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OZET

Doktora Tezi

BOR STRESINE MARUZ BIRAKILAN MISIRDA (Zea mays L.) KITOSANIN
IYILESTiRiCi ROLUNUN FiZYOLOJIiK VE MOLEKULER DUZEYDE
ARASTIRILMASI

Sakineh MOHAMMADI KOHNEH SHAHRI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Botanik Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Yavuz DEMIR

Bor elementi (B); bitkiler tarafindan eser miktarda ihtiya¢ duyulan, eksikligi ve toksisite
siir1 birbirine ¢ok yakin bir mikro besi elementtir. Diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de
tuzluluk, alkalilik ve bor toksisitesi kurak ve yar1 kurak bolgelerde ¢ollesmenin temel
nedenleridir. Misir (Zea mays L., cv. Hido) ekonomik degere sahip dogal yetisme ortami
tilkemiz Karadeniz Bolgesi’dir. Fakat sicakligin yeterli oldugu yerlerde sulama yapilarakta
yetistirilebilir. Misir bitkileri kontrol, bor stresi (B) ve bor+kitosan (B+Kit) ortamlarinda
yetistirilerek, biiyiime parametreleri (kok ve govde uzunlugu), kuru madde agirligi, bagil su
icerigi, toplam ¢oziinebilir protein, karbohidrat ve fenolik madde miktarlari, prolin, klorofil,
MDA, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) miktar1 (hidrojen peroksit (H20.), siiperoksit (O2 ))
ve enzimatik antioksidan (stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POD)
askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon reduktaz (GR)) aktivite ve izoenzimleri ayrica
enzimatik olmayan antioksidant (askorbat (ASA), dehidro askorbat (DHA) ve glutatyon
(GSH)) miktarlar1 bakimindan karsilagtirmali olarak incelenmistir. Misir bitkileri %
Hoagland besi ¢ozeltisi igeren hidroponik ortamda 9 giin yetistirildi. Dokuzuncu giin
kitosan ¢ozeltisi (%0.01) yapraklara piiskiirtiilerek uyguland1 (Kitosan A uygulamasi) ve 6
saat sonra Bor (8 mM B(OH)z3), kokten hidroponik ortamda yetistirilen bitkilere verilerek
bor stresine maruz birakildi. Diger taraftan kitosan (%0.01°1ik) ¢ozeltisinde sisirilmis
tohumlar %0.01°lik kitosan ¢o6zeltisi ve "2 Hoagland besi ¢ozeltisi iceren hidroponik
ortamda 9 giin biiyiitiildii (Kitosan B uygulamasi). Dokuzuncu giin bor (8 mM B(OH)s)
kokten hidroponik ortamda yetistirilen bitkilere verilerek bor stresine maruz birakildi. Tim
uygulamalar 72 saat sonra hasat edilerek soz konusu parametrelere bakildi. Bor stresin de
musirin kok ve govde uzunluklari, kuru agilik ve nispi su orani, total ¢6ziinebilir protein,
karbohidrat, klorofil, AsA, DHA ve CAT aktivitesi 6nemli derecede azalmis, buna karsi
prolin, MDA, oksidantlar (02", H20.), SOD, POD, APX aktiviteleri, total fenolik madde ve
GSH miktarlart artmistir. Kitosan (B+K) uygulamalar1 ise bor stresinin verdigi hasarda s6z
konusu tiim parametreler bakimindan iyilestirmelere neden oldugundan, Kitosanin misirda
bor stresinin yenilmesinde gilivenilir bir kimyasal olarak kullanilabilecegi ileri siirtilmiistiir.

2017, 113 sayfa

Anahtar kelimeler: Antioksidant enzimler, Bor toksisitesi, Misir (Zea mays L., cv. Hido),
klorofil, MDA, toplam karbohidrat- protein-fenolik madde.



ABSTRACT

PH.D Thesis

INVESTIGATION OF IMPROVING ROLE OF CHITOSAN ON
PHYSIOLOGICAL AND MOLECULAR LEVELS IN MAYS (Zea mays L.) UNDER
BORON STRESS

Sakineh MOHAMMADI KOHNMEH SHAHRI

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Department of Botany

Supervisor: Prof. Dr. Yavuz DEMIR

Boron element (B); is a micro-nutrient element that is very close to the limit of lack and
toxicity needed by plants. As in the world, salinity, alkalinity and boron toxicity in Turkey
are the main causes of desertification in arid and semi-arid regions. Maize (Zea mays L., cv.
Hido) with economic value is our Black Sea Region of natural growth medium. However, it
can be grown by irrigation at places where the temperature is sufficient. Growth parameters
(root and stem lengths), dry matter content, relative water content, total soluble protein,
carbohydrate and phenolic content, proline, chlorophyll, MDA, the amount of reactive
oxygen species (ROT) (hydrogen peroxide (H20;), superoxide (O2. )) and enzymatic
antioxidants (superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD), ascorbate
peroxidase (APX), glutathione reductase (GR) activity and its isoenzymes, non-enzymatic
antioxidants (ascorbate (AsA), dehydro ascorbate (DHA) and glutathione (GSH)) quantities
have also been studied comparatively in mays plants growing in control, boron stress (B)
and boron + chitosan (B+K) conditions. Mays plants were grown for 9 days in hydroponic
medium containing % Hoagland solution. On day 9, the chitosan solution (0.01%) was
applied to the leaves by spraying (Kitosan application A) and after 6 hours, boron (8 mM
B(OH)s) was exposed to boron stress by feeding in the root of plants grown in hydroponic
environment. The 0.01% chitosan swelling seeds were grown for 9 days in hydroponic
medium containing 0.01% chitosan solution and 2 Hoagland solution (Chitosan application
B). On day 9, boron (8 mM B(OH)3) was exposed to the boron stress by being fed in the
root of plants grown hydroponic environment. All applications were harvested 72 hours
later and the parameters were examined. Boron stress significantly reduced root and stem
lengths, dry weight and relative water content, total soluble protein, carbohydrate,
chlorophyll, AsA, DHA and CAT activity. Proline, MDA, oxidants (O.", H202), SOD,
POD, APX activities, total phenolic substance and GSH levels were increased. It has been
suggested that chitosan can be used as a reliable chemical in maize boron stress, since the
applications of chitosan (B + Kit) causes improvements in terms of all parameters in the
damage caused by boron stress.

2017, 113 pages

Keywords: Antioxidant enzymes, Bor toxicity, Maize (Zea mays L., cv. Hido), chlorophyll,
MDA, total carbohydrate-protein-phenolic substance.
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1. GIRIS

Stres, bitkilerde biiyiime, gelisme, verim, fizyolojik ve biyokimyasal olaylar ile buna
bagli biiylime oranlarini ve iriin miktarlarim1 olumsuz yonde etkileyen biyotik ve
abiyotik faktorlerin bitkide hasar olusturmasi olarak tanimlanabilir (Levitt 1980; Jones
et al. 1984; Bray et al. 2000) (Sekil 1.1). Bitkilerin stresten etkilenmesi: tiire, stresin
stiresine ve siddetine, gelisim sathasina, doku ¢esidine, genetik adaptasyon kabiliyetine
ve stres cevaplarina gore degisebilmektedir (Dubey 1994; Edreva 1998; Koca 2002;
Kadioglu 2004; Taiz and Zeiger 2005; Madhova 2005). Cevresel stres faktorleri
(biyotik ve abiyotik) bitki verimini %70 oraninda etkileyebilmektedir (Boyer 1982;
Velthuizen et al. 2008).

patojen mikroplar
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Sekil 1.1. Bitkilerde stres cesitleri

Stres sartlarinda meydana gelen morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik degisikliklerin
azaltilmasi veya onarilmasi bitkinin stresten korunma giiciine baghdir. Stres toleransi
doku, organel ve molekiiler seviyede, kimyasal ya da biyokimyasal yolaklarla,
hormonal veya gelisim cevaplari ile kalitsal degisikliklere (genlerle baglantil) kadar
olduk¢a karisik bircok olaylardan meydana gelen fizyolojik cevap mekanizmalarini

igerir (Edreva 1988).



Stres, biyokimyasal reaksiyonlarin (anabolik ve katabolik) yavaslamasina ve hatta
durmasma neden olabilen, biiylimeyi engelleyen faktorlerdir (Babaoglu vd 2002).
Bitkiler de bu strese karsi tolerans veya kaginma (avoidans) mekanizmalariyla stresin

etkisini azaltarak yasamlarin1 devam ettirmektedirler (Edreva 1998; Acar 1999).

Hiicrelerde hiicre dongiisii, boliinme, i¢zar sistemi ve vakuollesme ile ¢eper yapisindaki
degisiklikler strese toleransini arttirmak i¢in temel hiicresel cevaplardir. Biyokimyasal
seviyede, prolin ve glisin-betain gibi ozmoregiilatorlerin iiretimi gibi degisiklikler
bitkinin ¢evresel streslerden korunmasini saglar. Stres uyarisimin algilanmasiyla
baglayan molekiiler cevaplar bitkinin stres toleransini saglayan genomik tepkilerdir
(Taiz and Zeiger 2008).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiiti (FAO 2007) diinyadaki karasal alanin
yalnizca %3,5’nin hi¢ bir g¢evresel stres faktoriinden etkilenmedigini bildirmektedir.
Ancak geriye kalan alanlarda biyotik ve abiyotik stres (tuzluluk, patojen varligi,
kuraklik, sicaklik ve element eksikligi veya fazlaligi) gelisimi ve biiylimeyi olumsuz
yonde etkilemekle beraber iiriin kayiplarina ve verimin azalmasina neden olmaktadir.
Bitkilerde strese neden olan abiyotik faktorlerden birisi de mineral beslemedeki
dengesizliktir. Bitki besin elementlerine bagh diizensizlikler, iki farkli sekilde ortaya
cikmaktadir (Ashraf and Foolad 2007). Temel bitki besin elementi bitkinin ihtiyag
duydugu miktarda degilse, bitkide eksiklik belirtileri besin elementi bitkinin ihtiyag
duydugu miktarin tizerinde oldugunda ise toksisite (fazlalik) belirtileri ortaya
¢ikmaktadir. Diinya topraklarinin %25’inin mineral maddelerin stresine maruz kaldig
belirlenmistir. Bitkilerin biiylime ve gelismesinde gerekli olan mineral besleyicilerin her
biri i¢in optimum deger ve aralik, her bitki tiirli ve kiiltiir ¢esidi i¢in farklidir. Bitkiler
farkli mineral besin elementlerine kars1 duyarli, ya da dayanikl olabilirler. Bu 6zellikler
onlarin yasam aralig1 i¢in her tiirlii sifreyi barindiran genetik yapilarinda mevcuttur.
Bitkilerde strese neden olan elementler daha ¢ok topraktan alinanlardir. Bunlarin strese
neden olmalar gesitli faktorlere baglidir. Bu faktorler: Minerallerin; topraktaki miktari
ve formu, bitkilere faydali olabilmesi icin gecirecekleri kimyasal degisiklikler,

absorbsiyonu ve tasinmasi, toprak ¢ozeltisinin su miktar1 ve pH’s1 olarak bilinmektedir



(Kadioglu 1999; Kocagaligkan 2001).

Bitkiler, 16 farkli besin elementine ihtiyag duymaktadirlar ve bunlarin her biri bitki
dokularinda farkli miktarlarda bulunmaktadirlar. Mutlak gerekli mineral elementler,
bitki dokusundaki nispi konsantrasyonlarina gére makro besin maddeleri veya mikro
besin maddeleri olarak siniflandirilirlar (Saglam vd 1993). “Makro Elementler” olarak 9
tanesi (C, H, O, N, P, K, Ca, Mg, S), diger 7 tanesi (Fe, Mn, B, Zn, Cu, Mo, Cl) ise
“Mikro elementler” olarak kabul edilirler. Makro elementlerden olan azot (N), fosfor
(P), potasyum (K), kalsiyum (Ca), kiikiirt (S) ve magnezyuma (Mg), mikro elementlere
gore daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadirlar (Stevens et al. 2002). Elementlerin timii bitki
gelismesi i¢cin mutlak gerekli oldugunda, elementlerden bazilarmin daha ¢ok 6nemli
oldugu seklinde yorumlanmamalidir. Besin elementlerinin hepsi bitki tarafindan
yeterince alinamadig: takdirde iriiniin miktar ve kalitesi olumsuz yonde etkilenir. N, P
ve K genellikle giibreler yoluyla saglandigindan, bu elementlere giibre elementleri
denir. Benzer sekilde Ca ve Mg kireg ile topraga karistigindan bu elementlere kireg

elementleri ad1 verilir (Saglam vd 1993).

Bitkilerde stres faktorlerinin en 6nemlilerinden biri olan mikro element eksikligi veya
toksisitesi; metabolizmanin islevini engellemekte ve bitkide hasarlara neden olmaktadir.
Bitkiler tarafindan eser miktarda gereksinim duyulan, eksikligi ve toksisite siniri
birbirine en yakin element bor'dur (Brown et al. 2002). Bitkiler diger stresler de oldugu
gibi fazla bor (B) ile bas edebilmek i¢in biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalarla
savunmaya gegerler. Bitkilerde B stresine karsi biyokimyasal stratejiler olarak segici
iyon birikimi veya diglanmasi, koklerle alinan iyonlarin kontrolii ve yapraklara taginimu,
tim hiicre diizeyinde veya hiicresel boyutta iyonlarin dagilimi, uyumlu bilesiklerin
sentezi, fotosentetik yolunun degismesi, membran yapisindaki degisimler, antioksidan

enzimlerin ve bitki hormonlarinin uyarilmasi sayilabilir (Seckin 2005).

Diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de tuzluluk, alkalilik ve bor toksisitesi kurak ve yari
kurak bolgelerde ¢ollesmenin temel nedenleridir. Collesme; ¢evresel ve insan kaynakli

olmak iizere farkli sekillerde olusabilmektedir. Yanlis arazi kullanimi, asir1 otlatma,



orman yanginlari, kentlesme, sanayilesme, erozyon, kontrol edilemeyen yabani bitki
tirlerinin se¢imi, tuzlulagsma (Cetin et al. 2006) ve bor toksisitesi (Cartwright et al.
1986) gibi faktorler sonucunda ¢dllesme meydana gelmektedir. Ozellikle kurak ve yari
kurak bdlgelerde, bu faktorler bireysel olarak veya birkagi bir araya gelerek bitkisel

tiretimi ciddi sekilde sinirlandirmakta veya imkansiz hale getirmektedir.

1.1. Bor Bilgileri

Bor, periyodik cetvelde I11-A grubunun metal olmayan tek bitki besleyici elementi olup,
kimyasal sembolii B, atom numaras1 5, atom agirlig1 10.81 dir (Bosgelmez vd 2001,
Tarig and Mott 2007). Bor eser miktarda ihtiya¢ duyulan, eksikligi ve toksisite siniri
birbirine ¢ok yakin bir elementtir (Brown et al. 2002). Ik kez 1808 yilinda saf element
olarak elde edilmis ancak saglikli bitki biiyiime ve gelismesi i¢in gerekliligi ilk olarak
1923 yilinda Warington tarafindan belirlenmistir (Emebiri et al. 2009).

Cizelge 1.1. Calismada kullanilan Bor bilesiginin 6zellikleri

Kimyasal ad1 Borik asit
Molekiiler formiilii H3BOs3

Molar kiitle 61.83 g mol™
Erime noktasi 2076°C
Kaynama noktas1 3927°C

Suda ¢oziiniirliik 2.52 ¢g/100 ml
Gortinim Beyaz kristal kati

Yerkabugunun yaklasik %0.001°1ik (10 ppm) bir kismin1 olusturan bor, element halde
iken amorf veya kristal yapida, suda ¢oziinmeyen, kahverengimsi-siyah renginde ve toz
seklinde olup normal sicakliklarda olduk¢a kararlidir. Ekonomik 6neme sahip bor
kalsiyum, sodyum ve magnezyum elementleri ile hidrat bilesikleri halinde bulunur. Bor
bilesikleri; tinkal (sodyum kokenli olanlari, NaB4O7.10H20), kolemanit (kalsiyum
kokenli olanlart Ca»BeO11.5H20), uleksit (sodyum-kalsiyum kokenli olanlari



NaCaBs09.8H>0), probertit, borasit (borik asit Hz:BOs), pandermit, szyabelit,
hidroborasit ve kernit’tir (Na2B407.4H20) (Adriano 1986) (BOREN 2017).

Yiiksek konsantrasyonda ve ekonomik diizeydeki bor kaynaklari, 803 milyon ton
rezervlerin yaklasik %72’si, diinya tretiminin %32 si ve diinyanin 450-500 yillik
ihtiyacini karsilayabilecek rezerveler Tiirkiye (Eskisehir, Balikesir ve Kiitahya’da (esas
olarak Bigadig, Sultangayiri, Kestelek, Kirka ve Emet) bulunur (Helvaci 2004; Kar et al.
2006), ABD, Arjantin, Rusya, Kazakistan, Cin, Bolivya, Peru ve Sili’nin kurak,
volkanik ve hidrotermal aktivitesi yiiksek olan bazi bolgelerinde de bulunmaktadir
(Ediz ve Ozday 2001). Tiirkiyenin bor rezervlerinin en onemli &zelligi gank
maddelerinden kolayca ve basit yontemlerle temizlenmesi ve kristal yapisinda %1’den

daha az yabanci maddeye sahip olmasidir.

Topragin yapisi, pH’s1, nemi, sicakligi, organik madde ve kil mineralleri igerigi gibi
bircok faktor, B’un bitkiler tarafindan alinabilirligini etkilemektedir (Goldberg 1997).
Genelde toprak pH’s1 6.3-6.5 oldugunda, bitkiler tarafindan en yiiksek diizeyde B alimi
gerceklesmekte, daha yliksek pH’larda ise alim keskin bir sekilde diislis gostermektedir
(Nable et al. 1997).

Bor ksilem vasitasi ile koklerden yapraklara taginir ve yaprak ile govdelerin gelisen
kisimlarinda depolanir. Tasinma esnasinda borun bir kismui sekerlerle ve cis-hidroksil
gruplar ihtiva eden diger bilesiklerle kolaylikla kompleksler olusturur. Bor fazlaliginda
yani daha fazla borun koklerden yapraklara tasinmasiyla toksisite olusur. Kolaylikla
bitki hiicre duvarlarinda birikir, sitoplazmaya gegebilir ve toksisitesi sonucu sitoplazmik
aktiviteler etkilerinir Borun diifizyonu kompleks olusturmasindan dolay:1 hiicrede ve
apoplastik bolgede etkilenir (Matoh 1997). Bitkilerde transpirasyonla su kaybi devam
ettikce, bor tist kisimlara dogru ksilemle tasinir ve bitkinin yaprak ucu, meyve gibi
organlarinda birikmektedir. Diger taraftan B diger mikro elementlerden farkli olarak,

bitkide tasinimu tiirden tiire farklilik gésteren tek elementtir (Shelp and Brown 1997).

Koklerden borun pasif alinmast ve ksilem iletim borularinda bitkinin tepe noktalarina



dogru taginmasi, transpirasyona bagli su alinimi ile yakindan iligkilidir (Hu and Brown
1997). Transpirasyon sirasinda borun kokten govdeye gecisinde diger maddelerle
yapacagi bilesik cesitliligi ve membrani olusturan sterollerin fazlaligit membrandaki B
akisini azaltabildiginden 6nemlidir (Brown et al. 2002). Bor yeterli ve fazla miktarda
ortamda bulundugunda hiicre membranindan difiizyonla birlikte; aquapurinler ve diger
temel membran proteinleri (MIP) tarafindan da alinmaktadir (Dordas et al. 2000).
Bor’un az bulundugu ortamlarda ise enerji harcanarak aktif B alinimi yapilmaktadir

(Dannel et al. 1997).

Bor sadece bitkiler, algler, siyanobakteriler ve diatomeler igin degil ayni zamanda
gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), zebra baligi (Danio rerio) (Rowe and
Eckhert 1999) ve kurbaga (Xenopus laevis) (Fort et al. 1998) gibi hayvanlarin da
gelismelerinde yeterli konsantrasyonda olmalidir (Loomis and Durst 1992; Marschner
1995; Park et al. 2004).

Insanlar icin gerekli oldugu kanitlanmasa da; faydali oldugu bildirilmistir. Hayvanlarda
bor yoksunlugu, kalsiyum atiliminda artisa neden olarak anormal kemik gelisimesi ile
biiylimeyi olumsuz sekilde etkiler (Devirian and Volpe 2003). Asir1 bor aliminin neden
oldugu akut norolojik etkiler fare, sigan ve kopeklerde ishal, kilo kayb1 ve testikiiler
atrofi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica hamile disi hayvanlarda fetal viicut agirlhiginda
azalmaya, kardiyovaskiiler bozukluklarin ve iskelet malformasyonlarinda artiga neden

olmaktadir (Yazbeck et al. 2005).

