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OZET
Bu calismada toksik bor derisiminin bugday ve arpanin direngli ve hassas olarak
tanrmlanmis  cesitleri tizerindeki etkisi, biyokimyasal ve fizyolojik yontemler
kullamlarak arastirilnustir. Bunun igin ekmeklik bugday cesitlerinden (Triticum
aestivum) Bolal (direncli) ve Atay (hassas), ve arpa cesitlerinden (Hordeum vulgare)
Anadolu (direncli) ve Hamidiye (hassas) kullanilmistir. Bor derisimi 10 mM H3;BOs
olacak sekilde on giin normal kosullarda biiyiitilmis bitkilere 5 gin stire ile
uygulanmistir. Analizler strese maruz birakilmig ve stres uygulanmamuis (kontrol)
bitkilerin kok ve yaprak dokulart iizerinde gergeklestirilmistir. Proje esnasinda tlim
cesit ve dokularda asagida belirtilen analizler gergeklestirilmigtir. Yag-kuru agirhk,
kok-yaprak uzunluklari, fotosistem-IT (FSII) aktiviteleri, klorofil ve prolin miktarlari,
hiicre zarmnda olusan hasarin tespiti amaciyla ion gegirgenlik testleri, iki boyutlu
clektroforez (2D-PAGE) yontemiyle protein profillerindeki degisim, hiicre duvari
iironik asit miktarindaki degisimler, azot rediiktaz (NR), glutamat dehidrogenaz

(GDH) ve siiperoksit dismiitaz (SOD) enzim aktivitelerindeki degisimler.

Bor toksisitesi altinda tiim cegitlerin FSII aktivitelerinde 6nemli sayilabilecek (%43
ila %95) distsler gozlenmistir. Direngli cesitlerde olugan diistisiin hassas ¢esitlere
oranla daha az oldugu gdzlenmistir. Hassas arpa gesidi Hamidiye diginda yine tiim

¢esitlerin klorofil miktarlarinda da %19 ila %49 seviyesinde bir azalma saptanmisgtir.

Prolin miktarlarindaki degisimler gesitler arasinda farklilik gostermektedir. Bugday
cesitlerinde bor stresi altinda hem kok hem de yaprak dokularinda %30 ila %60
arasinda bir artis gdzlenmektedir. Arpa gesitlerinde ise bor stresi altinda kontrola
oranla daha disiik prolin miktarlarma rastlanmistir. Prolin degisimleri agisindan

hassas ve direncli ¢esitler arasinda tutarli bir paralellik olmadig: gdzlenmektedir.

Bor stresi ¢esitlerin yaprak ve kok uzunluklarin belirgin bir sekilde etkilemezken, en
belirgin degisiklik direngli ve hassas bugday cesitlerinin kok agirhklan arasinda

gdzlenmistir.




[yon gegirgenlik testler1 sonucunda, bor toksisitesinin tiim gesit ve dokularin hiicre
sarlarinda onemli seviyede hasara neden oldugu gozlenmigtir. Kok dokularinda hassas
cesitlerde olusan zararin, direngli cesitlere oranla daha yiksek oldugu gozleniren,
yaprak dokularinda bu paralellik gézlenememistir. Buna ek olarak arpa ¢esitlerinde
olusan zararn, bugday cesitlerine oranla daha yiiksek oldugu da gozlenmektedir.

Bor stresi sonucunda bugday ve arpa gesitlerinde kok ve yaprak dokularinda protein
profillerinde belirgin degisiklikler gozlenmigtir. Artig veya diisiis seklinde olusan bu
degisiklikler gegitler arasi farklilik gostermektedir. Bor stresine maruz birakilmis arpa
ve bugday ¢esitlerinin koklerinde sentezlenen yeni proteinler oldugu saptanmigtir. Bu
proteinlerin molekiil agirhiklart (MA) ve pl degerleri arpada MA: 35 kDa, pl: 7.8 ve
bugdayda MA: 27 kDa, pl: 7.1 olarak belirlenmistir.

Tiim gesitlerin, stres uy gulanmig ve kontrol bitkilerinden elde edilen kok ve yaprak
numulerinde uronik asit miktar1 agisindan herhangi bir farklihk gozlenmemistir. Elde
edilen bu bulgu uronik asit miktarinn bor toksisitesinde ve direng mekanizmasinda

snemli rolii olmadig: seklinde yorumlanmaktadur.

Literatiirde, bor toksisitesinin azot metabolizmasinda rol alan 6nemli enzimlerden
NR, GDH ve stres kosullar altinda bitkilerin savunma mekanizmasinda énemli roli
oldugu bilinen SOD enzim aktiviteleri tizerine etkisi ilk kez bu proje kapsaminda
arastirilmistir. Bor stresini, tim cesitlerde ve dokularda NR aktivitesinde duigiis
olusturmaktadir. Aktivite diigtigtiniin yaprak dokularinda (%20-%30) kok dokularina
(%10-%15) oranla daha yiiksek oldugu gozlenmektedir. Bunun aksine, yine tim gesit
ve dokularda bor toksisitesi altinda daha yiksek bir GDH enzim aktivitesi
gozlenmigtir. Kok dokularinda gozlenen artisin (%75-%90) yaprak dokularindaki
artisa (%20-%40) oranla ¢ok daha yiiksek oldugu saptanmugtir. Direngli bugday
¢esidinin kok dokusunda gézlenen artigin hassas ceside oranla daha yiksek oldugu
belirlenmigtir. Bor stresi altinda SOD aktivitesindeki degisimler gesitlerin yanisira
yaprak ve kok dokulari arasinda da farkliliklar gostermektedir. Kok dokusunda genel
anlamda tim cesitlerin toplam SOD aktivirtesinde bir artis gozlenmistir. Yaprak
dokularinda ise toplam SOD aktivitelerinin bazi cesitlerde artig gosterirken (Atay ve

Anadolu) digerlerinde (Bolal ve Hamidiye) diigiis gostermistir. Hassas ve direngli




cesitler arasinda toplam SOD aktivitesindeki degisim agisindan bir baglanti

kurulamamustir.

Elde edilen bulgular 1siginda, gerceklestirilen analizler arasinda, FSII aktivite
lciimlerinin bora direngli ve hassas cesitlerin belirlenmesinde kullanilabilecegi

gdzlenmektedir.
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ABSTRACT

In the present work physiological and biochemical aspects of boron toxicity in
Turkish wheat and barley cultivars were investigated. Studies were conducted on
wheat cultivars (Triticum aestivum) named Bolal (boron tolerant) and Atay (boron
sensitive) and barley cultivars (Hordeum vulgare) named Anadolu (B tolerant) and
Hamidiye (B sensitive). Boron stress was applied as 10 mM H3;BO; on 10 days old
seedlings for 5 days. For understanding the mechanism that contributes to B-toxicity-

tolerance the following experiments were conducted:

Firstly the changes in protein profiles of root and shoot tissues of wheat and barley
cultivars were investigated by using 2-D- SDS PAGE electrophoresis. Boron stress
caused quantitative and qualitative changes in protein patterns of both species. A
newly synthesized protein Mwt of 35 kD pl: 7.8 in root of boron tolerant barley
cultivars and a novel protein in root of B-tolerant wheat cultivar Mwt of 27 kDa pl:7.1
were detected. Leaf tissue electrophoretic patterns of B stressed seedlings revealed
induction of numerous proteins upon boron toxicity especially in tolerant cultivars. It
suggests the possibility that these proteins might have a role in B resistance

mechanism in these species.

Secondly the changes in cell wall uronic acid contents upon boron toxicity were
studied. The results suggested that cell wall uronic acid content does not contribute

the detoxification of excess boron in wheat and barley.

At the same time the effect of boron on root and shoot proline contents were
determined. For all of the wheat varieties tested proline accumulation was observed
both in root and shoot tissues. However in barley under boron stress decrease was

observed both in boron tolerant and sensitive varieties in both tissues.

Changes in photosystem II activities were also measured under B stress. There were
decrease in PS-II activities of both species and the decrease being drastic in sensitive

ones.
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The changes in activities of key enzymes of nitrogen assimilation namelly nitrogen
reductase and glutamate dehydrogenase and SOD which is the most important
enzyme of stress defense mechanism were studied under B stress both in root and

shoot tissues of wheat and barley.

Total activity of nitrate reductase tended to decrease following boron toxicity in root
and shoot tissues of all cultivars and this decrese was more pronounced in sensitive
cultivars. Reduction of total activity of NR in root was more than in leaf tissues. Total
activity of glutamate dehydrogenase increased upon boron stress in root and leaf
tissues of both species. There was significant increase in the SOD activities of the

tolerant varieties.

Physiological parameters such as visible symptoms, root-shoot lengths, wet-dry
weight measurements were also recorded. The sensitive ones were affected more. In

general decrease in shoot length and increase in root lengths were observed.

It was concluded that by using biochemical and physiological techniques it is possible

to screen the B resistant wheat and barley cultivars rapidly under laboratory

conditions.




I. GIRIS

Cevre kosullarmin (sicak, soguk, kurak, tuzluluk gibi) yanisira topraktaki elementlerin
bilesimi ve derisimleri bitkilerin biiyiimelerini ve verimlerinin etkileyen onemli
faktérlerdir. Ornegin Co nitrojen fiksasyonunda baklagiller igin énemli bir metal
iyonudur. Ayni sekilde Na iyonlart C4 fotosentezi igin gereklidir. Son zamanlarda
silikonun fungus hastaliklarina, bocek zararlilarina, dayamkhhgn arttirmasmn
yanisira Mn’nin toksik etkisini ve Zn eksikligine karsi direnglilik sagladigy iler
siiriilmektedir (Epstein 1994).

Borda diger eser elementler gibi eksikligi veya toksik etkisinin gozlendigi derigimler
arasindaki sinir ¢ok dardir. Bunun yani sira farkl bitki tiirleri borun derisimlerine
ihtiyac duydugu gibi borun toksik seviyeleri de bitki tirler arasinda farkhilik
gostermektedir.

Borun bitkiler tizerinde etkisi farkh sekillerde olup bor mineralleri ihtiva eden
topraklarda alkali kurak ve yari kurak alanlarda suni sulama yolu veya giibreleme
yollari ile kendini gostermektedir. Bor, toprakta boraks (Na,B407.10H,0), colamanite
(CayB4011.5H,0) ve borate (MgzB;013Cl) veya borik asit H;BO;, B;03(OH); gibi
mineral formlar halinde bulunur. Halen diinya borax iiretiminde ABD bir numarali

konumda olup ikinci derecedeki zengin kaynaklar iilkemizde bulunmaktadir.

Borik asitin {B(OH):} pKa degerinin (9.24) yiiksek olmasi nedeniyle fizyolojik pH
degerlerinde iyonik olmayan formda bulunmakta dolayist ile alkali topraklarda
ivonizasyon sézkonusu oldugundan toksik etkisini daha fazla gostermektedir (Welch,
1995). Borun bitkilere ahmu, islevi ve toksik etkileri hakkinda sl literatiir bilgisi
mevcuttur. Borun, koklerden bitkinin diger dokularina nasil aktarildigina dair ise
bilgi bulunmamaktadir (Welch, 1995). Topraktaki yiiksek bor miktar1, bitkinin
beslenmesinde onemli olan diger elementlerin (6rnegin Cu, Fe, Mn, Ca, Mg, K ve P
gibi Jtopraktan aliminda antagonist (engelleyici) etki gostermektedir. Zn varhginda,

bu etkinin ortadan kalktig1 veya azaldigi gériilmistir (Singh et al., 1990).
Bor Stresinin Molekiiler Mekanizmasi

Borun bitki metabolizmasindaki etkisi ¢ok az bilinmekle birlikte hiicre bolinmesinde,
hiicre duvarinin olugmasinda hiicre zarinin dayanikliliginda, karbonhidrat sentezinde

ve oksin aktivitesi tizerinde etkileri ile ilgili galismalar meveuttur (Mengel & Kirkby,
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1987). Borun bitki dokularinda cis-diol sekerlerle bag olusturdugu veya diger
polihidroksillerle kompleks yaptig1 gosterilmistir (Matoh, 1993).

Son yillarda borun hiicre duvarinin yapisinda énemli rol oynadigina dair bilgiler
sunulmaktadir. Hu ve arkadaslari (1996) bitkide bulunan bor miktarinin hiicre
¢eperlerinde bulunan uronik asit miktari ile dogrudan ilintili oldugunu géstermislerdir.
Aymni grup borun pektine bagli oldugunu da gostermistir (Hu, 1994). Borun bitkiler
tizerindeki toksik etkisi de farkli yonleri ile degisik gruplar tarafindan aragtirilmistir
(Nable & Paull, 1991). Bu calismalar 6zellikle toksik bor derisimlerinin verim iizerine
etkisi seviyesinde ve direngli ¢esitlerin se¢imine yonelik olarak yiriitiilmiis
aragtirmalardir. Borun toksik etkisinin tahil bitkilerinin kék ve gévdelerinde akiimiile
edilen bor miktar ile dogrudan ilgili oldugu, biiytimeyi ve dane agirhint azalttig
gozlenmistir (Holloway & Alston, 1992). Benzeri ¢alismalar baklagiller iizerinde de
yiiriitiilmiis ve benzer sonuglar elde edilmistir (Bagheri et al., 1992). Yiirtitiilen bu
calismalarda aymi bitki tiriinde bor toleransi agisindan farkhiliklar oldugu
gosterilmistir (Paull et al.,, 1988). Calismalar bu noktada toksik bor derisimlerini
tolere edebilen ¢esitlerin segimine yo6neltilmistir (Bagheri et al, 1994). Bu yéntemler
6zellikle bitkilerin kuru doku agirliklarina, dokularindaki bor derisimine ve koék
uzunluklarina dayandinimaktadir (Nable, 1988, Chantachume et al, 1995, Campbell

et al, 1996). Bazi bitki tiirlerinin bor ihtiyacim gésteren tablo 1.1 de verilmistir,

Tablo 1.1. Bitkilerin bor ihtiyaci ve toksik bor seviyeleri

Bitki Cesiti Bor pg/g kuru agirhk

Noksanhk  Gerekli(Normal) Toksik
Brokoli 2-9 10-71 -
Patates <15 21-50 >50
Domates 14-32 34-96 91-415
Misir <9 25-90 >100
Bugday 4.6-6.0 17 >35
Arpa 4-10
Karnibahar 25-30
Havug 25-30

Salatalik 25-28




Gorildigl gibi tiirler arasindaki bor gereksinimi farkll olmakla beraber biiylime ve
gelisme igin genelde monokotlar dikotlardan daha az bora gereksinim duymakta ve
buna bagli olarak toksisiteye daha kolay maruz kalmaktadirlar. Buna karsilik
baklagiller bor elementine ¢ok gereksinim duymakta ve toksisiteye en direngli

bitkiler olarak siniflandirilmaktadirlar.

