bir PSII'de fotokimya disinda kaybedilen enerji
Performans indeksleri ve bilegenleri
RC/ABS Reaksiyon merkezi basina PSII anten klorofilleri tarafindan indirgenen Qa miktari
ool (1 - @ro) Primer fotokimyasal reaksiyonun etkinliginin géstergesi
wol (1 - yo) Sistemden ayrilan elektronlarin sistemde biriken elektronlara orani
ORo/(1-06Ro) indirgenen PSI son elektron alicilarinin kuantum verimi
Plabs [Yre/(1 - yre)] X [@ro/(1 - @ro)] X [wol(1 - wo)] PSII tarafindan foton absorbsiyonundan sistemler arasi elektron alicilarinin
indirgenmesine kadarki enerji korunumunun performans indeksi (Potansiyel)
Plrop [Yre/(1 - yre)] X [@ro/(1 - @ro)] X [wol(1 - wo)] X [8ro/(1=8r0)] Toplam performans indeksi, PSI’in son elektron alicisina

kadar olan performans indeksi
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3.3.1.6. Fotosentetik Pigment Miktarinin Belirlenmesi

Arabidopsis thaliana yaprak dokularindaki klorofil (a+b) ve karotenoid
(ksantofil+B-karoten) miktarlari (mg mlt gt YA) 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 aktariimis ve Uzerlerine 1 ml %100’lik aseton eklenmistir.
Ornekler bir hafta +4 °C’de karanlikta bekletilerek pigment iceriginin asetona
gegmesi saglanmigtir. Ardindan spektrofotometre (Shimadzu UV-Vis Double
Beam) ile 470, 644.8 ve 661.6 nm dalga boylarinda absorbanslar okunmustur.

Pigment miktarlari asagidaki formullere gére hesaplanmistir:

Toplam klorofil (kI a+b) = (7.05 x Ass1.6) + (18.09 X Asa4.8)
Karotenoid (x+c) = [(1000 x A470) — (1.9 x kl.a)- (63.14 x kl.b)] / 214

3.3.1.7. 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 Ol¢ulmustir. Her bir uygulama 0.1 g taze yaprak
ornegine 6 ml %79 metanol, %20 distile su ve %1 HCI'den olusan karigim
eklenerek homojenize edilmisti. Homojenat +4°C’de 10000 rpm’de 20 dk
boyunca santrifljlendikten sonra elde edilen stupernatandan asagida belirtilen

metotlar takip edilerek antosiyanin ve flavonoid igerigi saptanmigstir:

Antosyanin igerigini  belirleyebilmek icin, elde edilen supernatanin
spektrofotometrede (Shimadzu UV-Vis Double Beam) 530 ve 657 nm dalga
boylarinda absorbans degerleri kaydedilmistir. Yaprak dokularindaki antosiyanin
miktarlari (mg ml* g YA ) asagidaki formile gére hesaplanmistir:

Antosiyanin = A530 — (A657/3)

Flavonoid igerigini  belirleyebilmek icin, elde edilen supernatanin
spektrofotometrede (Shimadzu UV-Vis Double Beam) 300 nm dalga boyunda
absorbans dederleri okunmustur. Yaprak dokularindaki flavonoid miktari
kontrole gore yuzde olarak hesaplanmistir.
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3.3.1.8. Bazi Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.3.1.8.1. Protein igeriginin Belirlenmesi

Arabidopsis thaliana kontrol ve uygulama gruplarina ait yaprak orneklerinin
protein miktarlari, Bradford (1976) yontemine gore sigir serum albumini (BSA)
standardi kullanilarak saptanmistir. 20 pl ornek ¢ozelti ile 480 ul distile su
karistirildiktan sonra, karisima 5 ml Bradford c¢ozeltisi eklenmistir. Vorteks ile
yaklagik 30 saniye homojen hale getirilen karigim, oda sicakliginda 10 dakika
inkiibe edilmigtir. Cozeltinin absorbans degerleri spektrofotometrede (Shimadzu
UV-Vis Double Beam) 595 nm dalga boyunda ug¢ tekrarli olacak sekilde

okunmustur.

3.3.1.8.2. Toplam Peroksidaz (POD) Aktivitesinin Belirlenmesi

Guaiakol peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7) enzim aktivitesi Putter (1974)’e gore
belirlenmistir. Yapraktan alinan 6rnekle olgtlen 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 Ozutunun ilavesiyle
baglatiimistir ve 10 dk'lik sure boyunca izlenmigtir. Toplam POD enzim
aktivitesi, Guaiakol'lin ekstinksiyon katsayisi (6.39 mM.cm?t , 436 nm)
kullanilarak reaksiyon baslangic hizindan (nmol H202 dk! mg protein?)

hesaplanmigtir.

3.3.1.8.3. Glutatyon S-Transferaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutatyon S-transferaz (GST; EC 2.5.1.18) enzim aktivitesi Habig, Pabst ve
Jakoby (1974)'nin metoduna goére belirlenmigtir. Reaksiyon ortami, 125 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 7.8), 1 mM GSH, 1 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzen
(CDNB) ve 300 ug protein icermektedir. CDNB’nin eklenmesi ile reaksiyon
baglatiimistir ve S-2,4-dinitrofenil glutatyonun olusumu, 340 nm dalga boyunda
absorbans degerlerindeki artis dlgiilerek izlenmistir. Olglimler esnasinda GSH
ve CDNB’nin kendiliginden gergeklesen konjugasyonunu Onlemek igin her
Olcimde kor yeniden hazirlanmigtir. Toplam GST enzim aktivitesi, ekstinksiyon
katsayisi (9.6 mM.cm™®, 340 nm) kullanilarak (nmol dk?! upg protein?)

hesaplanmigtir.

3.3.2. Gergek Zamanh Kantitatif PCR Analizleri
3.3.2.1.Toplam RNA izolasyonu ve Konsantrasyonun Belirlenmesi
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Kontrol ve uygulama gruplarindaki bitkilerden hasatlar sirasinda alinan 0.25 g
yaprak orneklerinin RNA’lar1 3 tekrarli olarak Chomczynski ve Sacchi (1987)’ye
gbre modifiye edilerek izole edilmistir. Kontrol ve tim uygulama gruplarina ait
bitkilerin taze yaprak ornekleri sivi azot ile havanda ezildikten sonra uUzerlerine
900 pl Qiazol konularak homojenize edilmis ve 10 dakika ¢oklu vortekste
karistinimistir. Ardindan 14000 rpom’de 5 dk 22°C’de santriftj edilmistir. 900 pl
supernatant Gzerine faz ayrimini saglamak igin 180 ul kloroform eklenmis ve
tupler 15 s boyunca calkalanmigtir. Faz ayriminin meydana gelmesi i¢in 3 dk
oda sicakliginda bekletiimis ve ependorf tlipler 15 dk 14000 4°C’de santriflj
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 santriflij edilmis ve supernatant
kismi atilmigtir. Elde edilen RNA'nin Gzerine 1 ml %75’lik etanol eklenmis ve
tekrar 5 dk 14000 rpm’de 4°C’de santriflj edilmistir. Devaminda supernatant
atilmis ve pellet oda sicakliginda 10 dk kurutulmustur. Ependorf tlplere 43 pl
DEPC-dH20 eklenmis ve peleti ¢dozdirmek igin tipler 10 dakika 65°C’ye maruz
birakilmistir. izole edilen RNA’lar -80°C’de saklanmigtir. Elde edilen RNA'lar
%71’lik agaroz jel ile yurutilmus ve izole edilen RNA’larin safligi ve butunlugu jel
gériintiisiiyle belirlenmistir (Sekil 3.4.). izole edilen RNA’larin konsantrasyonlari

Shimadzu BioSpec-nano UV-VIS spektrofotometre ile belilenmis ve

konsantrasyonlari ng/ul olarak Cizelge 3.4’te verilmigtir.

Sekil 3.4. Yaprak dokusundan izole edilen toplam RNA’larin agaroz jel

elektroforezi goruntdleri

3.3.2.2. RNA’lardan Tamamlayici Tek Zincirli DNA (cDNA) Sentezi
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Cizelge 3.4. Yaprak  dokusundan izole  edilen  toplam RNA’larin

konsantrasyonlari

Tekrar Uygulama RNA konsantrasyonu ( ng/pl) A260/A280
Numarasi Adi
1 K 673,30 2,15
2 K 507,55 2,10
3 K 1059,72 2,14
4 S1 582,31 2,13
5 S1 446,72 2,07
6 S1 259,29 2,04
7 3B 195,21 2,07
8 3B 848,16 2,13
9 3B 586,3 2,14
10 PS-3B 259,65 1,95
11 PS-3B 1170,8 2,15
12 PS-3B 1245,99 2,18
13 5B 1046,27 2,15
14 5B 1760,44 2,14
15 5B 2316,61 2,17
16 PS-5B 1599,27 2,09
17 PS-5B 2250,12 2,20
18 PS-5B 1807,33 2,20

Tek zincirli DNA (cDNA) sentezi igin “Scientific RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Scientific)” kullaniimis ve kit prosedurt uygulanmigstir.
Elde edilen cDNA’lar -80°C’de saklanmistir. Bu yonteme gore, igerisinde 2 ug
RNA, 1 yl primer ve su bulunan karigim (son hacim 12 pl) hazirlanir ve soguk

bloklara alinirlar. Soguk bloklardaki tlplerin Uzerlerine 1 ul ters (reverse)
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transkriptaz, 4 pl ters (reverse) transkriptaz tamponu ve 1 pl ters (reverse)
transkriptaz inhibitorid ve 2 pl primer karigimi eklenir (son hacim 20 pl). Tupler
PCR (Thermo) cihazina yerlestirilir ve prosedire gére cDNA eldesi icin cihaz
programi 42°C’de 60 dk

ve ardindan 70°C’de 5 dk inkibasyon olarak ayarlanir. Elde edilen cDNA tupleri
-80°C’de saklanmaktadir.

3.3.2.3. Primer tasarimi

NCBI, Primer3 ve IDT Oligo Analyzer programlari kullanilarak hedef gen
bolgelerini ¢gogaltmak icin gerekli olan primerler tasarlanmistir. Tasarlanan
primerler, RT-PCR ile arastirilan nisbi gen ifade dizeylerinin belirlenmesinde
kullanilmigtir. Hedef gen bdlgesini ¢ogaltmak icin kullanilacak olan primerler
Vector NTI kullanilarak tasarlanmistir. Actin-2 (ACT2)’yi kodlayan Arabidopsis
geni house-keeping kontrol geni olarak ve gergcek zamanh RT-PCR ile
arastirilan genlerin nispi miktarlarinin belirlenmesinde kullaniimigtir. Primerlerin
sekanslari, Tm (primerlerin cDNA'ya tutunma sicakligi) degerleri ve primerlerin

sekans buyuklukleri(baz ¢ifti) Cizelge 3.5.’de verilmistir.