Eksikligi ve toksik seviyesi arasinda ince bir sinir bulunan borun bitkilerde; sekerlerin
taginmasinda, protein sentezi, hiicre duvari sentezinde (Bor hiicre duvar yapisinda
kalsiyum (Ca)’la birlikte bulunur. Hayvanlarda normal Ca beslenmesinde ve bitkiye Ca
girisinde goérev yapar. Hayvanlardaki kemik gelisimi ve bitkilerdeki hiicre duvar
gelisimi benzerdir. Bor eksikligi Ca tasinimi ve normal hiicre duvari gelismesi ve
boliinmesi, meyve ve kok ve tohum gelismesi, ligninlesmede, cigceklenme, polen
tiiplerinin bilylimesi ve gelismesi, meristematik dokularin gelismesi iizerinde olumsuz

etkilere sahiptir. Iletken dokularin korunmasi, tohum uyku halinin ve bitki-su



iligkilerinin diizenlenmesi, azot diizenlenmesi ve karbohidrat, RNA ve askorbat
metabolizmasinda (Parr and Loughman 1983), solunumda, hormon hareket ve
etkinliginde, niikleik asit, pektin ve ATP sentezlerinde, fenol metabolizmasinda,
biyolojik membranlarin yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri {izerinde onemli islevlere
sahiptir (Parr and Laughman 1983; Lukaszewski and Blevins 1996; Demirtag 2004).
Ayrica hiicre boliinmesi, uzamast ve niikleik asit metabolizmasinda, oksin hormon
(IAA) metabolizmasinda, fotosentez ve birkag enzimatik aktivitelerde (Moore 2004;
Rehman et al. 2006; Reid 2010) gametlerin olusumu, ¢igek sterilitesinin azaltilmasinda,
dollenmenin arttirilmasi ve diger elementler lizerinde diizenleyici etkilerinin olmasi gibi
pek ¢ok yapisal, fizyolojik ve metabolik fonksiyonlarda rol aldigi da bilinmektedir
(Marchner 1995; Blevins and Lukaszewski 1998; Anonim 2008). Cogunlukla borun
hiicre duvar yapisim koruyucu etkisi olabilecegi (yeterli diizeyde bor icermeyen
bitkilerin hiicre duvarlarinda belirgin sekil bozukluklar: goriiliir), zar fonksiyonundaki
etkisi ve yukarida sozii edilen bazi metabolik aktiviteleri destekleyici rolii lizerinde
durulmaktadir (Sekil 2.1) (Dordas and Brown 2000; Brown et al. 2002; Dannel et al.
2002; Lauchli 2002; Bolanos et al. 2004; Luis et al. 2004). Bor vejetatif gelismeye gore
generatif gelismede daha biiyiik 6nem tagimaktadir. Bununla birlikte bor eksikliginde
kok uzamasi hiicre duvari sentezi ve hiicre boliinmesi ile iligkili dogrudan kok uzamasi

gerilir ya da yavaglar.
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Sekil 1.2. Borun fizyolojik ve molekiiler hedefleri

Bor atmosferik kaynaklardan ve tabii olaylardan (volkanik aktivite) gevreye yayilir.
Deniz kokenli tortul kayalarda, deniz balgiklarinda, gol veya sel alanlarindaki
birikintilerde, sicak su kaynaklarinda ve volkanik arazilerden ¢ikan sularda daha fazla
oranda bor bulunmaktadir (Ermis 2002). Kurak ve yar1 kurak bolgelerde yiiksek
miktarda B iceren sularin, sulama suyu olarak kullanilmasi topraktaki B fazlaliginin
diger bir nedenidir. Giibrelemenin normalden fazla uygulandigi tarim alanlarindaki
topraklarda da B artabilmektedir. Kirletilmis sular, B maden isletmelerinden ¢ikan
atiklar ve ugucu kiiller topraktaki B fazlaligina neden olan diger kaynaklardir (Nable et
al. 1997). Suda bulunan borun en buyuk etkisi tarim {izerinde goriilmektedir. Borun
igme ve kullanma suyunda, su iiriinleri tizerinde ve hayvan sulamasinda da g¢esitli
zararlart saptanmistir (Niemi 1991). Bor, fazla bulundugu zaman bitkilerin gelismesi

icin gerekli olmasina ragmen son derece zararlidir.
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Topraklarin elverigli bor miktarinin toprak oOzelliklerine bagli olarak degistigi ve
ozellikle toprak tuzlulugu, sodyum ve organik madde miktar1 arttikca elverisli bor
miktarinin da ¢ok énemli diizeyde arttig1 belirlenmistir (Gezgin et al. 2002). Topraktaki
¢Oziinebilir borun c¢ogunlugunu borik asit (H3BOs) olusturmaktadir. Borik asit,
topraklarin ¢ogunda goriilen pH sinirlar1 i¢inde dissosiye olmadigi igin, toprak
kolloidlerine baglanamaz ve hizla yikanarak topragin alt horizonlarina dogru
inmektedir. Kurak bolge topraklarinda ise, bor iist toprak horizonlarinda birikir ve
toksik konsantrasyon degerlerine kadar ¢ikar (Bosgelmez et al. 2001). Coziinebilir bor
konsantrasyonu diinyanin kurak ve yari kurak bolgelerinde bor toksisitesinin
olusmasinda 6nemli bir rol oynar (Loomis and Durst 1992). Bor toksisitesi genellikle
diisiik yagis alan bolgelerde kurak yillarda meydana gelir. Bor topraklarda ¢oziinebilir,
hareketliliginden dolay1 bitki kokleriyle kolayca alinabilir. Ortamda bor konsantrasyonu
yiiksek oldugunda hiicreye borun girisi kolaydir (Wimmer et al. 2003). Borun pH ya
bagimlilig1 ve iliskili bilesiklerden dolayi, bor sitoplazmada ligantlarla kompleks yapan
boratlara doniisiir. Piridin niikleotid koenzimleri (NAD*), ATP, RNA ve birka¢ seker
bor baglayan molekiillerdir ve fonksiyonlar1 degisir veya hiicrede enzim aktivitesini

degistirir (Ralston and Hunt 2000).

Bor geng yapraklara tasinmaz ve toksisite septomlar1 daha ¢ok orta ve yaslh yapraklarda
goriillir. Bor toksisitesi septomlar1 genelde yaprak yanmasi, yaprak uglarinda nekrosiz
(6l doku) ve yaprak ayasi boyunca nekrotik veya klorotik lekeler, yanma, yarilmalar,
olgunlagsmamis yapraklarda ise dokiilme ve biiyiimenin yavaglamasi ile verimin
azalmasinala neden olur. Nekrotik ve klorotik zarar borun konsantrasyonuyla
degisebilir. Ayrica, bor toksisitesinin zararlar1 ilk olarak kokte meydana gelebilir.
Toprakta bor konsantrasyonu yiiksek oldugunda fazla bor yapraklarda daha fazla
biriktiginden toksik etki bitki kdklerinde goriilmez (Nable et al. 1997).

Bora tolerans ve toksisitesinin mekanizmasi net agiklanamamistir. Ancak bitkilerde
fazla borun salgilanmasi ve tolerans bor toksisitesine toleransin fizyolojisi olarak
aciklanmaktadir. Yiiksek bor konsantrasyonu metabolizmada onemli degisikliklere

sebep olur (Shkolnik 1974). Bitkilerde koklerden fazla borun salgilanmasi, govdelerde
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translokasyonun azaltilmasi ve ylizeysel kok sisteminden ziyade koklerin daha derine
gonderilmesi bor toleransina karsi bitkilerde mevcut direng mekanizmalaridir (Nable
1988; Paull et al. 1992). Ayrica, bitki genotiplerinde membran yapilarmin farklilig
borun pasif tasinmasini da etkilemektedir. Bora tolerant tiirler fazla boru salgiliyarak,
icsel B konsantrasyonunu azaltir ve ksilemlerinden daha diigiik bor bulundurduklarindan

govdede bor birikimini azaltirlar (Nable 1988).

Bitkilerin bora ihtiyaglar tiirlere ve genotiplere gore farklilik gosterir, bir tiir i¢in toksik
olan deger diger bir gesit igin gerekli olabilir (Blevins et al. 1998). Cizelge 1.2. bazi
tarla ve bahge bitkilerinin nispi bor toleransini gostermektedir (Keren and Bingham
1985).

Cizelge 1.2. Bazi tarla ve bahge bitkilerinin nispi bor toleransi

Toleransh Kismen Toleransh | Kismen Duyarh
(2-4 mg B/L) | (Yari-Toleransl) Duyarh (0.3 mg B/L kadar)
(1-2 mg B/L)
Havug Arpa Brokoli Fasulye
Sekerpancari Misir Havug Elma
Yonca Patates Salatalik Avokado
Pamuk Lahana Bezelye Uziim
Stipiirge daris1 | Kereviz Biber Greyfurt
Yulaf Kabak Patates Limon
Pancar Sar1 yonca Kirmizi turp Portakal
Domates Salgam Bugday

Bor toksisite belirtileri; biiylime ve gelismenin indirgenmesi, CO. fiksasyonunun
azalmas1 ve yaprak alani kaybindan dolayir fotosentezin engellenmesi, nekrozis ve
klorozisten dolay1 azalan yesil yaprak alani sonucu fotosentez oranmin diismesidir.
Bitkilerde biiylime geriler, yaprak sayis1 azalir ve fenolik maddelerin olugmasindan

dolay1 kokler kontroliine gore daha fazla kahverengilesir. Bor stresinden korunmak i¢in
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bitkilerde bazi gen ekspresyonyonlart ve protein yapisi degismektedir. Tolerans
meknizmasima sahip bitkilerde strese dayaniklilik saglayan yeni proteinler (Ornegin

vakuoler proton pompasi1 ATPaz alt birimi E proteini) sentezlenir.

B’un bitkilerde toksisite olusturmasiyla ilgili kabul edilen mekanizmalar: hiicre duvari
gelisiminin engellenmesi, ATP, NADH veya NADPH gibi ribozlu yapilara baglanarak
onemli metabolik aktivitelerin engellenmesi ve serbest sekerlerdeki veya RNA’daki
ribozlara baglanarak hiicre boliinmesi ve gelismesinin engellenmesidir (Ralston and
Hunt 2000). Ayrica, yapraklarda asir1 miktarda biriken B’un transpirasyon akim
yoniindeki ozmatik dengesizliklerin olusmasi da kabul edilen diger bir sebeptir

(Stagoulis and Reid 2002; Reid et al. 2004).

1.2. Kitosan Bilgileri

Diinya genelinde, biiyliik miktarlardaki deniz iriinleri (yenge¢ ve karides kabugu)
biyolojik atik olarak ¢evreye salinmaktadir. Ozellikle cevresel duyarliligin artmasiyla
atiklarin yeniden degerlendirilmesi sonucu, atiklar ¢liriimeye birakilmak yerine, cesitli
kimyasal veya biyolojik metotlarla degerlendirilmekte ve yeni lriinlere
doniistiiriilmektedir. Bunlarin basim kitin (Kitin iiretimi yaklasik 150 x10° ton (Guang
2002) ve tiirevi kitosan ¢ekmektedir. Kitosan1 ilk kez 1811 de Henri Bracannot

kesfetmistir (Beaulieu 2005).

Kitosan (poli-[B-(1,4)-2-amino-2-deoksi-p-D-glukopiranoz]) (50-2000 kDa) tabiatta
seliilozdan sonra en ¢ok bulunan dogal bir biyopolimer olan kitinin (poli-[B-(1,4)-2-
asetamid-2-deoksi-pB-D-glukopiranoz]) deasetillenmesinden elde edilebilecegi gibi,
kabuklu canlilarin kabuklarinin ekstrakte edilmesi ile de elde edilebilir. Giinlimiizde,
kitosan sahip oldugu bir¢ok ©nemli O6zelikten dolayr; ilag salimi, yara iyilestirme,
kozmetik, kagit endiistrisi, tarim, gida, implantasyon, atik su aritimi, ve gen terapi
uygulamalar1 gibi farkli endiistrilerde etkin olarak kullanilmaktadir (Enescu 2008).
Bitkiler glokozamin ve kitin polimerlerini sindirmek i¢in B-glukonaz ve Kkitinaz

enzimlerine sahiptirler (Mauch et al. 1988).
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chitin
chitosan
CH,OH
(@)
OH Q
cellulose]
n
NH,

Sekil 1.3. Kitin, kitosan ve seliiloz’un yapis1

Selliiloz, kitin ve kitosan, glukozun B-1-4 polimerleri olup, dogada en ¢ok bulunan
polimerlerdir (Yin et al. 2010). Kitosan ve seliiloz arasindaki yegane fark C-2 hidroksil
grubu (-OH) yerine amin grubunun (-NH) baglanmasidir. Kitin ile seliiloz arasindaki
yegane fark ise; C-2 hidroksil grubu yerine asetamido (NHCH3CO) grubunun
baglanmasidir (Cizelge 1.3). Oldukga kiigiik kitosan pargaciklari hazirlanarak belirlenen
Kitosanin 6zelikleri; suda ¢ozlinmeyen, inorganik asitler igerisinde ¢oziiniirliigii oldukca
diisiik ve asidik ortamlarda (pH<6.5) (asetik asit, formik asit ve laktik asit gibi organik
asitler en ¢ok kullanilan ¢6zgen asetik asittir) oldukca iy1 ¢oziiniir (Demir ve Seventekin
2009). Protein, lipit ve bir¢ok biyolojik olarak aktif maddeyle baglanabilir, katyonik bir
polimer oldugundan negatif yiikli polimerlerle (alginat gibi) ag veya matris
olusturabilir. Ayn1 zamanda su ve yag baglama kapasitesi oldukca yiiksek, toksik
olmayan, biyouyumlu (hyaliironik asit, mukopolisakkaritler gibi viicuttaki 6nemli
fonksiyonel karbohidratlarla), biyobozunur, asit giderici, yenilenebilir, antiiilser,
antitiimor, antimikrobiyal, antioksidant, antibakteriyel ve antifungal gibi biyolojik
etkilere sahiptir. Cozmek icin zararli organik c¢oziiciiler kullanilmamasi ve etkisini
arttirmak i¢in kitosan mikro ve nano parcaciklarinin hazirlanmasi da oldukg¢a kolaydir.
Ayrica metal iyonlart ile selatlagarak bunlarin atik sulardan veya kirli akintilardan yok

edilmesini de saglar (Akin 2009). Kitosan parcacik boyutunun azalmasiyla ozellikle


http://tr.wikipedia.org/wiki/Dosya:Kitosan.jpg

13

antimikrobiyal, antifungal, antitimdr ve antibakteriyel olarak daha da iyi etki ettigi
belirlenmistir (Qi et al. 2004a).

Cizelge 1.3. Kitosanin bazi fiziksel 6zelikleri

Ozelik Deger

Molekiil agirlhig 50-2000 kDa

DD (Deasetilasyon derecesine) %40-100
Viskozite < 2000 mPaS

Su baglama kapasitesi %450-1150

Yag baglama kapasitesi %314-535

Yigin yogunlugu 0.06-0.39 g/cm3
Renk Donuk sari-beyaz
Cozinirlik  (Asidik  ortamda | pH<6.5

suda)

Kitosanin endiistriyel kullanim alanlar1 ve bazi uygulama sekilleri Cizelge 1.4’de

verilmistir (Gokge 2008; Akin 2009).
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Cizelge 1.4. Kitosanin kullanildig1 endiistriyel alanlar ve bu alanlardaki bazi
uygulamalar1 (Demir ve Seventekin 2009)

Endiistriyel Alan Uygulama

Atik su | Metal iyonlarmin uzaklastirilmasi,

temizlenmesi Protein, Boya, Aminoasit, Organik bilesikler tutulmasi
Su aritma islemi Gida prosesleri, Mesrubat / igme suyu

Cevrede Radyoaktif atiklarin uzaklastiriimasi

Tarimsal alanda Tohum kaplama, Suni giibre,

Topraga kimyasal salinimin kontrolii
Bocek Oldiriiciiler, Parazit 6ldiriiciiler

Kagit sanayinde Yiizey iyilestirme, Fotografik kagit,
Kaplama ve fiber

Gida endiistrisinde | Besleyici ilaglar, Boyar maddenin uzaklagtirilmasi,
Iceceklerin temizlenmesi, Besin korumasi, Renk dengesi,
Koku ve tat dengesi, Besin dengesi, Yiyecek katkisi, Besin
zar dokusu yapisi,

Biyoteknolojik Protein ayrilmasi, Enzim sabitlemesi, Hiicre geri kazanimi,

alanda Kromatografi, Hiicre sabitlemesi

Kozmetik alanda Nemlendirici, Sa¢ bakimi, Cilt bakimi, Agiz bakimi, Banyo
losyonu

Zar sistemlerinde Gegirgenlik kontrolii, Ters osmoz

Uriin ayristirmasi ve | Membran ayirimi, Koagiilasyon, Kromatografik kolonlar,
geri kazanimi Kapsiilleme adsorbentleri

Biyomedikal Yara iyilestirici olarak, Kanser tedavisinde, Kemik
tyilestirici  olarak, Cerrahi estetik dikislerde, Dis
tedavisinde, Kontrollii ila¢ saliniminda,

Goz tedavisinde (kontakt lens), Kan pihtilastirma ilaci
olarak, Eczacilikta

Deasetilasyon derecesi (%5-8- azot igerigini), molekiil agirhigi, ¢oziinlirliigi, viskozitesi
ve rengi kitosanin Ozelliklerini etkiler. Kitosanin kitine gore avantajlari; kitini
dimetilasetamid ve lityum kloriir gibi toksik ¢ozgenlerle ¢oziinmesine karsi kitosan

zararsiz seyreltik asetik asit icinde kolayca c¢oziinebilmesi ve aktif serbest amin
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gruplaria sahip olmasidir. Seliilloza gore azot icerigi yliksek olan kitin ve kitosan
ozellikle atik sularda metal baglayici (selatlama maddesi) olarak kullanilmaktadir (Akin
2009).

Aritma iglemlerinde ve besin isleme proseslerinde (salinan atik sularda bulunan asili
haldeki boyar madde, aminoasit, protein, organik madde vs. gibi maddeler geri
kazanilmasi) kitosanin selatlasma 06zelligi zaman tasarrufu ve yiiksek geri kazanim
saglar. Metal iyonlariyla selatlanarak bunlarin atik sulardan veya kirli akintilardan
uzaklagmasini saglar. Kitosanin yapisindaki amino ve karboksilik gruplar1 uranyumun

atik niikleer sulardan adsorplanmasinda da kullanilmaktadir (Palanisamy 2004).

Kitosan uygulanan bitkilerde, DNA hasari, kromatin degisikligi (Hartney et al. 2007;
Hadwiger 2008), sitosolik Ca*?’de artis (Zuppini et al. 2003), MAP-kinazlarin
aktivasyonu (Yin et al. 2010), oksidatif patlama (Paulert et al. 2010), kallos apozisyonu
(Kohle et al. 1985), patojen ile ilgili olan (PR) mMRNA gen ve PR protein sentezi
(Loschke et al. 1983), fitoaleksinlerin birikimi, hypersensitive cevaplar (HR) (Iriti and
Faoro 2009) ve bazi sistemlerde jasmonik asit (JA) ve absisik asit (ABA) sentezi ve
H20> birikimi rapor edilmistir (Lin et al. 2005; Iriti and Faoro 2009).

Kitosanin tohuma ince selofan tabakasi seklinde kaplandiginda tarima faydali
olabilecegi belirlenmistir (Hadwiger 1989; Hadwiger 1999). Eger kitosanin pH’s1 7.0’ 1n
altinda kalirsa, tohumu cevreleyen toprak nemi kitosanin ¢oziinebilirligini korur.
Kitosan ilk antifungal ve antimikribiyal etkisini tohum ylizeyinde gdsterir. Sonradan
kitosan tohumun kabugundan icine girer ve bitki metabolizmasini etkiler (Hadwiger
1984).

Ik olarak 1979 da, kitosanin fungal patojenlere karsi antimikrobiyal inhibisyon
aktivitesi, rapor edilmistir (Allan et al. 1979). Hiicre duvarlarinda kitosani bulunduran
Mucor rouxii gibi funguslar da vardir (Kafetzopoulos 1993). Kitosanin F. solani’de hem
RNA hem de DNA sentezini inhibe etme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir
(Hadwiger et al. 1986).
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Kitosan uygulamasi serbest oksijen tiirleri {izerinde de etkiye sahiptir. ROT {iriinlerinin
cesitli bitki-patojen etkilesimleri arasindaki iliskiden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir
(Bolwell and Daudi 2009). Kitosanin etkisi, stomal bosluklarin kapanmasi ile ROT
artisin1  azaltarak ortaya ¢ikar (Lee et al. 1999). Kitosan fasulye hiicrelerinin
slispansiyon-kiiltiiriinde direkt 1.3 B-D-glucan enzimi sentezini aktive ederek, kallus
olusumunu uyarmistir. Bu enzimin Ca*? ye bagl oldugu belirlenmistir (Kohle et al.

1985).

Kitosan terlemeye kars1 bir madde olarak da birgok tarimsal iirtinde (Khan et al. 2002;
Karimi et al. 2012) ve bitkiyi oksidatif strese karsi korumada da kullanilmaktadir
(Farouk et al. 2008). Kitosanin biber, turp ve salatalikta biiytimeyi arttirdigi ve meyve
kalitesini yiikselttigi belirlenmistir (Farouk et al. 2008; Ghoname et al. 2010).

Kitosan ile uyarilmig Mimosa pudica bitkisinin kisa siirede verdigi cevaplar plasma
membran zar1 diizeyinde arastirilmistir. Bu amagla trans-membranin bioelektriksel
degisim potansiyeli Mimosa pudica bitkisinin motor hiicrelerinde izlenmistir. Cogu
durumda, bir uyaric1 uygulandiginda Ca*? ve H" nin girisi ve Cl" ve K*’1mn ¢ikisi, iyon
kanallarmin aktivasyonu ile membranda hizli bir depolarizasyonun tetiklendigi
belirtilmistir. Pulvinar dokusunda bathing medium ortaminda, pH degisikligi ve
membran vezikiilleri {izerinde olan etkisi Ol¢iilerek, kitosanin ilk etki alanimnin, plasma

zarindaki H*-ATP az tizerinde oldugu belirlenistir (Amborabe et al. 2008).

1.3. Calismanin Amaci

Poaceae familyasinin 6nemli bir tahili olan misir (Zea mays L.) , Tiirkiye’de Karadeniz
Bolgesinde dogal olarak yetistirilir ve ayn1 zamanda sicakligin yeterli oldugu bolgelerde
de sulama yapilarakta yetistirilebilmektedir. Ekonomik degerinden dolayr (yag
sanayisinde) ve genis adaptasyon kabiliyeti ve yliksek verim potansiyelinden dolayi
sulama imkan1 saglanarak Akdeniz, Karadeniz, Marmara ve Ege bolgesinde de oldukca
fazla yetistirtilmektedir (Stizer 2004). Besi degerinden (nisasta, glukoz ve misir 6zii

yagl) dolayr misir hem insan (%35) hem de hayvan yiyecegi (%50’si) bakimindan
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olduk¢a onemlidir (Gengtan et al. 1995). Hayvan yemi, c¢erez ve kagit hamuru gibi
rtinlerin tiretimide kullanilir. Misir orta derecede bor stresine dayanikli olmasina
ragmen Tiirkiye’deki topraklarin (6zellikle Eskisehir, Kiitahya ve Balikesir) asir1 bor
ihtiva etmesi musir tarimini sinirlandirmaktadir. Bir C4 bitkisi olan misir, entansif tarim
alanlarmin gelistirilmesinde olduk¢a 6nemli ve birim alanda yiiksek tane iiriinii ve kuru

madde tretir.

Calismada B stresinde yetisen misirin biiyiime (kok-gévde uzunlugu ve kuru agirlig),
MDA, prolin, protein, total klorofil ve karetenoid, total fenolik madde, total karbohidrat,
O2 (superoksit) ve H20. (hidrojen peroksit) gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
tiretimi, onemli antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, CAT, POX, APX ve GR) ve
izoenzimleri ve enzimatik olmayan antioksidanlarin (askorbat ve glutatyon gibi redoks
bilesenlerinin miktarlar1 (askorbat (ASC) / dehidroaskorbat (DHA) ve glutatyon (GSH)
/ glutatyondisiilfit (GSSG) okidasyon miktar1) miktarlarindaki degismeler B stresinin
derecesi olarak belirlendi ve kitosanin B stresini yenmedeki etkisi s6z konusu

parametreler lizerinden karsilastirmali olarak tespit edildi.

Bu ama¢ i¢in kitosanin toksik olmamasi, biyouyumlulugu (hyaliironik asit,
mukopolisakkaritler ~gibi  viicutta o6nemli fonksiyonel karbohidratlarla) ve
biyobozunurlugu, antimikrobiyal, antioksidan, antibakteriyel ve antifungal
biyoetkilerinin varhigindan dolayr su ana kadar strese karst uygulanan zararh

kimyasallar yerine kullanilmas1 uygun bulunmustur.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bitkilerde strese karsi verilen tepki; stresin siiresine, siddetine, stresten etkilenmis olan
bitkilerin gelisim asamasina, doku tipine ve streslerin etkilesimlerine baghdir (Koca
2002). Bitkilerde stresten korunma mekanizmalari, bitki dokularinda stres faktorlerinin
azaltilmasiyla ve ya Onlenmesi ile yon bulmaktadir. Strese tepki olarak bitkilerde;
yaprak ayasmin ve kutikulanin kalinligi, stomalarin biiyiikligi ve sikligi degisebilir
(Acar 1999). Bitkilerde strese tolerans mekanizmasi; doku ile organel diizeyinde
molekiiler seviyede ortaya ¢ikar ve olusan stres etkisinin azaltilmasini veya tolere

edilmesi ile gergeklesir (Edreva 1998).