Bor Toksisitesinin Nedenleri

Bor toksisitesine neden olan bashica etkenler topraktaki bor elementi fazlahgi, fazla
giibre kullamnu ve sulamada kullanilan suyun yiiksek konsantrasyonda bor icermesi

olarak siralanabilir.
1. Toprakta bor fazlaligi ve akiimiilasyonu

Kayalarda bulunan borun bitkilerce almumi i¢in uygun degildir. Bitkilerin
kullanabilecegi bor, topraktaki organik maddelerin ayrigmasi ile toprak partikiilleri
iizerine borun ¢okmesi ve emilmesi ile olugmaktadir.Bu elemente karst adsorpsion
kapasitesi yiiksek olan topraklar, toprak soliisyonlarinda az miktarda bor igerirler

(Grupta ve ark.1985).

Bitkiler tarafindan bor alimmi toprak soliisyonunda bulunan bor konsantrasyonuna
bagh olup, toprak analizleri bor oranmin Onceden tespiti  igin onemli rol
oynamaktadir. Bu nedenle toprak bor konsantrasyonuna bakarak bor elementine

bitkilerin verecegi tepki degerlendirilmelidir.

Hem toprakta bulunan hem de bitkinin alabilecegi bor miktart sulama imkam kisith
olan kurak ve yart kurak topraklarda yiiksek diizeydedir. Toprakda bulunan bor tuzlari
boraks(Na;B407.10H,0), kolemanit(Ca;Bs011.5H20) sodyum-kalsiyum  tuzu,
magnezyum tuzu ve borasitMgB,01:Cl) halindedir. Bitkinin topraktan alabilecedt
bor topragin fiziksel szellikleri ile pH, kil miktari, organik madde miktar1 gibi

kimyasal dzelliklerine baghdir ( Goldberg 1993).
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2. Yiiksek dozda giibreleme

Bor oram yiiksek giibre kullanimi da bor toksisitesine neden olan faktdrlerden biridir.
Bu nedenle bu tiir giibre kullanimi engellenmelidir. Giibrelemeden hemen sonra
yapilan toprak 6lgiimleri ve borun topragin dip kesimlerinde aklimiilasyonu yanlis bor

miktar1 tayinlerine neden olabilir (Neilsen ve Ark.,1985)
3. Bor miktar: yiiksek sularin kullanimi

Toprakda bulunan bor miktarimn yiikselmesindeki potansiyel risklerin arasinda en
onemlisi bor oram yiiksek olan sularin sulamada kullanilmasidir. Buna ragmen cok
az sulama suyu direkt olarak bitkilere zarar verebilecek oranda yiiksek bor tagir.
Sulamadan meydana gelen bor toksisitesi gogu zaman uzun siireli olarak bu tiir sularin
kullanilmasi ile toprakda borun akiimiile olmasindan meydana gelir. Bu problem ¢ogu
zaman az yagmur alan ya da topragn armmasi igin kullanilan kaliteli suyun

bulunmamasindan kaynaklanmaktadir.

Toprakda yiiksek dozda bor elementinin bulunmasinin diger nedenleri arasinda ylizey
madenciligi, cam ve porselen yapimu gibi endiistriyel caligmalar, deri tiretimi, halicilik

ve fotograf endiistrisinde kullanilan kimyasallar siralanabilir (Nable ve Ark., 1998).

Topraktan Bor Ahmimi

Toprakta bitkilerce alinabilir bor diizeyi bitkinin bor toksisitesine magruz kalip,
kalmayacagmin en 6nemli gostergesidir. Fakat topraktaki borun formu bu miktarin ne
kadarinin bitki tarafindan alinacagimm tayin eden esas faktordiir. Bor, bitkiler
tarafindan toprak soliisyonlarindan kiigiik, nétr bir molekiil olan bor asiti B(OH);
seklinde alimir. Bu form fizyolojik pH da ¢éziilmeyen zayif bir asittir (pKa:9.1) ve
biyolojik membranlar {izerinden alinimi pasif sekilde gergeklesir. Membranlar arasi
gecis hareketi ise dncelikle yag katmanlar arasindaki ayrilimina baghdir. Borun pasif

alimimini etkileyen faktorler agagidaki gibidir

i. kok yiizey alani

ii.kok membranmin yapisi ve bora gegirgenligi

iii. bor alinimina olanak veren bos alan miktari, 6zellikle cis-diol miktari

iv. topragin pH degeri (Nable,1998).




Bor Akiimiilasyonu

Genelde yapraklar kiok ve govdelerden daha ¢ok bor bulundururlar. Yash yapraklarda
bu oran geng yapraklara gére daha da fazladir (Sage, 1989). Akimiilasyon yiiksek
terleme (transpirasyon) yapan yapraklarda daha fazladir. Dokuda depolandiktan sonra

bor dolagimi kisithdir.

Monokotlarin yapraklarinda asagidan yukar: dogru bor konsantrasyonunun yiikseldigi
bilinmektedir. Bu nedenle yapraklarin u¢ kisimlan yaprak alanimin az bir kismini
olugtursa da bor konsantrayonunun biiyiik oram burada toplamir. Yapraklarla
karsilagtirildiginda govdede akiimiile olan miktar yiiksek bor miktarlarinda bile daha
azdir. En az miktar bor akiimiilasyonu kéklerde goriiliir, 6zellikle bu oran direncli

bitkilerde daha da diisiiktiir (Paul ve Ark., 1992).

Diren¢ Mekanizmalari

Bugday ve arpada genotipleri arasinda gériilen bor toksisitesine kars: direng farklihig:
boru akiimiile etme kapasitelerindeki farkliliktan kaynaklanmaktadir. Ayni zamanda
boron direncinin bagka bir nedeni de akiimiile olan bor elementinin bitkide hiicre,

doku ve organel diizeylerinde farkli olarak dagilimidir (Nable,1989).

Akraba tiirlerde bor toksisitesine maruz kalan direngsiz genotiplerin direnglilere
oranla daha fazla yaprak ve govde bor konsantrasyonlarna sahip olduklan
gortilmustiir. Bu durum baz: tahil ve baklagiller i¢in de dogrulanmustir. Bugday ve
arpa i¢in koklerin bor alimint kontrol ettigi sdylenebilir (Chunyuan ve Graham 1990) .

Phloem transferi ile bitkide dagilimi saglanan bora karsi bir baska direnc
mekanizmast da phloem hareketsizligi olabilir. Bu mekanizma sayesinde borun
metabolik aktivitesi yiiksek olan bélgelere aktarilmas: engellenerek sadece yaprak
uclarinda hapsedilmesi ile yapraklardaki kurumaya ragmen olabildigince genis bir

fotosentez alanmin korumasi saglanir.

Genotipler arasinda gériilen direng farkliliklar: hiicresel diizeyde olabilecegi gibi kok

ve gbvde dokularindaki yapisal organizasyon farkliliklarindan da  ileri

gelebilmektedir. Son olarak bugdayda koéklerde su aliminin symplasm aracilig: ile




olabilecegi bunun da bor aliminda etkili olabilecegdi kanisina varilmistir. Bu gézlem
de endodermisden daha ¢ok kok hiicre zarinin ve diger kok yapilarinin bor aliminda

Onem tasityabilecegini gostermektedir.

Arazi galigmalar sonunda direngli olarak tanimlanan genotiplerin daha uzun kok
akslart ve yan kokleri oldugu ancak aks uzamasimin direngli ve hassas genotiplerde

farkli olmadigr anlasilmistir.

Diren¢ mekanizmasimin bazi ekstra genlerden ve 6zel kromozom béliimlerinden ileri
geldigi distintilmektedir. Bu tiir farkli genlere bazi tiirlerde rastlamilmustir. Direnc
yoniinden farkliligr tiirler arasinda oldugu kadar ayni tiir icinde de rastlanmaktadir.
Direngli olarak tanimlanan tahil genotiplerinin aym bélgeden geldikleri bilinmektedir.
Bu alanlarda borun toprakta veya toprak suyunda yiiksek oranda oldugu ve bitkilerde
toksisite semptomlarinin gériildigi rapor edilmistir. Bu bor fazlahigimin tahillarda
segici bir etki gosterdigini ve bu gevrede yetisen baska tiirlerde de direnc

gozlenebilecegini diisiindiirmektedir.

Ekmeklik ve makarnalik bugdayda bor direnci yari baskin ¢ekirdek genleri ile kontrol
edilmektedir. Her iki tirde de bazi bagimsiz ama ekstra genlerin varligi bilimektedir.
Phenotipik olarak benzemelerine ragmen direngli ekmeklik ve makarnalik bugday

tiirleri genetik olarak fakliliklara sahiptirler (Chantachume 1995; Jamjod 1996 ).
Bor Toksisitesi Semptomlar:

Genig bir yelpazede ele alindiginda birgok bitki tiirlindeki tipik bor toksisitesi
semptomu  yaprak yanmast seklinde tanimlanabilecek klorotik ve nekrotik
degisimlerdir. Diger semptomlar sararma, kuruma ve yapraklarda olusan benekler
olarak siralanabilir. Bu dagilimin yapraklarda olmasi da elementin akiimiilasyon

olarak en ¢ok yapraklarda oldugu gériisiinti dogrulamaktadir.

Bu semptomlar arazide goriildiigiinde herhangi bir mantardan meydana gelebilecek
patolojik bir sorunla karistirilabilir. Bu ayirimu yapmak 6zellikle yapraklarda birden

fazla bu tiir semptomlarin gorildigi hallerde daha da zorlasir.

Kéklerde yapraklara oranla daha az akiimiile oldugu igin gézle gériilen semptomlara

bu dokularda rastlanmaz. Bu durum koklerde toksik derisimde bor akiimiile
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olamamas: olarak da agiklanabilir. Fakat kok biliylimesi gévde biiylimes: ile

karsilastinldiginda bor toksisitesinden daha fazla etkilenir.

Bugday yapraklarinda kahverengi leke olusumu olmaz, fakat yaprak uglarinda daha
sonra nekrotik boyutlara ulasan klorotik degisimler meydana gelir. Yaprak
semptomlari, bora olan hassasiyeti direkt olarak gostermektedir. Sonug olarak bor
toksisitesine direng siralamasi yaprak semptomlarmma ve bilyiime-gelismedeki

degisimlere bakilarak yapilabilir (Nable 1988).
Bor Stresi Altinda Fotosentez Aktivitesi

Kloroplastlarda fotosentez reaksiyonlarinin meydana geldigi thylakoid membranlar
olarak adlandirilan yapilar bulunmaktadir. Protein klorofil kompleksleri, PS-1, PS-II

ve kloroplast ATPaseleri bu yapilarda yer almaktadir.

Isik reaksiyvonlar olarak adlandirilan bu reaksiyonlar sirasinda ATP, NADPH ve O»
olmak tizere {i¢ o6nemli madde sentezlenir. Isik gerektiren bu reaksiyonlar
fotokimyasal olup, bazi klorofil molekiillerin 1s1kla aktive edilmesi ile meydana

gelmektedir.

Fotosistem II kompleksi vaklagik 20 polipeptit, 3-50 klorofil molekiili ile bazi
karotenoidlerden olugsmakta olup molekiil agirligi 300.000 dalton civarindadir. Suyun
kimyasal olarak ayristirilmast PS-II kompleksinde bulunan proteinler tarafindan
katalize edilmektedir. Bu proteinler thylakoid zarin lumen kisminda bulunmaktadir.
PS-1I aktivite tayinleri bir bitkinin fotosentezi ne 6lglide basart ile gerceklestirdigi
hakkinda fikir vermektedir. Bor toksisitesi altinda fotosentez aktivitesinin diistiigii
bilinmekte buna neden olarak stres sirasinda yapraklarda meydana gelen hasarla

fotosentez yapabilecek yaprak dokusundaki azalma gosterilmektedir (Vermaas 1995).
Oksidatif Stres ve Serbest Oksijen Radikalleri

Yaygin kantya gore, ¢evresel strese maruz kalmis bitkilere ¢cogu zarari direkt veya
indirekt olarak olusan reaktif oksijen molekiillerinin verdigi sonucuna varilmistir.
Reaktif oksijen molekiilleri olarak tanimlanan superoksit (O,”), hidrojen peroksit

(H,0,), hidroksil radikalleri (OH) ve singlet oksijen (10,) hiicre metabolizmasinin
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kacimlmaz yan triinleridir. Bu reaktif oksijen molekiilleri lipid peroksidasyonuna,

protein denatiirasyonlarina ve DNA mutasyonlarina neden olmaktadir.