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

Gergek zamanh PCR, “RealQ Plus 2x Master Mix Green (Ampligon)” ve
fluoresans olgumleri (Roche lightcycler 482) gercek zamanh dongu (real time
cycler) cihazi kullanilarak gergeklestiriimistir. Yontemde kit proseduru
uygulanmistir. Bu proseduire gore, tuplerdeki son hacim 25 pl olacak sekilde
konsantrasyonlar hedef gen primerleri icin 0.5 pM, QuantiTect Master Mix igin
1X ve cDNA igin 100 ng/pl'dir. Tupler oncelikle enzim aktivasyonlarinin
saglanmasi igin 95°C’de 15 dk daha sonra miktar tayini igin 40 kez
gerceklesecek bir dongliye maruz birakilmistir. Bu dongu 95°C’de 20 saniye
denattrasyon, 60°C'de 30 s tutunma ve 72°C’de 30 s uzama olaylarini
icermektedir. Son olarak erime egrisi (melting curve) gizilmesini saglayan veriler
cihazin 65°C de 1 dk 99°C ise 5 s tutularak elde edilmistir. Hedef sekanslar igin
nispi hesaplamalar bir i¢ referans geni, aktin miktari ile normalize edilerek
gerceklestiriimistir. Hedef ve referans genler ayni érnekten gogaltilmis ve hedef

genin normalize edilmis baslangi¢ miktarlari belirlenmistir.

3.3.2.5. Normalize Edilmig Gen Miktari Hesaplanmasi
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Gercek zamanl RT-PCR, toplam RNA 6rneklerinden sentezlenen cDNA'lardaki
hedef ve house keeping referans genlerin gogalmasindan elde edilen Cr
degerinin belirlenmesinde kullaniimaktadir. Reaksiyonlar 3 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Orneklerdeki hedef ve referans genin miktarlari Cr degerleri

ve ilgili standart egriler kullanilarak hesaplanmistir. Hedef genin normalize
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Cizelge 3.5. Tasarlanan primerlerin sekanslari, AGI kodlari ve gen adlari

Sekans
AGI Kodu Gen Adi Kisaltma Yon Sekans (5’-3’) Tm (°C) boyutu

(bg)

Forward CCATCATGCCAAAGGGGAGA 59,8 20

AT4G23100 Glutamate Cysteine Ligase GSH1 Reverse AACAGTACACGTTCGGAGCA 59,2 20
Forward GGTGCTTACCTCAGGAGCAA 58,8 20

AT5G27380 Glutathione Synthetase 2 GSH2 Reverse GCGATCTTCGTGCGCATTAG 58,1 20
Forward CGTTTCCCTCTACCGCAAGT 59,3 20

AT1G80760 Nod6-Like Intrinsic Protein 6;1 NIP6;1 Reverse TCTTCTGGTTCACGATCGCC 59,6 20
Forward ATGTTCATGGCTCAGGTGGC 59,4 20

AT4G27730 Oligopeptide Transporter 6 OPT6 Reverse TGGGACAAGTCCATTGGCTG 59,9 20
Forward GGTGTGAAGACAGTGAGGCA 59,2 20

AT5G10180 Sulfate Transporter 2;1 SULTR2;1 Reverse ATCGCCTCGGTTAGAGCAAC 58,9 20
Forward TCCAATGCTGAGTCACGAGG 59,1 20

AT1G77990 Sulfate Transporter 2;2 SULTR2;2 Reverse ATTGCTTCCGTTAGGGCGAT 58,2 20
Forward ACTCACGAGTGGAGATGGGA 59,9 20

AT3G51895 Sulfate Transporter 3;1 SULTR3;1 Reverse GCCGCCACCCAAAAGAATTT 59,9 20
Forward GGAATGGGCTCGTGGTTACA 59,6 20

AT4G02700 Sulfate Transporter 3;2 SULTR3;2 Reverse GGCACCAAGCTCGAGTAAAG 57,9 20
Forward ATCCGACGTCGTTTCAGGTC 59,8 20

AT1G23090 Sulfate Transporter 91 SULTR3;3 Reverse AGCTCGAGTATAGACCAACGA 59,1 21
Forward CCTGATGATCCGTTACAGAGGT 60,8 22

AT3G15990 Sulfate Transporter 3;4 SULTR3;4 Reverse TGATTGCCCTGAGGAATGGCG 64,8 21
Forward CGAACTTACCGTGGAGCGA 59,5 19

AT5G13550 Sulfate Transporter 4;1 SULTR4;1 Reverse TACGACATTGCCTGGGGAAC 59,6 20
Forward CTCGACCATAACGGGCTTCA 59,3 20

AT5G19600 Sulfate Transporter 3;5 SULTR3;5 Reverse TTTGCCACTTCCACTCAGCC 60,0 20
Forward CTTGACCTTGCTGGACGTGA 59,6 20

AT3G18780 Actin 2 ACT2 Reverse AATTTCCCGCTCTGCTGTTG 57,7 20
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edilmis miktarini hesaplamak igin hedef gen miktari referans gene bdlinmus ve
ortalamalarinin log donusumleri (logz) yapiimistir. Log donugumleri yapilmis

normalize edilmis ifade degerleri birbirleri ile 2-4€aCt karsilastiriimistir.

3.4. Veri Analizi

Denemeler rastgele deneme desenine gore 6 tekrarli ve her bir tekrarda 5 bitki
olacak sekilde dizenlenmigtir. Denemelerden elde edilen verilere R istatistiksel
yazilimi (R Core Team, 2014) igin bir araylz saglayan R Studio programi (RStudio
Team, 2016) kullanilarak istatistiki varyans analizi (ANOVA) yapilmistir. Her bir
degisken icin uygulamalar arasindaki farklar ¢oklu karsilastirma testi olan Tukey ile
%5 6nem duzeyinde hesaplanmigtir. qRT-PCR verileri Student parametrik olmayan
T-testi ile analiz edilmistir (P<0.05). Grafikler Uzerindeki barlar standart hatayi

gOstermektedir (£SH).
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4. BULGULAR

4.1. A. thaliana’da Silfat Uygulamalarn ile Bor Toleransinin Kazanilmasinda
Belirlenen Fizyolojik ve Biyokimyasal Degisimler

4.1.1. Bitki Buyumesi ve Yaprak Alanindaki Degigimler

Arabidopsis thaliana bitkilerinde, uygulamalara bagh yaprak ylzey alanindaki
degisimler ImageJ@ programi kullanilarak analiz edilmistir. Toksik B (3 mM B ve 5
mM B) velveya silfat uygulamasina (6n veya birlikte) maruz kalan Arabidopsis
thaliana bitkilerinin yaprak ylzey alanlari kontrol gruplarina gére 6énemli dizeyde
azalmistir (Sekil 4.1 ve 4.2.).

Sekil 4.1.  Sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarina maruz birakilan Arabidopsis

thaliana bitkilerinin deneme sonundaki genel géruntisu

Bu azalma kontrole gore 3B i¢in %64 iken 5B igin ise %88 dizeyinde olmustur.
Bununla birlikte sulfat dn uygulama gruplari, sadece bor uygulamalarina gore yaprak
yuzey alaninda artis saglamistir. Bu artisin 3B’a gére PS-3B gruplarinda 2 kat, 5B’a
gore PS-5B ise yaklasik 4 kat oldugu saptanmistir (Sekil 4.2). Bununla birlikte 3B ve
5B’a goére birlikte sulfat uygulama (S+3B ve S+5B) gruplarinda yaprak yuzey
alaninda sirasi ile yaklasik 1.3 kat ve 3 kat oraninda anlaml bir artis belirlenmistir
(P<0.05). Ancak, birlikte sdlfat uygulamalarinin iyilestirici  etkisinin  6n
uygulamalardan daha az etkin oldugu gorulmektedir.
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Sekil 4.2. A. thaliana bitkisinde sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarinin yaprak
yuzey alani Uzerine etkisi. Veriler normal dagilimlar sergilemediginden

logaritmik dondsim uygulanmis ve istatistiki analiz yapiimistir.

4.1.2. Bitki Biyokiitlesindeki (Yas ve Kuru Agirlik) Degisimler

Arabidopsis bitkisinin uygulama gruplarina ait yas ve kuru agirliklari incelendiginde;
kontrole gore 3B ve 5B gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gorulmektedir (Sekil 4.3 ve 4.4). Bitkilerin yas agirliklarindaki bu azalmalar; 3B’da
%46 olurken, 5B’de %74 oraninda olmustur (P<0.05). Bitkilerin kuru agirliklarindaki
azalma ise; kontrole gore 3B ve 5B’da sirasi ile yaklasik %37 ve %67 bulunmustur.
Buna karsin, sulfat uygulamalari 3mM bor toksisitesinde bitkilerin biyokutlelerinde
onemli bir degisime yol agmamistir. Bitkiler, PS-5B ve S+5B gruplari 5B’e gore
biyokUtlede artis gostermektedir. 5B’e gore yas agirliktaki artis PS-5B’de %77, S+5B
icin %33’tur. Kuru agirlikta bu artis sirasiyla %84 ve %48’dir. Biyokutledeki bu artiglar
istatistiksel agidan anlamh bulunmustur (Sekil 4.3 ve 4.4).