Bitkilerde stres faktorlerinin en 6nemlilerinden birisi besi elementlerinin eksikligi veya
toksisitesidir. Bu stres sartlarinda metabolizmanin islevleri engellenir ve bitkide cesitli
zararlar meydana gelebilmektedir. Bor bitkiler tarafindan eser miktarda ihtiya¢ duyulan,

eksikligi ve toksisite sinir1 birbirine ¢ok yakin olan bir elementtir (Brown et al. 2002).

Bitkiler yiiksek 151k yogunlugu, asir1 sicaklik, kuraklik, yiiksek tuzluluk herbisit
uygulamasi ve mineral elementlerin eksikligi ya da fazlalig1 gibi ¢evresel stres sartlaria
maruz kaldiginda, ROT iiretimi ve antioksidanlarin yatistirici aktiviteleri arasindaki
dengenin bozulmasi genelde oksidatif zararla sonuglanir (Wise and Naylor 1987; Mittler
2002). Mevcut veya tesvik edilen antioksidantlarin yiiksek seviyerlerine sahip bitkilerin
oksidatif zarara daha fazla direng gosterdikleri rapor edilmistir (Dhindsa and Matowe
1981; Wise and Naylor 1987; Foyer and Shigeoka 2011). Bor stresi de ¢ogu diger iyon
streslerinde oldugu gibi, siiperoksitler, hidroksil ve peroksiradikaller gibi ROT
olusumuna neden oldugundan oksidatif strese neden olur. Hiperozmotik ve iyonik
streslerin {iriinleri olan ROT’lar membran zararlarina ve hiicre 6limiine neden olurlar
(Bohnert and Jensen 1996). Bitkilerde genellikle askorbat peroksidaz (APX), Glutatyon
rediiktaz (GR), Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), Dehidroaskorbat rediiktaz
(DHAR) gibi Halliwell-Asada ¢emberinde bulunan enzimleri ve Katalaz (CAT),
Stiperoksit dismutaz (SOD), Guaiakol perokonsidaz (POD) gibi tesvik edilen

antioksidan enzimler ROT’lara karsi savunmaya geger (Melgar et al. 2009).
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Antioksidant enzimlerin sinergistik fonksiyon yapmasi bitkilerin stres sartlarinda
hayatta kalabilmeleri i¢in hayati oneme sahiptir. Yiiksek Bor stresi altinda antioksidant
enzimlerin aktivitelerinin arttigmna dair bir ¢ok bilgi mevcuttur (Gunes et al. 2006;
Cervilla et al. 2007; Eraslan et al. 2007; Ardic et al. 2009; Wang et al. 2011). Bitki
dokularinda (sitoplazma, endoplazmik retikulum, vakuol ve mitokondri) bol bulunan
glutatyon (GSH); glutamat (Glu), sistein (Cys) ve glisin (Gly)’den olusan, diisiik
molekiiler agirhigina sahip bir tiol tripeptid olup, y -Glu-Cys-Gly formiilii ile gosterilir.
Bitki dokularinda milimolar konsantarsyonlarda bulunan GSH, ya serbet bir tiyol
grubuna sahip idirgenmis formda (GSH) ya da benzer iki molekiil arasinda bir disiilfid
bagiyla oksitlenmis formda (GSSG) bulunur. Cys’nin bulunmasi, kimyasal aktivitesi ve
GSH’1n tiyol gruplarmin (-SH) suda yiiksek ¢oziintirliigii GSH’1n biyolojik 6zeliklerini
olusturur ve bu 6zelliklerinden dolay1, degisen ¢evresel streslere karsi biiylime, gelisme
ve bitki cevaplarinin ayarlanmasimni igeren ¢ok bircok fonksiyonlarin yerine
getirilmesinde kritik bir metabolittir (Anjum et al. 2010; Noctor et al. 2011; Noctor et
al. 2012). Bitkilerde mevcut askorbat-glutatyon (AsA-GSH) yolu ROT’un etkili bir
sekilde uzaklastirllmasinda/metabize edilmesinde esastir ve bodylece stres altinda
bitkilerdeki hiicresel hemeostazinin muhafazasinda 6nemlidir. AsA-GSH yolu ROT un
cogunu etkili bir sekilde elemine eden redoks 6zelligine sahip metabolitleri ve dnemli
enzimleri igeren reaksiyonlar aginin anahtar bir pargasidir. Boylece bitkilerde ROT ile
olusturulan oksidatif zarar1 6nler (Noctor and Foyer 1998; Aravind and Prasad 2005;
Anjum et al. 2010). Enzimatik olmayan antioksidantlar arasinda, glutatyon tripeptidi
(GSH, glutamat-sistein-glisin) ROT ve/veya ROT’un bitkilerde oksidatif zarar1 tesvik
eden reaksiyon {liriinlerine kars1 en dnemli hiicre i¢i savunma olarak kabul edilir (Anjum
et al. 2010, 2011a,b; Gill and Tuteja 2010). Prolin yiiksek bitkilerde yaygin olarak
bulunur ve gevresel streslere cevapta biiyiikk oranda biriktirilir (Hsu et al. 2003; Kavi
Kishore et al. 2005). Stres sartlarinda, ozmotik diizenleme i¢in bir osmolit olarak gérev
yapmasinin yaninda, prolin hiicre bilesenlerinin yapisini stabilize etmek (O6rnegin;
membranlar ve proteinler), serbest radikallerin zararsizlagtirilmasi ve hiicresel redoks
potansiyelinin tamponlanmasina katkida bulunur. Ayni zamanda protein uyumlu
hidrotop olarak (Srinivas and Balasubramanian 1995), sitoplazmik asiditenin
giderilmesinde ve metabolizma ile uyumlu uygun NADP+/NADPH oranlarinin

korunmasinda gorev yapar (Hare and Cress 1997). Stresin rahatlamasi iizerine prolinin
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hizli yikilmasi, stres tesvikli zararin giderilmesi ve stresten iyilesmesi icin ATP
olusmast ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu destekleyen yeterli indirgeyici
ajanlar da saglayabilir (Hare and Cress 1997; Hare et al. 1998). Sirli tarimsal
alanlarda, strese neden olan olumsuz g¢evre sartlarina karsi bitkisel iiretimde verimliligi
arttirmak Onemlidir. Bu da stres sartlarina dayanikli bitkilerin segilmesi veya islah
edilmesidir. Bu nedenle bitkilerin strese tolerans mekanizmalarinin bilinmesi
gerekmektedir. Stres sartlarinda bitkilerde oksidatif zararlanmalar meydana gelmekte ve
stres sartlarina dayanmak (tolerant) veya stresten ka¢gmak (avoidance) icin bitki
tirlerinde mevcut mekanizmalar birbirlerinden oldukca farklilik gdstermektedir. Bazi
bitkiler abiyotik stres sartlarindan daha siddetli etkilenirken bazilar1 ise direng
gostermektedir. Savunma mekanizmalart arasinda goriilen bu farkliliklar bitki tiirleri

arasinda hatta ayni bitkinin farkli gesitleri arasinda da goriilebilmektedir (Giines at el.

2002).

Bitkilerde bor tokisisitesinde meydana gelen ROT firiinleri bitkinin fizyolojik
aktivitelerinde degisimlere sebep olmaktadir. Bitkilerde temel bilesenlerden biri olan
oksijen; molekiiler oksijenin (O2) suya (H20) indirgenmesi ile bitkiler i¢in enerji
kaynagi olusturmaktadir. Oksijenin indirgenmedigi durumlarda ise biyolojik
molekiilleri okside edebilme giiciine sahip reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusabilir
(Seckin 2005). Bu ROT’lardan hidrojen peroksit (H203), siiperoksit (O ) radikalleri,

hidroksil radikalleri (‘OH) ve tek degerlikli oksijen (O2) tiirleri bitkilerde

kloroplastlarda, mitokondrilerde ve peroksizom’larda meydana gelen oksidatif
reaksiyonlarla tiretilebilmektedirler. Molekiiler oksijen (O2) oldukca kararli bir yapiya
sahip olmasina ragmen, hayati reaksiyonlarin rastlanabilir bir sonucu olarak veya
streslerin tesvikiyle olugan bir madde olarak, koruyucu mekanizmalarin islev gormedigi
durumlarda, sadece bitkilerin degil, herhangi bir aerobik organizmanin hiicre yap1 ve

islevlerine bile zarar verebilmektedir (Demiral 2003).

Bitkiler ROT firtinlerini zararli etkilerinden korunmak igin son derece gelismis ve
karmasik bir antioksidant sistemine sahiptirler. Bu sistem sayesinde bitkilerde

antioksidant enzimler ve diisiik molekiiler agirliktaki antioksidantlar meydana
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gelebilmektedir (Allen 1995). Antioksidant savunma sistemi; aerobik canlilarda ROT
tiriinlerini enzimatik ve enzimatik olmayan savunma mekanizmalar1 ile zararsiz hale
getirerek, hiicreleri oksidatif hasarlara karsi koruyabilmektedir. Enzimatik olmayan
antioksidantlar olarak; prolin, sistein, glutatyon, C ve E vitaminleri, flavanoidler, bazi
alkoloidler, karotinoidler ve ksantofiller gibi maddelerdir. Enzimatik antioksidantlar ise
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz
(APX) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimlerdir (Halliwell and Gutteridge 1989;
Bowler et al. 1992).

Stiperoksit dismutaz; siiperoksitin oksijen ve H202’ye donilisiimiinii gerceklestirir.
Siiperoksit radikali kimyasal olarak c¢ok kararsiz bir molekiildiir. Bu radikal hiicrede

olan Fe** ve Cu?" metal iyonlarmi indirgeyerek kararli hale gegebilir.
02" + Fe®* (Cu?") === O, + Fe?* (Cu*)
Tilakoid zarlarinda bulunan ve metalloenzim yapiya sahip siiperoksit dismutaz, serbest

oksijen radikallerinin, H202 ve O2’ne doniisiimiinii kataliz eden antioksidant savunma

sisteminin en 6nemli enzimidir. Bu asamada siiperoksit radikali etkisiz hale getirilmezse

hidroksil radikali ((OH) olusur (Bowler et al. 1992).

202" +2H* S92, H20:+ O
Fe*? ve Fe™ iyonlarinin az miktarlarda bulundugu ortaminda, Haber-Weiss reaksiyon

yoluyla siiperoksit ve hidrojen peroksitin tepkimeye girmesiyle, hidroksil radikalleri
olusabilmektedir (Bowler et al. 1992).

H:0x+ Oy _Fe20.Fe3t. “OH + OH" + 02

Haber-Weiss reaksiyonu

Bu agsamadan sonra olusan H»>O katalaz, peroksidazlar, askorbatglutatyon dongiisii
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enzimleri araciligiyla uzaklastirilmaktadir (Foyer et al. 1994; Fridowich 1998).

Bitkilerde genellikle peroksizomlarda ve glioksizomlarda bulunan ve savunma
mekanizmasinda gorev alan bir diger enzim ise CAT’dir; Fotorespirasyon ya da
glioksizomlarda yag asitlerinin B oksidasyonu sirasinda olusan H202’1 su ve oksijene

katalizleyerek zarari diisiik seviyeye indirmekle gorevlidir (Lazarow and Fujuki 1985).

Peroksidazlar, biyokimyasal ve fizyolojik siireclerde etkili olduklari gibi g¢evresel
streslere cevapla da iliskilidirler (Matamoros et al. 2003). Kloroplastlarda bulunan
peroksidaz gurubundan askorbat peroksidaz; askorbat-glutasyon dongiisiinde, askorbik
asiti elektron vericisi olarak kullanir ve H202’i suya indirger (Bowler et al. 1992).
Olusan reaksiyon sirasinda askorbat, askorbat peroksidaz enzimi tarafindan
monodehidroaskorbata (MDHA) okside olur. MDHA, NAD(P)H bagimh
monodehidroaskorbat rediiktaz enzimi tarafindan askorbata doniistiiriilerek ortamdaki
askorbat miktar1 sabit diizeyde tutulur (Asada 1992; Foyer et al. 1994). MDHA nin
yeniden askorbata doniismesi, indirgenmis ferrodoksin araciligiyla PS-I tarfindan
gergeklesebilir.  Enzimatik  olmayan bir bagka yolda ise iki molekiil

monodehidroaskorbat, askorbat (AsA) ve dehidroaskorbata (DHA) dontisebilmektedir.

Dehidroaskorbat (DHA); dehidroaskorbat rediiktaz enziminin katalizledigi glutatyonun
yiikseltgenmesiyle askorbata doniistiiriiliir. Bu yolla, indigenmis glutatyon (GSH),
dehidroaskorbat rediiktaz aktivitesi ile okside glutatyona (GSSG), bu da glutatyon
rediiktaz enzimi (GR) tarafindan tekrar indirgenmis forma, GSH’ye, doniistiiriilmektedir
(Asada 1992). Glutatyon metabolik diizenleyici ve antioksidant olarak birgok role sahip
olmasi ile glutatyon disiilfit’e (GSSG) okside olmaktadir (Noctor and Foyer 1998).
Glutatyonun antioksidant ozelligi GSH’deki, tripeptidin SH grubunun SSG’deki
disiilfite oksidasyonuna baglidir (Smith et al. 1988). Okside olmus glutasyonun
(GSSG), GSH’a indirgenmesi GR enzimi tarafindan NADPH’a bagimli olarak
gerceklesmektedir (Foyer and Halliwell 1976). Reaksiyonlar sonucunda, hidroksil

radikalinin varlig1 ortamda azalir ya da olusumu engellenir (Madhava and Sresty 2000).
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GSSG + NADPH + H* _SR, 2GSH + NADP*

2.1. Bitkilerde Bor Toksisitesi Calismalar:

Sardunyada B toksisitesinde bitkiler bodurlagsmis, yapraklar kiigiilmiis ve yaprak

kenarlarinda nekrozis gézlenmistir (Lee et al. 1996).

Domateste (Lycopersicon esculentum L. cv. Lale) bor toksisitesi (10 ve 20 mg kg™) yas

ve kuru agirhigi 6nemli derecede azaltmistir (Glines et al. 2000).

Arpanin toleransli ve hassas cesitlerinde borik asit (10 mM) uygulamasinin kok ve
govde de bazi protein miktarlarin1 azalti§i, bazilarini ise artirdigi belirlenmis ve
toleransh ¢esitte yeni bir proteinin varligi tespit edilmistir. Toleransta bazi proteinlerin

etkin olabilecegi belirtilmistir (Mahboobi et al. 2000).

Misirin (Zea mays L.) dayanikli tiirlerinde az miktarda hassas tiirlerde ise daha fazla bor

biriktigi belirlenmistir (Giines et al. 2000).

Avrupa orjinli arpa genotipleri bor toksisitesine hassas, Suriye ve Ortadogu kaynakli
arpalarin orta derecede, Iran ve Afganistan kaynakli arpalarm ise dayanikli olduklar:

belirlenmistir (Yau 2002).

Kivi bitkisi tizerinde yapilan bir ¢alismada B konsantrasyonunun 20 uM’dan 50 pM’a
cikarilmasi ile fotosentetik oran ve interseliiler CO2 konsantrasyonu maksimum
seviyeye ¢cikmistir. B konsantrasyonlart 100 uM, 200 uM, 500 uM’a ¢ikarilan deneme
gruplarinda ise fotosentez oraninda ve interseliiler CO2 konsantrasyon miktarinda
degisiklik olmamistir. Calismada denenen farkli B konsantrasyonlarinin stomal

iletkenlik {izerinde 6nemli bir etkisi gozlenememistir (Sotiropoulos et al. 2002).

Bor toksisitesinin portakal ve mandalina yapraklarinda siinger parankimasi kalinliginda
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azalmaya ve bazi arpa ¢esitlerinde ise ¢imlenmeye toksik etki ettigi belirlenmistir
(Ermis 2002; Papadakis et al. 2004 a,b.).

B toksisitesi altindaki dayanikli ve duyarli bugday ¢esitlerinde prolin miktarinin hem
kok hem de yaprak dokularinda %30-%60 oraninda arttig1, dayanikli ve duyarl arpa
cesitlerinde ise kontrole gore azaldigi saptanmistir (Karabal et al. 2003).

Hassas arpa cesitlerinde toleransin yiiksek oldugu cesitlere gore daha fazla (kokte %50,
ksilemde %64, yaprakta %73) bor biriktigi rapor edilmistir (Hayes and Reid 2004).

24 giin siireyle kontrollii ¢evre sartlarinda yetistirilen Aygigegi (Helianthus annuus cv.
Sanbro) bitkilerine farkli gelisim evrelerinde 10, 25, 100 ve 500 uM B igeren besin
cozeltileri uygulanmig ve vejetatif biiyiimenin, B eksikligi veya toksikliginden

etkilenmedigi goriilmiistiir (Ortaca 2005).

Bor stresine karst dayaniklilik dereceleri bilinmeyen; iki nohut (Cicer
arietinum L.) kiiltiir formuna (kurakliga toleransli Gok¢e ve kurakliga duyarli Kiismen
99) 100 mM ve 400 mM B toksisite uygulamasi sonucunda; Gokce ve Kiismen 99
nohut ¢esitlerinde SOD, APX ve prolin miktarlarinda artis; POX miktarlarinda ise
azalma belirlenmistir. G6kge nohut ¢esitinde CAT ve GR miktarinda artis; Kiismen 99
nohut ¢esitinde CAT ve GR miktarinda azalma belirlenmistir (Ardig 2006)

Gunes et al. (2006) asma bitkisinde (Vitis vinifera L.), bor toksisitesinin (0, 10, 20 ve 30
mg kg?') antioksidanlara ve stomalara verdigi tepkileri arastirmislardir. Toksik
diizeylerde bor uygulamalarimin bitki yaprak ve koklerinde bor konsantrasyonunu
onemli derecede azalttig1; anacin yaprak, govde, kabuk ve koklerinde uygulanan bor
konsantrasyonlarina bagli olarak artis gozlenildigi; borun asma yapraklarinda akiimiile
oldugu belirtilmistir. Asir1 bor alimminda &zellikle de 20 ve 30 mg kg'! B
uygulamalarinda, yapraklarin stoma direncinde artis gozlendigini, bor toksikligi
sonucunda membran permeabilitesi, MDA ve H>O; konsantrasyonlarida artis, prolin ve

lipoksigenaz aktivitesinde azalis gozlenmistir.
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Cervilla et al. (2007), iki farkli domates ¢esidine 0.05, 0.5 ve 2 mM bor uygulayarak;
yapraklarda bor toksisitesi sonucunda, MDA ve H»0O: igeriginin ve askorbat
konsantrasyonunu her iki c¢esittede artis gosterdigi belirtilmistir. Askorbatin ve
antioksidan enzimlerin aktivitesinin de bu artisa neden oldugu belirtilmistir. Yiiksek bor
konsantrasyonuna sahip domates yapraklarinda orta derecede oksidatif zararlanmalarin
oldugu gozlenirken, antioksidan enzim aktivitelerinde genel olarak bir artis oldugu
belirlenmistir. Ozellikle, bor toksisitesinin baz1 enzim aktivitelerini ve diisiik seviyede

askorbati artirmakta oldugu belirtilmistir.

Bor toksisitesi uygulanan arpa bitkisinde silikonun iyilestirici etkileri arastirilmistir.
Uygulanan silikonun MDA, H20., prolin, SOD ve CAT gibi parametreler uzertindeki
degisimlere bakilarak oksidatif hasari azalttigi ve bor stresine karst bitki toleransni

artirdig1 belirlenmmistir (inal et al. 2009).

Bor kirliliginin Zea mays L. (misir) bitkisi tiizerine morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal etkileri incelenmistir. Bor toksisitesinin etkileri: yaprakta morfolojik
bozukluklar, yas ve kuru agirliklarda azalma, kok ve govde iizlinliigiiniin azalmasi, total
protein miktarinda artig, yaprak nispi nem igeriginde artig ve antioksidan enzimlerden
SOD ve APX enzimlerinde Once artis daha sonra azalma, CAT enziminde azalma

seklinde gdzlenmistir (Ozel 2011).

Bor stresi altindaki mung fasulyesine oksidatif hasar ve antioksidantlar {izerindeki
etkileri arastirilmis ve bor stresi kokenli olan bu hasarlar silikon ve salsilik asit

uygulanarak azaltilmaya ¢aligilmigtir (Muhammad and Shaheed 2012).

Patates bitkisinin 6 ¢esidinde bor toksisitesine karsi antioksidant enzimler (SOD, GR,
APX, CAT), MDA, askorbat ve glutatyon miktarindaki degisimler belirlenmistir. Bu
arastirma da bor stresinin AsA, DHA ve MDA miktarini arttirdigir ve SOD, GR, APX,
CAT aktivitelerini azalttig1 tespit edilmistir (Ayvaz et al. 2015).
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2.2. Kitosanla Tlgili Calismalar

Hidroponikte yetistirilen salatalik bitkilerinde patojenlere karsi kitosan uygulamasi
yapilmistir. Glukonaz enziminin aktivitesi PAGE ile arastirilmistir ve kitosanin bitki
savunma sistemi tizerine etkileri incelenmistir. Kitosanin Pythium aphanidermatum’ye
kars1 bitki savunma sistemini olumlu yonde etkiledigi tespit edilmistir (EI Ghaouth et al.
1994).

Kitosan Vanadyum (V) toksitesine karsi1 fasulye, piring, bugday ve arpa bitkilerinde
uygulanmistir. Bugday ve arpa bitkisi Vanadyum toksitesine karsi piring ve fasulyeden
daha hassas olduklarina ragmen, tim fideler 2.5 pg/ml V (VCls) konsantrasyonunda
hasar gordiikleri belirlenmistir. Bu hasar radyasonu indirgeyen kitosan (radiation-

degraded chitosan) uygulanarak azalmistir (Xuan et al. 2001).

Boonlertirun et al. 2008 yilinda piring bitkisine kitosan uygulayarak, biiylime {izerinde

tetiklici etkisinden dolay1 verimi arttigini tespit etmigler.

Domates bitkisinde kitosan uygulamasinin etkileri aragtirilmis. Yas ve kuru agirlik,
pigment icerigi gibi parametreler ve verime olan etkileri incelenmistir. Kitosanin bu
parametreleri arttirarak, bitki biiylimesini olumlu yonde etkiledigi tespit edilmistir

(Tantawy 2009).