Normal fizyolojik kosullar altinda bu yan iiriinlerin olusumu ile ytkimi siki bir kontrol
alundadir. Fakat, stres kosullarinda radikal olusumlan fizyolojik kosullarda bulunan

oranlarn {istiine ¢ikarak oksidatif strese neden olabilir.

Bu radikaller arasinda O, organizmalar i¢in belki de en zararlisidir. O;” nin thiol
gruplari ve tryptophan molekiilleri ile reaksyona girdigini ve bu reaksiyonlarin
olimcil boyutlar kazanabilecegini gdsteren bulgular vardir. Superoksitin canli
varliklar tarafindan iiretildigi buna bagli olarak da bu canlilarin superoksit miktarini
kontrol edecek yéntemlere sahip oldugu bilinmektedir. Gerekenden fazla oranda
bulunan superoksit, demir-siilfiir igeren enzimlerin inaktivasyonuna neden olarak
daha kuvvetli oksitleyici maddelerin olugsumuna ve hiicrelerin zarar gérmesine zemin

olusturmaktadir (Valentine ve Ark.,1998).

Serbest Oksijen Radikalleri ve SOD' un Koruyucu Rolii

Superoksit dismutaz enzimi O, i H,0, ile reaksyona girip ¢ok aktif hidroksil
olusumuna neden olmadan 6nce ortadan kaldirarak hiicreleri ve dokulan oksidatif
stresten korumaktadir. SOD’in lipid peroksidasyonunu engelleyerek membran

sistemlerini korudugu y6niinde bulgular vardir.

Superoksit dismutaz superoksit radikalini oksijen ve hidrojen peroksite
doniistiirmekten sorumludur. Olusan H,O, katalaz ve peroksidaz enzimleri ile ortadan

kaldirilmaktadir.

Superoksitin ortamdan kaldirilmasi ile bu enzim direkt O,” iceren ve O  nin
reaksyonlar1 ile ortaya ¢ikabilecek daha aktif radikallerin = olusturulmasin

engellenmektedir.

Hidroksil radikalleri bilinen en reaktif molekiillerdir. Cogunun neredeyse tiim hiicre
yapilar1 ile reaksyona girebildigi bu nedenle in vivo kosullardaki oksijen

toksisitelerinden sorumlu oldugu diistiniilmektedir.

SOD’1n koruyucu roliine birgok durumda rastlanmistir. Bunlardan birinin sonucunda

mikroorganizmalarin hiicre i¢i superoksit miktan ile O, direnci ve stres altinda




yasayabilme yiizdeleri arasinda kesin bir iligki oldugu belirlenmistir. Toksik oksijen
molekiillerinin stres kosullar altinda arttigi ve bu durumla basa ¢ikabilmek i¢in SOD

aktivitesinde artisin oldugu bilinmektedir (Inct ve Ark.,1997).

SOD enziminin O, nin detoksifikasyonunda rol aldigi gergeginden yola gikarak SOD
aktivitesi ve diger antioksidatif enzimlerin aktivitelerinin 6l¢timleri dokularin ne
derecede aktif oksijen molekiillerine maruz kaldigi konusunda bilgi verebilecegi
sdylenebilir. Eldeki verilere dayanilarak aktif oksijen molekiillerinin tretilmesinin
stres kosullarinda genel bir uyar mekanizmast oldugu ve bunun gen ekspresyonunda

cesitli modifikasyonlart baglatabilecegi yargisina varilabilir.
Hiicre icinde SOD Dagihimi ve izoenzimleri

Degisik tiirlerde ve hiicre organellerinde SOD miktarlart ve gesitleri bakimimdan

onemli farkliliklar vardir. Ug ¢esit SOD izoenzimi bilinmektedir.

1. Cu-ZnSOD: Cogunlukla sitozolde ve eukaryotlarin kloroplastlarinda bulunur.

Déniistimlii olarak KCN, déniisiimsiiz olarak H»O, tarafindan inhibe olur.

1. FeSOD: Eukaryotik algalar ile baz bitkilerde bulunur. Sadece H,O,'e hassatir,
KCN dan etkilenmez.

. MnSOD prokaryotlarin mitokondiri matrikslerinde ve eukaryotlarda bulunur.

Hem H,0,’e hem de KCN da hassastir.

Yukarida tanmimlanan SOD izoenzimlerinin aktif metal bslimleri (bakir, demir ve
manganez) SOD  aktivitesi sirasinda  indirgenme ve yeniden oksitlenme

reaksiyonlarina ugrarlar.

Genel olarak bitkiler mitokondrilerinde MnSOD, sitozollarinda ve plastidlerine
Cu/ZnSOD igerirler. Son zamanlarda bitkilerin plastidlerinde FeSOD tasidiklar da
kesinlesmistir (Inze ve Van Montagu 1995, Van Camp ve Ark .,1996).

Bugday tohumlarinin mitokondrilerinde MnSOD, kloroplast ve sitoplazmalarinda ise
iki farkli cesit Cu/ZnSOD izoenzimi barmdirdiklar: bilinmektedir. Bu g cesit

izoformun miktarlarinin ve aktivitelerinin stres kosullari artinda transkripsyon
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diizeyinde farkh olarak ayarlandig: ve bu degisimlerin strese dayaniklihgm bir isareti

oldugu diistintilmektedir.
Bor Stresini Onleme Yontemleri

Bor stresi ile savasmanin su ana kadar onerilen en etkili metodu toksik oranda bor
iceren topraklarin fazla oranda sulama ile bordan arindirtlmasidir. Fakat bu hem
bitkilere gereksinim duyduklarindan fazla su verme agisindan hem de sulama
sonucunda toprakta emilebilen boronun birikmesi agisindan problemler tasimaktadir
(Rhodes ve arkadaslari1970). Bir baska engelleyici faktdr de topragmn bordan

arindirilmasinin diger emilebilen tuzlara oranla daha zor olmasidir.(Nable 1997).

Gerekli sartlarda uygulansa bile topragi yikama metodu her zaman iyi bir arindirma
yontemi olmayabilir. Bu metodun yani sira bazi toprak arindiricilarmin kullamimi da
6nerilebilir. Fakat genel olarak bunlar kisa siireli ¢dziimlerdir. Bu metodlar arasinda

kirec, gipsiyum, ve konsantre siilfirik asit kullanimi sayilabilir.

Bazi durumlarda bor toksitesi ile basa ¢ikmak igin topraga Zn verilmesi ya da
toksisiteden etkilenmis bitkilere Zn igeren spreyler uygulanmasi da ¢dziimler
arasindadir. Bu uygulamamn temelinde ¢inkonun az oldugu durumlarda bor
alimmminin ve akiimiilasyonunun bitkide fazla olmast bu nedenle toksisitenin

artmasidir. Zn yeteri miktarda saglandiginda ise bu durum engellenebilmektedir.

Bor toksitesinin Diinya ve Tiirkiyedeki Durumu

Borun bitkiler iizerindeki toksik etkisi diinyada en g¢ok ABD, Avusturalya ve
Tiirkivede gdzlenmektedir. Topraktaki ¢inko eksikligi durumunda bitkilerin bor
alimlar arttigndan (Graham, 1987, Singh et al., 1990) iilkemizde tarm yaptlan
alanlarda cinko eksikliginden dolay1 bor toksisitesi ok daha 6nemli bir problem
olarak ortaya cikmaktadir (Cakmak et al.. 1996). Tarim ve Kdyisleri bakanhg, tarla
Bitkileri Merkez arastirma Enstitiisiindeki yetkililer ile yaptigimiz goriismelerde,
{ilkemizin belli yorelerindeki topraklarda borun toksik seviyelere ulastigi ve tarimsal
firetimi diistirdigii bildirilmistir. Ayrica tlkemizin degisik yorelerinin topraklardaki
bor derigsiminin tayinine y&nelik bir aragtirmanin da stirdiirildagt vurgulanmaktadir
(Dr. Muzaffer Aver ve Dr. Nusret Zencirei, 1997). [zmir ve Denizli y6resinde yeralti

termal sulan (yiiksek bor derigimi igermektedir) ile yapilan sera 1siticiligr sonrast bu
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suyun cevreve verilmesi sonrast olusan bor toksisitesinin ¢evrede buyiik tarimsal
problemler yarattigr bilinmektedir. Ayrica {ilkemizin talul tretim merkezi sayilan
Konva ve civarmdaki topraktaki borun toksik seviyelere ulastign ve tahil tretimini
ctkileyebildigi belirtilmektedir. Yukarda belirtilen iilkelerde bor toksisitesi nedeni ile
tarimda gozlenen problemlerin ¢oziimiine ve direncli ¢esitlerin se¢imine yonelik
arastirmalar rapor edilmesine ragmen iilkemizde bu yondeki arastirmalar olduke¢a
gnirll kalmakla  birlikte  bilindigi  kadariyla  molekiiler seviyede aragtirmalar

baslatlmamistir (Alkan et al.. 1996).

Toprakta toksik diizeyde bulunan boru basta yikama yontemi olmak tizere degisik
yontemlerle azaltmak pratik olmayan zaman alict ve pahalli olan bir yontemdir. Bu
nedenle bora dayanikli bitkilerin segilerek ekimi ve yetistirilmesi en 1y ¢ozim olarak
goriilmektedir. Genetik muhendisligindeki yeni gelismeler ile bora direngli bitkiler
olusturmak da  umut vaadeden yollardan biridir.  Fakat genetik - miihendislign
yontemleri ile bora dayanikli gesitlerin gelistirilmesi zaman alacaktir. Dolayisiyla
bora dayvanikli bitkilerin vetistilmesi deneme yanilma yontemi ile dayaniklr tiirlerin
secimi ile olanakhidir, Alternatif’ bir metod da normalde bor miktart yiksek olan

topraklarda yasayabilen bitkilerin se¢ilmesi ve bunlarin geligtirilmesi yoniindedir.
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Amac

Onerilen projenin amaci borun bugday (Iriticum aestivum L.) ve arpa (Hordeum
vulgariye) bitkileri iizerinde olusturdugu toksik etkilerin molekiiler mekanizmasinin
biyokimyasal ve fizyolojik yéntemler kullamlarak aragtirilmasidir. Bu amagla, bor
toksisitesine hassasiyetleri farkl iki bugday gesiti (Bolal dayanikh , Atay hassas) ve
iki arpa cesiti (Anadolu dayanikli, Hamidiye hassas) segilmistir. Amaca yOnelik
olarak fizyolojik yéntemlerle bor stresine maruz birakilmis gesitler kontrol ¢esitlerle
yaprak ve kék uzunluklari, yag ve kuru agichk degisimleri, fotosistemll aktiviteleri ve
hiicre zar1 ion gegirgenlikleri agisindan kargilagtinlmistir. Biyokimyasal yontemlerle
superoksit dismutaz, azot rediiktaz, glutamate dehidrogenaz enzim aktiviteleri ve

prolin ve uronik asit miktarindaki degisiklikler arastinlmugtir.

Sonuglarin asagida belirtilen hususlara agiklik getirecegi beklenmektedir.

1. Bor toksisitesinin incelenen sistemler iizerine etkisinin belirlenmesi

1. Tiirler ve aym tiiriin hassas ve direngli ¢esitlerinin bor toksisitesine
gosterdigi tepkiler agisindan farkliliklarindan hareketle, analiz edilen
sistemlerin  bor toksisitesine direng mekanizmasindaki muhtemel
g6revlerinin belirlenmesi

11i. Kullanilan analiz yoéntemlerinin bor toksisitesine direngli ve hassas

¢esitlerin belirlenmesinde kullanilip kullanilamayacaginin belirlenmesi.
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II. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1. Bitki Materyali

Arastirmalarda ekmeklik bugday cesitlerinden (Zriticum aestivum cv. Bolal — direngli
ve Atay - hassas), ve arpa gesitlerinden (Hordeum vulgare) Anadolu - direngli ve
Hamidiye - hassas) kullanilmugtir. Tohumlar, TKB, Tarla bitkileri Merkez Arastirma

enstitiisiinden temin edilmistir.
2.2 Yontemler

Proje kapsaminda kullanilan biitiin yontemler sirasi ile verilmistir.

2.2.1 Bitkilerin Bityiitiilmesi ve Stres Uygulanmasi

Bugday ve arpa tohumlart petri kaplarinda %40 lik sodyum hipoklorit igerisinde 20
dakika boyunca yiizey sterilizasyonuna tabi tutulur. Bu islemin sonunda tohumlar
fazla hipokloritten distile su yardimiyla arindirilirlar. Tohumlar her birine 30-35 tane
olmak tizere {izerlerine tiilbent gerilmis plastik kaplarda yetistirilirler. Yeterli
miktarda distile su ile sulanirlar ve 10 giin boyunca su miktarlari kontrol edilerek bitki
biiylime odasinda 16 saat 1s1kl1 ve 8 saat karanlik ortamda biiylimeye birakilirlar. Bu
siirenin bitiminde stres uygulanacak bitkilerdeki distile su borik asitle deistirilir ve 5
giin sireyle 10 mM borik asit stresi uygulanir. 15 inci giinde bitkilerden alinan
drneklerde protein ekstarksyonu, PSII analizleri, prolin ve uronik asit tayinlerine tabi
tutulurlar. Benzeri sekilde strese verilen ve kontrol (stres uygulanmamis) bitkilerden
elde edilen yaprak ve kok numunelerinin uzunluk ve yas-kuru afirhiklar
belirlenmistir. Her ¢esit i¢in bir kap bitki (30-35 adet) analize alinmis ve bitki basina

ortalama degerler belirlenmistir.