Uygulamalar arasi tolerans indeksleri incelendiginde; orta dereceli toksisite
gruplarindaki sulfat uygulamalarinda degisim gorilmemektedir, fakat yuksek toksisite
gruplarindaki sulfat uygulamalari toksisiteye karsi tolerans kazanimi saglamistir.
Ozellikle silfat 6n uygulama grubunun (PS-5B), birlikte sllfat uygulamasina (S+5B)
gore tolerans indeksinin daha yuksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.3. A. thaliana bitkisinde sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarinin yas agirlik
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Sekil 4.4. A. thaliana bitkisinde sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarinin kuru agirlik

Uzerine etkisi
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Cizelge 4.1. Sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarinda A. thaliana bitkilerinin yas
(YA) ve kuru agirlik (KA) degerlerinden hesaplanan tolerans indeksleri
(Th)

UYGULAMALAR YATI (%) KATI (%)
S1 80 106
S2 75 86
3B 54 63
PS-3B 55 67
S+3B 58 70
5B 26 33
PS-5B 46 61
S+5B 34 49

4.1.3. Bor ve Siilfat Miktarlarindaki Degisimler

Artan toksik bor konsantrasyonuna maruz kalan Arabidopsis bitkilerinin kokleri
vasitasiyla aldigi bor elementinin, yapraklarindaki birikimi analiz edilmistir (Sekil
4.5A). Arabidopsis bitkilerinin yapraklarinda bor birikimi, toksisite artisina bagl olarak
kontrole gore yaklasik 3B’da 79 kat, 5B'da ise 116 kat oldugu belirlenmigtir. En
yuksek B birikimi, 5mM bor toksisite duzeyinde belirlenmis olup, 1443 mg.kg kuru
agirhk*'tir. Bor toksistesine karsl tolerans kazaniminin saglanmasi icin 3 mM
konsantrasyonda Mg.SOsq tipi silfat, 6n sulfat uygulamasi (PT) veya birlikte sulfat
(S+B) uygulamasi yapilmistir. Her iki tip sulfat uygulamasinda bor birikimi, 3B’a gore
yaklasik %19 oranda; PT-5B’da ve S+5B’da ise 5B’a goére sirasi ile %19 ve 12
oraninda daha dusuk oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.5 A). Bu sonuglar, sulfat on
uygulamasinin (PT-B) birlikte uygulamaya (S+B) goére bor alimini azalttigi
gOstermektedir.

Bor birikimi bitkilerinin yapraklarinda sulfat miktarinin kontrollerine gére 6énemli
dizeyde (P<0.05) azalmasina neden olmustur (Sekil 4.5 B). 5mM B uygulamasinda

3mM B uygulamasina gore sulfat miktarinin daha az oldugu saptanmistir.
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Sekil 4.5. A. thaliana bitkisinde sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarinin bor (A) ve

sulfat (B) miktarlari Gzerine etkisi

4.1.4. Membran Butiunlugiundeki Degisimler

Bor toksisiteye maruz kalan Arabidopsis thaliana bitkilerinde lipid peroksidasyonun
son Urund olan malondialdehit (MDA) miktari kontrol grubuna gére 6nemli dizeyde
artmistir (P<0.05) (Sekil 4.6). Orta siddetli toksisiteye (3B) karsi sulfat uygulamalari
(PS-3B ve S+3B), oksidatif stres hasarini ortalama %45 civarinda azalttig
belirlenmistir. YUksek siddetli (5B) toksisite uygulamasi, sulfat uygulamalarina gore
(PS-5B ve S+5B) yaklasik %30 daha fazla oksidatif hasara yol agmigstir (Sekil 4.6).
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Sulfat uygulamalari (PS-B ve S+B) ise kontrol gruplari gibi membran butunlGguna

korudugu gorulmektedir.
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Sekil 4.6. A. thaliana bitkisinde sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarinin MDA

icerigi Uzerine etkisi

4.1.5. Hidrojen Peroksit (H202) Miktarindaki Degisimler

Arabidopsis thaliana bitkilerinde aktif oksijen tlrt olan H202 miktari 6zellikle ylksek
bor konsantrasyonunda (5B) istatiksel acidan 6nemli artis gostermistir (Sekil 4.7).
Sulfat uygulamali 3 mM B toksisitesine (PS-3B ve S+3B) maruz birakilan bitkilerin 3B
uygulamasina gore hidrojen peroksit miktarinin ortalama %36 azaldigi belirlenmistir.
Ancak, en yuksek B toksisitesinde (5B) sadece birlikte sulfat uygulamasinda (S+5B),

5B’a gore %35 azalma istatistiksel agidan anlaml bulunmustur (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. A. thaliana bitkisinde sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarinin H20:2

miktari Uzerine etkisi

4.1.6. Fotokimyasal Etkinlikteki Degigimler

Polifazik klorofil fluoresans olgimleri, toksik B ve/veya silfat uygulamasina (6n veya
birlikte) maruz kalan kontrol ve Arabidopsis bitkilerinin yapraklarinin 30 dakika
karanliga uyumlanmasindan sonra yapilmistir. Fluoresans verilerinin analizi,
fotosentetik aygittaki enerji akislari teorisine dayanan ve JIP-Testi olarak adlandirilan
hesaplamalara gore vyapilmigtir. Bor toksisitesinin Arabidopsis yapraklarinda
belirlenen fluoresans vyayllimlari  (transient) logaritmik zaman Olgeginde
grafiklendirilmistir (Sekil 4.8). Polifazik fluoresans egrisi [(O-J-1-P (Kautsky) egrisi)];
0-J, J-I ve I-P olmak Uzere U¢ temel basamaktan olugsmaktadir. Bu egri, Arabidopsis
thaliana’da toksik B duzeylerinin klorofil a fluoresans yayilimlarini etkiledigi ve sulfat
on uygulamasinin B toksisitesinin etkisini hafiflettigini ancak 5mM B ile sulfatin birlikte
uygulamasinin iyilestirici etkisinin 6nemli olmadigini gdstermektedir (Sekil 4.8A).
Toksik B vel/veya sulfat uygulamasi (6n veya birlikte) gruplarindaki bitkiler, kontrole
gore degisimler gostermekle birlikte tipik OJIP polifazik artigi sergilemiglerdir. O ve J
basamaklari arasinda sirasi ile yaklasik 150us ve 300us’de L ve K bandi olarak
adlandirilan iki bant fotosentetik 6rnegin uygulama kosullarinda kontrollerine gore
fizyolojik durumundaki degisimleri gostermektedir (Sekil 4.8 B ve C). Bu iki bantta
kontrole goére pozitif bir artis, fotosistemler arasindaki baglantinin (L bandi) ve oksijen
olusturucu kompleks (OEC)'nin (K bandi) uygulamalardan olumsuz etkilendigini ifade
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etmektedir. Bor uygulamalari kontrole gore L ve K bantlarinda pozitif bir yukselise

yol acarak borun toksik etkisini gostermistir (Sekil 4.8.B ve C).

Bor toksisitesine maruz kalan Arabidopsis bitkilerinde PS II'nin yapi ve fonksiyonelligi
(SFlass) olumsuz yonde etkilenmigtir (Sekil 4.9). Benzer sekilde, B toksisitesinin
PSII’'nin dondr bolgesinde hasara (Vk/Vi) yol agtigi gorulmektedir (Sekil 4.9) B
toksisitesinin neden oldugu yapisal degisimlerin sulfat uygulamalari (PS-B ve S+B)
ile dnemli dizeyde hafifletildigi belirlenmistir (P<0.05). Bununla birlikte, uyariima
(eksiton) enerjisinin elektron tasinimina aktariminin kuantum verimi hakkinda bilgi
veren ¢eo (ETo/ABS) degerleri Arabidopsis’te B konsantrasyonunun artisi ile anlaml
duzeyde azalmistir (3B’da yaklasik %10, 5B’da ise %14 oraninda) (Sekil 4.9). Buna
karsin, bor toksisitesine maruz kalan bitkilerde fotokimya digindaki enerji yayiliminin
kuantum verimini (t= Osn) ifade eden ¢oo (Fo/Fwm) degeri istatistiksel olarak dnemli
dizeyde artmistir (3B’da yaklasik %17, 5B’da ise %30 oraninda) P<0.05) (Sekil 4.9).
Ayrica bor toksisitesi ile reaksiyon merkezi basina yakalanan enerjinin Qa’yi redukte
etme kapasitesine sahip reaksiyon merkezlerinin yogunlugu gosteren RC/CSo; tim
uygulamalarda kontrole gére énemli dizeyde azalmistir. Bitkilerde artan B toksistesi
ile PS P'in akseptor (alici) boélgelerinin redoks durumu veya PS l'in kismi miktari
hakkinda bilgi veren AVip parametrelerindeki degisimler de incelenmistir (Sekil 4.9). B
toksisitesinin artigsina bagh olarak AVie dederi istatistiksel olarak 6nemli diuzeyde
azalmistir (P<0.05). Bitkinin fotosistemlerinde kuantum etkinligi ve enerji akis
oranlarinda B toksisitesinin meydana getirdigi degisimler sulfat uygulamalari ile
hafifletildigi saptanmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Silfat ve/veya toksik bor uygulamalarinin A. thaliana bitkilerinin fotosentetik aygitlardaki klorofil a fluoresans transientleri

(A). Klorofil fluoresans yayilimlari kaydedilmis ve logaritmik zaman skalasinda (0.01-1 s) grafikleri ¢izilmigtir. O ve J

basamaklari

arasinda sirasi ile 150us ve 300us’de
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Sekil 4.9. Silfat ve/veya toksik bor uygulamasinin PSII’nin yapisal
fonksiyonelligi (SFI), OEC’inde olusan hasar durumu (Vk/VJ),
eksitasyon enerjisinin  kullanim etkinligi (QPeo ve o), QA'yi
indirgeyebilen reaksiyon merkezlerinin yogunlugu (RC/CSo) ve PSI
miktari (AVip) Uzerine etkileri (sagdaki grafik sadece B ve PS-B

uygulamalari arasindaki degisimleri netlestirmek amaci ile

sadelestirilerek gizilmistir)

Toksik B ve/veya siulfat uygulamasina (6n veya birlikte) maruz kalan
Arabidopsis bitkisinin PS [I'deki spesifik ve fenomolojik enerji akiglari sirasi ile
membran [reaksiyon merkezi basina (RC)] ve yaprak [yaprak alani basina
(CSo)] pipe-line modeli ile incelenmigtir (Sekil 4.10 ve 11). Spesifik enerji
akisglari toksik B ve/veya sulfat uygulamalarindan (6n veya birlikte) etkilenmistir
(Sekil 4.10): Spesifik akislar; reaksiyon merkezi basina absorbe edilen eneriji
(ABS/RC), yakalanan enerji akisi (TRo/RC) ve elektron transportu (ETo/RC) ve
fotokimya disinda 1s1 seklinde kaybedilen enerjiyi (DIo/RC) ifade eden degerler,
B toksisitesinin artisina bagh olarak anlamh dizeyde artmigtir (P<0.05). Siilfat
uygulamalari ile membrandaki reaksiyon merkezleri bagina meydana gelen bu

etkilenmelerin hafifletildigi saptanmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10.