Guan et al. 2009°da kitosan ¢ozeltisinin  %0.25, %0.50 ve %0.75 (w/v)
konsantrasyonlar1 15°C sicaklik sartlari altinda soguga duyarli ve soguga dayanikli iki
cesit misir bitkisi lizerinde uygulayarak tohum c¢imlenmesi, biiyiimesi ve fizyolojik
degisiklikleri arastirilmistir. Cimlenme siiresince kitosan uygulandiginda ¢imlenme
yiizdesi tlizerinde oOnemli bir etki gostermistir ve c¢imlenme indeksini artirmistir.
Ortalama ¢imlenme suresi azaltilmis ve siirglin yiiksekligi artmugtir. Her iki musir
cesidinde de kok uzunlugu ve siirgilin ve kok kuru agirliklar: artmistir. Her iki ¢esit misir
fidelerinde kitosan uygulandiginda plazma membranin gecirgenligi ile iliskili olan

MDA miktarinda azalma ve c¢oziinebilir seker ve prolin miktarinin artis, POD ve CAT
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aktivitesinde de artig saptanmaistir.

Bittelli et al. (2011) kitosan piiskiirtmesinin biber bitkilerinde transpirasyonu azalttigini
ve biyomas iiretimini ve verimi muhafaza etmek i¢in kullanilan su miktarinin azaldigini

rapor etmislerdir.

Kitosan uygulamasmin etkisi fasiilye bitkisinde arastirilmistir. Biiyiime ve klorofil
igerigindeki etkileri incelenerek, kitosanin kok ve gove uzunlugunda ve yasve kuru

madde tizerinde olumlu etkilere sahip oldugu agiklanmistir (Sheikha 2011).

Kuraklik stresi altindaki Hint yag1 bitkisinde kitosan piiskiirtmesinin etkileri
aragtirtlmis. Stres altindaki bitkilerin kitosan uygulamasiyla toplam protein ve
karbohidrat miktar1 ve prolin miktarlarindaki degisimler incelenmistir. Bu incelenmenin
sonucu olarak kuraklik stresinde prolin ve karbohidrat miktarindaki artis kitosan

uyulamasiyla azlmistir. (Karimi et al. 2012)

Mondal et al. (2012) kitosan piiskiirtmesinin bamya bitkisinin biiyiime ve verimine olan
etkisini arastirmiglar. Kitosanin biiyliime parametrelerini arttirdigini ve verimi arttiran

konsantrasyonlarini belirlemisler.

Boonreung ve Boonlertnirun (2013) tarfindan yapilan bir ¢aligmada celtik bitkilerinde

hastalik kontroliinde kitosanin iyilestirici etkilere sahip oldugu belirlenmstir.

Mahdavi ve Rahimi 2013 yilinda Kitosanla muamele edilmis Ajowan (Carum
copticum) tohumlarinin tuz stresi altinda verdikleri tepkiler arastirilmigtir. Sonuglar,
%0.2’lik kitosan konsantrasyonunun diger uygulamalardan daha etkili olmasiyla
birlikte, kontrole oranla biitlin kitosan konsantrasyonlarinin ¢imlenme yiizdesi,
cimlenme orani, tohum canlilik indeksi, hipokotil ve radikula uzunlugu ve kuru
agirhgint  artirdigint  gosterdi. Tuzluluk; ¢imlenme yilizdesi, fide uzunlugu, kok
uzunlugu, fide ve kok kuru agirlik ve nispi su iceriginde 6nemli bir azalmaya sebep

olurken, kitosan tuz toksisitesini iyilestirmistir.



28

Kitosanin etkisi siisen bitkisinin g¢igeklenme, biiylime ve sogani flizerine etkisi
arastirilmis. Bu ¢alisma farkli agirliklarda kitosan kullanilarak yapilmistir (Salachna and

Zawadzinska 2014).

Zerdegal bitkisine kitosan c¢ozeltisi plskiirterek gévde uzunlugu, yas agirlik ve
curcumin etken meddesinde artisa neden oldugunu saptamislardir (Sathiyanarayanan
and Sathiyabama 2016).



3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Buzdolab1

Derin dondurucu (-20°C)
Derin dondurucu (-80°C)
Elektroforez

Hassas terazi

Karistirici

Manyetik karistirict
Masa santrifiijii
Otomatik pipetler

pH metre

Kuru blok inkiibator
Sicak su banyosu
Sogutmalr santrifiij
Spektrofotometre

Goruntiuleme cihazi
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. Arcgelik

: Arcgelik

- NUAIRE

: BIORAD

: Shimadzu AY220

: Fisons Whirlimixer

: Chiltern HS31

: Hettich EBA 21

: Ependrof, Axigen

. Seven Compact

: Allsheng

: WiseBath Fuzzy Control System
: Hettich Micro 22 R

: Shimadzu UVmini-1240

: Fusion Fx Vilber Lourmat

3.2. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

Calismada kullanilan ¢ozeltilerin kullanildig1 yerler ve hazirlanis sekilleri asagida
belirtilmistir. Caligmada kullanilan kimyasal maddeler Sigma ve Sigma-Aldrich
sirketlerinden temin edilmistir. Calismada Yenge¢ kabugu (Crab shells) kokenli kitosan
kullanilda.

3.2.1. Kitosan c¢ozeltisi

Stok ¢ozelti olarak %0.5’lik kitosan %0.5’lik glasiyal asetik asit icersinde hazirlandi ve
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pH s1 KOH ile 5.6 ya ayrlandi, %0.01 olarak seyreltildi.

3.2.2. Toplam ¢éziinebilir protein tayini ¢ozeltileri

= 0.1 M KH2PO4 (pH: 6.75): 3.4 gr KH2PO4 200 ml saf suda ¢6ziinmiis, 1 N NaOH

kullanilarak pH 6.75’e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlanmustir.

»  BCA reaktifi: 15 ml Bicionchonic asit 0.3 ml CuSOys ile karistirilir.

3.2.3. Pigment icerigi cozeltileri

* Homojenizasyon ¢ozeltisi i¢in 20 ml saf suya 80 ml aseton ilave edilerek %80’lik

aseton hazirlanir.

3.2.4. Toplam karbohidrat icerigi cozeltileri

= 25N HCI 35 mli¢in 7.25 ml HCI alinir iizeri 35 ml’ye tamamlanir.
* Antron ¢ozeltisi i¢in: 200 mg antron 100 ml soguk %95°lik siilfirik asit i¢erisinde

¢ozinir.

3.2.5. Prolin icerigi cozeltileri

= %?3’liik siilfosalisilik asit 0.3 gr siilfosalisilik asit 10 ml saf su ig¢erisinde ¢oziiniir.
* Asit ninhidrin hazirlanigt 1.25 gr ninhidrin 30 ml glasiyal asetik asit ve 20 ml

fosforik asit igerisinde ¢oziintr.

3.2.6. Fenolik madde tayini ¢ozeltileri

* 0.1 M KH2PO4 (pH: 6.75): 3.4 gr KH2PO4 200 ml saf suda ¢6ziinmiis, 1 N NaOH

kullanilarak pH 6.75’e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlanmaigtir.
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= %20 lik NaxCOs ¢ozeltisi i¢in 20 gr sodyum karbonat tartilip 100 ml suya

tamamlanir.

3.2.7. Lipid peroksidasyonu cozeltileri

= 9%0.1 lik TCA-trikloroasetik asit: 100 ml saf su igerisine 0.1 gr TCA ilave edilerek
homojenizasyon ¢ozeltisi hazirlanir.
= %0.5’lik TBA-tiobarbutirik asit: 100 ml saf su igine 20 gr TCA ¢oziiniir ve daha

sonra igerisine %0.5 TBA ilave edilerek reaksiyon ¢ozeltisi olarak hazirlanir.

3.2.8. H202icerigi cozeltileri

= 9%0.1 lik TCA-trikloroasetik asit: 100 ml saf su igerisine 0.1 gr TCA ilave edilerek
homojenizasyon ¢ozeltisi hazirlanir.

= 10 mM KH2POg4 i¢in 0.136 gr potasyum fosfat tartilarak 100 ml suya ilave edilip,
pH s1 7 ye ayarlandu.

= 1 MKI ¢ozeltisi i¢in 8.3 gr KI tartilip 50 ml suda ¢oziiniir.

3.2.9. Siiperoksit anyonu tayini ¢ozeltileri

= 60 MM KH,PO40.081 gr KH,PO4 bir miktar suda homojenizasyon ¢ozeltisi olarak
¢oziiniir. pH 7.8’e ayarlanir ve son hacim 10 ml’ye tamamlanir.

* 10 mM hidroksilamin 0.0069 gr hidroksilamin 10 ml saf su icerisinde ¢Oziiniir.

* 17 mM siilfamid 0.029 gr siilfamid 10 ml saf suda ¢ozliniir.

= 7 mM naftilamin 0.01 gr naftilamin 10 ml saf su i¢erisinde ¢0ziiniir.

3.2.10. Antioksidan enzimlerin homojenizasyon tamponu

= 0.1 M KH2PO4 (pH: 6.75), %1 PVP, 1 mM EDTA: 3.4 gr KH2PO4 200 ml saf suda
¢Oziinmis, 1 N NaOH kullanilarak pH: 6.75’e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250
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ml’ye tamamlanmis ve tlizerine 2.5 gr PVP ve 0.073 gr EDTA ilave edilmistir.

3.2.11. Superoksit dismutaz (SOD) aktivitesi 6l¢ciimiinde kullanilan cozeltiler

= 50 mM KH2PO4 (pH: 7.8): 1.7 gr KH2PO4 200 ml saf suda ¢oziinmiis, pH: 7.8’
ayarlandiktan sonra ve hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlanir ve tampon ¢ozelti olarak
lullanilir.

* 13 mM metionin ¢ozeltisi: 0.586 gr metionin alinir, 10. maddede hazirlanmis olan
250 ml 50 MM KH2PO4 tamponu igerisine ilave edilerek ¢oziiniir.

* 63 uM NBT-Nitroblue Tetrazolium Kloriir: 0.0128 gr NBT alinir, 10. maddede
hazirlanmis olan 250 ml 50 mM KH2PO4 tamponu igerisine ilave edilerek ¢oziiniir.

* 1 mM EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik asit): 0.073 gr EDTA alinir, 10. maddede
hazirlanmis olan 250 ml 50 mM KH2PO4 tamponu igerisine ilave edilerek ¢oziiniir.

* 13 puM riboflavin: 0.019 gr riboflavin, 500 ml saf suda ¢oziinmiis, 3 ml’lik

reaksiyon karigiminin 13 puM riboflavin igermesi i¢in 390 pL riboflavin alinmistir.

3.2.12. Katalaz (CAT) aktivitesi dl¢ciimiinde kullanilan c¢ozeltiler

= 103.5 mM KH2PO4 (pH: 7.5), 1.41 gr KH2PO4, 70 ml saf suda ¢oziinerek, 1 N
NaOH ile pH: 7.5’e ayarlanmis ve hacim saf su ile 100 ml'ye tamamlanmustir.

= 40 mM H202: 346 ul %35°1lik H207 alinip hacmi saf su ile 100 ml'ye tamamlanarak
substrat ¢cozeltisi olarak hazirlanmistir.

= 5 mM H20: c¢ozeltisi43 pl %35°luk H202 almip hacmi saf su ile 100 ml'ye

tamamlanarak katalaz aktivitesi 6l¢timiinde standart grafik i¢in hazirlanmustir.

3.2.13. Peroksidaz (POD) aktivitesi 6l¢iimiinde kullamlan cozeltiler

= 0.1 M NazHPOq4, pH: (5.5): 3.55 gr Na2HPO4 alinarak 200 ml saf suda ¢oziinmiis ve
pH: 5.5’e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 ml'ye tamamlanmistir.

= 5 mM guaikol + 5 mM H202: 54 ul quaikol ve 15 ul H2O2dan (d: 1.13 g/mol) 5
mM olacak sekilde 100 ml 0.1 M fosfat tamponu (pH: 5.5) i¢inde ¢oziinerek Peroksidaz
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aktivitesi 6l¢limiinde substrat ¢ozeltisi olarak hazirlanmistir.

3.2.14. APX aktivitesi 6lciimiinde kullanilan ¢ozeltiler

= 50 mM KH2POgs igin 0.17gr potasyum fosfat tartilir ve pH s1 6.75 ayarlandiktan
sonra 250 ml ye tamamlanir. 20 puM askorbik asit i¢in 0.0225 gr ve SmM hidrojen
peroksit i¢cin 100 pl ve 0.2 mM EDTA olarak 0.0147 gr katilarak ¢6zesti tamamlanir.

3.2.15. GR aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan ¢ozeltiler

* (.25 mM NADPH ¢oézeltisi hazirlamak igin: 0.0022 gr NADPH 10 ml saf su
icersinde ¢oziinlir.

* | mM oksitlenmis glutatyon (GSSG) 0.0061 gr GSSG, 10 ml saf su igersinde
¢ozunur.

= 0.5mMEDTA 0.0014 gr EDTA 10 ml saf su igerisinde ¢oziiniir.

= 50 mM Tris-HC1 0.06 gr Tris bir miktar saf su igerisinde ¢6ziiniir, sonra pH:7.8’e

ayarlanir ve son hacim 10ml’ye tamamlanir.

3.2.16. GSH icerigi belirleme ¢ozeltileri

= 9%5’lik TCA 1 gr TCA 10 ml saf su igerisinde homojenizasyon i¢in ¢dziiniir.

= 200 mM NaHPO4 0.238 gr NaoHPO4 bir miktar saf su igerisinde ¢oziinlir ve
pH:7.5’e ayarlanir. Son hacim 10 ml ye tamamlanir.

= 50 mM Na;-EDTA 0.186 gr Na,-EDTA 10ml saf su igerisinde ¢oziinir.

= 2 mM B-NADPH 0.016 gr 10 ml saf su icerisinde ¢oziiniir.

= 6 mM DTNB (5,5-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid)) 0.023 gr saf su igerisinde

¢Oziindir.
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3.2.17. SDS PAGE ¢ozeltileri

= Monomer (akrilamid/bis) ¢ozeltisi (%30 akrilamid, %2.7 bis): 29.2 gr akrilamid 75
ml saf suda ¢oziniir, ¢ozeltiye 0.8 gr bis katilip ¢ozlintir. Son hacim 100 ml’ye
tamamlanir.

*  Ayirma jeli tamponu (1.5 M Tris, pH: 8.8): 18.15 gr tris 50 ml saf suda ¢oziiniir.
HCl ile pH: 8.8’e ayarlanir. Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

»  Yiikleme jeli tamponu (0.5 M Tris, pH: 6.8): 3 gr tris 40 ml saf suda ¢6ziintir. HCI
ile pH 6.8’¢ ayarlanir. Saf su ile 50 m1’ye tamamlanir.

= 010 SDS: 1 gr SDS son hacim 10 ml olacak sekilde saf suda ¢oziiniir.

* %10 Amonyum persiilfat (polimerizasyon baslatici): 0.05 gr amonyum persiilfat
son hacim 500 pl olacak sekilde saf suda ¢oziintir.

=  Omek uygulama tamponu (0.125 M Tris, %4 SDS, %20 gliserol, %10 2-
merkaptoetanol, %0.2 bromfenol mavisi pH: 6.8): 2.5 ml yiikleme jeli tamponu, 4 ml
%10 SDS, 2 ml gliserol, 1 ml 2-merkaptoetanol alinip son hacim 10 ml olacak sekilde
saf su ile tamamlanir, pH: 6.8’e ayarlanir. Karisima 0.02 gr bromfenol mavisi katilarak
karistirtlir. Kullanilacak hacimlere boliiniip -20°C’de saklanir.

»  Tank tamponu (0.025 M Tris, 0.192 M glisin, %0.1 SDS, pH: 6.8) : 3 gr Tris, 14.4
gr glisin, 1 gr SDS alinir. 900 ml saf suda ¢oziinerek pH 6.8’¢ ayarlanir. Son hacim
1000 mI’ye saf su ile tamamlanir.

* Boyama substrat ¢ozetltisi (SOD izoenzimleri i¢in) (0.24 mM NBT, 33.2 uM
riboflavin, %0.2 TEMED, 1 mM EDTA, 0.05 M KH2PO4 pH 7.8): 0.0098 gr NBT, 100
ul TEMED, 0.147 gr EDTA, 0.345 gr KH2PO4 40 ml saf suda ¢oziiniip pH: 7.8’¢
ayarlanir. 1 ml saf su igerisinde 0.0062 gr riboflavin ¢oziinir ve 100 pl’si boyama

substrat ¢ozeltisine katilir. Cozeltinin son hacmi 50 ml’ye saf su ile katilir.

3.2.18. izoenzimlerin ¢ozeltileri

= 1 mM EDTA, 0.05 M KH2PO4 pH 7.8 (SOD izoenzimleri i¢in): 0.147 gr EDTA,
0.345 gr KH2PO440 ml saf suda ¢oziiniip pH 7.8’e ayarlandiktan sonra son hacim 50 ml

olacak sekilde saf su ile tamamlanir.
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= 2 mM askorbik asit, 50 mM NaHPOs (APX izoenzimleri i¢in): 0.0352 gr askorbik
asit, 1.34 gr Na2HPO4 80 ml saf suda ¢oziiniir ve pH 7’ye ayarlanir. Son hacim 100 ml
olacak sekilde saf su ile tamamlanir.

= 4 mM askorbik asit, 2 mM H202, 50 mM Na;HPO4 (APX izoenzimleri i¢in): 2mM
askorbit asit ¢ozeltisinden 50 ml alinir lizerine 0.0176 gr askorbik asit ve 10 ul %35
H20: katilip iyice karistirilir.

= 28 mM TEMED, 2.4 mM NBT, i¢eren 50 mM NaHPO4 (pH 7.8) tamponu (APX
izoenzimleri i¢in): 105 ul TEMED, 0.0491 gr NBT, 0.335 gr Na,HPO4 20 ml saf suda

¢oziinerek pH 7.8’¢ ayarlandiktan sonra son hacim 25 ml’ye saf su ile tamamlanur.

3.3. Yontemler

3.3.1. Bitkilerin Biiyiitiilmesi

Misir bitkileri (Zea mays L. cv. Hido) 1/2 Hoagland besi ¢ozeltisi igeren hidroponik
ortamda 9 giin yetistirildi (Sekil 3.1). Dokuzuncu giin kitosan ¢ozeltisi (%0.01)
yapraklara piiskiirtiilerek uyguland: (Kitosan A uygulamasi) ve 6 saat sonra Bor (8 mM
B(OH)3), kokten hidroponik ortamda yetistirilen bitkilere verilerek bor stresine maruz
birakildi. Bitkiler 72 saat (3 giin) sonra hasat edilerek kok-gévde uzunluklari
oOlgiildiikten sonra yapraklar ve kokler gerekli biyokimyasal analizler igin — 80°C derin

dondurucuda muhafaza edildi.

%0.01’lik kitosan ¢ozeltisinde sisirilmis tohumlar %0.01°lik kitosan ¢ozeltisi ve 1/2
Hoagland besi ¢ozeltisi iceren hidroponik ortamda 9 giin biyiitildi (Kitosan B
uygulamasi). Dokuzuncu giin 8 mM bor kokten hidroponik ortamda yetistirilen bitkilere
verilerek bor stresine maruz birakildi. Bitkiler 72 saat (3 gilin) sonra hasat edilerek kok-
govde uzunluklart 6lgiildiikten sonra yapraklar ve kdokler gerekli biyokimyasal analizler

icin — 80°C derin dondurucuda muhafaza edildi.
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Sekil 3.1. Hidroponik ortamda yetistirilen ve uygulama yapilan bitkiler

3.3.2. Bitkilerin kok ve govde uzunluklarinin dl¢giilmesi

Bitkilerin kok ve govdeleri, birlesme yerlerinden biistlirii yardimi ile kesilerek
uzunluklart milimetrik cetvel yardimi ile Olgiildii. Kokler olgiiliirken ana kokiin
uzunlugu esas alind1 (Bozcuk 1978). Uygulamalara ait kdk ve govdelerin uzunluklart
ayr1 ayri toplanip, bitki sayisina boliinerek ortalama kok ve gévde uzunlugu cm/bitki

olarak hesaplandi.

3.3.3. Kuru agirhk tayini

Kok-govde uzunluklart dlgililen, her guruptan toplam 3 bitki alindi ve aliminyum-foil
parcalarinin iizerlerine konarak pastdr firminda 60°C’de 72 saat boyunca kurutulup

sonra tekrar tartilarak her bir uygulamaya ait organlarin kuru agirliklart hesaplndi.

3.3.4. Bagil su icerigi

Hasat edilen musir bitkilerinin her guruptan 2.5 gr yas agirlik tartilip 60°C’ye ayarli olan

etlive yerlestirilerek 72 saat bekletilerek agirliklarinin  sabitlenmesi beklenildi.
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Agirliklart sabitlenen 6rnekler tekrar tartilarak kuru agirliklart belirlenip her gruptaki

bitkilerin yapraklarindaki nispi su igerigi Barrs and Weatherly (1962) gore hesaplandi.

3.3.5. Toplam ¢oziinebilir protein miktarinin belirlenmesi

Misir bitkisinin yaprak ve koklerinden alinan 0.2 gr’lik taze 6rnekler kullanilarak Smith
et al. (1985) metoduna gore protein tayini yapildi. Sonuglar mg protein/g taze doku
cinsinden hesaplandi. Bitkilerin, sivi azot yardimu ile 6giitiilmiis kok ve yapraklarindan
0.2 gr alinarak 2 ml 0,1 M fosfat tamponunda (pH: 6,75) havanda ezilerek homojenize
edilip 15.000 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edildi. Protein tayini i¢in tiiplerin tist
kismindaki sivi faz (siipernatant) kullanildi. Protein miktar1 spektrofotometrik yolla
tayin edildi. Bitki organlarindan elde edilen oziitlerden 5 pl alinip, 0.2 ml BCA
reaktifiyle karigtirilip, 65°C’de 15 dk. bekletilip, 562 nm’de absorbanslar1 6lgiildiikten
sonra standart grafikten yararlanarak, 5 pl 6ziitteki protein miktarlar belirlendi. Metot
icin gerekli standart grafik su sekilde hazirlandi; 1 ml’sinde 1 mg protein igeren standart
sigir albiimin ¢ozeltisinden 0, 2.5, 5, 7.5, 10 ve 12.5 ug protein igeren hacimler plate’de
ki kuyucuklara aktarilip, saf su ile biitiin tiiplerin hacimleri 12 pl’ye tamamlandi. Bu
tiiplere 0,2°ser ml de BCA (bicionchonic asit + FeCls) reaktifi ilave edilip karigtirildi.
Kor numune olarak 0.2 ml BCA reaktifi kullandi. Plate 65°C’de 15 dk. bekletildi.
Yapilan spektrofotometrik olgiimler sonucunda, 562 nm’deki absorbans degerlerine
karsilik gelen protein degerlerinden yararlanarak standart grafik elde edildi. Sonra,
gerekli hesaplamalar yapilarak protein miktarlar1 pg protein/g doku olarak tayin edildi.
(Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Protein tayini i¢in kullanilan standart grafik

3.3.6. Toplam Klorofil iceriginin belirlenmesi

Misir bitkisinin yapraklarindaki klorofil a, klorofil b, karotenoid ve toplam pigment
miktarlarmi belirlemek igin Witham et al. (1971) tarafindan verilen prosediir uygulandi.
Misir bitkisinden alinan yaprak orneklerinden 0.2 gr olacak sekilde tartilip, %80°1lik
soguk aseton icerisinde son hacim 10 ml tamamlanarak homojenize edildikten sonra
homojenat filtre kagidindan siiziilerek elde edilen ekstrakt 3000 rpm‘de 5 dk. santrifiij
edildi. Daha sonra siipernatantlar alinarak 450, 645 ve 663 nm‘de absorbans degerleri
kaydedildi. Siipernatantlarin {i¢ farkli dalga boyunda kaydedilen absorbans degerleri
asagida verilen esitliklerde yerine konulmasiyla bitki yaprak dokusunun 1 gr‘da bulunan

klorofil a, klorofil b, total klorofil ve karotenoid miktarlart mg/doku olarak hesaplandi.

mg/klorofil a/g doku=((12.7*(D663) — 2.69*(D645)).(\VV/1000*W)

mg klorofil b/g doku=((22.9(D645) — 4.68*(D663)). (V/1000*W)

mg toplam klorofil/g doku=((20.2*(D645) + 8.02(D663)). (\V/1000*W)

mg toplam karotenoid / g doku=(4.07*D450)-(0.0435*kl a miktar1 +0.367*kl b miktar1)
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Esitliklerde;

D: Klorofil ekstraktinin belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerini,
V: %80’lik asetonun son hacmini,

W: Ekstre edilen dokunun gram olarak yas agirligin1 gostermektedir.