Enzim aktivite tayinleri ic¢in bitkiler % Hoagland soliisyonunda bilyiitiiliirler.
Ardindan 10 mM borik asit iceren soliisyonda 5 giin biiyiitiilerek strese tabi tutulurlar.
Bu stire sonunda bitki yaprak ve kokleri toplanir ve azot rediiktaz ve glutamat

dehidrogenaz aktivite tayinleri yapilir.
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2.2.2 Protein Izolasyonu ve Karakterizasyonu

2.2.2.1 Protein Izolasyonu
Kontrol ve bor stresi uygulanmis bugday ve arpa cesitlerinin kdk ve yaprak
dokularindan protein izolasyonu Damerval ve arkadaglari yontemine gore yapilir
(1986). Doku havanda sivi azot igerisinde toz haline getirilir. 0.07% [3 merkaptoetanol
iceren 5 ml aseton i¢erisinde hazirlanmis 10%TCA ilave edilir. -20°C de 45' bekletilir
ve 15,000 g de 15 santrifiijjlenir. Supernatant uzaklastinlir, ¢okelti 0.07%
merkaptoetanol igeren 5 ml aseton igerisinde sulandirilir. ~20°C de 1 saat bekletilir ve

santriftyj islemi tekrarlanir. Pelet vakum altinda kurutulur.

2.2.2.2 Protein Tayini

Protein derisimi Ramagli ve Rodriguez (1985) tarafindan degistirilmis olan Bradford
yontemine gore yapilir.

5 mg yaprak ve 7 mg kok ekstratlart 0,2 ml urea karisimi soliisyonunda ¢oziiliir. 9 M
tire, 1% amfolin (pH: 5-8), 1% amfolin (pH: 3-10), 4% nonidet P-40 (NP40) ve 2 %
B-merkaptoetanol oda sicakliginda 15" bekletilir, 12,000 rpm de 3' santrifiij edilir. 10
pl supernatant 10 pl 0.1 N HCI ve 80 pl dH»0 ilave edilerek karnstirilir. Sonugta 3.5
ml 1:3 oraninda sulandirilmis Bradford reagent eklenir ve OD 595 nm de okunur.

Protein derisimleri sigir serum albumin (BSA) standart egrisine gore hesaplanir.

2.2.2.3.  2-Yonlu Elektroforez
Tim ¢esitlerin yaprak ve kok dokularindan izole edilen toplam proteinler 2-yonli

elektroforez yontemiyle karakterize edildi.

Bu yontemde proteinler ilk olarak isoelektrik noktalarma gore izoelektrik fokuslama
elektroforezi (IEF) ile pl degerlerine gore aynstirtlip ikinci boyutta ise molekiiler
agirhiklarina gore standart SDS-PAGE yontemi ile ayrnistirilirlar. [EF elektroforez
Hochstrasser ve arkadaslarinin (1988) yonteminin laboratuvarimizda modifiye edilmis

sekli ile (Nagvi ve arkadaslart 1994) uygulanmistir.

[EF jel sollisyonu, tre (10 g), 5-8 amfolin (0.2 ml), 3-10 amfolin (0.8 ml), 3-[3-
cholamidopropyl)diethyl ammoniol]-1 propane sulfonate (CHAPS)/NP-40 (1 ml),
N,N,N’, N’-Tetramethylethylene diamine (TEMED) (5 ul) ve amonyum persulfat
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(APS) (10 ul), %30/0.8 akrilamit/bisakrilamit (3 ml) ve distile su (6.5 ml) ve daha
énceden hazirlanip IEF soliisyonunda ¢oziilmis 100 pg’a tekabiil edecek protein
numunelerinden olusturulur. Bu soliisyon 1.5 mm i¢ ¢apinda 160 mm uzunlugundaki
alti parafilm ile kaplanmig cam tiiplerin i¢ine dokiiliir. Polimerlesme sirasinda jel
iizerine 5 pl kadar 1:2 sulandinlmis TEMED ve APS icermeyen IEF jel sollisyonu
konur.

Polimerlesmeyi takiben, tiiplerin alt kismuindaki parafilm ¢ikariir ve tiipler
elektroforez cihazina yerlestirilir (Biorad). Katod soliisyonu olarak 20 mM NaOH ve
anod soliisyonu olarak 10 mM HiPO, kullanilir. Elektroforez islemi baglatilir ve 2
saat siire ile 400 volt uygulanir. Daha sonra 800V 14 saat (toplam 12,000 Voit-saat)
olacak sekilde elektroforez islemine devam edilir. Elektroforez sonunda jeller

tiiplerden ¢ikartilir ve ikinci boyut igin SDS-PAGE jel sistemine tabi tutulur.

1 D SDS-PAGE

Tiiplerden ¢ikarilan jeller Laemmli (1975) yonteminde agiklandigr gibi hazirlanan
%12lik ayiricr poliakrilamit jel kullanilarak hazirlanmig 1 mm kalinhiginda ve 16-20
cm uzunlugundaki dikey jelin (Biorad Jel Elektroforez sistemi) lstiine yatay bir
sekilde oturtulur. Elektroforez islemi 10 derecede 20 mA/jel olacak sekilde 6-7 saat
siire ile yapilir. Elde edilen jeller 1 saat kadar %12 asetik asit ve %50 metanol igeren

soliisyonda fikse edilir. Jeller gimiis boyama teknigi (Blum 1987) ile boyanarak

olugan protein bantlar fotograf ile tespit edilir. Jeller daha sonra selefon filimler

arasinda kurutulup saklanir.

Giimiis Boyama Teknigi

Jellerdeki proteinler glimiis nitrat kullamlarak Blum (1987) metoduna gore

belirlenmistir. Metodun detaylar: agamalar halinde asagida verilmektedir.
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Asama Kullanilan Soliisyon Uygulama Siiresi”

1. Fiksasyon %50 metanol, %12 asetik asit > | saat

0.5 ml %37 formaldehid
2. Yikama %50 etil alkol 3x20 dakika
3. On muamele Sodyum tiyosulfat.5H,O | dakika®
4. Durulama Distile su 3x20 saniye”
5. Uygulama Glimis nitrat (2g/1) 20 dakika

0.75 ml %37 formaldehid
6. Durulama Distile su 3x20 saniye
7. Gorilintileme Sodyum bikarbonat (60 g/1) 10 dakika®
0.5 ml %37 formaldehid
Sodyum thiosulfat.5H>O (4 mg/l)

8. Yikama Distile su 2x2 dakika
9. Durdurma %950 metanol, %12 asetik asit 10 dakika
10. Yikama %50 metanol > 10 dakika®

a. 1'den 107a kadarki asamalar oda sicakhginda sallayicr iistiinde yapilir.

b. Tekrarlanabilir sonuglar alinabilmesi igin belirtilen siirelere kesinlikle uyulmast
gerekir.

¢. Protein bantlarmin gérintiilerinin olugma siiresi jeldeki miktarlarina baghdur.

d. 10’uncu asamadan sonra jeller saklanmak amaci ile 4 dereceye almabilir.
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2.2.3 PS-II Analizleri
2.2.3.1 Tylakoid Membran Izolasyonu

Kontrol ve stresli bitkilerden 500 mg yaprak dokusu tartilir ve kiiglik pargalara
boliindiikten sonra plastik tiplere aktarthr. 5 ml grinding tamponu (Sorbitol 0.33M.
NaCl 50 mM, MgCl,, EDTA 1mM, BSA %0.1, HEPES-KOH 50 mM pH:7.0)
eklenerek Janke&Kunkel Ultraturrax T25 homojenizatoriinde 2 dakika 13500 rpm de
homojenizasyona tabi tutulurlar. Homojenat iki kat tiilbentten gegirilir ve siispansiyon
dnceden sogutulmug santrfiij tiiplerine aktartlir. Sorvall SS-34 santriftijiinde 6 dakika
siireyle 3500 rpmde 4°C de santrifiijlenir. Olusan supernatant atihir ve ¢okelti 3 ml
soguk stispansyon tamponunda (Sorbitol 0.1 M, MgCIl2 50 mM, HEPES-KOH 50
mM pH: 7.0) ¢6ziilir. Siispansyon 10 dakika 9000 rpm de 4°C de tekrar
santrifiijlenir. Olusan supernatant atilir ve ¢okelti 150 pl siispansyon tamponunda

¢oziiliir ve buzda karanhik ortamda diger islemlere bashyana kadar tutulur.

2.2.3.2 Klorofil Miktart Tayini
PSII aktivite tayinleri ayni miktarlarda klorofil igeren tylakoid membranlar ile

yapilacagindan 6énce 6rneklerdeki klorofil miktarlarini tayin etmek gerekir. Bunun
icin Arnond (1949) metodu kullanihir. 10pl tylakoid mebranindaki klorofil 1 ml
aseton yardimi ile ependorf tlplnin i¢inde ¢ozilir. 5 dakika 14000 rpm de
santrifiijlendikten sonra st faz alinarak 645 ve 663 nm de abzorbanslart okunur.

Asagidaki denklem yardimi ile 6rneklerdeki klorofil miktarlart hesaplanir.

pg/ml= [(Age3x8.02) + (Aps5x20.2)]x100

2.2.3.3 PS-II Aktivite Tayini
PSII aktivite tayinleri Chetti (1987) yontemine gore yapilir. 20 pg klorofil igeren

tylakoid membran 6rnekleri igerisinde 1 ml assay ortami (Tricine-KOH 40 mM,
MgCly 5 mM, K;HPO, 2 mM, KCI 10 mM, DCPIP 60 uM) bulunan quartz kiivetlere
konulur ve reaksyon kiivetin Cole Palmer Ins. Co. Model 9741-52 lambas: ile
aydinlatilmasi ile baglatilir. Her 15 saniye aydinlatmadan sonra 590 nm de 3 dakika
boyunca okuma yapilir. PSII aktiviteleri zaman igindeki abzorbans degisimlerini

gosteren grafiklerin egimlerinden hesaplanir.




2.2.4. lon Gecirgenlik Testleri

Bu analizler hiicre zarlaninda olusan hasarin tespiti amactyla tim gesitlerin kok ve
yaprak dokular1 Gizerinde gerceklestirilmistir. Analizler Najo ve arkadaglarinin (1999)
yontemine gore yapilmistr. Dokular deionize su ile yikandiktan sonra 5 ml 0.4 M
manitol ¢ozeltisi igerisinde 3 saat oda sicakligimda bekletilir ve gegirgenlik degerleri
olgtliir (C1). Olgiim sonrasi aynt tipler 10 dakika kaynatilir ve oda sicakligina
sogutulduktan sonra yeniden gecirgenlik degerleri oleultr (C2). Olusan zarar

(C1/C2)*100 denklemi ile hesaplanir.

2.2.5 Hiicre Duvari izolasyonu ve Uronik Asit Tayini
2.2 U

Hiicre 51:1:/-:1:11 il'jc?lzrseygiiyal:;lizi)’{ias;/;p?‘l;k dokularindan Hu ve arkadaslarinin (1986)
yontemine gore asagida belirtildigi gibi yapildi. {zolasyon kontrol ve 10 mM bor
stresi uygulanmig (3, 5, ve 7 giin ) bugday (Bolal ve Atay) ve arpa (Anadolu ve
Hamidiye) c¢egsitlerinde yapilmustir. izolasyonda Ahmed ve Labavitch’in (1977)
yontemi kullamlmistir,

100 mg yaprak veya kék dokusu sivi azot yardimiyla toz haline getirilir. 5 ml
sogutulmug %680 lik etanol eklenir ve santrifiij tiiplerine almnir. Sorval RCSC PluMode
santrifiijde 1000g de 10 dakika santrifiij edilir. Supernatant atilir, pelet sogutulmus 5
ml %380 etanol ile sulandirilir ve santrifiijlenir. Cokelti 3 ml sogutulmus damitik su
(dH,0) ile sulandinilir ve siiziiliir. Cokelti 2-3 kere sogutulmus Kloroform:metanol
(1:1 v/v) soliisyonu ve aseton ile yikanir. Cokelti havanda kurutulur ve uronik asit

tayini yapihir.

2.2.5.2 Uronik Asit Tayini izerine 2 mil
Yaklagtk 5 mg hiicre duvari numunesi 20 ml lik behere almur, fzerine 2 m

sogutulmus konsantre H,SO; eklenir ve karistinilir. Beher buz banyosuna yerlegtirilir,
0.5 ml dH,O ilave edilir. Ve ¢oziilmesi icin 5° kadar karistirilmaya devam edibr
Ikinci bir 0.5 ml dH,O ilave edilir ve ¢oziilme islemi tamamlanir. Cozithmis

numuneler 10 mllik 6l¢iimlii flasklara alinir ve belirtilen miktara hacimleri ayarfanir

Uronik asit miktar1 Blumenkrantz ve Asboe-Hansen (1973) yéntemine gore yapihir




Yaklasitk 0.6 ml hiicre duvart soliisyonuna 3-6 ml sogutulmus 12,5 mM
H-SOy/sodium  tetraborate soliisyonu eklenir ve karistirilir. Tiipler kaynayan su
banvosunda 5° isilir ve ¢esme suyu altinda sogutulur. %0.5 lik NaOH igerisinde
hazirlanan 0.15 %lik m-hydroxydiphenyl eklenir ve OD 520 nm de Shimadzu UV-
2201 spektrofotometrede dH-0 ya karst okunur.

H-SOy/sodium  tetraborat ve 60 ul 0.5% NaOH ig¢erisinde hazirlanmis  m-
hydroxydiphenyl eklenir. Uronik asit miktart glukouronik asit ile hazirlanmus standart

cgriden hesaplanir.