Uygulamalar

Sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarinin A. thaliana bitkisinin
yapraklarindaki spesifik enerji akiglari (birim reaksiyon merkezi
basina, RC). Oklarin boyutlari, parametrelerin oransal degerlerini
ifade etmektedir. Absorblanan (ABS/RC) ve yakalanan eksidasyon
enerjisi (TRo/RC), elektron tasinimi (ETo/RC) ve fotokimya disinda

kullanilan enerijisi (Dlo/RC) gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Sdlfat ve/veya toksik bor uygulamalarinin A. thaliana bitkisinin
birim yaprak alani bazinda enerji akiglari (CSo). Oklarin boyutlart,
parametrelerin oransal degerlerini ifade etmektedir. Absorplanan
(ABS/CSo0) ve yakalanan eksidiasyon (TR/CSo) enerijileri, elektron
transportu (ET/CSo) ve fotokimya disinda kullanilan enerjisi
(DI/CSo) gosterilmektedir. Siyah noktalar inaktif, beyaz noktalar
aktif RC’leri belirtiimektedir.

Bor toksisitesinin artigsina bagl olarak bitkilerin fenomenolojik enerji akiglarinda
da anlamh degisimlerin oldugu belirlenmigtir (Sekil 4.11). Birim yaprak alani
basina sogurulan eksitasyon (uyarilma) enerjisi (ABS/CSo), yakalanan enerji
(TRo/CSo) miktarlarinda 6zellikle toksik 5mM B konsantrasyonu kontrole goére
onemli dizeyde artisa yol agmistir (P<0.05). Absorblanan enerjinin fotokimyasal
kullanimi (ETo/CSo) genel olarak dnemli dizeyde bir degisim goéstermemis,

enerjinin buyuk bir kismi 1s1 seklinde (Dlo/CSo) kaybedilmistir. Bununla birlikte,
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toksik bor uygulamalari tilakoid membranlarda inaktif reaksiyon merkezlerinin

miktarinda da artisa yol agmistir.

Bitkinin verimine dogrudan etki eden ve fotosentez sureci hakkinda bilgi veren
en hassas JIP Test parametrelerinden performans (canhlik) indeksleri (Pl'leri -
Plass ve Plyor) incelendiginde, B duzeyinin artigina bagli olarak bitkilerde
performans indeks parametrelerinin anlamli dizeyde azaldigi saptanmigstir
(P<0.05) (Sekil 4.12). Plass ve Plror ‘deki bu azalmalarin 3B’da %39 ve 5B’da,
%59 oraninda oldugu belirlenmigtir (Sekil 4.12). B toksisitesi altindaki bu
etkilenme Pl bilesenlerindeki azalmadan kaynaklanmaktadir. PS 1l anten
pigmentlerince reaksiyon merkezi basina indirgenen Qa miktari (RC/ABS) ile
primer fotokimyasal reaksiyonun etkinligindeki (ero/(1 - ¢ro) azalma diger
bilesenlere gbére daha fazladir.  Sdlfat uygulamalari 6zellikle sllfat 6n
uygulamasi (PS-B) ile bor toksisitesinin Pl'leri ve bilesenleri Gzerindeki etkisini

yaklasik %20-25 oraninda hafiflettigi tespit edilmigtir.

nnnn
PITO[ [ENERNNINT]

Plabs

Bro/(1-8ro)

Wol(1-¥)

BS+5B EPS-5B m5B

/(1-
®ro/(1-0po) @mS+3B mMPS-3B m3B

BS2 0Ssil
RC/ABS

-70 -60 -50 -40 10 20 30 40

Kontrole Gore Degisim (%)

Sekil 4.12. Sdilfat ve/veya toksik bor uygulamalarinin A. thaliana bitkisinin total

fotosentetik performans indeksi ve bilesenleri Gzerine etkisi
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4.1.7. Fotosentetik Pigment Miktarindaki Degisimler

Toksik bor duzeylerinin Arabidopsis bitkilerinin yapraklarinda bulunan toplam
klorofil a+b miktarinin kontrole gore anlamli duzeyde azalmasina yol agtigi ve
toplam klorofil miktarindaki azalmanin her iki B konsantrasyonunda sirayla %42
ve %48 oraninda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.13A). Bor toksisitesinin neden
oldugu klorozisin sulfat uygulamalari ile iyilestirildigi, ancak bu etkinin sadece
PS-3B uygulamasinda anlamli oldugu bulunmustur (P<0.05). Bitkilerin toplam
karotenoid (x+c) miktarindaki degisimler, toplam klorofil (a+b) miktarindaki

degisimlere benzer bir 6rintu sergilemistir (Sekil 4.13B).
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Sekil 4.13. A. thaliana bitkisinde sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarinin

toplam klorofil (a+b) (A) ve karotenoid icerikleri Uzerine etkisi
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4.1.8. Tolerans Kazaniminda Savunma Sistemlerinin Roli

4.1.8.1 Antosiyanin ve Flavonoid Pigment Miktarindaki Degisimler

Bitkilerin yapraklarinda 6n (PS-3B) ve birlikte (S+3B) stlfat uygulamalari 3 mM
B toksisitesine gore sirasi ile %26, ve %20 oraninda antosiyanin birikimine
neden olmustur. Bu etki, yuksek B toksisitesi altindaki bitkilerde sadece sulfat
on uygulamasinda anlamh bulunmustur (%48) (Sekil 4.14A). Flavonoid
miktarindaki degisimler antosiyanin ile uyumlu sonuglar gostermistir. Kontrole
gore 3B ve 5B grubunda flavonoid miktar (sirasiyla; %36, %51) artmigtir.
Flavonoid miktari 3B’ye gore PS-3B’de %17 ve S+3B’de ise %7 oraninda
birikime yol agmigtir. Bununla birlikte yuksek toksisiteye (5mM B) maruz kalan
bitkilerin yapraklarina goére, flavonoid icerigi PS-5B ve S+5B uygulamalarinda
yaklasik %20 artmistir (Sekil 4.14B).
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Sekil 4.14. A. thaliana bitkisinde sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarinin
antosiyanin (A) ve flavonoid (B) miktarlarina etkisi
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4.1.8.2. POD ve GST Enzim Aktivitelerindeki Degigimler

Arabidopsis thaliana bitkisinin yapraklarinda toksisite ile birlikte peroksidaz
(POD) enziminin aktivitesi de artmistir. POD aktivesinin kontrole gére PS-3B’de
%75 ve S+3B’de %72 duzeyinde arttigi belirlenmistir. Kontrole gore POD
aktivitesi yuksek toksik B duzeylerinde 2.8 kat, PS-5B’de 3.1 kat ve S+5B’de 3.6
kat artmistir. PS-3B ve S+3B uygulamalari 3B’ye gére %90’dan daha fazla POD
aktivitesinde artis gostermistir. YUksek toksisite uygulamalarinda ise POD
aktivitesi 5B’ye gore PS-5B’de %9, S+5B’de ise %28 kat artmigtir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. A. thaliana bitkisinde sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarinin

peroksidaz enzim aktivitesi Uzerine etkisi

Glutatyon-S-Transferaz ~ (GST)  enziminin aktivitesi orta  toksisite
uygulamalarinda (3B, PS-3B ve S+3B) birbirlerine goére anlamli bir degisim
gOstermezken, bu uygulamalarinda kontrole gére yaklasik %19 oraninda
artmistir (Sekil 4.16). Yuksek B toksisitesinde ise en fazla GST aktivitesi PS-
5B’de belirlenmistir (kontrole goére %63 artig). 5B uygulamasina gére GST
aktivitesi sadece PS-5B uygulamasinda anlamli diizeyde artmistir (%28).
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Sekil 4.16. A. thaliana bitkisinde sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarinin

GST enzim aktivitesi Uzerine etkisi

4.2. Sulfat vel/veya Toksik Bor Uygulamalarina Maruz Kalan A. thaliana
Bitkisinde Siilfat ve Bor Tasiniminda Yer Alan Bazi Genlerin Oransal ifade
Degisimleri

Tum fizyolojik ve biyokimyasal parametreler degerlendirildiginde, bor
toksisitesine kargi tolerans kazaniminda sulfat uygulamalarinin etkili oldugu,
ancak sulfat 6n uygulamasinin hafifletici etkisinin biraz daha fazla olmasi nedeni

ile sadece sulfat 6n uygulama grubu gen ifade analizlerinde kullaniimistir.

On silfat uygulamalari ile bor toksisitesine maruz birakilan bitkilerde, bazi bor
aliminda ve stilfat alimi/atiminda kritik rol oynayan tasiyicilar ile ilgili genlerin
oransal ifade degisimleri incelendiginde; SULTR 2;1 (Sulfate Transporter 2;1)
geninin oransal ifadesi kontrole goére, sirasi ile 3B, PS-3B, 5B ve PS-5B
uygulamalarinda %47, %50, %69 ve %50 oraninda azalmaktadir ve bu azalma
istatistiki olarak anlamlidir (P<0.05). Ayrica sulfat 6n uygulamasinda 5B’a goére
SULTR 2;1 geninin oransal ifadesi %63 artmistir (P<0.05) (Sekil 4.17.)
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Sekil 4.17. Sdlfat ve/veya toksik bor uygulamalarina maruz kalan A. thaliana
bitkisinde SULTR 2;1 geninin oransal ifadesi