3.3.7. Toplam karbohidrat i¢eriginin belirlenmesi

Total karbohidrat igerigi Dische (1962) tarafindan belirlenen metotda kiiciik
modifikasyonlar yapilarak belirlendi. Misir bitkisinin yapraklarindan alinan 0.1 gr doku
ornekleri 5 ml soguk 2.5 N HCI igerisinde homojenize edildi. Homojenatlar 3 saat
100°C sicak suda bekletildikten sonra soguk su banyosunda sogutuldu. Uzerlerine
reaksiyon duruncaya kadar kati Na,COg ilave edildi. Reaksiyon durunca iizerleri 45 ml
saf su ile 50 ml’ye tamamlanarak ve 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Santrifiijden
sonra 50 ml igerisinden 1 ml siipernatant alinarak iizerine Antron ¢ozeltisi ilave edilip
tekrar soguk suya konularak sogutulduktan sonra 630 nm‘deki absorbans degisimleri
kaydedildi. Total karbonhidrat icerigi standart grafikten gram dokudaki pg cinsinden
hesaplandi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Toplam karbohidrat i¢eriginin belirlenmesinde kullanilan standart grafik

3.3.8. Prolin miktarinin belirlenmesi

Prolin miktarinin belirlenmesi i¢in Bates et al. (1973) tarafindan verilen prosediir
uygulandi. Misir bitkisinin yapraklarindan ve koklerinden alinan 0.5 gr doku ornekleri
7.5 ml %3’liik stlfosalisilik asit igerisinde homojenize edildi. Homojenatlar 6000
rpm‘de 10 dk. santrifiijj edilip Daha sonra siipernatanttan 2 ml alinarak lizerine 1ml
glasiyal asetik asit ve 1 ml asit ninhidrin ilave edilerek karisimi ihtiva eden tiipler
100°C°de 1 saat bekletilecek. Inkiibasyon sonunda tiipler soguk su banyosuna alimarak
reaksiyon durduruldu. Tiiplerin lizerine 4 ml toliien eklenerek vorteksle karistirildi ve
bir miiddet beklendikten sonra iist faz alinarak 520 nm de absorbans degerleri okundu.
Toliien kor numune olarak kabul edildi. Prolin miktar1 standart grafikten gram dokudaki

ng cinsinden hesaplandi.
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Sekil 3.4. Prolin icerigini belirlemede kullanilan standart grafik
3.3.9. Fenolik madde miktarinin belirlenmesi

Fenolik madde igeriginin belirlenmesi i¢in Dewanto et al. (2002) tarafindan belirlenen
prosediir uygulandi. Misir bitkisini yapraklarindan ve koklerinden alinan 0.5 g 6rnekler
5 ml 0.1 M’lik fosfat tamponunda homojenize edildikten sonra 15.000 rpm de 15 dk.
santrifiij edildi. Daha sonra siipernatan 25 pl alinarak tizerine 125 pl folin coicalteu
reagent ilave edildi. Son olarak iizerine 250 pl %?20’lik Na,COs ilave edilerek
vortekslendi. Karigimlar 25°C’da 30 dk. bekletildikten sonra 765 nm de absorbansi
okundu. Fenolik madde igerigi standart grafikten yararlanilarak gram dokudaki pg

cinsinden hesaplandi.
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Sekil 3.5. Fenolik madde iceriginin belirlenmesinde kullanilan standart grafik
3.3.10. Lipid peroksidasyon (MDA) seviyesinin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu Velikova et al. (2002) metoduna goére yapildi. LPO igin 0.4 g
yaprak ve kok alinarak 4 ml %0.1°’lik TCA (trikloro asetik asit) i¢inde homojenize
edildikten sonra homojenat 12.800 rpm’de 30 dakika santrifiij edildikten sonra tiipiin
stipernatant kismindan 1 ml alinarak {lizerine 1 ml %0.5’lik TBA ¢ozeltisi ilave edilip,
reaksiyon karigimi kaynar su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon tiiplerin
buz banyosuna alinmasiyla durduruldu. Ornekler 12.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek siipernatant kismi1 alinip 532 nm absorbans degeri ve 600 nm deki non-spesifik
absorbsiyon i¢in absorbans degeri okundu. Lipid peroksidasyonun hesaplanmasi igin;
532 nm’de olgiilen absorbans degerinden 600 nm’de belirlenen degeri ¢ikarilacaktir ve
1 ml ¢ozeltideki MDA (nmol/pl): [(A532-A600)/155000] X 106 formiiliiyle hesaplandi.
Sonuglar MDA (nmol. g-1 doku) seklinde verilmistir (Heath and Packer 1968; Jaleel et
al. 2007).
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3.3.11. Hidrojen peroksit (H202) miktarinin belirlenmesi

Bitki dokusu 0.4 gr alinarak 4 ml soguk %0.1 TCA i¢inde homojenize edildikten sonra
homojenat 12.800xy’de 30 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatantin 0.5
ml’sine 0.5 ml 10mM KH2POs (pH: 7.0) tamponundan ve 1 ml KI ¢ozeltisi eklendi.
Absorbans degerleri 390 nm’de oOlgiiliip kaydedip, sonuglar standart grafikle oranlanarak
g doku basmna diisen H2O, miktar1 (ug.g? doku) olarak hesaplandi (Velikova et al.
2000).
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Sekil 3.6. Hidrojen peroksit (H202) miktarini belirlemede kullanilan standart grafik

3.3.12. Siiperoksit anyonu (O2") miktarmin belirlenmesi

Stiperoksit anyonu igerigi Elstner and Heupel (1976) tarafindan tanimlanan metotta ufak
modifikasyonlar yapilmasi sonucunda 6l¢iildii. Bitki yapraklarindan 0.5 gr alinarak 4 ml
60 mM potasyum fosfat tamponunda (pH: 7.8) homojenize edildi. Homojenat 12 dakika
12500 rpm‘de santrifiij edildikten sonra siipernatanttan 0.5 ml alinarak iizerine 0.5 ml

60 mM potasyum fosfat (pH: 7.8) tamponundan eklendi. Daha sonra karigima 0.1 ml 10
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mM hidroksilamin hidroklorid eklenerek karistirilacak. Karisim 1 saat 25°C’de inkiibe
edildikten sonra iizerine 1 ml 17 mM siilfonamid ve 1 ml 7 mM a-naftilamin eklenerek
oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi ve sonra 530 nm’de spesifik absorbans
degerleri belirlendi. Siiperoksit anyonu igerigini hesaplamak i¢in sodyum nitrit

kullanilarak standart grafik hazirlanmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Siiperoksit anyon (O2.") miktarini belirlemede kullanilan standart grafik

3.3.13. Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

0.2 gr yaprak ornekleri 4 ml 0.1 M fosfat tamponunda (pH: 6.75) homojenize edilerek
15.000 rpm’de 15 dk. santrifiij edildikten sonra Siipernatant kismi alinarak enzim

kaynagi olarak kullanildu.

3.3.13.a. Siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi

Stiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi, nitro blue tetrazoliumun (NBT) siiperoksit

radikalleri ile mavi renkli formazona fotokimyasal indirgenme reaksiyonunun SOD
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enzimi tarafindan engellenmesinin spektrofotometrik olarak belirleme esasina dayanir

(Elstner and Heupel 1976).

Reaksiyon karisimi (3 ml); 50 mM KH2POs (pH: 7.8), 13 mM metiyonin, 63 uM NBT,
13 uM riboflavin ve 0.1 mM EDTA igermektedir. Aktivite Olglimii i¢in 3 ml
spektrofotometre kiivetine yukaridaki riboflavin igermeyen reaksiyon karigimdan 2.58
ml alinip lizerine 30 pl enzim ekstrakti pipetlendi. Reaksiyon, tiip iizerine 13 uM’lik
riboflavin ¢ozeltisinden 390 pl pipetlenip karistirildiktan hemen sonra, beyaz bir 151k
kaynag1 Oniine yerlestirmek suretiyle baglatildi. Tiip, 151k kaynaginin karsisinda 15 dk
tutuldu ve reaksiyon 11k kaynaginin kapatilmasiyla durduruldu. 15 dk igerisinde
NBT’nin renk agilma yogunlugu 560 nm’de kore karst okundu. Koér; ayni iglemin
enzimsiz Orneginden olusmaktadir. SOD aktivitesinin 1 {initesi, 560 nm’de gozlenen
NBT indirgenmesinin %50 inhibisyonuna neden olan enzim miktar1, 1 enzim {initesi

olarak kabul edildi ve degerler U.mg™ protein olarak sunuldu.

3.3.13.b. Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi

Katalazin (CAT) aktivite tayini i¢in Gong et al. (2001) uyguladigi metot kullanildi. Bu
metot, katalazin ortamdaki H202’nin oksijen ve suya doniisiimiinii saglarken meydana
gelen absorbans degisiminin 240 nm’de izlenmesi esasina dayanir. Spektrofotometrede
240 nm’de 3 dakika boyunca 1 dakika araliklarla kore karsi absorbansi okundu ve
absorbansin dogrusal olarak azaldigi araliktan dakika basina absorbans azalmasi
hesaplandi. Bu ortalama absorbans degerleri, standart grafik yardimiyla pmol cinsinden
H20> miktarina doniistiiriiliir. 25°C’de, 1 dakika iginde, absorbansi 1 pumol azaltan
enzim miktar1 1 enzim {nitesi olarak kabul edilip, sonuglar g yaprak basina diisen enzim

{initesi (U.mg™ protein) olarak hesaplandi.

3.3.13.c. Peroksidaz (POD) aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz (POD) aktivite tayini, guaikol ve H>O2’nin substrat oldugu reaksiyonun

irlinli olan renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans artisinin 470 nm’de izlenmesi
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esasina dayanmaktadir. Aktivite dl¢limii i¢in spektrofotometre kiivetine; 100 ml 0.1 M
NaH2POs (pH: 5.5) ve 5 mM guaikol ve 5 mM H20: igeren substrat ¢dzeltisinden 3 ml
konulduktan sonra, iizerine 7 ul (kok) ve 20 ul (yaprak) enzim ekstrakti ilave edilidi.
470 nm’de 5 dakika boyunca absorbans artis1 1 dakika araliklarla kaydedilip
absorbansin dogrusal olarak arttigi kisimdaki absorbans artisi 1 dakikaya oranlandi.
25°C’de 1 dakikada, absorbansi 0,01 artiran enzim miktar1 1 enzim tinitesi olarak kabul
edilip sonuglar g yaprak ve kok basma diisen enzim iinitesi (U.mg™? protein) olarak
hesaplandi (Yee et al. 2002).

3.3.13.d. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin belirlenmesi

Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290 nm’de absorbanstaki azalisa bagl olarak belirlendi
(Nakano and Asada 1981). Enzim aktivitesi, 50 mM Potasyum fosfat tamponu (pH:
6.75), 250 uM askorbik asit (ASA), 5 mM H20> ve 20ul enzim ekstrakti igeren 1 ml’lik
reaksiyon karigimmin oOlgiilmesiyle belirlendi. Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290
nm’de ASC i¢in 2.8 mM-tcm™? epsilon katsayisinin kullanilmastyla hesaplandi. Sonuglar

U.mg* protein olarak ifade edildi.

3.3.13.e. Glutatyon Rediiktaz (GR) aktivitesinin belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi spektrofotometrik olarak Foyer ve Halliwell (1976)’
e gore belirlendi. Substrat olarak 0.25 mM NADPH ve 1 mM oksitlenmis glutatyon
(GSSG) kullanilidi. Yiikseltgenmis glutatyonun enzim tarafindan indirgenmesi igin
indirgeyici faktor olarak NADPH kullanilir. Aktivite tayini i¢in, 200 pul 0.5 mM EDTA
icerisinde hazirlanmig 50 mM Tris-HCI (pH 7.8), 250 ul GSSG ve 500 ul NADPH
ihtiva eden karisima 50 pl enzim ekstrakti ilave edilir. NADPH“in oksidasyonu 340
nm’de 5 dakika boyunca azalmanin 6lgiilmesiyle belirlenir. GR aktivitesi U.mg*

protein olarak ifade edilir.
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3.3.14. Askorbat ve glutatyon tayini

3.3.14.a. Askorbat tayini

Ascorbik asit igerigi Low et al. (1983) ve Costa et al. (2005) yontemine gore belirlendi.
Bu metoda gore 0.2 g yaprak dokusu 2 ml %5 TCA igerisinde homojenize edilip,
Homojenat 12.000xg de 10 dakika santrifiij edilecek. Siipernatantin 200 pl alinarak
tizerine 800 ul 50 mM KH2PO4 (pH: 7.4), 3 mM EDTA, 1 mM dithioeritrol (DTT)
iceren karisimdan eklenecektir. Karisim vortekslendikten sonra 25°C’de 10 dakika
inkiibe edilecek. Daha sonra karigim iizerine sirasiyla 100 pl N-ethylmaleimide, 400 pl
0,61 M TCA, 400 pl ortofosforik asit ve 400 pul a-bipyridyl eklenerek karistirilacak.
Yeni karisim tizerine 200 pl FeCls eklenerek vortekslenicek ve 1 saat siireyle 40°C su
banyosunda bekletildikten sonra 525 nm de absorbans degerleri belirlendi. Askorbik

asitin konsantrasyonu standart grafikten gram dokudaki ng cinsinden hesaplandi.
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Sekil 3.8. Askorbik asit igerigini belirlemede kullanilan standart grafik
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3.3.14.b. Glutatyon tayini

Glutatyon igerigi Hodges et al. (1996) metodunun Wu et al. (2009) tarafindan modifiye
edilmis protokoliine gore yapildi. Gulutatyon igerigini belirlerken 0.3 ml siipernatant
tizerine 38.7 ul KoCOz (1.25 M) katildi. Karisim 12.000g’de 10 dakika santrifiij
edilikten sonra toplam glutatyon miktarin1 belirlemek icin igerisinde toplam 1 ml
hacimde 120 mM NaH2POs (pH 7.8), 0.6 mM DTNB, 6 mM EDTA ve 0.1 mM
NADPH bulunan spektrofotometre kiivetine 20 pl nétralize siipernatant ve son olarakda
5 ul (0.6 U) glutatyon rediiktaz enzimi ilave edildi. Baslatilan reaksiyonun absorbans
degisimi 5 dk boyunda 06l¢iildii. Ticari olarak saglanacak indirgenmis glutatyon (GSH)
ile hazirlanacak olan standart grafikten yola c¢ikilarak ornekteki toplam glutatyon
miktar1 hesaplanmistir. Yiikseltgenmis glutatyon, glutatyon distilfit (GSSG), miktarini
belirlemek igin 0.2 ml notralize siipernatant 1 pl 2-Vinylpyridine (VPD) ile oda
sartlarinda 30 dk inkiibe edilidi. Inkiibasyon sonrasinda arttk VPD yi ortamdan
uzaklagtirmak i¢in ornekler iki kez santrifiijlenir ve 20 ul siipernatant alinarak yukarida
ifade edilen deneysel asamalar tekrarlandi. Hazirlanacak olan standart GSSG

grafiginden faydalanilarak drneklerdeki yiikseltgenmis glutatyon miktarlari belirlendi.
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Sekil 3.9. Glutatyon igerigini belirlemede kullanilan standart grafik
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3.3.15. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS PAGE)

Proteinler sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel -elektroforezinde (SDS-PAGE)
Laemmli (1970) yontemi ile yiiritildi. Ayirma jeli hazirlanarak plakalar arasina
enjektorle aktarildi. Jel yiizeyinin diizglin olmasi i¢in izopropil alkol ile ince bir tabaka
olusturuldu. Polimerlesinceye kadar yaklasik yarim saat beklendi. Polimerizasyon
bittikten sonra {izerindeki izopropil alkol dokiildii. Daha sonra yigma jel iist ylizeye
kadar ilave edildi. Yaklasik 45 dakika sonra tarak dikkatlice c¢ikarilarak plakalar
elektroforez tankina yerlestirildi. Olusan bosluklar isaretlenerek jelin iistii 6nce saf su,
sonra da ylriitme tamponu ile yikandi. Elektroforez tankinin alt ve {ist kismina yiirlitme
tamponu konuldu. Numuneler her birinde 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi.
Toplam hacim 100 pl olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. Bes dakika
boyunca kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Numuneler sogutularak, elektroforeze ¢cok
ince bir enjektoér yardimiyla uygulandi. Tank kapagi kapatilarak (+) kablo (Anot) ve (-)
kablo (katot) yerlestirildi. Once 80 voltluk akim yarim saat gegirildi. Daha sonra akim
120 volta ayarlanarak 2-4 saat oda sicakliginda yiiriitiildii. Daha sonra akim kesilerek,

cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi.

Yigma jeli hazirlanmasi sirasinda 1 M’lik Tris-HCI (pH: 6.8)’den 380 ul, %30’luk
akrilamid-%0.8’lik bisakrilamid’den 400 pl, %10’luk SDS’den 30 pul, %5’lik
TEMED’den 3 ul, ve saf sudan 2.2 ml alarak karistirildi. Son olarak yine giinliik
hazirlanmis %10’luk amonyum persiilfat (NH4)2S20g (PER)’den 30 pl ilave edildi.

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 2.03 ml 1M Tris-HCI (pH: 8,8), 2.67 ml %30’luk
akrilamid, %0.8’lik bisakrilamid, 80 ul %10 SDS, 3.2 ul %5’lik TEMED (N,N,N’,N’-
tetrametil etilen diamin) ve 3.15 ml su karistirildi. Bu karisimin {izerine en son olarak
80 ul %10’luk amunyum persulfat ilave edildi. Kullanilan PER kullanilmadan hemen

Once taze olarak hazirlandi.
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3.3.16. Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile antioksidan izoenzim

profillerinin belirlenmesi

Poliakrilamid jeller SDS-PAGE jelleri ile aynm1 sekilde hazirlandi ancak jel ortamina
SDS katilmadan hazirlandi. izoenzimler belirlenirken antioksidan enzim aktiviteleri icin
kullanilan enzim ekstraktlarina %20 gliserol eklendi ve igerisinde 50-300 pg protein
olacak sekilde hazirlanip kuyucuklara yiliklendi. Calismalarda %4 yigma jeli ¢alisilan
enzime gore %8, 10 ve 11 ayirma jeli kullanildi. Yiriitme tamponu (18.6 glisin ve 3.02
g Tris, 1 L, pH: 8.3) kullanilarak +4°C’de, 80-120 Voltta 3-4 saat yiiriitiildi. Yiriitme

tamponuna askorbat peroksidaz i¢in 2 mM askorbik asit ilave edildi.

Bitkinin kok ve yapraklarindan elde edilecek taze drnekler +4°C’de 9 mM Tris HCI (pH
6.8) tamponunda homejenize edilip; %13.6 giliserol ilave edildi. Homojenat 15 dakika
boyunca 15000 rpm de santrifiij edili. Elde edilecek siipernatant kisimdan protein
konsatrasyon miktari belirlendi (Smith et al. 1985). Elektroferik SOD ayirimini yapmak
icin +4°C’de 120 mA sartlarinda %4 yigma ve %12 ayirma jellerinde dogal PAGE de
40 pg protein igeren Ornekler yiritiildii (Beuchamp and Fridovich 1971). SOD
izoenzimleri NBT ve riboflavin ile boyand1 ve fotokimyasal olarak belirlendi. POD
izoenzimlerini belirlemek i¢in +4°C’de 120 mA sartlarinda %10’luk jelde dogal PAGE
de 40 pg protein iceren Ornekler yiiriitiiliir. Bant yogunluklarin1 goriintiilemek icin
yiiriitme islemi biten jeller 1.3 mM benzidine ve %3 luk H20> igeren 200 mM Na-acetat
tamponunda (pH 5.0) 30 dakika boyunca 30°C karanlik ortamda bekletildi (Liu 1973).
APX izoenzim ayirimimi yapmak i¢in Mittler and Zilinskas (1993) tarafindan belirtildigi
gibi yapilmistir. Buna gore +4°C’de 120 mA sartlarinda 10%“luk jelde dogal PAGE de
40 ng protein iceren Ornekler yiirtitiildiikten sonra jel 30 dakika boyunca 2 mM askorbat
iceren 50 mM Na-fosfat tamponunda (pH 7.0) bekletilmistir. Daha sonra ayn1 jel 20
dakika boyunca 4 mM askorbat ve 2 mM Hz0: igeren 50 mM Na-acetat tamponunda
(pH 7.0) inkiibe edilidi. Sonra Jel 1 dakika ayni tamponda yikandiktan sonra 28 mM
N,N,N,N-tetramethyl ethylenediamine (TEMED) ve 2.45mM NBT iceren 50 mM Na-
fosfat tamponuna (pH 7.8) daldirlip ve 10-20 dakika boyunca i1sikli ortamda hafif

calkalanmistir. CAT izoenzimlerinin ayrimin1 yapmak i¢in +4°C’de 120 mA sartlarinda
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%0.5 ¢oziiniir nisasta iceren %7.5’luk jelde dogal PAGE de 40 ug protein igeren
ornekler yiiriitiildgkten hemen sonra jel oda sicakliginda 30 dakika boyunca 18 mM
sodyum tiosiilfat ve 679 mM H20: iceren ¢ozeltide inkiibe edilidi. Sonrasinda jel saf su
ile yikand1 ve 90 mM potasyum iyod ¢6zeltisine daldirilip ve %0.5 glasiyal asetik asit
ile asitlestirilme yapilmigtir. CAT enziminin negatif bantlar1 jelin mavi zemininde
goriintiilendi (Woodbury 1971).