2.2.6.Enzim Aktivite Tayinleri:

2.2.6.1.Nitrat Reduktaz aktivite Tayini
Bitkiler 1/2 Hoagland solusyonunda 10 giin biiyiitildi. Ardindan 10mM Borik asit
iceren taze solusyonda 5 giin biyiitiildii. V2 Hoagland solusyonunda biiyiitiilen bitkiler
kontrol olarak alindi. Bitkiler kéklerinden ayrildi ve NR ve GDH aktiviteleri l¢timi
icin kullanildi
Nitrat reduktaz aktivitesinin 6l¢timii ufak degisiklikler yapilarak Jaworkski (1971)
metoduna gore yapitlmistie. Enzim 6lgtimleri Gi¢ ayn tiipte ve lig kez tekrarlannusur.
Bitkilerden alinan 200 mg vaprak dokusu i¢inde 5 ml tampon ( 0,1M Fosfat tamponu
(pH 7.5) 0.02 M steril KNO3 | 5% n-propanol, ve iki damla kloramfenikol (0.5mg/ml)
tiiptin icine konuldu.Iki dakika vakum altinda tutulan tiipler kapatildiktan sonra 25°C
de karanhikta istenen inkubasyon araliklarinda tutuldu. Ortamda agiga ¢rtkan nitrit
baslangicta (0 dakika) belirlendi ve 15 dakika araliklarla (75 dakikaya kadar) 0.4ml
Lik sivilar halinde 3M HCl ve 0,02% N-1--naphthyl-ethylenediamine hydrochloride
icinde her biri 0.3ml 1% sulfanilamide ile isleme tabii tutuldu. 20 dakika sonra
kartstm 4 ml distile su ile seyreltiliv ve 540 nm de koére karst olgtildii. Nitrit miktars

gore hesaplanmistir. Nitrat

o

belli nitrit derisimleri ile elde edilen standart grafige

reduktaz enzim aktivitesi 1 gr yas agirhk ile 1 saatte pmol nitrit olarak ifade edildi.

2.2.5.2.Glutamat Dehidrogenaz Aktivite Tayini
Glutamat dehidrogenaz aktivite 6lgtimleri ufak degisiklikler yapilarak Boussama ve

arkadaslarinim (1999) metoduna gére yapilmistir. Enzim analizlerinin her seti paralel
calistlarak, 3 ayri set deney yapilmustir. 1 gr taze doku toplandi ve porselen havanda
stvi nitrojen ekleyerek donduruldu. Donmus numuneler 5 ml 6giitme tamponu ile

homojenize edildi. Ogiitme tamponu 25mM Tris-Cl tamponu, pH:7.8, ImM EDTA,
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ImM MgCl,, 14 mM p-mercaptoethanol ve 1% polyvinyl pyrolidone igermektedir.
Homojenat 25000 g de 30 dakika 4°C de santrifuj edildi. Enzim aktivitesinin
6lgtimiinden 6nce supernatanin hacmi dl¢tilda.

NADH’in a-ketoglutarata bagli oksidasyonunun ilk hizi 340 nm de 30°C de &lgiildi.
Karisim 85mM  potasyum tamponu, pH: 8.1, 30mM a-ketoglutarat, 150 mM
amonyum sulfat, 0.3 mM NADH ve 50 ul enzim ekstraksiyonu (toplam 1 ml hacim
icinde) icermektedir. Tum reaksiyon karigimi ile ilk dakikalarda absorpsiyondaki
degisim, enzim ekstraksiyonunun olmadigi absorpsiyon ile diizeltildi ve reaksiyon
hizi olarak alindi. Glutamat dehidrogenazin enzim aktivitesi 1 gr yas agirhkta,

dakikada, okside olan pmol NADH olarak tanimlandi.

2.2.5.3. Siiperoksit Dismutaz Aktivite Tayini
SOD aktivite tayinleri Burke ve arkadaslar: (1992) ydntemine gore yapildi. Kontrol ve

stres  uygulanmis bitkilerin  yaprak dokularindan alinan numuneler cam-cam
homogenazitdr kullanilarak 4ml./g taze dolu olacak sekilde 13.6 % v/v glycerol iceren
9 mM Tris-HCI pH:6.8 tampon ¢6zeltisi ile homojenize edildi. Homojenat 14.000
rpm de eppendorf mikrosentrifuj kullanilarak S dakika sentrifiij edildi. Siipernatant -
70°de muafaza edildi.

Kok dokusu ise buz tizerinde havanla 2 ml/g doku olacak sekilde 2mM EDTA igeren
0.2M sodyum fosfat tamponu (pH: 7.8) ile siispansiyon haline getirilir. Cozelti
10,000xg de 30 dakika sentrifiijlenir. Stipernatant enzim aktivite tayini i¢in kullanild:.
Protein taymi Bradford 1976 yontemine gére BSA standardi kullanilarak yapildi.
Daha sonra 40pg numune poliakrilamit jeline (5% stacking ve 12% ayirma jeli)
uygulandi. Elektoforez islemi 4° de BioRad Protean 1 cihazi kullanilarak $mA

staking jel ve 20mA ayirma jellinde olacak sekilde uygulandi.

Negatif Aktivite Boyamasi

Elektroforez sonunda jeller SOD aktivite boyamast i¢in 0.1 mM EDTA, 0.2% v/v
TEMED iceren tampon igerisinde 30 dakika karanlikta oda sicakliginda sallanarak
bekletildi. Daha sonra jeller damitik su icerisinde yikand: ve bantlar belirinceye kadar
151k altinda bekletildi. Fotograflari alindiktan sonra jeller selefon tabakalari arasinda
Krishnan ve arkadaslarinin (1990) yoéntemine gore kurutuldu. Kurutulmus jeller

CAMAG densitometresi ile tarandi. Bantlarin  yogunluklarnn kontrola gore
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degerlendirildi. SOD izoenzim tipleri jeller boyanmadan d&nce KCN ve H;0O;

muamaelesine tabi tutularak belirlendi.
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I11. SONUCLAR ve ACIKLAMALAR

3.1. Fotosistem-1I Aktivitesindeki Degisimler

Projenin bu béliimiinde stres ve kontrol kosullarina maruz birakilan tiim gesitlerin
fotosistem-1I  (FSII) aktivitelerindeki ve klorofil miktarlarindaki degisiklikler
incelenmistir. Boron stresi uygulanmis ve uygulanmamis c¢esitler tizerinde yapilan
FSII aktivite &lglimleri sonucunda bitkilerin bor stresi altinda daha diistik aktivite
gosterdiklert gozlenmistir. Sekil 3.1.A ve 3.1.B’de bugday ¢esitlerinden Bolal ve
Atay’in 5 giin 10mM H;BO; uygulanmas: sonucundaki FSII aktiviteleri ve kontrol
numuneleri verilmistir. Boron stresine direngli oldugu bilinen Bolal ¢esidinde stres
altinda FSII aktivitesinde olugan degisimin hassas ¢esite nazaran daha az oldugu
goriilmustir. Arpa gesitlerinde de benzeri sonuglar elde edilmis olup, bor toksisitesi
altinda diren¢li ¢esit Anadolu hassas ¢esit Hamidiye'ye gore FSII aktivitesinde

kontrola oranla daha ytiksek bir artis gostermistir (Sekil 3.2).
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(A)

Atay Varyetesinin Fotosistem II Aktivitest
0,14
0,12
o 0l
% 0,08 —e— CONTROL
g 0,06 . 10 mM H3BO,
0,04
0,02
0
0 15 30 45 60 75 90 10 12
5 0
Zaman (saniye)
(B)
Bolal Varyetesinin Fotosistem II Aktivitesi
0,12
0,1
- 0,08
a 0.06 —&— CONTROL
g8 —#-10 mM H3BO3
0,04
0,02
0
0 135 30 45 60 75 90
Zaman (saniye)

Sekil 3.1. Atay (A) ve Bolal (B) bugday varyetelerinde kontrol ve 5 giin 10 mM
H;BO; stresi uygulanmig 6rneklerde fotosistem II aktiviteleri.
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(A)

Anadolu Varyetesinin Fotosistem II Aktivitesi
0,2
0,15
g; —e— CONTROL
201 g 10 mM H;BO;
)
0,05
0
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135
Zaman (saniye)
(B)
Hamidiye Varyetesinin Fotosistem II Aktivitesi
025
02
& 0,15 —~e— CONTROL
8 0.1 —5--10 mM H;BO,
0,05
0
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Zaman (saniye)

Sekil 3.2. Anadolu (A) ve Hamidiye (B) arpa varyetelerinde kontrol ve 5 giin 10 mM
H;BO; stresi uygulanmig 6rneklerde fotosistem 11 aktiviteleri.
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Sekil 3.3, denemede kullamlan gesitlerin bor toksisitesi altinda kontrola gore %
degisimlerini gostermektedir. Tum gesitlerde kontrole oranla bor toksisitesi altinda
FSII aktivitesinde diigiis gozlenmektedir. Arpa gesitlerinde olugan digiigiin, bugday
cesitlerine oranla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Olugan bu diisisin hassas
cesitlerde direngli gesitlere oranla daha belirgin oldugu gozlenmektedir.

% Kontrol

S
«
=
<

BOLAL }

ANADOLU
HAMIDIYE

Sekil 3.3. Bugday (Atay-hassas, Bolal-direncli) ve arpa (Hamidiye-hassas ve
Anadolu-direngli) gesitlerinde fotosistem II aktivite degisimlerinin yiizde kontrol
olarak ifadesi.

OSRONR
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Kontrol ve 10 mM bor toksisitesi altinda gesitlerin klorofil miktarlar1 ve kontrole gore
% degisimleri Tablo 3.12’de verilmektedir. Her iki bugday ¢esidinde bor stresi altinda
klorofil miktarinda azalma gozlenmektedir. Direngli gesitte gozlenen azalmanin
hassas geside oranla daha yiiksek oldugu saptanmugtir. Arpa gegsitlerinde ise direngli
gesit Anadolu’da onemli bir disiis gozlenirken, hassas ¢esit Hamidiye de artig

gozlenmektedir.

Tablo 3.1. Kontrol ve 10 mM H3;BO; stresi uygulanmig Bugday (Atay-hassas, Bolal-
direngli) ve arpa (Hamidiye-hassas ve Anadolu-direngli) ¢esitlerinde klorofil
miktarlari (mg klorofil/ml thylakoid 6ziitii). Deneyler iki kez tekrarlanmigtir Her
tekrarda 6lgtimler iki paralel numune iizerinde gergeklestirilmig olup, ortalama
sonuglar verilmektedir.

ATAY BOLAL | ANADOLU | HAMIDIYE
KONTROL 0.59 0.63 0.43 0.23
10 mM H;BO; 0.48 0.44 0.22 0.27
DEGISIM (% | 19%d 309 49%4 17%7T
KONTROL)

Elde edilen sonuglar igerisinde en dikkat ¢eken husus, direngli gesitlerde (Bolal ve
Anadolu) bor stresi altinda hassas gesitlere oranla FSII aktivetisinde daha az bir dusts

gostermelerine ragmen, bu gesitlerin klorofil miktarlarinda gozlenen disistir.
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3.2. Prolin Miktarindaki Degisimler
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Sekil 3.6. Bor stresi uygulanmig varyetelerdeki yaprak prolin miktarlarinin kontrol
gruplarina gore degisimi (mM prolin / g yas doku)

Deneylerde kullamlan bugday gesitlerinde bor stresi altinda yaprak ve kok
dokularindaki prolin miktarlarinda artis oldugu gozlenmigtir. Olusan bu artigin hassas
ve direngli cesitler arasinda farkhlik gostermedigi gozlenmektedir. Ancak bora
direngli olan bugday ¢esidinde stres sonrast olugan prolin miktarinin hassas ceside
nazaran daha yiiksek oldugu belirlenmigtir. Arpa cesitlerinde ise bor stresi altinda
prolin miktarlarinda diisiis oldugu gozlenmektedir. Yaprak dokusunda, olusan bu
diigiigiin hassas gesitte daha az oldugu gozlenmistir. Kok dokularinda da benzeri
sonuglarla karsilagilmigtir.

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, stres kosullan altinda bugday ve arpa
gesitleri, prolin miktarlanindaki degigimler agisindan farkhlik gostermektedir. Bugday
cesitlerinde her iki dokuda prolin miktarinda artig gozlenirken, arpada ise genel
anlamda bir duasis gozlenmektedir. Benzeri sonuglarin osmotik strese maruz
birakilmig bugday ve arpa cesitlerinde de gozlendigi belirtilmektedir (Delauney ve
Verma, 1993). Bor stresi altinda gozlenen prolin degisimleri bugdayin hassas ve

direcli cesitleri arasinda onemli farkliiklar gostermemektedir. Arpada ise direngh
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cesitte, hassas ¢eside oranla daha yiksek bir dusiis gozlenmigtir. Bu sonug ozellikle
Anadolu ¢esidinin yaprak dokularmin kontrol kosullarda oldukga yliksek olarak
saptanmis  olan prolin miktarindan  kaynaklanmaktadir. Sonuglara  kesinlik
kazandirilabilmesi agisindan bu deneylerin daha fazla ornekle tekrarlanmasi gerektigi

gorugindeyiz.

3.3. Bor Stresinin Bugday ve Arpa Kok-Govde Uzunluk ve Agirhiklarina Etkileri
Caligmalarin bu boliminde deneylerde kullamlan tim g¢esitlerin kontrol ve stres
kosullart altida yaprak ve kok kuru/yas agulk ve uzunluklarindaki degisimler
incelenmigtir. Her ¢esit ve deney seti (bor stresi ve kontrol) i¢in 30-35 bitki iceren
kaplar kullanilmugtir. Verilen sonuglar bitki basmma ortalama degerleri ve + standart

sapma degerlerini gostermektedir.