SULTR 2;2 (Sulfate Transporter 2;2) geninin ifadesinde én uygulama gruplari

(PS-3B ve PS-5B) toksisite ile paralel bir artis gdstermektedir, bu artis kontrole

gore sirasiyla yaklasik 2 kat ve 4 kattir. Ayrica PS-5B uygulamasi 5B grubuna

gore yaklasik 2.2 kat, PS-3B’de ise 3B’'ye gore 1.7 kat artis sergilemistir

(P<0.05) (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.18.  Sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarina maruz kalan A. thaliana

bitkisinde SULTR 2;2 geninin oransal ifadesi
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Arabidopsis thaliana bitkisinde SULTR 3;1 (Sulfate Transporter 3;1) geninin
ifadesi kontrole gore, PS-3B, 5B, PS-5B uygulamalarindaki (sirasiyla yaklasik
4.5 kat, 3.9 kat, 10 kat) artis istatiksel agcidan anlamli bulunmustur (P<0.05).
PS-3B uygulamasi genin ifadesini 3B’a gore yaklasik 2.3 kat arttirirken; PS-5B
uygulamasi 5B’a gore 5.2 kat arttirdigi belirlenmistir (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.19.  Sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarina maruz kalan A. thaliana

bitkisinde SULTR 3;1 geninin oransal ifadesi

Toksisite artttkca SULTR 3;2 (Sulfate Transporter 3;2) geninin oransal
ifadesinde de artis gorulmektedir. Kontrole gbére genin ifadesinde artan bor
toksisitesinin (3B ve 5B) sirasiyla 1.7 kat ve 5 kat; sulfat 6n uygulamalarinin
(PS-3B ve PS-5B) ise 3 ve 5 kat artis sagladigr bulunmustur (Sekil 4.20.).
Ayrica gen, PS-3B’de 3B’ye gore 1.7 kat ifade olmustur (P<0.05). Ancak; 5B ve
PS-5B arasindaki ifade degisimi istatiksel agidan anlamli bulunmamistir (Sekil
4.20).
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Sekil 4.20.  Silfat ve/veya toksik bor uygulamalarina maruz kalan A. thaliana

bitkisinde SULTR 3;2 geninin oransal ifadesi

SULTR 3;3 (Sulfate Transporter 3;3) geninin ifadesinde sadece 6n uygulama
gruplarinda 6nemli dizeyde ifade olmustur. PS-3B grubu 3B goére 2.8 kat
artmistir, PS-5B grubu ise 5B grubuna goére 5.4 kat artmistir. SULTR 3;3
geninin ifadesi 3B grubunda kontrole gore %40 azalirken, 5B grubunda ise
kontrollerine gore %20 artmistir(P<0.05) (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21.  Sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarina maruz kalan A. thaliana
bitkisinde SULTR 3;3 geninin oransal ifadesi
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SULTR 3;4 (Sulfate Transporter 3;4) geninde kontrole gére tim uygulamadaki
artiglar istatiksel olarak anlamlidir (P<0.05). On uygulama gruplari (S1, PS-3B
ve PS-5B) kontrole gore sirasiyla 4.2 kat, 6.8 kat ve 21 kat artarken, 6n
uygulamasiz toksisite uygulamalarinda (3B ve 5B) genin ifadesi kontrollerine
gore sirasiyla 5.1 kat ve 19.5 kat artmigtir. Ayrica, bu genin ifadesindeki
degisimler sadece orta duzeydeki toksik bor uygulamalarinda (3B ve PS-3B)
anlamli bulunmustur (Sekil 4.22.).
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Sekil 4.22.  Sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarina maruz kalan A. thaliana

bitkisinde SULTR 3;4 geninin oransal ifadesi

SULTR 3;5 (Sulfate Transporter 3;5) geninin oransal ifade artisi kontrole gore
bitiin gruplarda istatistiki agidan anlamli bulunmustur (P<0.05) On uygulamali
ve uygulamasiz gruplar arasindaki farklar ise PS-3B'de 3B’ye gore 2.5 kat
artarken, PS-5B’de 5B’ye gore 1.6 kat artmigtir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23.  Sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarina maruz kalan A. thaliana
bitkisinde SULTR 3;5 geninin oransal ifadesi

SULTR 4;1 (Sulfate Transporter 4;1) geninin oransal ifadesi bor toksisitesinin
artisina bagl olarak artmis ancak bu etki sadece 5B’de anlamli bulunmustur.
Bununla beraber sulfat 6n uygulamalari genin ifadesi hem kontrole hem de bor

uygulamalarina goére 6nemli dizeyde arttirmigtir (P<0.05) (Sekil 4.24.).
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Sekil 4.24.  Silfat ve/veya toksik bor uygulamalarina maruz kalan A. thaliana

bitkisinde SULTR 4;1 geninin oransal ifadesi
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NIP 6;1 (nod6-Like Intrinsic Protein 6;1) geninin oransal ifadesinde kontrole
gore tum wuygulamalardaki artiglari istatistiksel acidan anlamli oldugu
belirlenmistir (P<0.05) (3-10 kat arasinda artiglar). Buna karsin, sulfat 6n
uygulama ile bor toksisite gruplari arasindaki fark anlamh bulunamamistir (Sekil
4.25)).
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Sekil 4.25.  Sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarina maruz kalan A. thaliana

bitkisinde NIP 6;1 geninin ifade oranlari

OPT6 (Oligopeptide Transporter 6) geninin oransal ifadesinde tum
uygulamalarda kontrole goére oOnemli dizeyde artis goézlemlenmistir. Genin
ifadesi, sllfat 6n uygulamasi ile 6n uygulamasiz bor uygulamasina gére anlamli
sekilde azalmigtir (Sekil 4.26.).

GSHL1 (Glutamate Cysteine Ligase) geninin kontrole gore ifadesindeki degisimin
3B uygulamasi digindaki diger tum bor uygulamalarinda kontrole gére dnemli
oldugu saptanmigstir (Sekil 4.27). Genin ifadesi, stlfat 6n uygulamasi 3B’a gére
%58 oraninda anlamli sekilde artarken, PS-5B ve 5B gruplari arasinda anlamli

fark gozlenmemigtir (Sekil 4.27.).
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Sekil 4.26.  Sulfat ve/veya toksik bor uygulamalarina maruz kalan A. thaliana

bitkisinde OPT6 geninin oransal ifadesi
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Sekil 4.27. Siulfat ve/veya toksik bor uygulamalarina maruz kalan A. thaliana

bitkisinde GSH1 geninin oransal ifadesi

GSH2 (Glutathione Synthetase 2) geninin kontrole gore ifadesindeki degisim,
PS-3B uygulamasi hari¢ diger tUum bor uygulamalarinda kontrole gore onemli
oldugu bulunmustur (Sekil 4.28.). Geninin ifadesi kontrole goére 3B, 5B ve PS-
5B uygulamalarinda yaklasik %20 oraninda artarken, silfat 6n uygulamalari
uygulamasiz gruplara goére ifadede azalmaya neden olmus, ancak bu degisim

sadece PS-3B’de 6nemli bulunmustur.
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Sekil 4.28. Silfat ve/veya toksik bor uygulamalarina maruz kalan A. thaliana

bitkisinde GSH2 geninin oransal ifadesi
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5. TARTISMA

Bitkiler icin mutlak gerekli bir mikro besin maddesi olan bor elementinin, toksik
duzeyleri, ozellikle kurak ve yari kurak bolge topraklarinda uretim ve verimi
etkileyen onemli bir tarimsal problemdir. Toksik bor duzeyleri bitkilerin pek ¢ok
metabolik sureclerini ve hucresel fonksiyonlarini etkilemekte ve bu etkilenme
bitkinin turine, gelisim evresine, toksisiteye maruz kaldigi slreye ve bor tipine

bagli olarak farklilik géstermektedir (EI- Hamdaoui ve ark., 2003).

Son yillarda bitkilerin bor toksisitesine karsi toleranslarini artirmak igin, bazi
uygulamalar yapilarak, tolerans kazanimi saglanabilmektedir. Bitkilerin toksik
bor duzeyleri ile birlikte tuz (Alpaslan ve Gunes 2001; Grieve ve ark., 2010;
Esteban ve ark., 2016; Huanca-Mamani ve ark., 2018), kalsiyum (Siddiqui ve
ark., 2013), nitrik oksit (Esim ve Atici, 2013), silikon (Akgcay ve Erkan, 2016;
Kaya ve ark., 2020a), mannitol (Coskun ve ark., 2014), benzoik asit (Farghaly
ve ark., 2022), giberellik asit (Kaya ve ark., 2020b) ve arbuskular mikoriza (Liu
ve ark., 2018) gibi uygulamalara maruz birakildiginda, bor toksisitesinin neden
olabilecegi hasarlari hafifletilebilecedi bildiriimistir. Bitkinin tolerans kazaniminda
bor, ya bu maddeler ile yarisa girerek ya da bor toksisitesinin neden oldugu
oksidatif hasari azaltarak rol almaktadir. Birgok arastirmada bor kazanimi
birlikte uygulamalar ile iligkilendiriimektedir. Bunun yani sira, gesitli metallerin
(Se, Mn, Mg, Cd, Zn, Cr vb.) detoksifikasyonunda kukurt iceren bilesiklerin rolu
ile ilgili literatirde g¢alismalar bulunmaktadir (Khan ve ark., 2015; Sheng ve ark.,
2016; Singh ve ark., 2017; Adhikari ve ark., 2018; Terzi ve Yildiz, 2021). Bor
toksisitesine maruz kalan bitkilerde kukart bagiml detoksifikasyon ve kukulrt
yolagindaki suregler ile ilgili ¢cok sinirli bilgi bulunmaktadir (Kayihan ve ark.,
2019). Ancak, bor toksisitesine karsi sulfat 6n veya birlikte uygulamalari ile
tolerans kazaniminda kukurt metabolizmasinin rollu ile ilgili arastirmalara

literatirde rastlaniimamistir.

Bu calismada, iki farkh toksik bor konsantrasyonunda (3 ve 5mM) sulfat 6n
uygulamali ve uygulamasiz gruplarin yapraklarindaki bor ve siulfat birikimi
belirlenmistir (Sekil 4.5A ve B). Bitki kokleri ile alinan bor, kdk hiucrelerine hiucre

zarindan pasif difuzyon vyoluyla ve/veya kanal proteinleri araciigi ile
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alinabilmektedir (Dordas ve ark., 2000; Pereira ve ark., 2021). Bunun yani sira,
bor elementinin kokten yapraklara kadar olan uzun mesafelere tasinimi ise
transpirasyon akimi ile hem ksilemle, hem de floem ile bazi bilesikler kompleks
olusturarak (polioller -seker alkoller-) tasindigi bildiriimektedir (Landi ve ark.,
2019; Brdar-Jokanovi¢, 2020; Pereira ve ark., 2021). Bor konsantrasyonunun
artisina bagli olarak klorozis semptomlarinin ve yapraklarindaki bor birikiminin
arttigi, bu etkinin sulfat uygulamalari ile 6nemli derecede azaldi§i tespit
edilmistir (Sekil 4.1, 4.5A ve 4.13A). Sulfat uygulamalari yapilan gruplarda sulfat
miktarinin her iki toksik B gruplari icinde 6nemli dizeyde degdisim gostermemesi
ve B birikiminin azalmasi, bu gruplarda alinan sulfatin metabolize edildiginin bir
gOstergesi olabilir (Sekil 4.5A ve B). Buna ilaveten SULTR3 ve SULTR4 gruplari
sulfat tasiyicilarinin gen ifade artiglari sdlfatin  alindigini ve B tolerans
kazaniminda islev gérdugunu dusundurmektedir (Sekil 4.19-24). B toksisitesi
birikimine bagh olarak bitkilerin biyokutlesinde de 6nemli bir azalmaya neden
oldugunu saptanmistir (Sekil 4.3 ve 4). Sdlfat uygulamalarinin yliksek B
toksisitesine maruz kalan bitkilerde buylume inhibisyonunu onemli Olgtde
hafifletmistir. Yaprak ylzey alanindaki degisimlerin ayni oruntiyu sergiledigi,
sulfat uygulamasinin toksik bor dizeyinin olumsuz etkilerini iyilestirdigi tespit
edilmistir (Sekil 4.2). Bu sonuglar, sulfat ve B elementinin aliminda ve
tasiniminda bir yarisin olmadigini, sulfat uygulamalarinin B alimini daha iyi
dizenlenerek, sinirlandiriidigini ve bdylece B toksisitesinin olumsuz etkilerinin
hafifletildigini ortaya koymaktadir. Ayrica, sulfat beslemesinin Mn, Cr ve Cd ile
yapilan caligmalarda toksisitesinin iyilestiriimesinde rol oynadigi bildirilmigtir
(Sheng ve ark., 2017; Singh ve ark., 2017; Adhikari ve ark., 2018).