3.3.17. istatistik analiz

Sonuglar (£SE), her bir uygulamadan ii¢ 6rnek (3 paralel) ve her bir 6rnekten 2 tekerriir
yapildiktan sonra elde edilen 6 degerin ortalamasidir. Sonuglarin karsilastirilmasi, SPSS
15 paket programi kullanilarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapilmis ve
gruplar arsindaki farkliliklar p<0.05 6nem seviyesinde Duncan’in Coklu Karsilastirma

Testi kullanilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bor ve Kitosan Uygulamalarimin Kok ve Gévde Uzunlugu Uzerine Etkileri

Misir k6k ve govde uzunlugu B stresinde (8 mM) istatistiksel olarak oldukga 6nemli
miktarlarda azalma gostermistir (P<0.05). Koklerde ortalama uzunluk kontrol
bitkilerinde 17.8 cm’den, bor uygulamasinda 14.6 cm’ye diiserek %18’lik bir azalma
gostermistir (Cizelge 4.1). B+Kitosan (A) ve B+Kitosan (B) uygulamalart kok
uzunlugunu 18.4 cm ve 16.6 cm’ye ylikselterek sirasiyla B stresine gore %26 ve %13.6
oraninda arttirmistir. Tek bagina Kitosan (A) ve (B) uygulamalari kok uzunlugunu 20.4
cm ve 18.7 cm gibi kontrole gore %14 ve %5 oraninda arttirarak kontrolden daha iyi bir
seviyeye getirmistir. Govdelerde ise kontrol bitkilerinin ortalama uzunlugu 33.8 cm’den
bor stresinde 30.5 cm’ye diiserek %10’luk bir azalma gostermistir. B stresiyle
kiyaslandiginda B+Kitosan (A) ve B+Kitosan (B) uygulamasinda gévde uzunlugu
sirastyla 32.6 cm ve 31.6 cm olarak belirlenmistir (Sekil 4.1). B+Kitosan (A) ve B+
Kitosan (B) uygulamalari gévde uzunlugunu %26 ve %13.6 gibi istatistiksel olarak
onemli oranda arttirmistir. Tek bagina Kitosan (A ve B) uygulamalari da govde

uzunlugunu arttirmistir (Sekil 4.1)

Cizelge 4.1. Bor toksisitesinde misir bitkisinin kok ve govde uzunluklari (cm/bitki)
izerine kitosan uygulamalarinin etkisi

Guruplar Kok Govde

Kontrol 17.8+£0.10c 33.8+0.10b
8 mM B 14.6 + 0.13¢ 30.5 +0.15¢
8 mM B+%0.01 KIT (A) 18.4+0.10b 32.6+0.13¢
%0.01 KIT (A) 20.4 +0.16a 33.1 + 0.62bc
8 mM B + %0.01 KIT (B) 16.6 +0.18d 31.6+0.07d
%0.01 KIT (B) 18.7+0.13b 34.8 + 0.04a

*Bir siitun i¢inde ayni1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.



53

40.0 m Kok ©OGovde

35.0 I
30.0 T +

z
E
£
2
=
E 25.0
-
S 200
N
-
2 150
>
H=]
O 10.0
2]
>
2 50
o

0.0

KONTROL  8mMBOR 8B +%0,01 %0,01 KiT(A) 8B+%0,01 %0,01 KiT (B)
KIT (A) KIT (B)
Uygulamalar

Sekil 4.1. Bor toksisitesinde musir bitkisinin kdk ve govde uzunluklari (cm/bitki)
tizerine kitosan uygulamalarinin etkisi

4.2. Bor ve Kitosan Uygulamalarmm Kuru Madde ve Bagil Su Icerigi Uzerine
Etkileri

Kuru madde agirligi, misir bitkisinde B stresinde azalig gostermistir (P<0.05). Kuru
madde kontrol bitkilerinde 0.184 gr’dan B stresinde 0.144 gr’a kadar azalmistir.
B+Kitosan (A) ve B+Kitosan (B) uygulamalarinda B stresine gore kuru madde miktari
0.182 gr ve 0.180 gr’a kadar (kontrol bitkilerinin seviyesine) artmistir (Cizelge 4.2).

Misir bitkisinde bagil su igerigi B stresinde azalmistir. Kontrol bitkilerinde bu oran
%93.58 iken B stresinde %92.45’¢ diigmiistiir. B+Kitosan (A) ve (B) uygulamasi tek
basina B stresine gore kuru maddeyi sirasiyla %93.17 ve %93.02°e kadar (kontrol

bitkilerinin seviyesine) arttirmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Bor toksisitesinde musir bitkisinin kuru madde (gr) ve bagil su igerigi (%)
tizerine kitosan uygulamalarinin etkisi.

Guruplar Kuru madde Bagil su

Kontrol 0.184 £ 0.026¢ 93.58 + 0.25ab
8 mM Bor 0.144 £ 0.020f 92.45+0.10c
8 B+ %0.01 KIT (A) 0.182 +0.009d 93.17 £0.10b
%0.01 KIT (A) 0.190 + 0.020a 93.67 +0.08a
8 B + %0.01 KIT (B) 0.180 £0.023e 93.02 £0.17b
%0.01 KIT (B) 0.187 +0.026b 93.86 + 0.24a

*Bir siitun i¢inde ayni1 harflerin bulundugu gruplar arasinda £ki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.
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Sekil 4.2. Bor toksisitesinde misir bitkisinin kuru madde (gr) icerigi lizerine Kitosan
uygulamalarinin etkisi
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Sekil 4.3. Bor toksisitesinde musir bitkisinin Bagil su igrigi %’si lizerine Kitosan
uygulamalarinin etkisi

4.3. Bor ve Kitosan Uygulamalarimin Kok ve Yaprakta Céziinebilir Protein Icerigi

Uzerine Etkileri

Bor stresi misir bitkisinin hem kok hem de yapraklarinda toplam ¢oziinebilir protein
icerigini azaltmistir (P<0.05). Koklerde toplam protein miktari kontrol bitkilerinde
11.84 mg.gr? iken B stresinde 9.36 mg.gri‘a diismiistiir. Koklerde B+Kitosan (A) ve
B+Kitosan (B) uygulamasi B stresine gore total ¢oziinebilir protein igerigini %15.5 ve
%17 gibi 6nemli bir oranda arttirmistir. Yapraklarda ise kontrol gurubunda 24.91 mg.gr
1 dan B stresinde 22.17 mg.gr? olarak belirlenmistir. Yapraklarda B+Kitosan (A) ve
B+Kitosan (B) uygulamalari B stresine gore %8 ve %44’likk bir artisa neden olarak
toplam ¢oziinebilir protein miktarini istatistiksel olarak olduk¢a Onemli (P<0.05)

oranlarda arttirmistir (Cizelge 4.3).

Kokte ve yaprakta tek basima Kitosan (A) ve (B) uygulamalart kontrole gore toplam
¢cOzlinebilir protein miktarlarim1  arttirmistir.  Yaprakta bu artisim Kitosan  (A)

uygulamasinda kontrole gore %35 ve Kitosan (B) de ise %23 oldugu bulunmustur. Bu
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sonuglar, SDS-PAGE verileriyle de desteklenmistir (Sekil 4.5, Sekil 4.6). Ornegin,
SDS-PAGE fotografi incelendiginde, B stresinde hem yaprak hem de koklerde protein
miktar1 azalirken, B+Kitosan (A) ve (B) uygulamarinda yapraklarda 100, 50, 37
kDa’luk proteinlerin (Sekil 4.5) ve koklerde ise 50, 37, 15 kDa’luk proteinlerin arttigi
goriilmektedir (Sekil 4.6).

Cizelge 4.3. Bor toksisitesinde misir bitkisinin toplam ¢6ziinebilir protein igerigi (mg/g
doku) lizerine kitosan uygulamalarinin etkisi

Total protein

Guruplar
Kok Yaprak

Kontrol 11.84 £ 0.05b 24.91 £ 0.04d
8 mM Bor 9.36 £ 0.04d 22.17 £0.02f
8 B + %0.01 KIT (A) 10.81+0.01c 23.95 + 0.08¢
%0.01 KiT (A) 12.34 +0.08a 26.09 £ 0.04c
8 B+ %0.01 KIT (B) 10.96 £ 0.07¢ 31.95+0.03a
%0.01 KiT (B) 12.21 + 0.04a 30.60 £0.01b

*Bir siitun iginde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore

anlamsizdir.

40.00
35.00
30.00
25.00
20.00
15.00
10.00

Protein icerigi (mg.g™* doku)

mKok OYaprak

L

5.00
0.00 : :
KONTROL 8mMBOR 8B+%0,01 %0,01 KIT 8B+%0,01 %0,01 KiT
KIiT (A) (A) KIiT (B) (B)
Uygulamalar

Sekil 4.4. Bor toksisitesinde misir bitkisinin toplam ¢6ziinebilir protein igerigi (mg/g
doku) lizerine kitosan uygulamalarinin etkisi
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Kontrol  8mMBor B+Kit(A) %00Kit(A) B+Kit(B) %00tKit(®)

250 KD —
150 KD —

100 KD —
75 KD —

50 KD —

37KD —

25 KD—

20 KD —

15KD —

Sekil 4.5. Bor toksisitesine kitosan uygulamalarinin misir bitkisinin yapraklarinda
protein profilinin SDS-PAGE ile goriintiilenmesi

250 KD — 7
150 KD—
100KD—

75KD —
50KD —

Kontrol ~ 8mMBor B+Kit()  %Q01Kit(A) B+Kit®) %001Kit ()

A - i

37KD —

25 KD —

20KD —
15KD —

10KD —

Sekil 4.6. Bor toksisitesine kitosan ugulamalarinin misir bitkisinin koklerinde protein
profilinin SDS-PAGE ile goriintiilenmesi
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4.4. Bor ve Kitosan Uygulamalarinin Toplam Fotosentetik Pigment Miktarlar

Uzerine Etkileri

B stresi, misir bitkisinin yapraklarinda toplam klorofil i¢eriginde diisiise (%16) (P<0.05)
neden olmustur. B stresinde kontrolle kiyaslandiginda, klorofila icerigi %16.7, klorofil,
%13.6 oraninda azalmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4. 8). B+Kitosan (A) ve (B) uygulamalari
B stresiyle kiyaslandiginda klorofila miktarini sirasiyla %21.7 ve %7 oraninda
arttirmistir. Klorofily ise B stresine gore B+Kitosan (A) uygulamasinda %9.7 oraninda
ve B+Kitosan (B) uygulamasinda ise %3 oraninda artmigtir. B+Kitosan (A) ve (B)
uygulamalar1 B stresine gore total klorofil miktarlarini sirastyla %10 ve %3 oranlarinda

arttirmistir.

Toplam karotenoid miktar1 B stresinde 6nemli oranda (%10) azalmistir. B+Kitosan (A)
uygulamasi B stresine gore toplam karotenoid miktarin1 %8 arttirirken, B+Kitosan (B)

onemli bir degisiklik yapmamistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.7).

Cizelge 4.4. Bor toksisitesinde musir bitkisinin yapraklarinda Fotosentetik Pigment
miktarlarina (mg.g) kitosan uygulamalarmin etkisi

Gruplar Kla Klb Kla/klb Total kI Karotenoid
Kontrol 0.387+0b 0.154+0a 2.51+0b 0.541+£0a 2.72+0.003a
8mM Bor 0.322+0f 0.133+0e 2.42+0cd 0.455+0f 2.44+0.003d

8 B+ %0.01 KIT (A) 0.352+0c 0.146+0b 2.41+0.01cd 0.498+0c 2.63+0.006b
%0.01 KIT (A) 0.392+0a 0.144+0c 2.73+0.01a  0.536+0b 2.74+0.016a
8 B+%0.01 KIT (B) 0.331+0e 0.136:0d 2.45+0.02c  0.467+0e 2.44+0.029d

%0.01 KIT (B) 0.345+0d  0.145+0bc 2.40+0d 0.493+0d 2.53+0.045¢

*Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.
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3.50 m Karotenoid @ Total klorofil

3.00

2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00

KONTROL  8mMBOR  8B+%0,01 %001 KiT(A) 8B+%0,01 %0,01 KiT (B)
KIT (A) KIT (B)

Toplam klorofil ve karotenoid (mg.g1) doku)

Uygulamalar

Sekil 4.7. Bor toksisitesinde musir bitkisinin yapraklarinda Toplam Klorofil ve
karoteenoid miktarlarina (mg.g™) kitosan uygulamalarinin etkisi

0.450 m Klorofi a oKlorofil b
0.400

0.350
0.300
0.250
0.200
0.150

Klorofil a ve b (mg.g* doku

0.100
0.050

0.000
KONTROL 8mMBOR 8B +%0,01 %0,01 KIT 8B+%0,01  %0,01 KiT
KIT KIT
Uygulamalar

Sekil 4.8. Bor toksisitesinde misir bitkisinin yapraklarinda Klorofil a ve b igerigi
izerine kitosan uygulamalarinin etkisi
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4.5. Bor ve Kitosan Uygulamalariin Toplam Karbohidrat i¢erigine Etkileri

B stresi misir koklerinde toplam karbohidrat miktarint azaltirken (%45), yaprakta
onemli oranda arttirmistir (%56). Koklerde B+Kitosan (A) ve B+Kitosan (B)
uygulamasi B stresine gore toplam karbohidrat miktarim1 %355 ve %48 gibi 6nemli
oranda arttirmistir. Yapraklarda B+Kitosan (A) uygulamasi toplam karbohidrat
miktarini B stresine gore %10 arttirirken, B+Kitosan (B) uygulamasinda %25 oraninda
azalmistir. Tek basmna Kitosan (A) ve (B) uygulamalari kontrole goére toplam
karbodidrat miktarlarini musir bitkisinin yapraklarinda sirasiyla %70 ve %15 gibi

onemli oranlarda artislara neden olmustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Bor toksisitesinde musir bitkisinin toplam karbohidrat icerigine (mg.gr )
kitosan uygulamalarinin etkisi

Toplam karbohidrat

Gruplar
Kok Yaprak

Kontrol 4.82 +0.04a 4,53 +0.5¢
8 mM Bor 2.62 +0.08d 7.07 £0.02¢
8 B+ %0.01 KIT (A) 4.06 £ 0.01b 7.79 £ 0.09b
%0.01 KIT (A) 3.94 + 0.05b 11.25 + 0.05a
8 B+ %0.01 KiT (B) 3.87 + 0.04bc 5.24 + 0.05d
%0.01 KIT (B) 492 +0.02a 5.41+0.13d

*Bir siitun iginde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.
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14.00 - m Kok OYaprak
12.00 -
10.00 -
8.00 -

6.00 -

4.00

2.00

Toplam karbohidrat icerigi (mg.gr™ doku)

0.00

KONTROL 8mMBOR 8B +%0,01 %0,01 KiT(A) 8B+ %0,01 %0,01 KiT (B)
KIiT (A) KIiT (B)

Uygulamalar

Sekil 4.9. Bor toksisitesinde musir bitkisinin toplam karbohidrat icerigine (mg.gr?)
kitosan uygulamalarinin etkisi

4.6. Bor ve Kitosan Uygulamalarinin Topalm Fenolik Madde ve Prolin
Miktarlarina Etkileri

B stresi toplam fenolik madde igerigini misir bitkisinin hem kok hem de yapraklarinda
arttrmistir  (P<0.05). Koklerde bu artis %6 iken yapraklarda %10 oraninda
belirlenmistir. Koklerde B+Kitosan (A) ve B+Kitosan (B) uygulamasi B stresine gore
fenolik madde igerigini %29 ve %39 gibi onemli bir oranda azaltmistir. Yapraklarda
B+Kitosan (A) uygulamasi B stresine gore toplam fenolik madde igerigini %9 oranda
azaltirken, B+Kitosan (B) uygulamasi istatistiksel olarak 6nemsiz oranda arttirmistir

(Cizelge 4.6).

B stresi misirda kok prolin miktarin1 6nemli oranda azaltirken (%29), yaprak dokuda
arttirmistir (%19). Koklerde B+Kitosan (A) ve B+Kitosan (B) uygulamasi B stresine
gore prolin igerigini %25 ve %14 oraninda arttirmistir. Yapraklarda prolin miktar1 B

stresinde kontrol gurubuna gore %19 oraninda artmistir. B+Kitosan (A) ve (B)
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uygulamalari ise B stresine gore prolin igeriginin %23 gibi 6nemli oranlarda azalmasina

neden olmustur (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Bor toksisitesinde misir bitkisinin toplam fenolik madde ve prolin miktar
(png.g?) iizerine kitosan uygulamalarinin etkisi

Fenolik madde Prolin
Guruplar
Kok Yaprak Kok Yaprak
Kontrol 23.3840.54b  46.06+0.40d  39.07+0.0l1a 57.09+0.04b
8 mM Bor 24.90+£0.10a  50.78+0.38b  27.73+2.4b 67.83+0.25a

8 B+ %0.01 KIT (A) 17.65+0.15¢  47.29+0.20c  34.74+2ab  52.08+0.43c
%0.01 KiT (A) 20.97+0.36d  46.68+0.19cd  35.444+3.3a  52.82+0.49c
8 B + %0.01 KIT (B) 15.19+0.19f  51.12+0.34b  31.88+3.1ab 52.18+0.13c
%0.01 KIT (B) 21.91+0.23c¢ 53.02+013a  34.31+0.11b  52.58+0.04c

*Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.

mKok OYaprak

~  60.00
2
(=}
© 50,00 -+ 1 B
b 1 =
S 4000
i
s
2 30.00
[*]
=
=
g 2000
2
S 10.00
5]
£

0.00

KONTROL 8mM BOR 8B +%0,01 %0,01 KIiT (A) 8B +%0,01 %0,01 KiT (B)
KiT (A) KIT (B)
Uygulamalar

Sekil 4.10. Bor toksisitesinde musir bitkisinin toplam fenolik madde miktar1 (png.g™)
tizerine kitosan uygulamalarinin etkisi
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80.00 - mKok OYaprak
= 70.00 -
2 1
f 60.00 -
5 50,00 -
2
~ 40.00 -
220
g 30.00 -
£ 20.00 -
e
~ 10.00 -

0.00 -

KONTROL 8mMBOR 8B+%0,01 %0,01 KIT 8B +%0,01 %0,01 KiT
KIiT (A) (A) KiT (B) (B)
Uygulamalar

Sekil 4.11. Bor toksisitesinde musir bitkisinin prolin miktar1 (pug.g?) iizerine kitosan
uygulamalarinin etkisi

4.7. Bor ve Kitosan Uygulamalarmin Reaktif Oksijen Tiirlerinin Miktarlaria
Etkileri

Misir bitkisinin koklerinde goriilen hidrojen peroksit (H202) ve superoksit anyonu (O27)
miktarindaki degisim Cizelge 4.7°de verilmistir. B stresi kontrole gére misir bitkisinin
hem kok hem de yapraklarinda H202 miktarlarinda 6nemli artiglara neden olmustur.
Kontrol bitkilerinde H,0, miktar1 kokte 5.13 mg.g™ dan B stresinde 8.16 mg.g™’a ve
yapraklarda 9.57 mg.g dan 11.51 mg.g™l’akadar artmistir (Cizelge 4.7). Ancak Kitosan
(A) ve (B) uygulamalar1 B stresinde artan H2O, miktarlarini kok ve yapraklarda 6nemli
oranda azaltmistir. Kitosan (A) ve Kitosan (B) uygulamasi kokdeki H202 miktarini 6.02
mg.gV’a ve 6.74 mg.g'“a indirmistir. Yapraklarda ise H2O, miktar1 Kitosan (A) ve
Kitosan (B) uygulamasinda 6.71 mg.g™* ve 7.68 mg.g™*’a kadar azalmistir.
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Cizelge 4.7. Bor toksisitesinde misir bitkisinin Hidrojen peroksit (H202) ve siiperoksit
anyonu (O2") miktarlarina (ng.g™") kitosan uygulamalarinin etkisi

H202 O2-

Guruplar Kok Yaprak Kok Yaprak

Kontrol 5.13£0.004e 9.57+0.005b  4.05+£0.001b 13.53+0.001a
8 mM Bor 8.16+£0.060a 11.51+0.013a 4.66+0.002a 14.08+0.001a
8 B+ %0.01 KIT (A) 6.02+0.003¢ 6.71+0.060d  3.67+0.002¢ 11.87+1.33b
%0.01 KiT (A) 4.78+0.016f 5.75+0.076e  3.86+0.002c 11.96+0.002b
8 B+ %0.01 KIT (B) 6.74+0.039b 7.68 £0.049¢  1.59+0.001f 12.85+0.009a
%0.01 KIT (B) 5.40+0.083d 9.57+0.052b  3.85+0.002d 11.90+0.002b

*Bir siitun icinde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem seviyesinde
anlamsizdir.

14.00 mKok  @Yaprak
12.00
10.00

8.00

6.00

4.00

H,O, icerigi (ug/gr * doku)

2.00

0.00
KONTROL  8mMBOR  8B+%0,01 %0,01 KiT (A) 8B +%0,01 %0,01 KiT (B)
KIT (A) KIT (B)

Uaygulamalar

Sekil 4.12. Bor toksisitesinde misir bitkisinin Hidrojen peroksit (H202) igerigi iizerine
kitosan uygulamalarinin etkisi

B stresine karst misir bitkisinin kok ve yapraklarinda belirlenen siiperoksit anyonun
(O27) miktarindaki degisimler Cizelge 4.7 de verilmistir. Hem kok hem de yapraklarda

B stresi Oz~ miktarini kontrol grubuna gore onemli oranda arttirmistir. Oz~ miktart
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kontrol grubunda koklerde 4.05 mg.g? iken B stresinde %15 (4.66 mg.g) artmstir,
yaprakta ise 13.53 mg.g! dan 14.08 mg.gt a (%#4) yiikselmistir. B+Kitosan (A) ve (B)
uygulamalar (6zellikle kitosan (B) uygulamasi) koklerde O2” miktarinda oldukga

onemli azalmaya (P<0.05) neden olmustur.

16.00 - m Kok OYaprak
1400 1 T -+
12.00 - 1 1

10.00 -

_I_

8.00 -
6.00 -

4.00 -

Siiperoksid anyonu (pg.gr™' doku)

2.00 -

0.00 - -

KONTROL  8mMBOR 8B +%0,01 %0,01 KiT (A) 8B +%0,01 %0,01 KiT (B)
KIiT (A) KiT (B)

Uygulamalar

Sekil 4.13. Bor toksisitesinde misir bitkisinin siiperoksit anyonun (O2”) icerigi {izerine
kitosan uygulamalarinin etkisi

4.8. Bor ve Kitosan Uygulamalarmin Lipid Peroksidasyon (MDA) Seviyesine
Etkileri

B stresi kontrol gurubuna gdére misir bitkisinin hem kok hem de yapraklarinin MDA
miktarlarinda 6nemli artiglara neden olmustur (P<0.05). Kontrol bitkilerinin kok ve
yaprakalarinda MDA miktarlari sirasiyla 0.52 ve 0.15 nmol.g? olarak 6lgiiliirken, bu
degerler B stresinde kok ve yaprakta sirasiyla 0.59 ve 0.19 nmol.g™’ye kadar artmistir
(Cizelge 4.8). Bor toksisitesine karst uygulan Kitosan (A) ve (B) uygulamalar1 kok ve
yapraklarda MDA seviyesinde onemli azalmalara neden olarak toksisiteye kars1 bitkinin

tolerans gelistirmesine yardimci olmustur.
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Cizelge 4.8. Bor toksisitesinde misir bitkisinin Malondialdehid (MDA) miktarina
(nmol.gr?) kitosan uygulamalarinin etkisi

MDA
Guruplar
Kok Yaprak

Kontrol 0.15 £ 0.00b 0.52 £0.00 ¢
8 mM Bor 0.19 + 0.002a 0.59 +0.002¢
8 B+ %0.01 KiT (A) 0.14 +0.001c 0.56 + 0.002d
%0.01 KiT (A) 0.13+0.001d 0.43 £0.002 a
8 B+ %0.01 KIT (B) 0.10 + 0.001f 0.50 + 0.002b
%0.01 KiT (B) 0.11 +0.00e 0.50 + 0.002b

*Bir siitun i¢cinde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.