Tablo 3.2. 10 mM H;BO; stresi uygulanmig Atay varyetesinden alinan drneklerin
yaprak-kok uzunluklart ve slak-kuru agirliklart. 30-35 bitkiden olusan denemelerin
bitki basina ortalama sonuglart.

Atay Atay Degisim
Kontrol 10 mM H;BO;, (% Kontrol)

Yaprak uzunlugu (cm)=£ss 11.07+1.73 10.53+0.44 -5
Kok uzunlugu (cm) +ss 17.41+0.58 17.59+£1.85 1

Yaprak yas agirhigi (mg)+ss 25723 190+11 -26
Kok yas agirhgr (mg) +ss 270+23 203+54 -25
Yaprak kuru agirligt (mg) +ss 222445 154+9.0 -32
Kok kuru agirligt (mg) +ss 7.74£5.7 5.9+1.0 -23
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Tablo 3.3. 10 mM H3BO;j stresi uygulanmig Bolal varyetesinden alinan 6rneklerin
yaprak-kok uzunluklar ve islak-kuru agirhiklari. 30-35 bitkiden olusan denemelerin

bitki basina ortalama sonuglari.

Bolal Bolal Degisim
Kontrol 10 mM H;BO; | (% Kontrol)
Yaprak uzunlugu (cm)+£ss 15.89+0.38 15.55+0.62 -2
Kok uzunlugu (cm) +ss 18.70+0.21 19.74+0.32 6
Yaprak yas agirlign (mg)=+ss 257+16 250+44 -3
Kok yag agirligr (mg) +ss 20.1+4 .4 24.3+7.4 21
Yaprak kuru agirligr (mg) £ss 22.1+5 22.4+3.7 1
Kok kuru agirhigr (mg) +ss 0.55+0.14 1.52+0.35 85

Tablo 3.4. 10 mM H3BOs stresi uygulannug Anadolu varyetesinden alinan orneklerin
yaprak-kok uzunluklari ve islak-kuru agirliklar. 30-35 bitkiden olusan denemelerin

bitki bagina ortalama sonuglari.

Anadolu Anadolu Degisim
Kontrol 10 mM H;BO; (% Kontrol)
Yaprak uzunlugu (cm)+ss 16.52 £0.23 16.66 £0.22 1
Kok uzunlugu (cm) *ss 9.37£0.45 10.31 £ 0.41 10
Yaprak yas agirhigi (mg)+ss 257.1 £ 8.3 2533+7.2 1
Kok yas agirhigr (mg) +ss 30.312.4 16.8+1.4 -45
Yaprak kuru agirlig: (mg) +ss 21.6 £8 22.4%0.7 4
Kok kuru agirhg: (mg) +ss 4.8t2 44+0.2 -8

Tablo 3.5. 10 mM H;BOj; stresi uygulanmig Hamidiye varyetesinden alinan
orneklerin yaprak-kok uzunluklart ve 1slak-kuru agirliklar. 30-35 bitkiden olugan
denemelerin bitki bagina ortalama sonuglari.

Hamidiye Hamidiye Degisim
Kontrol 10 mM H3BO; (% Kontrol)
Yaprak uzunlugu (cm)+ss 14.97 £0.28 14.65 +0.42 -2
Kok uzunlugu (cm) £ss 11.06 £0.23 10.33 £ 0.20 -7
Yaprak yag agirlign (mg)=ss 239.5+£9.9 2227 +10 -7
Kok yag agirhgr (mg) £ss 21423 209 £1.6 -2
Yaprak kuru agirhg: (mg) £ss 21.9+1.2 20409 -7
Kok kuru agirligr (mg) +ss 46%0.2 4.0%0.2 -13
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Denemeler sonucunda hem bugday hem de arpa ¢esitlerinde uygulanan bor
stresinin yaprak ve kok uzunluklarint nemli seviyede etkilemedigi gozlenmistir.
En belirgin degisim %10 artigla direngli arpa cesidi Anadolu koklerinde
olusmustur. Direngli bugday ¢esidi Bolal'in kokleri disinda (%21 artis), diger
tim gesit ve dokularin yas agirhiklaninda genel olarak bir diisiis gozlenmistir.

Benzeri bir durum yaprak ve kok kuru agirhiklarinda da gézlenmektedir.

Sonuglar, elde edilen bulgular 1s13inda genel olarak degerlendirildiginde, arpa
cesitleri arasinda incelenen parametreler agisindan 6nemli sayilabilecek farklar
gozlenmemektedir. Ancak bugday ¢esitlerinde, 6zellikle kok yas/kuru agirliklars
direncli ve hassas ¢esitler arasinda ¢ok belirgin farklar géstermektedir. Direncli
cesit Bolal’da kok yag ve kuru agirhiklarinda sirast ile %21 ve %85°lik bir artis
gozlenirken, hassas gesit Atay’da ayn1 degerler %25 oraninda diisiis gostermistir.
Dolayisiyla, bu gézlemlerin bugdayin diger direngli ve hassas cesitleri tizerinde
de teyit edilebilmesi durumunda, bor stresi altinda yaprak kuru ve yas agirlik
oletimleri direngli ve hassas ¢esitlerin belirlenmesinde kullamilabilecek pratik bir
yontem olarak kabul edilebilir. Ancak deneylerde gézlenen yiiksek sapmalar
nedeniyle, kanattimizce bu sonuglarin ayni gesitler ve digerleri tizerinde érnek ve

tekrar sayisi arttirilarak tekrar edilmesi gerektigi goriisiindeyiz.




3.4. Hiicre Zar1 Gec¢irgenlik Analizleri

Bilindigi gibi farkli ¢evresel stres kosullar1 altinda olusan serbest radikallerin 6zellikle
de aktif oksijen tiirleri, hiicre igerisinde niikleik asit, protein ve lipid gibi
biomolekiillerin yapilarinda dolayh ve dolaysiz hasara neden olmaktadir. Lipidlerde,
dolayistyla hiicre zarlarinda olusan bu hasari belirlemenin en yaygm kullanilan

yontemlerinden biri de iyon gecirgenlik testidir.

Aragtirmanin bu béliimiinde bor stresinin hiicre zarlarinda olusturabilecegi etkilerin
belirlenebilmesi amaciyla, stres uygulanmis ve uygulanmanus bitkilerin kok ve
yaprak numuneleri iyon gegirgenlik testine tabi tutulmustur. Tablo 3.7°de verilen
sonuglar iki deneyin ortalamasi olup (her deneyde olgiimler ii¢ paralel numune
tizerinde gergeklestirilmistir), kontrol bitkilere oranla hiicre zarlarinda olusan % zarari

gdstermektedir.

Tablo 3.6. Atay, Bolal (bugday) ve Anadolu, Hamidiye (arpa) varyetelerinde 10 mM
H3BO; stresi sonrasinda hiicre zarlarinda olusan yiizde zarar. (% zarar)

Bolal Atay Anadolu Hamidiye
Yaprak orekleri % 61.1 %83.3 % 102.9 % 68.8
Kok émekleri % 72.7 %96.2 % 117.4 % 95.3




Deney sonuclari, tim c¢esit ve dokularda bor stresinin hiicre zarlarinda Snemli
sayilabilecek hasarlara neden oldugunu gdstermektedir. Tim ¢esitlerde, kok
drneklerinin hiicre zarlarinda olusan hasarin, yaprak 6rneklerine gore daha yiiksek

oldugu gozlenmektedir.

Bugdayda, hem kok hem de yaprak dokusunda direngli ¢esit Bolal'in, hassas gesit
Atay’a oranla daha diistik bir hiicre zart hasarina ugradigi gozlenmektedir. Arpa
¢esitlerinde ise tersine bir durum s6z konusu olup, direngli ¢esitte olusan hiicre zari

hasarmin daha yiiksek oldugu gézlenmistir.

Bu ¢alismalarda en dikkat ¢eki¢i husus, toksik bor derisimlerinin bitki hiicre
zarlarinda belirgin bir hasara neden oldugunun gozlenmesidir. Bu hasarin nedenin
belirlenebilmesi amaciyla ilerideki ¢alismalarda, bor toksisitesinin H,0, miktari ve
lipid peroksidasyonu tizerindeki etkilerinin incelenmesi planlanmaktadir. Bulgularin
ve deney tekrarlarinin hassas ve direngli gesitler arasinda gézlenen farkliliklarin net
olarak irdelenebilmesi agisindan yetersiz oldugu gériisiinde olup, deneylerin tekrarina

gidilmesinin yarali olacag: goriisiindeyiz.
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3.5. Protein Profillerindeki Degisimlerin Belirlenmesi

Bor stresinin protein profilleri Gzerinde meydana getirdigi degisiklikler arpa
¢esitlerinden Anadolu ve Hamidiye, bugday cesitlerinden Bolal ve Atay’in kok ve
yaprak dokularinda caligilmigtir. Raporda sunulan sekiller en az ¢ bagimsiz deney

sonrast benzeri sonuglarin elde edildigi deneylerin 6rneklerini gostermektedir.

3.5.1 Bor Stresinin Arpa Kok ve Yaprak Protein Profilleri Uzerine Etkisi

Arpa gesitlerinin bor stresi sonrasi yaprak dokularinda olusan protein profillerindeki
degisiklikler Sekil 3.7 ve 3.8’de gosterilmektedir. Sekillerden de goriilecegi gibi genel
anlamda direngli ¢esit olan Anadolu’da bazi proteinlerde kontrole nazaran artislar
olusurken, hassas ¢esit Hamidiye’de benzeri degisimler gozlenememigtir. Olugan bu
degisiklikler Tablo 3.7°de ozetlenmektedir. Bor stresi altinda diger g¢evresel stres
faktorlerinde (Ornegin sicak, kurak, tuz gibi) goézlenen yeni proteinlerin sentezine
belirgin olarak rastlanamamigtir. Bu nokta bor stresinin direng mekanizmasinin diger
cevresel stres faktorlerinden daha farkli oldugu ihtimalini gindeme getriemektedir.

Kok proteinlerinde, yaprak proteinlerinde oldugu kadar belirgin degisiklikler
gozlenememekle birlikte, direngli ¢esidin bazi proteinlerinde artig gozlenmigstir. Buna
ek olarak direngli cesitte bor stresi altinda, hassas gesitte gozlenmeyen yeni bir

proteinin sentezlendigide gozlenmektedir. Protein profillerindeki degisimler Tablo

3.8°de verilmektedir.
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Tablo 3.7. Anadolu (bora direncli) ve Hamidiye (bora hassas) arpa gesitlerinin 7
glinliik bor stresi sonrast yaprak proteinlerindeki degisim. Proteinlerdeki
degisim bor stresi uy gulanmamius bitkilerinki ile karsilastirilmigtir.

Protein M, pl Anadolu Hamidive
No. (kDa)
1 14 5.0 ++ +
2 325 6.5 ++ +
3 33 6.7 ++ +
4 325 7.3 ++ +
5 342 7.7 ++ +
6 15.8 54 ok +
7 15.8 8.0 ++ +
8 225 4.5 ++ ++
9 20 7.0 ot -
1O 26.5 6.3 E=s -
I 22 7.0 + -
12 29 7.5 + 0
13 29 4.9 ++ o
14 58 7.5 + 0
15 58 7.6 -+ 0

Semboller:

+: Kontrole gore degisim yok

++: Kontrole gore protein miktarinda artis.
- Kontrole gore protein miktarinda dists.
0 : Protein kaybolmus.

Tablo 3.8. Anadolu (bora direncli) ve Hamidiye (bora hassas) arpa ¢esitlerinin 7
giinlitk bor stresi sonrast kok proteinlerindeki degisim. Proteinlerdeki
degisim bor stresi uy gulanmamis bitkilerinki ile karsilagtirilmistir.

Protein M, pl Anadolu Hamidiye
No. (kDa)
| 35 7.8 - 0
2 24 5.9 Eas ++
3 62.8 5.9 o ++
4 63 0.3 ++ ++
5 23 6.1 ++ +
6 45 6.0 ++ +
7 45 6.1 ot +

Semboller:

+  Kontrole gore degisim yok

++: Kontrole gore protein miktarinda artis.
- : Kontrole gore protein miktarmda dists.
0 Protein kaybolmus.
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3.5.2 Bor Stresinin Bugday Kok ve Yaprak Protein Profilleri Uzerien Etkisi

Bugday g¢esitlerinin  bor stresi sonrast yaprak dokularinda olusan protein
profillerindeki degisiklikler Sekil 3.9 ve 3.10 de gosterilmektedir. Sekillerden de
goriilecegi gibi genel anlamda direngli ¢esit olan Bolal’de bazi proteinlerde kontrole
nazaran artislar olusurken, hassas cesit Atay’da benzeri degisimler gézlenememistir.

Olusan bu degisiklikler Tablo 3.9°da 6zetlenmektedir.

Aym cgesitlerin kok proteinlerinde olusan degisimler ise Sekil 3.11 ve 3.12°de
verilmektedir. Kok proteinlerinde, yaprak proteinlerinde oldugu kadar belirgin
degisiklikler gozlenememekle birlikte, direngli ¢esitte, hassas ¢esit Atay’da
gozlenmeyen 27.0 kDa ve pl 7.1 de olusan yeni bir protein gdzlenmistir.

Benzeri bulgular daha once arpa gesitleri lizerinde yiiriitiilen deneylerde de
gbzlenmigtir. Dolayistyla, bor stresi altinda diger ¢evresel stres faktorlerinde (6rnegin
sicak, kurak, tuz gibi) go6zlenen yeni proteinlerin sentezine belirgin olarak
rastlanamamistir. Bu nokta bor stresinin diren¢ mekanizmasinin diger ¢evresel stres

faktorlerinden daha farkli oldugu ihtimalini giindeme getirmektedir.