Bor toksisitesi membranlarda lipid peroksidasyonlarina neden olarak, membran
batdnligunin bozulmasina yol agmaktadir (Hua ve ark., 2021). Bitkilerde MDA
miktari, bor toksisitesinin artisa bagh olarak kontrole gore 6nemli dizeyde
(yaklasik 2 — 2.6 kat) artmistir (Sekil 4.6). Sdlfat uygulamalari MDA miktarini
toksik bor uygulamalarina gore onemli dizeyde azalttigi belirlenmistir. Bu
sonug, sulfat uygulamalarinin membran butinlGglinin borun toksik etkilerine

karsi korundugunu ortaya koymaktadir.

Bitkilerde bor toksisitesinin etkiledigi en dnemli metabolik sureglerinden biri de

fotosentezdir (Han ve ark., 2009; Landi ve ark., 2013) ve klorofil a fluoresans
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Olcumleri ile bu olumsuz etkilenme detayli bir sekilde ortaya konulmustur.
Klorofil a fluoresans yayilimindaki (transientler) degisimler, fotosentetik
aygitlardaki eksitasyon enerjisinin kullanimi ve elektron taginimi ile iligkili
surecler hakkinda ayrintili bilgi saglayarak, bitkilerin stres altindaki fizyolojik
durumunu ortaya koymaktadir (Kalaji ve ark., 2016; Chen ve ark., 2016).
Fotosistemlerin redoks durumundaki degisiklikleri yansitan OJIP egrisinin sekili,
cevresel streslere karsi oldukga degiskenlik sergilemektedir (Strasser ve ark.,
2004; Umar ve ark., 2019). Bu arastirmada da bor toksisitesinin bitkilerin
fluoresans gecislerini olumsuz yonde etkiledigi ve bu etkinin silfat uygulamalar
ile hafifletildigi gorulmektedir (Sekil 4.8A). Bitkiler, tum B ve sulfat
uygulamalarinda tipik OJIP polifazik artisi sergilemislerdi: O ve J fazlar
arasinda fotosentetik 6rnegin uygulama kosullarindaki fizyolojik durumunu
gOsteren K ve L bantlari da bor toksisitesinden etkilenmistir. PSII birimleri
arasindaki enerjisel baglanti veya isbirligi L-bandi analiz edilerek ortaya konulur
(Oukarroum ve digerleri 2007, Tsimilli-Michael ve Strasser 2008). Pozitif L-
bandi degerleri, distk enerji baglantisini ve olumsuz etkilenmeyi, diger bir ifade
ile tilakoid membranlardaki ayrismayi gostermektedir (Yusuf ve ark. 2010;
Sharma ve ark. 2014; Chen ve ark., 2021). Bu calismada, toksik bor
dizeylerinde gozlemlenen daha ylksek pozitif L-bandi genligi; sistemin daha az
kararhligini ve/veya PSII birimler arasindaki is birliginde azalma oldugunu ya da
tilakoid membranlarin batanligunun bozuldugunu gostermektedir (Sekil 4.8B).
Bununla birlikte silfat uygulamalari, muhtemelen bitkilerin uyariima enerjisini
daha verimli kullanmasini ve sistemin daha kararli olmasini saglamistir. K bandi
ise; oksijen olusturan kompleksten (OEC) P680 reaksiyon merkezine elektron
transferini ifade etmektedir (Skotnica ve ark., 2000). K bandinda belirlenen
buayuk pozitif genlik, PSIl ‘nin akseptdr (alicl)) ve dondr (verici) bdlgeler
arasindaki dengesizlikle iligkili olup oksijen olusturan kompleksin (OEC)
bozunumunu gdstermektedir (Strasser ve ark., 2004; Martinazzo ve ark., 2012;
Li ve ark., 2014; Gururani ve ark., 2015). Artan bor toksisitesi ile olusan yluksek
pozitif K bandi PSII'ye dogru olan elektron tasinimindaki gugli sinirlanmayi
sulfat uygulamalarina gore daha belirgin sekilde ortaya koymaktadir (Sekil
4.8C). Bunun yani sira, OEC’nin ininhibisyonu ve muhtemel hasarini belirten
Vk/Vis degeri de Arabidopsis bitkilerinde K bandinda gozlenen trende benzer

sekilde bor toksisitesinin artisina bagli olarak arttirirken (yaklasik %15-%32),
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sulfat uygulamalari ile bu olumsuz etkinin hafifletildigi saptanmistir (Sekil 4.9).
Buna kargin toksik bor duzeylerinde RS/CSo’nun azalisi QA'yi indirgeyen
reaksiyon merkezlerinin miktarinin azaldigini ifade etmektedir (Sekil 4.9). ¢eo
degerlerinde belirlenen degdisimler, B toksisitesi altinda absorblanan eksitasyon
enerjisinin elektron tasiniminda etkin bir sekilde kullanilamadigi ve bu durumun
kuantum verimini negatif etkiledigini gostermektedir (Sekil 4.9). Ayrica bor
toksisitesi (3 ve 5mM B) PSII/PSI oranini veya PSl'in kismi miktarini yansitan
(Ceppi ve ark.,, 2012; Umar ve ark., 2019; Arslan, 2022) AV degerini
azaltirken, her iki sulfat uygulamalarinda da hem kontrole hem de bor
uygulamalarina gore artmistir (Sekil 4.9). 1-P faz genliginin boyutu (AVie) NADP
ve ferredoksinin (Fd) indirgendigi PS I'in etrafindaki elektron tasinim kapasitesi
hakkinda da bilgi saglar. Bu bulgular, PSl'in bor toksisitesinden olumsuz
etkilendigini  ortaya  koymaktadir. Bununla  birlikte, ylksek  bor
konsantrasyonlarinda bitkiler tarafindan absorblanan enerjinin fotokimyadan
cok, 1s1 formunda kaybedildigi [ppo (Fo/Fwm)'de artig] ve fotokimyasal kullanimin
azaldigi  belirlenmigtir  (Sekil 4.9). DIlo/RC'de artiglarda bu sonucu
desteklemektedir (Sekil 4.10). Fotokimyasal olmayan vyatistirma oksijen
olusturan komplekslerin etkinligindeki sinirlama ile baglantih olabilir (Sun ve
ark., 2016). B toksisitesi altindaki bitkilerin PSII'lerinin muhtemelen ¢ok fazla
inaktif reaksiyon merkezine sahip olmasi ve PSIl akseptor bdlgesinin redukte
olmasi nedeni ile dondér kisimdan (OEC’den) gelen elektronlari kabul
edememektedir. Bunlara ilaveten, PSII’'nin yapisal ve fonksiyonelligini yansitan
SFlass) degerindeki azalma fotosentetik yapida hasarin oldugunu ortaya
koymaktadir (Sekil 4.9). B toksisitesinin (3 ve 5SmM B) fotosistemlerde yol actigi
yapisal ve fonksiyonel bozulma (yaklasik %25-40) sulfat uygulamalari (6zellikle
on uygulama) ile iyilestirilerek, bitkilerde bor tolerans saglandidi belirlenmistir
(Sekil 4.9).

Fotosentetik 6rnedin tilakoid membranlarinda gergeklesen enerji akiglarini
analiz eden JIP testine gore Arabidopsis bitkisinde reaksiyon merkezi basina
(RC basina) olan spesifik enerji akis parametreleri, toksik B ve/veya sulfat
uygulamalarinda (6n veya birlikte) olumsuz etkilenmistir (Sekil 4.10): Reaksiyon
merkezi bagina, absorbe edilen [veya ortalama anten buyuklugunu (ABS/RC)],

tutulan enerji akisi (TRo/RC) ve elektron taginimi (ETo/RC) ile 1s1 seklindeki
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enerji kaybi [fotokimyasal olmayan kullanim (DIo/RC)] bor toksisitesine bagli
olarak onemli derece artmistir (Sekil 4.10). Stirbet ve Govindjee (2012)
ABS/RC, TRo/RC ve Dlo/RC’deki artigin birbiri ile baglantili oldugunu ve bu
durumun bitkilerin yapisal 6zelliklerine ve fotosentetik aktiviteleri ile iligkili
oldugunu bildirmiglerdir. Bu bulgular fenomolojik enerji akislari ile de paralellik
sergilemekte ve Olgim yapilan yaprak alani basina hesaplanan tum ener;ji
akislarinda artislarin oldugu belirlenmigtir (Sekil 4.11). Sdlfat ve/veya toksik B
uygulamalarinda kontrole gére fenomolojik enerji akisglari ile iligkili tim
parametrelerdeki artiglar, aktif reaksiyon merkezlerinin Qa redikte etmeyen

inaktif reaksiyon merkezlerine donusmesinin sonucudur.

Toksik bor kosullarina maruz kalan A. thaliana’da fotosentetik performans
indeksleri (Plass ve Plror) ve komponentleri bor konsantrasyonunun artigina
baglh olarak anlamli duzeyde azalmistir (Sekil 4.12). Sudlfat uygulamalarinin
(6zellikle sulfat 6n uygulamasi) bor toksisitesinin olumsuz etkilerini iyilestirilerek,
Arabidopsis bitkisinin B toksisitesine karsi tolerans kazanimi saglayabildigi
canlilk gostergesi olan performans indeks ve bilesenlerindeki artis ile ortaya

konulmustur.