0.70 - mKok  OYaprak

0.60 - 1
050 | [ 1] I I
0.40 Ea

0.30 -

0.20 -

0.00 : :
KONTROL  8mMBOR 8B +%0,01 %0,01 KiT (A) 8B +%0,01 %0,01 KiT (B)
KiT (A) KIiT (B)

MDA igerigi (nmol.gr™ doku)

Uygulamlar

Sekil 4.14. Bor toksisitesinde misir bitkisinin Malondialdehid (MDA) miktarina kitosan
uygulamalarinin etkisi
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4.9. Antioksidan Enzimler

4.9.1. Bor ve Kkitosan uygulamalarimin Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ve

izoenzim profili iizerine etkileri

B stresi hem kok hem de yaprakta SOD aktivitelerinde %20’lik bir artisa neden
olmustur (P<0.05). B stresine gére B+Kitosan (A) ve B+Kitosan (B) uygulamalar1 SOD
aktivitesini kokte %13 ve %9.8 oraninda azaltmistir. Yapraklarda ise B stresine gore
B+Kitosan (A) ve B+Kitosan (B) uygulamalari %3 ve %18 oraninda azaltmistir
(P<0.05) (Cizelge 4.9). Bu sonuglar, SOD izozimleri tizerinde de goriilmektedir. Sekil
4.16 ve 4.17°ye bakildiginda, koklerde SOD izozim jeli tizerinde B stresinde, SOD 1
izoenziminde artis goriilmektedir. Yapraklarda B stresi ve B+Kitosan (A) ve (B) ve tek
basina Kitosan (A) ve (B) uygulamalarinda SOD izozimlerinde ¢ok az bir artig

gbzlemlenmistir.

Cizelge 4.9. Bor toksisitesinde misir bitkisinin Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi
(U.mg! protein) iizerine kitosan uygulamalarinin etkisi

Guruplar SOb
Kok Yaprak

Kontrol 6.85 £0.04d 2.93+£0.010d
8 mM Bor 8.20+0.14a 3.53 £0.008a
8 B + %0.01 KIT (A) 7.13£0.01c 3.42 £ 0.008b
%0.01 KiT (A) 6.88 +0.03d 3.15 +0.002¢
8 B + %0.01 KIiT (B) 7.39+0.01b 2.91+0.010d
%0.01 KIT (B) 7.28 + 0.08bc 2.83 +0.009¢

*Bir siitun iginde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore

anlamsizdir.
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10.00 - mKok  OYaprak
9.00 -
8.00 -
7.00 -
6.00 -
5.00 -
4.00 -
3.00 -
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0.00 -

SOD aktivitesi (U.mg™ protein)

KONTROL 8mMBOR 8B +%0,01 %0,01 KiT (A) 8B +%0,01 %0,01 KiT (B)
KIiT (A) KIiT (B)

Uygulamalar

Sekil 4.15. Bor toksisitesinde misir bitkisinin Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi
(U.mg! protein) iizerine kitosan uygulamalarinin etkisi

_throl 8mMBor B+Kit(A) 0K B+Kit) %O0Kit@)

SOD1—>
S0p2 —
SOD3 —

SOD4 —

SOD5 —

Sekil 4.16. Bor toksisitesinde misir bitkisinin kdklerinde Siiperoksit dismutaz (SOD)
izoenzimleri iizerine kitosan uygulamalarinin etkisi
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Kontrol  8mMBor B+Kit(A) %00IKtd) B+Kit®) 0K

S005 — B B 3 3

Sekil 4.17. Bor toksisitesinde misir bitkisinin yapraklarinda Siiperoksit dismutaz (SOD)
izoenzimleri tizerine kitosan uygulamalarinin etkisi

4.9.2. Bor ve kitosan uygulamalarimin Katalaz (CAT) aktivitesi ve izoenzim profili

uizerine etkileri

B stresi musir bitkisinin kok ve yapraklarinda CAT aktivitesinde istatistiksel olarak
oldukca 6nemli bir diisiise neden olmustur (P<0.05) (Cizelge 4.10). Koklerde CAT
aktivitesi bor tokisitesinde kontrol gurubuna gore %44 oranda azalmigtir. Koklerde B
stresine gore B+Kitosan (A) ¢ok az, B+Kitosan (B) ise %100°den daha fazla bir artiga
neden olmugtur (P<0.05). Kontrol bitkisinin yapraklarindaki hiicresel CAT aktivitesi ise
2.47 U.mg? protein iken, 8 mM B stresinde bu deger %41°lik bir azalisla 1.44 U.mg*
protein olarak belirlenmistir. Yapraklarda CAT aktivitesi B+Kitosan (B) uygulamasinda
B stresine gore diiserken, B+Kitosan (A) %100°den daha fazla bir artisa neden olmustur
(P<0.05) (Cizelge 4.10).

Bu sonuglar CAT enziminin izoenzim profillerinden elde edilen verilerlede
desteklenmistir. Misir yapraklarinda tek bir CAT izoenzim bandi belirlenmistir (Sekil
4.19). Kontrol bitkisine gore B stresinde bantlarin yogunlugunun ¢ok fazla azaldigi
goriilmektedir. Ancak B+Kitosan (A) uygulamasi bu durumu tersine ¢evirebilmistir. Bu

verilere gore B stresinin hem kok hem de yapraklardaki CAT aktivitesini inhibe ettigi
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ve bu olumsuzlugun B stresinden oOnce uygulanan Kitosan (A) uygulamasiyla

iyilestirilebildigi goriilmektedir.

Cizelge 4.10. Bor toksisitesinde misir bitkisinin yapraklarinda Katalaz (CAT) aktivitesi
(U.mg* protein) iizerine kitosan uygulamalarinin etkisi

Guruplar CAT
Kok Yaprak

Kontrol 2.90 +0.018b 2.47 +£0.02d
8 mM Bor 1.29 +£0.015d 1.44 +0.02a
8 B+ %0.01 KIT (A) 1.49 £0.010c 3.39+0.25b
%0.01 KIT (A) 2.10 = 0.004b 2.12+0.01c
8 B+ %0.01 KIT (B) 2.85+0.018b 0.68 + 0.04d
%0.01 KiT (B) 533+0.016a 1.54 4+ 0.02¢

*Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.

6.00 1 mKok @Yaprak
5.00 -
4.00 -
3.00

2.00

1.00

CAT Aktivitesi (U.mg! doku)

0.00
KONTROL  8mMBOR 8B +%0,01 %0,01 KiT (A) 8B+%0,01 %0,01 KiT (B)
KIiT (A) KiT (B)

Uygulamalar

Sekil 4.18. Bor toksisitesinde misir bitkisinin yapraklarinda Katalaz (CAT) aktivitesi
(U.mg! protein) iizerine kitosan uygulamalarinin etkisi
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Konrol 8mM Bor B+ Kit(A) %001Kit (A) B+Kit (B) %001 Kit B

CAT1—

Sekil 4.19. Bor toksisitesinde misir bitkisinin yapraklarinda Katalaz (CAT) izoenzimleri
tizerine kitosan uygulamalarinin etkisi

4.9.3. Bor ve kitosan uygulamalarinin Peroksidaz (POD) aktivitesi ve izoenzim

profili iizerine etkileri

Maisir bitkisinin hem kok hem de yaprklarinda B stresi kontrole gére POD aktivitesinde
artiglara neden olmustur (P<0.05). Koklerde kontrol gurubunda POD aktivitesi 2604
U.mg? protein iken, B stresinde %30 likk bir artisla 3397 U.mg?! protein olarak
belirlenmistir. B+Kitosan (A) ve (B) uygulamasi B stresine gore koklerde POD
aktivitesini azaltmistir (Cizelge 4.11). Kontrol bitkisinin yapraklarindaki POD aktivitesi
823 U.mg™* protein iken, B stresinde bu deger %35 lik bir artisla 1110 U.mg™ protein
olarak belirlenmistir. B+Kitosan (A) uygulamasinin B stresine gére POD aktivitesini
daha da arttirdigi (%47) belirlenmistir (P<0.05). Yapraklarda B stresine gére B+Kitosan
(B) uygulamasinda ise POD aktivitesinde %?25°lik bir azalma meydana gelmistir
(P<0.05). Sonuglar izoenzim profillerinden elde edilen sonuglarla da desteklenmektedir

(Sekil 4.21 ve 4.22).
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Cizelge 4.11. Bor toksisitesinde musir bitkisinin yapraklarinda Peroksidaz (POD)
aktivitesi (U.mg protein) iizerine kitosan uygulamalarmin etkisi.

POD
Guruplar
Kok Yaprak

Kontrol 2604 + 5.45d 823 +6.7¢c
8 mM Bor 3397 + 8.25a 1110+ 11.5b
8 B+ %0.01 KIT (A) 3104 +31.34b 1205 + 10.6a
%0.01 KIT (A) 2232 +20.6e 661 + 8.1¢
8 B+ %0.01 KIT (B) 2673 + 13.8cd 825 + 14.3¢
%0.01 KIT (B) 2656 + 11.2¢ 781 + 8.6d

*Bir siitun i¢inde ayni1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.

4000 -
mKok OYaprak
3500 -
3000 -
2500 -
2000 -
1500 -

1000 -

POD aktivitesi (U.mg* doku)

500 -

KONTROL 8mMBOR 8B+ %0,01 %0,01 KiT (A) 8B +%0,01 %0,01 KiT (B)
KiT (A) KIiT (B)

uygulama

Sekil 4.20. Bor toksisitesinde musir bitkisinin Peroksidaz (POD) aktivitesi (U.mg*
protein) iizerine kitosan uygulamalarmin etkisi
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Kontrol

POD 5
Pooej

Sekil 4.21. Bor toksisitesinde musir bitkisinin koklerinde Peroksidaz (POD)
izoenzimleri lizerine kitosan uygulamalarinin etkisi

Kontrol ~ OmMBor  B+Kit(A  WOOfKit)  BeKit®)  OOTKit(B)

POD1 —

POD 2 —

POD 3—

Sekil 4.22. Bor toksisitesinde misir bitkisinin yapraklarinda Peroksidaz (POD)
izoenzimleri lizerine kitosan uygulamalarinin etkisi
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4.9.4. Bor ve kitosan uygulamalarimin Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi ve

izoenzim profili iizerine etkileri

B stresi hem kok hem de yaprakta APX aktivitelerinde artisa neden olmustur (P<0.05).
B stresinde kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda aktivite koklerde kontrole gore 3 kat
artarken, yaprakta %65 oraninda artmistir. B+Kitosan (A) ve B+Kitosan (B) uygulamasi
B stresine gore APX aktivitesini koklerde %60 ve %15 oraninda azaltmistir. Yaprakta
B+Kitosan (A) ve B+Kitosan (B) uygulamasi1 B stresine gére APX aktivitesini %5 ve
%10 oraninda azaltmistir (Cizelge 4.24). Bulgular yapraklarda izoenzim profillerinden
elde edilen sonuglarla da desteklenmektedir (Sekil 4.16). Koklerde APX izoenzim

profillerinden bant elde edilememistir.

Cizelge 4.12. Bor toksisitesinde misir bitkisinin Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi
(U.mg* protein) iizerine kitosan uygulamalarinin etkisi

APX
Guruplar
Kok Yaprak

Kontrol 8.49 £0.10e 5.58+0.05d
8 mM Bor 33.66 +0.03a 9.22 +0.05a
8 B+ %0.01 KIT (A) 13.46 £0.15¢ 8.34 + 0.04b
%0.01 KIT (A) 7.26 £ 0.03f 4.61 £0.25¢
8 B + %0.01 KIT (B) 28.68 £ 0.06b 7.68 £0.02¢
%0.01 KiT (B) 10.32 £0.04d 3.65+0.01f

*Bir siitun iginde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.
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40.00 - m Kok O Yaprak
35.00 -

30.00 -
25.00 -
20.00 -
15.00 -
10.00 -
5.00 - l
0.00 - . _

KONTROL 8mMBOR 8B +%0,01 %0,01 KiT (A) 8B +%0,01 %0,01 KiT (B)

KIiT (A) KiT (B)
Uygulamalar

APX Aktivitesi (U.mg protein)

Sekil 4.23. Bor toksisitesinde misir bitkisinin Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi
(U.mg! protein) iizerine kitosan uygulamalarinin etkisi

Kontrol  8mM Bor B+Kit(d)  WOTKA)  BeKit®)  %OMKt@)

APX3 —

APX4—

Sekil 4.24. Bor toksisitesinde musir bitkisinin yapraklarinda Askorbat peroksidaz (APX)
izoenzimleri iizerine kitosan uygulamalarinin etkisi
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4.9.5. Bor ve kitosan uygulamalarimin Glutatyon Reduktaz (GR) aktivitesi ve

izoenzim profili iizerine etkileri

B stresi koklerde GR aktivitesinde 6nemli bir artisa neden olurken (P<0.05), yapraktaki
artis 6nemli degildir. B stresinde GR aktivitesi koklerde kontrole gore %67 oraninda
artmis ve B+Kitosan (A) ve B+Kitosan (B) uygulamasi B stresine gore koklerde %22 ve
%15 oraninda azalmaya neden olmustur. Yapraklarda GR aktivitesi kontrol bitkilerinde
72.03 U.mg? protein iken, B stresinde aktivite 72.42 U.mg* proteine yiikselmistir.
Yapraklarda B+Kitosan (A) uygulamasi B stresine gére GR aktivitesinde %8 oraninda
azalisa ve B+Kitosan (B) uygulamasi ise B stresine gore %40 oraninda artisa neden
olmustur (Cizelge 4.13). Bulgular izoenzim profillerinden elde edilen sonuclarla da

desteklenmektedir (Sekil 4.26 ve 4.27).

Cizelge 4.13. Bor toksisitesinde musir bitkisinin Glutatyon Reduktaz (GR) aktivitesi
(U.mg* protein) iizerine kitosan uygulamalarinin etkisi

GR
Guruplar
Kok Yaprak

Kontrol 7.61 £0.12¢ 72.03 £ 0.05¢
8 mM Bor 12.70 £ 0.13b 72.42 +£0.07c
8 B+ %0.01 KIT (A) 10.98 £ 0.18¢ 66.63 £ 0.29¢
%0.01 KiT (A) 9.71 +0.30d 70.91 + 0.17d
8 B + %0.01 KIT (B) 10.84 £ 0.16¢ 101.67 £0.29b
%0.01 KiT (B) 13.40 + 0.25a 109.32+ 0.26a

*Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.
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140.00 - mKok  OYaprak

120.00 -
100.00 - —+

80.00 -

_1_

60.00 -

40.00 -

GR Aktivitesi (U.mg ! protein)
,_|_.
,_|_.
,_|_.

20.00 -

000 . M m m = N

KONTROL 8mMBOR 8B +%0,01 %0,01 KiT (A) 8B +%0,01 %0,01 KiT (B)
KIT (A) KIiT (B)

Uygulamalar

Sekil 4.25. Bor toksisitesinde musir bitkisinin Glutatyon Reduktaz (GR) aktivitesi
(U.mg! protein) iizerine kitosan uygulamalarinin etkisi

Kontrol  SmMBor BeKit(A) WOKRA B+Kt@) %00KitE

GR1—>
GR2—

GR3—

Sekil 4.26. Bor toksisitesinde misir bitkisinin koklerinde Glutatyon Reduktaz (GR)
izoenzimleri iizerine kitosan uygulamalarinin etkisi
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Kontrol 8mMBor B+Kit(A) %O0fKiA) BeKit(B) %O0tKH (@)

Sekil 4.27. Bor toksisitesinde misir bitkisinin yapraklarinda Glutatyon Reduktaz (GR)
izoenzimleri tizerine kitosan uygulamalarinin etkisi

4.10. Bor ve Kitosan Uygulamalariin Askorbat ve Glutatyon Icerigine Etkileri

B stresi koklerde askorbat (AsA) ve dehidro askorbat (DHA) igeriginin azalmasina
(P<0.05) neden olurken, yaprakta 6nemli derecede arttirmistir. B stresinde kontrol
gurubuyla kiyaslandiginda AsA igerigi koklerde kontrole gore %44 oraninda ve DHA
ise %45 oraninda azalmistir. B+Kitosan (A) bor stresine gore koklerde AsA igerigini
%36 ve DHA igerigini ise %87 oraninda arttirmistir. B+Kitosan (B) uygulamasi ile AsA
icerigi koklerde B stresine gore %77 ve DHA igerigini ise %87 oraninda arttirdig1 tespit
edilmistir. Yapraklarda AsA igerigi kontrol bitkilerinde 184 nmol.g iken, B stresinde
211 nmol.g™’a yiikselmistir. B+Kitosan (A) uygulamas1 B stresine gore yaprakta AsA
miktarin1 144 nmol.gl’a kadar azaltirken, B+Kitosan (B) uygulamas: 332 nmol.g*’a
kadar olduk¢a O6nemli oranda arttirmustir (Cizelge 4.14). Yapraklarda DHA igerigi
konrtolde 103 nmol.g* iken, B stresinde 119 nmol.g™’a kadar artmistir. B+Kitosan (A)
uygulamas1 yaprakta DHA igerigini diisiirirken (91 nmol.g?), B+Kitosan (B)
uygulamasi arttirmistir (198 nmol.gt) (Cizelge 4.14).
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GSH igerigi musir koklerinde kontrol bitkilerinde 263 nmol.g? iken, B stresinde 277
nmol.g™‘a yiikselmistir. B+Kitosan (A) uygulamas: B stresine gére GSH’1 329 nmol.g”
"a yiikselterek %20 oranda bir artisa neden olmustur. GSH icerigi koklerde B+Kitosan
(B) uygulamasi ile 219 nmol.g™? olarak dl¢iilmiis ve B stresine gore %20 oraninda
azalisa neden oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.14). Misir yapraklarinda glutatyon (GSH)
iceriginde B stresi ve Kitosan (A) ve (B) uygulamalar1 6nemli artiglara neden olmustur.
B stresi yaprakta GSH miktarin1 kontrole gore %100’den daha fazla arttirmistir
(P<0.05). Yapraklarda B+Kitosan (A) uygulamasi1 GSH igerigini B stresinden de daha
fazla arttirirken, B+Kitosan (B) uygulamasi GSH miktarini B stresine gore %50°lik bir
oranda azaltmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.14. Bor toksisitesinde misir bitkisinin total askorbat (AsA), dehidroaskorbat
(DHA) ve glutatyon (GSH) miktarlarina (ng.gr™' doku) kitosan uygulamalarinin etkisi.

ASA DHA GSH
Guruplar
Kok  Yaprak Kok Yaprak Kok Yaprak
Kontrol 152+1.45b  184+0.88¢ 1130.33c 103£0.88¢ 263+0.58c 253+0.26f
8 mM Bor

85+1.15d 211+0.88c  62+0.66e  119+0.88d 277+0.64b 578+0.38b

0 .
8 B +%0.01 KIT (A) 116£1.15c  144+0.88f  91+0.33d 91+0.0f 329+0.71a  603+0.37a

o .
760.01 KIT (A) 162+0.88a  197+0.88d  127+0.57a 127+0.33c  276+0.85b 539+0.17c

o .
8 B +%0.01 KIT (B) 151£1.20b  332+1.73a  116+0.57b  198+0.33a  219+1.24d 285+0.54e

%0.01 KIT (B)
160+1.15a  280+1.45b  117+0.33b  168+0.88b  183+0.78e 414+0.49d

*Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 nem seviyesine gore
anlamsizdir.
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400 mKok @ Yaprak

350
_I_

300
250
200

150

AsA icerigi (ng.gr™* doku)

100

50

KONTROL 8mMBOR 8B +%0,01 %0,01 KIT (A) 8B +%0,01 %0,01 KiT (B)
KiT (A) KIiT (B)

Uygulamlar

Sekil 4.28. Bor toksisitesinde misir bitkisinin total askorbat (AsA) miktarina kitosan
uygulamalarinin etkisi

250 m Kok O Yaprak
200

150

100

DHA igerigi (ng.gr™* doku)

50

KONTROL 8mMBOR 8B +%0,01 %0,01 KIiT(A) 8B+%0,01 %0,01 KiT (B)
KIT (A) KIT (B)

Uygulamalar

Sekil 4.29. Bor toksisitesinde misir bitkisinin dehidroaskorbat (DHA) miktarina kitosan
uygulamalarinin etkisi
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KONTROL 8mMBOR 8B +%0,01 %0,01 KiT (A) 8B +%0,01 %0,01 KiT (B)
KIT (A) KIiT (B)
Uygulamalar

Sekil 4.30. Bor toksisitesinde musir bitkisinin glutatyon (GSH) miktarina kitosan
uygulamalarinin etkisi



82

5. TARTISMA ve SONUC

Borun bitkiler i¢in esansiyel bir element oldugu, eksikligi veya fazlaligimin cesitli
olumsuz etkilere sebep oldugu bir¢ok caligma ile ortaya konulmustur (Goldberg 2003;
Camas 2006; Kekec 2010). Borun sulama suyu ve topraktaki yiiksek dozlar1 bitkilerde
toksisiteye sebep olup ciddi iiriin kayiplarina yol agmaktadir. Ulkemizde bor
toksisitesinin yaygin oldugu Orta Anadolu basta olmak iizere kurak-yar1 kurak
bolgelerde bitkilerde ciddi iriin kayiplart meydana gelmektedir (Staiger and Machelet
1984). Bor toksisitesi ile ilgili olarak domates (Soy and Giines 2003), bugday (Reid et
al. 2004), asma (Gtines et al. 2006), nohut (Ardig et al. 2009), misir (Esim et al. 2012)
ve arpa (Ozhuner et al. 2013) gibi bitkilerde cesitli calismalar yapilmistir. Bor
toksisitesi bitkide morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve genetik birgok olumsuz etkiye
neden olmakla birlikte, en Onemli etkilerinden birisi, ROT dretimini arttirarak
metabolizmanin bozulmasina ve hiicrelerde tahribata neden olmast ve yiiksek
miktarlarda uygulanmasi bitkinin 6liimiine kadar giden bir olaydir (Nable et al. 1997,
Khan et al. 1999).