Tablo 3.9. Bolal (bora direngli) ve atay (bora hassas) bugday ¢esitlerinin 7 giinliik bor
stresi sonras1 yaprak proteinlerindeki degisim. Proteinlerdeki degisim bor stresi
uy gulanmamus bitkilerinki ile karsilastiriimustir.

ProteinNo. M, pl Atay (hassas) Bolal (direngli)
(kDa) degeri
1 22.8 6.2 + ++
2 233 6.0 - ++
3 45 6.5 + ++

Semboller:

+ 1 Kontrole gore degisim yok

++: Kontrole gére protein miktarinda arug.
- Kontrole gére protein miktarinda diists.
0 : Protein kaybolmus.
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Sekil 3.9 Atay (bora hassas) bugday gesidinde 7 gunliik 10 mM bor stresi sonras yaprak total
protein profillerindeki degisim.
Daire igine alinan proteinler degisimlerin gozlendigi proteinleri gostermektedir.
IEF: isoelktrik fokuslama, SDS-PAGE: sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elktroforez
yonlerini gostermektedir. pH gradient: IEF jellerinde olugan pH bolgelerini gostermektedir.
Protein profillerinde olusan degisimler Tablo 3.9°da ozetlenmektedir. Oklar molekiiler
agirhk standartlarim gostermektedir. Yukaridan asagi: 66, 45, 36, 29, 20.1, 14.2 kD.
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Sekil 3. 10 Bolal (bor direngli) bugday gesidinde 7 giinliik 10 mM bor stresi sonrast govde total
protein profillerindeki degigim.
Daire icine alinan proteinler degisimlerin gozlendigi proteinleri gostermektedir.
IEF: isoelktrik fokuslama, SDS-PAGE: sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elktroforez
yonlerini gostermektedir. pH gradient: IEF jellerinde olugan pH bolgelerini gostermektedir.
Protein profillerinde olusan degisimler Tablo 3.9°da ozetlenmektedir. Oklar molekiiler
agirhk standartlarim gostermektedir. Yukaridan asag: 66, 45, 36, 29, 20.1, 14.2 kD.
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Sekil 3.12 Bolal (bor direngli) bugday gesidinde 7 giinlitk 10 mM bor stresi sonrast kok total
protein profillerindeki degisim. A kontrol, B bor stresi uygulanms bitkiler.
Daire igine alinan proteinler degigimlerin gozlendigi proteinleri gostermektedir.
IEF: isoelktrik fokuslama, SDS-PAGE: sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elktroforez
yonlerini gostermektedir. pH gradient: IEF jellerinde olugan pH bdlgelerini gostermektedir.
Oklara molekiiler agirlik standartlarim gostermektedir.
Yukaridan asag: 66, 45, 36, 29, 20.1, 14.2 kD.
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3.6. Hiicre Duvan Uronik Asit Miktarindaki Degisimler

Projenin bu boliminde arpa ve bugdayin direngli ve hassas gesitlerinin yaprak ve kok
dokularinda, kontrol ve stres altindaki kosullarda, hucre duvarlarinda bulunan iironik
asit miktarlarinda olusan degisiklikler belirlenmistir. Deneyler 3,5 ve 7 gun sure ile
10 mM bor stresine tabi tutulmus ve kontrol bitkilerin kok ve yaprak dokular
tizerinde yuratalmisutar. Her set deney en az S kez tekrar edilmistir. Deney sonuglar:
SPSS for windows istatistik programi kullanilarak analiz edilmistir.

Deneysel bulgular asagida tablolar halinde sunulmaktadir. Ozet olarak bor stresi
sonucunda hassas ve direngli gesitlerin hiicre duvar tironik asit miktarlarinda 6nemli
bir degisiklik meydana gelmemektedir. Bu bulgular, bor toksisitesine direng

mekanizmasinda hiicre duvarinin énemli bir rol oynamadig sonucunu ¢ikartmaktadir.

Tablo 3.10. Bor uygulamasina bagli olarak (B:10 mM), Atay ve Bolal ¢esitlerinin
yaprak dokularindaki tronik asit miktarindaki degisim. Bor stresi 10
gunluk bitkilere, 3,5 ve 7 giin sure ile uygulanmustir.

Glukoronik asit (% kuru hiicre duvar agirhg)
B Atay Atay Bolal Bolal
uygulamasi (Hassas) (Hassas) (Direngli) (Direncli)
(giin) Kontrol B-uygulanmig Kontrol B-uygulanmig
3 5.7+0.8 6.1+0.9 6.4+0.38 6.1 £0.6
5 53+0.8 54+0.8 53+0.5 53+£0.7
7 5.8+0.8 6.1 0.7 5.8+0.6 6.1 £0.8
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Tablo 3.11. Bor uygulamasina bagli olarak (B:10 mM), Atay ve bolal gesitlerinin kok

dokularindaki tronik asit miktarindaki degisim. Bor stresi 10 ginlik

bitkilere, 3,5 ve 7 glin siire ile uygulannmustir.

Glukoronik asit (% kuru hiicre duvart agirhigy)

B uygulamasi Atay Atay Bolal Bolal
(gtin) (Hassas) (Hassas) (Direngli) (Direngli)
Kontrol B-uygulannus Kontrol B-uygulanmig
3 2.8x03 3203 3.0+£03 3.1+£0.5
5 26+03 3304 29+0.2 2903
7 3.0+0.1 33x£03 3.0+£04 29x03

Tablo 3.12. Bor uygulamasina bagli olarak (B: 10 mM), Hamidiye ve Anadolu

¢esitlerinin yaprak dokularindaki tGronik asit miktarindaki degisim. Bor

stresi 10 gunlik bitkilere, 3,5 ve 7 giin sure ile uygulanmustir.

Glukoronik asit (% kuru hiicre duvari agirhg)

B uygulamasi Hamidiye Hamidiye Anadolu Anadolu
(giin) (Hassas) {Hassas) (Direngli) (Direncli)
Kontrol B-uygulanmig Kontrol B-uygulanmug
3 8.0x£0.9 7.7+ 1.0 7.5+0.3 7.5+0.7
S 7.8 +0.0 8.0x0.0 7.0 0.6 6.8+0.5
7 0.9 +0.8 6.7+0.7 7.7+0.5 7.0+ 1.0

Tablo 3.13. Bor uygulamasina bagh olarak (B: 10 mM), Hamidiye ve Anadolu

cesitlerinin yaprak dokularindaki tronik asit miktarindaki degisim. Bor

strest 10 giinliik bitkilere, 3,5 ve 7 gun sire ile uygulanmigtir.

Glukoronik asit (% kuru hiicre duvart agirlign)

B Hamidiye Hamidiye Anadolu Anadolu
uyvgulamasi (Hassas) (Hassas) (Direngli) (Direngli)
(giin) Kontrol B-uygulanmug Kontrol B-uygulanmig
3 34+0.2 3504 3.6x0.2 34+0.2
5 35204 35205 34+04 33+04
7 35+0.2 3405 34+04 3704
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Sonuglardan da gorildagu gibi bugday ve arpada hiicre duvart Uronik asit miktar
yaprak ve kok dokularinda boron uygulanmas: ile degisiklik gostermemigtir, Sonuglar
Danell ve arkadaslarimin (1999) sonuglari ile uyum halindedir. Danell ve arkadaslar
(1999) aygigegi ile yapmis olduklari ¢aligmalarinda boronun hiicre duvarinda belirli
baglanma bolgeleri oldugunu ve bu bolgelerin uronik asit izerinde olduguny
gostermiglerdir. Bu ¢aligmada borun bugday ve arpada kok ve yaprak dokularing

baglanma bolgelerinin boron miktarindaki artisla ilgili olmadig1 sonucuna varimistir.
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3.7. Enzim Aktivitelerindeki Degisimler

Bu boliimde tim gegitlerde kontrol ve stress kosullart altinda nitrat reduktaz, glutamat
dehidrogenaz  ve SOD enzim aktivitelerindeki ~ degisiklikler incelenmistir.

Caligmalarda kok ve govde dokular kullamlmistir. Sonuglar asagida verilmektedir.

3.7.1 Bor Stresinin Nitrat Rediiktaz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Nitrat rediiktaz (NR) aktivitesi bora dayanikli ve hassas bugday ve arpa gesitlerinin kok
ve yaprak dokularinda incelenmistir. Bor stresi 5 giin sure ile 10 mM H3BO; seklinde 10

gunliik fidelere verilmis, sonuglar kontrol bitkileri ile karsilagtirlmistir.

3.13 seklinde goruldigi gibi boron stresi uygulanmasinin ardindan dayanikli ve hassas
gesitlerde yaprak NR enzim aktivitesinde azalma gozlenmektedir. NR aktivitesindeki
azalma bora dayanikli bugday gesitlerinden Bolal’de %13, hassas olan Atay’da %18
olarak bulunmustur. Arpa gesitleri i¢in bu degerler bora dayanikli Anadolu’da %22 ve

hassas Hamidiye ¢esidinde %17’dir.

Kok dokulanndaki degisiklikler sekil 3.13’de gorildigi gibi bugday ¢esitlerinde Bolal
%23.2; Atay %28.3 arpada Anadolu %22.4 ve Hamidiye %27.5 azalma olarak
gozlenmistir. %6100 NR aktivite (tmol NO, h™'g'FW) olarak ifade edilmistir.

Fazla bor miktarinin bugday ve arpa yaprak ve kok NR aktivitelerinde direkt azalmaya
neden oldugu saptanmugtir. Ancak cesitler ve dokular arasindaki aktivite degisimleri
istatistiksel olarak onemsiz bulunmustur (p<0.05). NR aktivitesinin gevresel stres
kosullarma duyarli oldugu bilinmekte olup yiiksek kadmium derisimlerinde ve dugiik
sicaklikta azaldigi gosterilmistir (Atkin ve Cummins, 1995). NR, Molybdenumun (Mo)
gereksinimi olan enzimlerden biridir (Campbell ve Smarelli, 1986). Molybdenumun
enzime baglanmasinda boronun antagonist etkisi olabilecegi ileri strilmis ve fazla bor
oldugu durumlarda, bitkilerde Mo miktarinda dists oldugu Bonilla ve arkadaslart (1980)
tarafindan gosterilmistir. Proje kapsaminda elde edilen bulgular bu gozlemi dogrular

niteliktedir.
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3.7.2. Bor Stresinin Glutamat Dehidrogenaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Dayanikli ve hassas bugday ve arpa gesitlerinde yaprak ve kok dokularinda glutamat
dehidrogenaz aktivite Sl¢timleri bor stresi uygulanmig ve uygulanmamus (kontrol)
numuneler {izerinde gerceklestirilmistir. Sekil 3.14 de goriildiigt gibi bor toksisitesi
altinda enzim aktivitelerinde dnemli artis gézlenmektedir. Kok ve yaprak numunelerj
karsilastirlldiginda kok dokusundaki artigin her iki bitki tiirlinde de 6nemli derecede
yiksek oldugu saptanmistir. Calismalarimizda kék dokusunda goézlenen yiiksek GDH
aktivitesi literatiirdeki bulgularla paralellik gostermektedir. (Sirivastara ve Sink,
1987).

Bor toksisitesi sonucunda koklerde %74 ve %87 oraninda artis gozlenirken bu artig
yaprak dokularinda %25 ve %39 oranindadir. Glutamin sentetaz/glutamat sentaz yolu
normal biiyiime kosullarinda anayol olarak bilinmesine ragmen baz stres kosullarinda
devre disi kalmaktadir. Boussama ve arkadaslar1 (1999) Cd stresi altinda GDH’1p
koruyucu etkisini rapor etmigtir. Bu grup yiksek Cd kosullari uygulanan arpa
fideciklerinde GDH aktivitesinde artig oldufunu gdstermigtir. Ayni sekilde piring
bitkilerinde 100 mM NaCl stresi altinda k6k GDH aktivitesinde artig oldugu Lutts ve
arkadaglart (1999) tarafindan belirtilmektedir.

Yaptigimiz literatiir aragtirmalart sonucunda bugiine kadar bor toksisitesinin bugday
ve arpa GDH aktivitesi {izerine etkisini gdsteren bir galigmaya rastlanmamistr.
GDH’in amonyak ile inkiibasyonu sonucunda artig gosterdigi ve bitki dokularinda
amany ok akiimﬁlasyoriunu baskilamak igin bir cevap olarak olustugu gosterilmistir

(Peeters ve Vanlaraere, 1992).

Dokularda yeterli miktarda amonyak bulundugunda GDH’in direkt olarak prolin
biyosentezinde substrat olan glutamat olusumu ile ilgili oldugu bilinmektedir. Bor
toksisitesi altinda GDH aktivitesindeki artisin prolin olugumunu arttirdign ve
bitkilerde strese dayaniklilik mekanizmasinda rol oynayabilecegi diistiniilebilir. Sekil
3.14 de goriildiigii gibi bugday dokularinda bu gozlenirken arpa dokularinda benzeri

bir paralellik gozlenmemektedir. Bu bulgular bugdaymn arpaya nazaran bor
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Elde edilen bulgular bir bitiin olarak degerlendirildiginde, NR aktivitesinin tiim
cesitlerde ve her iki dokuda da bor toksisitesi altinda distigi gozlenmektedir.

Disiisler hasas ve direngli gesitler arasinda istatistiksel olarak anlamli degildir.