Klorofil a fluoresans analiz (JIP test) sonuglari, B toksisitesi nedeni ile bitkilerin
fotokimyasal performansindaki dususun, inaktif reaksiyon merkezindeki artigtan
ve enerjinin 1s1  seklinde kaybindan (fotokimyasal olmayan kullanim)
kaynaklandigini gostermektedir.  Bunun yani sira, Arabidopsis thaliana
bitkisinde bor toksisitesinin  PSlII'nin fonksiyonelligini PSI'e gére daha fazla
etkiledigi ancak bu etkilenmenin fotosentetik aktiviteyi durduracak
(fotoinhisyon) siddette olmadidi ve sulfat uygulamalari ile hafifletilebildigi
belirlenmistir. Bu sonuglar biyokitle ve MDA miktarindaki degisimler ile de

dogrulanmaktadir.

Bitkilerde fotosentetik pigment grubundan olan klorofiller, fotosistemlerin anten
komplekslerinde ve reaksiyon merkezinde yer alip eksitasyon enerjisini

absorblamasindan birincil derecede sorumludur (Scott, 2011). Bor toksisitesi
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uygulanan bitkilerinin yapraklarinda toplam klorofil a+b miktarinin anlamh
duzeyde azaldigi tespit edilmigstir (Sekil 4.13A). Toksik bor kosullari altindaki
bitkilerin klorofil miktarlarindaki azalma; tilakoid zarlarda olusan hasarlara bagl
olarak fotosentetik kapasitedeki azalmalardan kaynaklanabilecegi gibi klorofil
pigmentlerinin foto-oksidasyonu veya yikimindaki artig (klorozis) ile de iligkili
olabilir (Sekil 4.1; Sekil 4.12). Sulfat uygulamalari klorofil pigment miktarini

arttirmis ancak bu artis sadece PS-3B uygulamasinda anlamli olmustur.

Isik toplayici anten komplekslerinin bir diger pigmenti olan karotenoidler,
pigment-protein komplekslerinin kararlihdini saglama, asiri eksitasyon enerijisini
Is1 seklinde yayarak tilakoid membranlarda olusabilecek fotooksidatif hasarlara
kargi korumada 6nemli rol oynarlar (Yao ve Liu, 2007; Ekmekgi, Tanyolag ve
Ayhan, 2008; Dankov ve ark., 2009). Bu ¢alismada B toksisitesine bagli olarak
bitkilerinde toplam karotenoid miktarlari kontrollerine gbre Onemli dizeyde
azalmistir (Sekil 4.13B). Sulfat uygulamalari ise bitkilerin karotenoid miktarinda
artis sagladigi belirlenmis, ancak bu etkinin sadece PS-3B uygulamasinda
iyilestirici olabilecedi gorulmektedir (Sekil 4.13B). Landi ve ark. (2013) bor
toksisitesi altinda karotenoid miktarinda meydana gelen azalmanin nedeninin
fotosentetik yapinin foto-korumasina aktif olarak katkida bulunan ve antioksidan
molekuller olarak iglev gorebilen antosiyaninlerin birikimi ile iligkili olabilecegini
bildirmislerdir. Ayrica, flavonoidlerinde, reaktif oksijen turlerinin Uretimini
indUkleyen cesitli metalleri selatlayarak, metal toksisitesine karsi bitki
savunmasini artirabildikleri bildirilmistir (Khalid ve ark., 2019). Arabidopsis
bitkisinde de bor toksisitesi ile karsilastirildiginda sulfat uygulamalarinda
flavonoid ve antosiyanin pigmentlerinin sentezlerindeki artig, bu pigmentlerin
bor toksisitesinin yol acabilecedi oksidatif hasarlara karsi savunmada rol
oynadiklarinin ve fotosistemleri koruduklarinin isareti olabilir. Farkli bitkiler ile
yapilan bazi g¢aligmalarda da benzer sonuglar elde edilmistir (Baskar ve ark.,
2018; Stetsenko ve ark., 2020).

Bitkilerde cesitli stres kosullarinda olusan reaktif oksijen molekullerinin (ROS)
detoksifikasyon surecinde birgok enzim rol almaktadir. Askorbat peroksidaz
(APX), Glutatyon reduktaz (GR), Guaiakol peroksidaz (POD) ve Glutatyon S
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transferaz (GST) gibi metaloid detoksifikasyonunda yer alan enzimatik
antioksidantlar, stres kosullarinda sentezi artan ve reaktif bir yan Grind olan
hidrojen  peroksidin  detoksifikasyonunda dogrudan/dolayli  olarak rol
oynamaktadir (Kumar ve ark., 2017). Bunlardan POD enziminin, oksidatif
hasarlarda suUperoksit dismutaz (SOD) enziminin aktivitesiyle ve/veya cesitli
diger sureclerde oksijenin indirgenmesi ile olusan H202'in bertaraf edilmesinde
doldukga énemli rolt vardir (Mathews, Volkenburgh ve Boyer, 1984; Noctor ve
Foyer, 1998). Toksik bor dlzeyleri ile yapilan bir calismada POD enziminin
aktivitesinin hafif artig gosterdigi bildiriimistir (Kayihan, Kayihan ve Ciftgi, 2016).
Bu calismada POD enzim aktivitesi yuksek toksisite gruplarinda artmigtir (Sekil
4.15.) ve bu artisin sadece B uygulamasina gore silfat uygulamalarinda daha
fazla oldugu belirlenmistir. Ayrica H202 miktarindaki degisimin de POD aktivitesi
ile uyumludur (Sekil 4.7.). Sulfat uygulamalari ile ylksek bor toksisite
seviyelerinde POD aktivitesinin artisi, bu enzimin ROT detoksifikasyonunda
etkin bir sekilde goérev aldigini ve toksisitenin olumsuz etkisini hafiflettigini
acikga gostermektedir. Bununla birlikte, H202'in detoksifikasyonunda yer alan
diger bir enzim de Glutatyon-S-Transferaz (GST) olup, redukte glutatyonu
(GSH) okside glutatyona (GSSG) donUsumuni katalize eder. Yapilan birgok
calismada GST aktivitesinin toksisite ile birlikte arttigi ve olusan glutatyon ile
toksik metalleri konjuge ederek detoksifikasyonu sagladigi bildirilmistir (Dixon,
Skipsey ve Edwards, 2010; Islam, 2017; Yadav ve ark., 2018). Bu c¢alismada,
GST enziminin aktivitesinin en fazla PS-5B grubunda arttigi belirlenmistir (Sekil
4.16). Elde edilen bu sonug, bor stresi altinda sulfat 6n uygulamasinin GST
enziminin aktivitesini tetikleyerek glutatyon ile bor arasinda konjugasyon
olusturup metabolik faaliyetlerden boru uzaklastirdigini dasindirmektedir.

Ozellikle GSH1 geninin ifade artisi da bulguyu destekler niteliktedir.

Bitkiler, metal selasyonu, metal alim tagsiyicilarinin regulasyonu ve vakuolde
biriktirme gibi igsel savunma cevaplarini artirarak bir dereceye kadar metal
toksisitesine kargi koyabilmektedirler (Arif ve ark., 2019). Bununla birlikte,
bitkilerde sulfat uygulamalarinin metal toksisitesinin olumsuz etkisini azaltarak
iyilestirdigi/hafiflettigi ve tolerans kazanimi saglayabildigi bildirilmigtir (Anjum ve
ark., 2008, Hassan ve ark., 2005; Dixit ve ark., 2015; Sheng ve ark., 2016; Guo
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ve ark.,2017). Bu nedenle, metal stresinin olumsuz etkilerini hafifletmede kritik
rol oynayan kukurt iceren esansiyel amino asitlerin ve kikurt biyosentez
metabolitlerinin sentezi igin silfat alimi ile bitki bunyesinde tasinimi ve kullanimi
oldukga énemli bir biyolojik bir strectir. Sulfat alim miktarini optimize etmek ve
S metabolizmasi talebini karsilamak igin sulfat tasiyicilari, spesifik organlarda,
hiucre tiplerinde ve hucre alti bolmelerde ifade edilir ve hem transkripsiyonel

hem de translasyonel seviyelerde duzenlenir.

Bitkilerde sulfat alimi ve taginmasi sulfat tasiyicilari araciligiyla gerceklestirilir.
Bu calismada oncelikle Arabidopsis thaliana'nin yaprak dokularindaki sulfat
tasiyicilarinin transkripsiyonel dizenlenmesine odaklandik. Clnkl bor, ksilem
ile yaprak dokularina aktarilir ve yaprak kenarlarinda birikir ve blylime
sirasinda birikmeye devam eder (Reid ve Fitzpatrick 2009). Arabidopsis
thaliana bitkisinde sulfat tasiyicilari SULTR gen ailesi tarafindan kodlanir ve
islevlerine gére 5 gruba ayrilmaktadir (Buncher, Takahashi ve Hawkesford,
2004). Bu gruplardan SULTR1;1, SULTR1;2 ve SULTR1;3, grup 1 siulfat
tastyicilarinin Gyeleridir. Bunlar arasinda SULTR1;1 ve SULTR1;2 silfatin
hidcrelerden alimi icin aktif tasima sistemleridir ve kokteki epidermal ve kortikal
hicrelerinden stlfat sizintisinin 6nlenmesinden sorumludur. SULTR1;3 ise
sulfatin strglinden koéke tasiniminda rol oynamaktadir (Yoshimoto ve ark.,
2003). Bitki bunyesine sulfat alimindan birincil sorumlu olan ve koklerde lokalize
olan 1. grup (SULTR 1;1, SULTR 1;2) tasiyicilar sulfata yuksek afinite
gOsterirken, 2. grup tasiyicilar (SULTR 2;1 ve SULTR 2;2) disuk afinite gosterir.
SULTR 2;1 ve SULTR 2;2 genlerinin Arabidopsis thaliana bitkisinde hem
yapraklarin floem ve ksilem parankima hucrelerinde hem de koklerin perisikl ve
ksilem parankimasinda ifade edildigi ve uzun mesafelerde sulfat taginimindan
sorumlu oldugu bildirilmistir (Takahashi ve ark., 2000; Yoshimoto ve ark., 2002).
Ayrica mayada SULTR 2;1 ifadesini SULTR 3;5 geninin ifadesi sinerjik olarak
etkiledigi sulfat alim kapasitesini artirmak igin SULTRS3;5 ile etkilesime girdigi
bildiriimigtir (Kataoka ve ark., 2004a; Davidiana ve Kopriva, 2010). Bu
calismada, SULTR 2;1 geninin ifadesi, artan B toksisitesi ile birlikte kontrollerine
gore 6nemli seviyede azaldidi, ancak PS-5B grubunda 5B grubuna goére daha
fazla ifade oldugu saptanmigtir (Sekil 4.17.). PS-5B grubundaki SULTR 2;1
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genindeki ifade artigi, ayni grupta SULTR 3;5 genininde asin ifade olmasini
tetiklemis olabilir (Sekil 4.23.). SULTR 2;2 genin sulfat 6n uygulamal gruplarda
daha fazla ifade olmasi, yapraklara uzun mesafeli sulfat tasiniminda daha etkin

olabilecegini gostermektedir (Sekil 4.18.).