GDH aktivitesinin ise bor stresi altinda arttig1, bu artigin ise kok dokularinda, yapraga
nazaran istatistiksel olarak daha fazla oldugu gozlenmektedir. Arpadaki artiglar hassas
ve direngli gesitler arasinda farkhlik gostermezken, bugdayda direngli gesidin yaprak
dokusundaki artisin hassas g¢eside oranla istatistiksel olarak daha fazla oldugu
gozlenmektedir. Bu sonuglar, direngli gesitlerde GDH’in yaprak dokusundaki artigin
bor toksisitesine diren¢ mekanizmasinda rol oynayabilecegini gostermekle birlikte,
arpada benzeri sonuglar elde edilememistir. Elde edilen sonuglarin, aym tur ve diger

tirlerin hassas ve direngli cesitlerinde de aragtirlmasi eger varsa bu mekanizmanin

bor toksisitesine direng olusmasinda rol aldigint agikliga kavusturacaktir.




3.7.3. Bor Stresinin SOD Aktivitesi Uzerine Etkisi

SOD enzim aktiviteleri poliakrilamit jellerde aktivite boyama teknigi ile
belirlenmistir. Boyama sonucu elde edilen aktivite bantlari, densitometrik analize tabi
tutularak, bant yogunluklart kontrol ile karsilastirilarak, farkh gesit ve dokulardaki
SOD aktivitesi % kontrol olarak ifade edilmigtir. Buna ek olarak jeller KCN ve Hz0;
mumalesi yapildiktan sonra boyanarak SOD izoenzimlerinin tip belirlemesine
gidilmigtir. Proje kapsaminda deneyler bugdayda iki kez tekrar edilmig ve kontrola
gére % degigimin ortalama degerleri verilmisitir. Deneylerden elde edilen 6rnek bir

sonug Sekil 3.15 de gosterilmektedir.

Tuz stresini’n, bugdayin kok ve yaprak dokularindaki SOD enzim aktivitesi Uzerine
etkisini aragtirdigimiz daha onceki aligmalarda, bugdayda Mn ve Cu/Zn olmak tizere
baghca iki izoenzim oldugu gOsterilmistir (Inci F., 1998). Proje kapsaminda arpa
{izerinde yiriittiigimiz ¢aligmalarda da benzeri sonuglar elde edilmigtir. Elde edilen
izoenzim profilleri bugdayla buyiik benzerlik gostermektedir. Her iki tiirde de, total
SOD aktivitesinin yaklasik %90’lik bolimini Cu/ZnSOD (%40 Cu/ZnSODI1, %50
Cu/ZnSOD2) olusturmakta olup, MnSOD aktivitesi ise %10 mertebesinde
gozlenmektedir. Bu husus total SOD aktivitesi hesaplamalarinda da gozoniinde

bulundurulmustur.

Elde edilen bulgular bor stresi altinda arpa ve bugday gesitlerin SOD aktivitelerinde
degisimler oldugunu gostermektedir. Yaprak ve kok dokularinda kontrola gore %

degisimler Tablo 3.14 ve 3.15’de gosterilmektedir.
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Sekil 3.15. Bor stresi uygulanmig bugday ve arpa varyetelerindeki SOD izoenzim
aktivite degisimleri. Jele yiklenen 6rneklerin siralamas: agafdaki gibidir.
1. Atay kontrol, 2. Atay 10 mM H;BO;3  H3. Hamidiye kontrol, 3. Hamidiye 10
mM H;BOs, 4. Anadolu kontrol, 5. Anadolu 10 mM H;BO;, 6. Hamidiye kontrol,
7. Hamidiye 10 mM H3BOs, 8. Anadolu kontrol, 9. Anadolu 10 mM H3;BO;
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Tablo 3.14: Bor toksisitesine direngli (Bolal, Atay) ve hassas (Atay, Hamidiye)
bugday ve arpa gesitlerinde, 10 mM bor stresi sonras yaprak dokularindaki SOD

aktivtesinin  kontrole gore degisimi.

Toplam SOD aktivitesi hesaplanirken,

izoenzimlerin toplam aktivite tizerindeki oranlart (Mn/SOD:%10, Cu/ZnSOD1:%40,
Cu/ZnSOD2:%50) gozoniinde tutulmustur

BOLAL | ANADOLU | ATAY | HAMIDIYE
MnSOD 60% 1 12% 1 50% T 03% T
Cu/ZnSOD1 30% T 55% T 40% T 24% |
“Cw/ZnSOD2 | 35% L 28% L 70%1 34% |
TOSI:;XM 11% 4 29% T 56% T 27% |

Tablo 3.15: Bor toksisitesine direngli (Bolal, Atay) ve hassas (Atay, Hamidiye)

bugday ve arpa gesitlerinde, 10 mM bor stresi sonrasi kok dokularmdaki SOD

aktivtesinin kontrole gore degisimi.

BOLAL | ANADOLU ATAY HAMIDIYE
MnSOD 3%L | 2% 5% 1 18% 1
" Cu/ZnSODI 40% 1 0.1% | 30% 1 178% 1
Cu/ZnSOD2 30% T 31% T 10% T 175% T
TO;’SM 31%7T 15% T 17% T 102% T
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Elde edilen bulgular, bor toksiseti altinda SOD aktivitesinin hem izoenzim hem de
doku seviyesinde farkli oranlarda degisiklige ugradigimi gostermektedir. Buna ek
olarak ozellikle vyaprak dokularinda, bugday ve arpada goOzlenen aktivite
degisikliklerinde de farkliliklar oldugu saptanmistir. Ornegin, yaprak dokularinda
toplam SOD aktivitesi agisindan, bugdayin direngli ¢esidinde bir diisiis gozlenirken,

arpanin direngli ¢esidinde ise artig gozlenmektedir.

Kok dokularinda ise bor toksisitesi altinda toplam SOD aktivitesinde genelde bir artig
gozlenmektedir. Bu artig bugdayin direngli ve hassas cesitleri arasinda 6nemli bir fark
gostermezken, arpanin hassas gesidinde gozlenen artigin direngli ¢eside nazaran gok

daha fazla oldugu gozlenmistir.

Elde edilen bulgular bir biitin olarak degerlendirildiginde, toplam SOD aktivitesi
agisindan, bor stresi altinda hassas ve direngli ¢esitler ve dokular agisindan bir
baglanti gozlenememistir. Ancak deneylerin diger hassas ve direngli gesitler lizerinde
tekrar sayist arttirilarak gergeklestirilmesinin yukarida bahsi gegen iliskilerin daha

saglikh olarak irdelenbilmesi agisindan faydal olacagr distinilmektedir.
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Ulkemizin belirli yérelerinde, topraktaki bitkilere yarayisli borun toksik seviyelere
ulastign ve tarimsal tiretimi diiglirdtigti  bilinmektedir (6-18 mg/kg toprak). Ayrica
[zmir, Denizli, Balikesir yoresindeki yeralt: termal sular yiiksek diizeyde bor derigimi
icermekte olup bu sularla yapilan sera isiticilii sonrasi suyun gevreye verilmesi
sonucunda olusan bor toksisitesinin tarimsal problemler yarattigi bilinmektedir. Bor
toksisitesi 6zellikle Orta Anadolu bélgesinde Eskisehir ve Konya tarim alanlarinda
cinko eksikligi ile beraber goriildiigiinde zararli etkileri artan en 6nemli mikroelement

problemidir.

Bu calismada bor toksisitesinin bugday ve arpa izerinde olusturdugu etkiler
molekiiler seviyede incelenmistir. Denemede kullanilan direngli ve hassas gesitlerin

incelenen parametler agisindan farkhiliklarindan hareketle,

a: Bu sistemlerin bor toksisitesine diren¢ mekanizmasinda rol oynayip oynamadigr,
b: Kullanilan fizyolojik ve biyokimyasal analizlerin bor toksisitesine direngli ve

hassas ¢esitlerin belirlenmesinde kullanilip kullanilamayacagi,
sorularina da cevap aranmustir.

Her ne kadar, verilen sonuglar en az iki tekrarin ortalamasi olsa da, bazi analizlerde
gozlenen yiiksek sapmalar nedeniyle, ion gecirgenlik, prolin miktarlari, uzunluk-
agirhik denemeleri ve SOD aktivite tayinlerinin drnek sayist arttirilarak tekrarinda

fayda olacag: gortistindeyiz.

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, fizyolojik parametreler agisindan bor
toksisitesinin tiim cesitlerde FSII aktivietesini diigtirdiigii ve hiicre zarlarinda 6nemli
seviyede hasar olugturdugu gozlenmektedir. Bahsi gegen bu parametler tiim gesit ve
dokularda benzerlik gosterirken, uzunluk, yas-kuru agirlik, ve prolin miktarlar1 hem

cesitler hem de dokular arasinda farkli oranlarda degisiklikler gostermektedir.

[ncelenen biyokimyasal parametler genel olarak ele alindiginda, protein profillerinde

cok belirgin farkliliklar gozlenmemekle birlikte, direngli ¢esitlerde bazi yeni
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proteinlerin sentezlendigi gézlenmistir. Protein profillerindeki degisim literatiide diger
stres kosullar1 (6rnegin sicaklik, tuz gibi) altinda olusan degisimle mukayese
edildiginde ¢ok daha diisiik seviyededir. Tiim gesit ve dokularda hiicre duvari tironik
asit miktarlarinda anlamli degisikliklere rastlanamamustir. Azot rediiktaz enzim
aktivitesi tim ¢esit ve dokularda diisiise ugrarken. glutamat dehidrogenaz
aktivitesinde kok dokusunda daha belirgin olmak iizere bir artis gdzlenmistir. SOD
aktivitesindeki degisimler ise ¢esit ve doku bazinda farhiklar géstermistir. Kok

dokularinda genel bir artisa rastlanmaktadir.

Sonuglar bir biitiin olarak degerlendirildiginde. bor toksisitesinin, her iki tiiriin,
incelen tiim ¢esitlerinde bazi parametleri benzeri sekilde etkiledigi gézlenmektedir.
Ortak olan bu etkiler, FSII aktivitesindeki diisiis, hiicre zarlarinda olusan hasar, ve
azot metabolizmasinda dnemli gorevi olan NR ve GDH enzimlerinin aktivitelerinde
gozlenen sirasi ile diistis ve artiglardir. Bu sonuglar, toksik bor derisminin bitkilerde
fotosentez ve azot metabolizmasini etkiledigi buna ek olarak hiicre zarlarinda da hasar
olusturdugunu  gostermektedir. Hiicre zarlarmnda olusan  zararin  nedeninin
belirlenebilmesi igin ek denemelere ihtiyag vardir (6rnegin H,0,, ve lipid

peroksidasyonunun iiriinii olan malondialdehid (MDA) tayinleri gibi).

Bor toksisitesine direng mekanizmasinin anlagilmasina yonelik olarak yapilan
degerlendirme  sonucunda, O6zellikle FSII akitivetisinin  her iki tiiriin direncli
cesitlerinde bor toksisitesi altinda daha az etkilendigi gozlenmis olup. bu sistemin
diren¢ mekanizmasinda 6nemli rol oynayabilecegi sonucuna varilmistir. Diger
analizlerde ise tiirler arasinda farklilik gozlenmekle birlikte, tir bazinda baz
parametlerin direngli cesitlerde, hassas cesitlere oranla daha iyi bir performans
gosterdigi belirlenmistir (6rnegin, bugday yaprak GDH aktivitesi gibi). Ancak bir
genelleme yapilabilmesi i¢in diger tiirlerin hassas ve direncli cesitlerinde de bu

bulgularin teyid edilmesi gerektigi goriisiindeyiz.

Buna ek olarak sonuglar tiirlerin  bor toksisitesine direngleri acisindan
degerlendirildiginde de ilging sayilabilecek sonuglar gdzlenmektedir. Genel anlamda
bugdayin arpaya nazaran bor toksisitesine daha diren¢li oldugu bilinmektedir. Bu
durum goézoéntine alindiginda, prolin miktarindaki degisimlerin (bor stresi altinda her

iki bugday ¢esidinde artis gozlenirken, arpa ¢esitlerinde diistis gézlenmektedir) tiirler
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arasindaki direng farkhihifinda onemli rolii olabilecegi sonucuna varilmaktadir. Hiicre
zarlarinda olugan hasarlarda (arpa cesitlerinde daha yuksek) bu gozlemi dogrular
niteliktedir. Ancak bu hususun, prolin metabolizmasinda rol alan enzimlerin bor
toksisitesi altinda aktivite ve ifade seviyelerinin belirlenecegi deneylerle de

desteklenmesi gerekmektedir

Elde edilen mevcut bulgular 1s18inda, proje kapsaminda kullanilan analizlerden, FSII
aktivite tayinlerinin, bor toksisitesine direngli ve hassas ¢esitlerin belirlenmesinde
kullanilabilecegi sonucu ¢ikmaktadir. Ancak bu sonuglarin aym ve farkl tirlerin

diger hassas ve direngli ¢esitlerinde de teyit edilmesinde fayda olacaktir.

Son olarak, direngli ¢esitlerin koklerinde bor toksisitesi altinda gozlenen yeni
proteinlerin diger hassas ve direngl ¢esitlerde de belirlenebilmesi durumunda,
bunlarin  bor toksisitesine direngli ¢esitlerin saptanmasinda bir markor olarak
kullanilabilme olasiligt bulunmaktadir. Bu sonug, diger direngli g¢esitlerde de
dogrulanabilmesi durumunda ozellikle ileride yiiriitiilebilecek “proteogenomik”

aragtirmalarinda kullanilabilecek niteliktedir.

Proje kapsaminda incelenen birgok parametre, literatirden takip edilebildigi karariyla,
bugday ve arpada bor toksisitesi altinda ilk kez incelenmektedir. Arastirma
kapsaminda, iki1 yuksek lisans ve bir doktora tez ¢aligmasi gerceklestirilmis, ii¢ adet

makale yayinlanmig ve iki adet makale de hazirlanmaktadir.
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