3. grup (SULTRS3) sulfat tagtyicilari kloroplast membraninda lokalize oldugu ve
kloroplasta sulfat alimindan sorumlu oldugu bildiriimistir (Takahashi, 2019).
Ayrica sultr3;1 mutantinda sistein (Cys) seviyelerindeki digusin nedeni de
kloroplastlarin sulfat indirgenme bdlgelerinden biri oldugudur (Zuber ve ark.,
2010; Hell ve Wirtz, 2011; Cao ve ark., 2013). Tum 3. grup sulfat tagiyicilarinin
ifadesinin susturuldugu besli mutant Arabidopsis thaliana bitkisinde Cys ile
birlikte glutatyon (GSH) miktari da dismesi, GSH Uretimi icin SULTR3
tasiyicilari 6nemli rol oynadidi belirlenmistir (Chen ve ark., 2019). Bu calismada
tum uygulama gruplarinda incelenen 3. grup sulfat tasiyicilarinin genelinde
kontrole gore artis s6z konusudur. Ozellikle SULTR 3;1, SULTR 3;3, SULTR 3;5
genleri toksisiteye karsi tium sulfat dn-uygulama gruplarinda daha fazla ifade
olmustur (Sekil 4.19, 4.21, 4.23.). Bu sonu¢ SULTR3 izoformlarinin
transkripsiyonel duzenlenmesinin toksisiteye karsl tolerans kazaniminda
sulfatin asimilasyonunda Cys, GSH ve hatta absisik asit (ABA) biyosentezi

uzerinde onemli bir etkiye sahip olabilecegini gostermektedir.

Metabolizma igin kukirt kazaniminda énemli yollardan biri vakuolar sulfat
havuzlaridir. 4. grup (SULTRA4) stilfat tasiyicilar vakuol zarinda (tonoplasta) yer
alirlar ve sulfatin vakuolden sitozole gecisini saglamaktadirlar (Takahashi,
2019). SULTR 4;1 ve SULTR 4;2’nin sulfat acliginda ifadesinin arttigi
bildirilmistir (Kataoka ve ark., 2004b). Bu c¢alismada ifade degisimi arastirilan
SULTR 4;1 geni, kontrole gore artmisgtir (Sekil 4.24.). Genin ifadesinin dzellikle
sulfat 6n uygulamalarinda, toksik B dizeylerine gbre anlamli diuzeyde arttigi
belirlenmistir (P<0.05). Bitkilerin 6n uygulama gruplarinda toksik B gruplarina
gore, SULTR3 ve SULTR4 grubu genlerinin ifadelerindeki artis, paralellik
gostermektedir. Elde edilen bu bulgular, 6n uygulama gruplarinda vakuolden
sitozole gegen sulfatin, sonrasinda kloroplast Uzerinde lokalize olan SULTR3
tasiyicilar  ile  alinarak  kikudrt asimilasyonuna katilmis  olabilecegi

dusunulmektedir.
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Kikurt asimilasyonunda goérev alan Adenozin-5’-fosfosulfat rediktaz (APSR)
enzimi igin substrat olan glutatyonun (GSH) biyosentezi plastidlerde basglar.
Plastidlerde bulunan glutamat-sistein ligaz enzimi, glutatyon sentezinin ilk
basamagini katalize eder. Glutamat sistein ligaz enzimini ise GSH1 geni kodlar
(Han ve ark., 2019). Glutamat sistein ligaz enziminin Grdnd olan y-glutamil
sistein (y-EC), sitozolde bulunan GSH2 sentaz enzimi tarafindan glutatyona
donagturaltr (Hell ve Bergmann, 1990; Wang ve Oliver, 1996; Noctor ve ark.,
2011). GSH sentaz enzimi GSH2 geni tarafindan ifade edilir. Calismalar
sirasinda GSH1 geninin ylksek toksisite gruplarinda (5B ve PS-5B) ifadesi
artmistir (Sekil 4.27.). GSH2 geninde ise 3B, 5B ve PS-5B gruplarinin ifadesi
kontrole gore artmigtir. Bu sonugclar ise bor toksisitesinin glutatyon biyosentezini
indUklendigini gostermektedir (Sekil 4.28).

OPT6 geni, glutatyonun hem indirgenmis (GSH) hem de okside (GSSG)
formuna yuksek afinite gésteren oligopeptit tasiyicisini ifade eder. Bu tasiyici
havuz dokularindan glutatyonu kendine baglayarak uzun mesafe tasinimi
gerceklestirebilmektedir (Cagnac ve ark., 2004; Stancey ve ark., 2008;
Wongkaew ve ark., 2018). incelenen OPT6 geninin ifadesinde 3B ve 5B
gruplarinda artis belirlenmis olup, bu durum detoksifikasyon surecinde

glutatyonun 6nemli rolund vurgulamaktadir (Sekil 4.26.).

Arabidopsis thaliana bitkisinde NIP Il (Nodulin intrinsic protein) gen ailesi borik
asit alinimindan sorumludur ve bu genlerin dokulara goére ifade profilleri
degismektedir. Agirlikli olarak NIP 5;1 koklerde, NIP 6;1 surgun nodlarinda, NIP
7;1 gelisen cigeklerde ifade olmaktadir. NIP 6;1 ile NIP 5;1 birbirlerine benzerlik
gOstermekte fakat NIP 6;1 sUrgln tasiniminda daha aktif goérev almaktadir.
Genellikle bor eksikliginde bu genin ifadesinin arttigr bildirilmigtir (Tanaka,
Wallace ve Takano, 2008; Miwa ve ark., 2010). Fakat tez galigmalarinda bu
gene ait ifadeler toksisiteyle birlikte artis gdstermektedir (Sekil 4.25.). Bunun

sebebi borun surgunlerde vakuolde selatlanmasi olabilir.
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Bu tez ¢calismasindan elde edilen sonuglar genel olarak degerlendirildiginde;

Literaturde bor toksistesine kargi kukurt aracili tolerans kazanimi ile ilgili
calismalarin olmasinin yani sira, bor toksisitesinin olusturdugu oksidatif
hasarlara karsi bor tolerans kazaniminda kukurt bagimli detoksifikasyonla ilgili
metabolik yolaklardaki degisiklikler, ilk defa batlincul olarak bu tez kapsaminda

incelenmigtir.

¢ Arabidopsis bitkilerinde toksik bor dizeylerinin (3 ve 5mM B) bitki blyime
ve gelismesini olumsuz yonde etkiledigi biyokutlede azaligla goralmektedir.
Ancak bor birikimine bagh olarak toksik borun etkilerin sulfat uygulamalari
ile hafifletildigi ve bitkilerin daha toleransh bir genotip sergiledikleri tespit
edilmistir.

e Bitkinin kokleriyle alinan surgunlere ve yapraklara tasinan toksik bor
konsantrasyonlari yapraklarda fotosentetik aktiviteyi olumsuz yonde
etkilemigtir. JIP test sonuclari, bor toksisitesi nedeni ile bitkilerin
fotokimyasal etkinliklerindeki azalmanin, tilakoid membranin
dissosiyasyonu, inaktif reaksiyon merkezindeki artigi ve enerjinin sl
seklinde kaybindan (fotokimyasal olmayan kullanim) kaynaklandigini
gOstermektedir. Bunun yani sira, model bitki Arabidopsis thaliana‘da bor
toksisitesinin  PSII'nin yapi ve fonksiyonelligini PSI'e gbére daha fazla
etkiledigi ancak bu etkilenmenin  fotosentetik aktiviteyi durduracak
(fotoinhisyon) siddette olmadigi ve sulfat uygulamalari ile hafifletilebildigi
belirlenmistir. Bu sonuglar biyokutle ve MDA miktarindaki degigsimler ile de
dogrulanmaktadir.

e Toksik borun yapraklarda birikimi sonucunda Uretilen reaktif oksijen tlirlerine
kargi, bitkilerin olusturdugu savunma sistemlerinden bazi antioksidan

enzimler ve polifenolik bilesikler grubunda yer alan antosiyanin ve
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flavonoidler aktive olmustur. Bu baglamda, toksik bor duzeylerinin
olusturdugu oksidatif zararlara kargi 6zellikle sulfat uygulamalari ile POD,
GST ve bunlara ilaveten antosiyanin ve flavonoid miktarlarindaki artislarla
birlikte Ustesinden gelindigi ve tolerans kazaniminin saglandigi
goOrulmektedir.

e Siulfat 6n uygulamali B toksisitesine maruz kalan Arabidopsis thaliana'da
sulfat tasiniminda ve glutatyon biyosentezinde goérev alan bazi genlerin
transkripsiyonel regulasyonundaki artiglar Arabidopsis thaliana'da bor

toksisitesinin etkisini hafifletmede rolu olabilecegini gostermektedir.

Oneriler;

e Tezin, butincul kurgusu ve Arabidopsis thaliana bitkisinde calisiimis
olmasi bu konuda yapilacak calismalara model olma potansiyeline
sahiptir. Bor tolerans kazaniminin model bitkide fizyolojik, biyokimyasal
ve transkript duzeyde yaklagimlar ile ortaya konulmasi, diger gevresel
stres faktorlerine kargi toleransin kazandiriimasi ve/veya toleransli
tarimsal bitkilerin gelistiriimesine yonelik ¢alismalara yon verici olabilir.

e Yapilacak daha kapsamli galismalarla model bitki Arabidopsis’'te sulfat
uygulamalari ile kukart metabolik surecinde yer alan basamaklarda
transkriptomik ve proteomik degisimler incelenebilir ve bunlarin tolerans
kazanimindaki rolu daha ayrintili olarak ortaya konulabilir.

e Bor toksik topraklarda tarimsal uretimi mUmkin kilmak icin ilave S

beslemesi yapilabilir.
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