Bu calismada musir bitkisinde yliksek bor konsantrasyonunda meydana gelen strese
bagli protein miktari, kok ve gévde uzunluklari, kuru madde, karbohidrat miktar1 gibi
cesitli biiyiime ve gelisme parametrelerindeki degisim, pigment igerigi, bagil su igerigi,
ROT lar, antioksidant enzim aktiviteleri (SOD, CAT, POD, APX, GR) gibi ¢esitli
parametreler belirlenmistir. B toksisitesinin daha ¢ok mevcut B’un 6nemli miktarda
sitoplazmada birikmesiyle kendini gosterdigi bilinmektedir. Fakat B daha ¢ok hiicre
¢eperinde veya vakuolde bulunursa B’un bitki tizerindeki tahribatinin daha az olacagi
ifade edilmistir (Marschner 1995).

Bor toksisitesine maruz birakilan misir bitkisinde kok ve gdve uzunlugunun azaldig
tespit edilmistir (Ogunwolei 2015). B stresine maruz birakilan misirin hem kék hem de
govde uzunlugu kontrol bitkilerine gore dnemli miktarlarda azalma gostermistir (Sekil
4.1). Toksik konsantrasyonda bora maruz kalmis ay¢icegi (Helianthus annuus L.) (Ruiz

et al. 2003), domates (Lycopersicum esculentum L.) (Gunes et al. 1999; Alpaslan and
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Gunes 2001; Cervilla et al. 2007), salatalik (Cucumis sativus L.) (Alpaslan and Gunes
2001), kavun (Cucumis melo L.) (Goldberg et al. 2003), kivi (Actinidia delicios L.)
(Sotiropoulos et al. 2003), asma (Vitis vinifera L.) (Gunes et al. 2006), ahududu (Rubus
idaeus L.) (Neocleous and Vasilakakis, 2008), elma (Malus domestica Borkh)
(Sotiropoulos et al. 2006; Molassiotis et al. 2006), misir (Zea mays L.) (Gunes and
Alpaslan 2000), tiitiin (Nicotiana tabacum L.) (Garcia et al. 2001), mandalina (Citrus
nobilis Lour.) (Papadakis et al. 2004), arpa (Hordeum vulgare L.) (Karabal et al. 2003)
ve Greyfrut (Citrus grandis L.) (Han et al. 2009) bitkilerinde biiyiimenin azaldigi,

bitkilerin yas veya kuru agirlik yitirdikleri gézlenmistir.

Kitosanin tek basma uygulandig: bitkilerde biiylimeyi arttirici bir madde oldugu cesitli
calismalarda rapor edilmistir. Su bitkisi (Hydrillaverticillata) (Qiu-jin et al. 2007),
bamya (Mondali et al. 2012), fasulye (Sheikha et al. 2015; Ibrahim ve Ramadan 2015),
piring (Boonlertnirun 2008) ve zerdegal (Anusuya and Sathiyabama 2016) bitkilerinde
yapilmis ve kitosanin bu bitkilerde genel olarak biiytimeyi arttirdigi rapor edilmistir. Bu
caligmadada tek basina kitosan (A) ve (B) uygulamalarinin bitki uzunlugunu arttirarak
bitki biiyiimesini olumlu yonde etkiledigi bilirlenmistir. Ayrica B stresine gore
B+Kitosan (A) ve (B) uygulamalarinin kok ve gove uzunlugunu arttirarak bor

toksisitesinin zararl etkilerini azalttigi da belirlenmistir (Sekil 4.1).

B stresi misir kdk ve yapraklarinda kuru madde kayiplarina neden olmustur (p<0,01)
(Sekil 4.2). Bugdayda (Ar baykal 2006), domates ve kabakta (Alpaslan and Gunes,
2001), act biberde (Lee 2006), misirda (Giines and Alpaslan 2000), aygigegi (Ortaca
2005) ve mung fasulyesinde (Hasnain et al. 2011) de B stresinin kuru madde miktarini
azlattig1 belirlenmistir. B+Kitosan (A) ve (B) uygulamalarinin kuru madde miktarmni
arttirdigit ve kuru madde kaybina nenden olan bor toksisitesine karsin kitosanin
iyilestirici etkisi oldugu belirlenmistir. Kitosan uygulamasinin kuru madde artisina
neden olmasi fasulye (Sheikha 2011) ve ajowan (Mahdavi 2013) bitkilerinde de

belirlenmistir.

B toksisitesi altinda musir bitkilerinde bagil su igeriginde istatistiksel acidan Gnemli
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olmayan bir azalma goriilmistiir (Sekil 4.3). Toksik miktardaki borun arpa Tokak (bor
noksanligina hassas) ve Hamidiye (bor toksisitesine duyarli) ¢esitlerinde de bagil su
igeriginde azalma gorilmiistiir (Keskin 2010). Ardig, (2006) ve bazi arastirmacilar
yaptiklar1 ¢calismada nohutta bor toksisitesinin yaprak bagil su i¢erigini degistirmedigini
bildirmistir. B toksisitesi altinda bagil su igeriginde degisiklik olmadigi cesitli
arastiricilar tarafindan da rapor edilmistir (Papadakis et al. 2004; Giines et al. 2006;
Ozel 2011). Kitosan uygulamalar1 ise bagil su igerigini kontrol bitkileri seviyesine

ulastirmistir.

Bitkilerin ¢esitli stres kosullar1 altinda stres tolerans mekanizmasi ile iligkili proteinler
sentezledikleri bilinmektedir (Rauser 1990; Bray 1993; Serrano and Gaxiola 1994;
Waters et al. 1996; Mahboobi et al. 2000; Naqgvi et al. 2008). Calismalar agir metal
toksisitesinde yiiksek bitkilerin bakir (Cu), kadmiyum (Cd), ¢inko (Zn), kursun (Pb),
giimiis (Ag), nikel (Ni), civa (Hg), kalay (Sn), altin (Au), bizmut (Bi), vanadyum (V) ile
bilesik olusturan metal baglayan polipeptitler sentezlediklerini gostermistir (Rauser
1990, Oktem 1992). Toksik B konsantrasyonlarinin arpa genotiplerinde kok ve yaprak
dokularinda total protein sayisinda ve miktarinda artislara ve azalmalara neden oldugu
belirlenmistir (Mahboobi et al. 2000). Bor toksisitesindeki 2 ¢esit bugday tizerinde
yapilan bir ¢alismada protein miktar1 bir bitkide artarken digerinde azalmistir (Baykal
ve Oncel 2006).

Bu ¢alisgmada da bor stresi musir bitkisinin hem kok hem de yapraklarinda toplam
¢oziinebilir protein igerigini azaltmistir (P<0.05). Koklerdeki azalma %21 iken
yapraklarda %11 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3). Stres kosullar1 altinda bitkilerde
protein sentezinin azalmasi, yeni proteinlerin sentezlenmesi ya da mevcut proteinlerin
pargalanarak amino asitlere doniismesi seklinde bir savunma mekanizmasi
olusturabildigi ileri siiriilmektedir (Levitt 1972). Tek basma Kitosan (A) ve (B)
uygulamalarinin toplam ¢oziinebilir protein miktarinda hem kok hem de govde de
artiglara neden oldugu, buna bagli olarakta Kitosan uygulamasinin bor toksisitesine
karsi olumlu sonuglara sebeb oldugu soylenebilir. Bor+Kitosan (A) ve (B)

uygulamalarinin her ikisi de toplam ¢oziinebilir protein miktarindaki diistisii onemli
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miktarda azalttigindan bor stresinin zararl etkisini bertaraf ettigi diistiniilebilir (Sekil
4.4).

B’un fenolik bilesiklerin igerigiyle ve fenolik metabolizmasindaki degismelerle iliskili
oldugu bulunmustur (Ruiz et al. 1998). Ortario patateslerinde borun yapraklara
puskiirtiilerek uygulamasimin fenolik madde miktarin1 6nemli oranda azalttig
belirtilmistir (Mondy and Munshi 1993). Aygicegi bitkisinde yapilan bir g¢alisma
sonucunda; B’un plazma membranlar {lizerinde 6zel bir rolii oldugunu ve membran
elemanlarin1 fenoliklerle kompleks olusturarak koruduklarini ve bunu fenoliklerin
oksidasyonuyla yiiksek toksik diizeylere ulagsmasini ve serbest oksijen olusumunu
onleyerek yaptiklarini belirtmislerdir (Cakmak et al. 1995). Fenolik miktarin aygicegi,
domates, marul ve turpta B’un bitkideki konumu ile ters orantili oldugunu ifade
etmislerdir (Perkins and Aronoff 1956). Bu ¢alismada da B stresi hem kok hem de
yaprakta kontrol grubuna goére toplam fenolik madde miktarinda artisa neden olmustur
(Sekil 4.10). B konsantrasyon artigsina paralel olarak fenolik miktarindaki artis B’un
hiicre ceperi ve vakuolde degil de sitoplazmada biriktigini gostermektedir. Bu da
¢oziinilir fenoliklerin B’a kars1 biyokimyasal agidan dayaniklilikta rol oynayabilecegini

gostermektedir (Dear 1967).

B stresi toplam fenolik madde icerigini misir bitkisinin hem kok hem de yapraklarinda
arttirmustir (P<0.05). Koklerde bu artis %6 iken yapraklarda %10 oraninda bulunmustur.
Koklerde B+Kitosan (A) uygulamasi B stresine gore toplam fenolik madde igerigini
%29’luk ve B+Kitosan (B) uygulamasi ise %39 gibi 6nemli oranda azaltmistir (Cizelge
4.6). Yapraklarda B+Kitosan (A) uygulamasi B stresine gore toplam fenolik madde

[RORew)

Onemsiz oranda arttirmistir.

Bitkilerde bor toksisitesi; biiylime, gelisme ve membranlarin gegirgenligi vb.
tizerlerindeki zararlarinin disinda oksidatif zarara da neden olmaktadir (Bray et al. 2000;
Karabal et al. 2003). Bitkilerde meydana gelen stresin sonucunda artan oksidatif stresin

onemli bir gostergesi membran lipidlerinin (doymamis yag asitlerinin) peroksidasyonu
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ile son iiriin olarak olusan ortamdaki malondialdehit (MDA) miktarina gore tayin
edilmektedir (Elstner and Ossiviold 1984; Posmyk et al. 2005). LPO diizeyi, hiicresel
diizeyde stresin sebep oldugu hasarin hem derecesi hem de yansimasi olarak kabul
edilmektedir (Neto et al. 2006). Olusan membran hasar1 geri dontisiimsiizdiir (AkKus,
1995). Bu ¢alismada uygulanan toksik bor konsantrasyonu misir bitkisinin hem kok
hem de yapraklarinda MDA da 6nemli artiglara sebep olmustur (P<0.05) (Sekil 4.22).
Bor toksisitesine maruz birakilan mercimek ve arpada da kontrol bitkilerine gére MDA
miktarinda artiglar oldugu belirlenmistir (Karabal et al. 2003; Tepe ve Aydemir 2011).
Asir1 bor uygulanan domateste (Cervilla et al. 2007), elma kdok siirgiinlerinde
(Molassiotis et al. 2006) ve asmada (Gunes et al. 2006) MDA miktarinin arttig1, arpada
ise govdede artis gostermekle birlikte, kokteki MDA miktarinin azaldigi rapor edilmistir
(Karabal et al. 2003). Bor toksisitesine karsi Kitosan (A) ve (B) uygulamalar1 kok ve
yapraklarda MDA seviyesinde 6nemli azalmalara neden olarak toksisiteye karsi bitkinin
tolerans  gelistirmesine  yardimci  olmustur. Kitosan uygulamalarinin  lipid
peoksidasyonunu zararli seviyeden cok daha diisiik seviyelere indirdigi saptanmistir.
MDA seviyesinin diismesinin bir nedeni de uygulanan kitosanlar ile artan SOD
aktivitesinin (Sekil 4.15) etkisiyle ozellikle Oz~ radikalinin dismutasyona ugramasi
olabilir. Calismada kitosan uygulamalarinin (6zellikle de koklerde Kitosan (B))
hiicrelerde olugan oksidatif hasarlarin 6nemli bir gostergesi olan MDA seviyesini
diistirmesi, bitki canliliginda hiicre biitiinliigiinii i¢in son derece Onemlidir. Bu
bakimdan da hiicre biitiinliiglinii saglayabilen bir bitki stres sartlarinda daha cok
adaptasyon yetenegi kazanacaktir.

Borun bitkilerde ROT’larin artisina neden olmasi konusunda zit fikirler sunan
caligmalar mevcuttur. Esim et al. (2013) bor stresine maruz kalan musir bitkilerinde
ROT olusumunun 6nemli derecede arttigini bildirirken, Karabal et al. (2003) arpada
ROT miktarinin artisinda borun herhangi bir etkisinin olmadigini rapor etmistir. Bu
caligmalardaki farkli veriler bitki ve uygulama farkliliklarindan kaynaklanabilir. Bu
calismada da Olgiilen yiikksek ROT miktar1 borun tilakoid membranblardaki
tahribatindan kaynaklanmis olmas1 muhtemeldir (Kohl HC and Oertli 1961). Siiperoksit

anyonu (O2"), stres sartlarinda igsel seviyesi artan ve hiicrelerde 6nemli hasarlara neden
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olan bir ROT iiriiniidiir. Bu radikalin lipid peroksidasyonu, membran hasari, hiicresel
toksisite ve DNA"daki tek zincir kirilmalarina sebep oldugu belirtilmistir (Fridovich
1995; Desikan et al. 2005; Asada 2006). Kontrol bitkilerine gore bor uygulanan
bitkilerde siliperoksit anyonunun konsantrasyonu ve H2O. icerigi ciddi derecede

artirmistir.

Mevcut ¢alismada tek basina bor, kontrole gore, kok ve yapraklarda i¢sel O2~ miktarini
arttirmistir (Sekil 4.13). Bu durum, bor stresi esnasinda metabolizmada oksijenin
kullanildig1 yerlerde biiyiik bir dengesizlik olduguna ve oksidatif stresi tetikleyen O~
anyonu {lretiminde ¢ok hizli bir artisa isaret eder. Daha dnce yapilan c¢aligsmalarda da
patates ve musir gibi bitkilerinin bor toksisitesine maruz kaldiklarinda Oz~ miktarinin

artti@1 rapor edilmistir (Luis et al. 2012; Esim et al. 2013).

Diger taraftan, bor stresinden dnce kitosan uygulamalar1 tek basina B uygulamasina
gore O~ miktarini hem kok hem de yapraklarda 6nemli oranda diigiirmistiir (Sekil
4.13). Bu sonug, bor stresi oncesinde uygulanan kitosanlarin bitkiyi oksidatif hasara
kars1 hazirladigina ve bitki bor stresiyle karsilagtiginda ROT’lardan kaynaklanan
oksidatif hasar1 yatistirdigina isaret eder. Bor toksisitesine karsi uygulanan kitosan’nin
O2” miktar1 iizerindeki etkisi ile ilgili literatirde herhangi bir bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Ancak yapilan diger bir ¢alismada musir bitkisinde soguk stresine
kars1 kitosan uygulamasinda MDA seviyesini azaltarak ve CAT ve POD aktivitesini
artirarak oksidatif hasar1 azalttigi tespit edilmistir (Guan et al. 2009). Stres sartlarinda
artan Oz” miktar1 6zellikle membran hasarlarina neden olmaktadir. Uygulanan kitosan
ile azaltilmis O2” miktar1 ya daha az zararli olan peroksinitrite doniistiiriilmiis ya da
aktivitesi artan SOD enzimi ile dismutasyona ugramis olabilir. Azalmis olan Oz miktar1
membran yapisina zarar veremeyeceginden hiicre biitiinliigli korunmus olur. Bunun
sonucunda hiicre canliligin1 koruyabilir ve bitki bir biitiin olarak strese karsi tolerans
gosterebilir. Calismanin sonuglar1 kitosannin her iki sekilde uygulanmasinin da bor
toksisitesi altindaki musir bitkisinin hem kok hem de yapraklarinda Oz~ miktarini

azaltarak oksidatif stres zararindan korumaya 6nemli bir katki yaptigin1 gostermektedir.
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Bitki stres derecesinin belirlenmesinde biyolojik bir sinyal olarak kullanilan H»O»,
diisiik seviyelerde bitki savunma sisteminin uyarlmasina, yiiksek miktarlarda ise
dokularda oksidatif hasarlara, yani strese neden olmaktadir (Liu et al. 2010). Mevcut
calismada, musir bitkilerine tek basina bor uygulamasi, kontrol grubuna gore H20>
miktarint arttirmistir (Sekil 4.13). Arpa, salatalik, asma ve domates bitkisinde yapilan
calismalarda da B toksisitesine bagli olarak H>O> miktarinda 6nemli derecede bir artis
goriilmiistiir (Karabal et al. 2003; Gunes et al. 2006; Cervilla et al. 2007; Wang et al.
2010). Bu artis bitkide bircok fizyolojik ve metabolik islevlerin bozulmasina yol agan
ve dolayistyla bor toksisitesi esnasinda bitkiye zarar veren mekanizmalardan birisidir.
Calismada bor toksisitesi Oncesi uygulanan kitosan uygulamalari, bor stresi
uygulamasiyla karsilastirildiginda, hem kok hem de yapraklarda H2O» miktarinda
onemli derecede azalmalar saglamistir (Sekil 4.13). Ayni1 zamanda 6zellikle koklerde
Kitosan B ve yapraklarda Kitosan A uygulamalari H>Oz’yi siipliren antioksidan
enzimlerden CAT aktivitesini arttirmistir. Incelemelerimize gore, literatiirde bor
toksisitesine maruz birakilan bitkilerde kitosanin’nin H2O, igsel seviyesi lizerine
etkisiyle ilgili herhangi bir c¢alisma belirlenememistir. Bu bulgulara gore, musir
bitksinde bor toksisitesi ile artan H2O2, miktarinin, bor stresi 6ncesi uygulanacak kitosan
ile 6nemli derecede azaltilabilecegi ve bu yolla oksidatif strese karsi bitki toleransinin

arttirilmasina 6nemli katki saglanabilecegi ileri siiriilebilir.

Bugday (Aktas et al. 2004; Neocleous and Vasilakakis 2008), greyfrut (Han et al.
2009), havug (Demiray ve Dereboylu 2005), arpa (Nable et al. 1997), armutda (Wang et
al. 2011), portakalda (Keles et al. 2004), kirazda (Sotiropoulus et al., 2006), kivide
(Larsson et al. 1998) ve kanolada (Lovatt and Bates 1984) yapilan yiiksek oranda bor
uygulamasinin klorofil miktarini azalttig1 tespit edilmistir. B toksisitesinin bitkilerin
yesil aksam biliylimesini engelleyen bir mikroelement problemi oldugunu ve 6zellikle
bitki boyunun uzamasim1 ve yesil aksam gelismesini durdurdugu, yaprak alaninin
azaldigi misirda (Birnbaum et al. 1974), pekan cevizinde (Picchioni and Miyamoto
1991), mung fasulyesinde (Hasnain et al., 2011) ve domates bitkisinde (Cervilla et al.
2012) tespit edilmistir (Paul et al. 1990; Alkan 1998). Papadakis et al. (2004) B

uygulamasinin mandarin bitkisinde klorofil miktarin1 ve kloroplastlarin biiyiikliiglinii
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azaltirken, yapisinda bir degisiklik olusturmadigini bildirmiglerdir. (Demiral 2003). B
stresi altinda klorofil miktarindaki azalisin; bu radikaller tarafindan klorofil
molekiillerinin pargalanmasi sonucunda oldugu c¢esitli arastiricilar tarafindan ortaya
konmustur (Salin 1987; Streb and Feirabend 1996). Yapilan ¢alismada da 8 mM bor
uygulamasi toplam klorofil miktarini kontrole gore yaklasik %16 azaltmistir (Cizelge
4.4). Stres faktorlerine maruz kalinmasi sonucunda, serbest oksijen radikallerinin tiretim
ve miktarmin artmasi ile hiicre zar ve islevleri biiylik zarar gérmektedir. B stresinde
Klorofil miktarindaki azalma sentezinin azlmasindan veya artan ROT un klorofilin
yapisini bozmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Kitosan A ve B uygulamalart 8
mM borun etkisi ile azalan klorofil miktarin1 arttirmistir, 6zellikle Kitosan (A) (Sekil
4.7). Bor stresi altindaki bitkilerin azalan klorofil miktar1 ile kitsanin uygulandigi her
hangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Ancak kuraklik stresi altindaki fasulye bitkilerine
kitosan uygulandigi zaman klorofil miktarinin arttig1 tespit edilmistir (Abu-Muriefah
2013). Ayrica kitosanin klorofil miktarini arttirdigr salatalik, turp ve boriilce bitkilerinde
rapor edilmistir (Farouk et al. 2008; 2011; 2012). Sonug¢ olarak, Kitosan A ve B
uygulamalarinin klorofil miktarni arttirarak bitkinin maruz kaldigr B stresinin zararli

etkilerini azalttig1 soylenebilir (Sekil 4.7 ve 4.8).

Prolin, bitkilerde stres kosullarinda meydana gelen serbest radikalleri siipliriicli, su
stresini dengeleyen ve proteinlerin kararliligini saglayan bir osmolit ve antioksidan
olarak gorev yapmaktadir (Jain et al. 2001; Zhu 2001; Khaled et al. 2003). Caligmada
kontrol bitkileri ile kiyaslandiginda 8 mM bor uygulamasinda koklerde prolin miktari
azalirken (%29), yapraklarda artmistir (%19) (Sekil 4.11). B toksisitesine toleransli
nohutta (Cicer arietinum L. Gokge) (3 kattan fazla) ve makarnalik bugdayda prolin
miktarinda kontrole oranla artis goriilmistir (Rascio et al. 1994). Eraslan et al.
(2007)’un yaptig1 bir calismada, bor uygulamalarinin havug bitkside prolin miktarinda
artisa neden oldugu bildirilmistir. Ayrica, bor stresine maruz kalan musir bitkisinde
prolin igeriginin arttifina dair arastirmalar da yer almaktadir (Turan and Aydin 2005).
Bor toksisitesine maruz kalan misir bitkisinin koklerindeki prolin azalisi, B+Kitosan (A)
ve (B) uygulamalar1 ile yenilmistir. Prolinin stres durumlarindaki olumlu rolleri goz

Oniine alindiginda Kitosanin B stresine karsi koklerde olumlu sonuglara neden oldugun
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sOylenebilir. Yapraklarda B stresinde goriilen prolin artisi B+Kitosan (A) ve (B)
uygulamalariyla azaltilmistir (%23) (Sekil 4.11).

Bor karbonhidrat metabolizmasinda yaptig1 bilesikler sayesinde hem eksikliginde hem
de toksisitesinde karbohidrat miktarinda artisa neden olmaktadir (Brown and Hu 1996).
Bor toksisitesine maruz birakilan fistik bitkisinin (Pistacia vera) yapraklarinda toplam
¢oziinlir seker miktarinin artig gosterdigi belirlenmistir (Brown ve Hu 1996; Ortaca
2005). Hiicre 6zsuyu osmotik yogunlugunun diizenlenmesinde rol oynayan ve koruyucu
molekiiller olarak tanimlanan sekerler oOzellikle stres kosullarinda meydana ¢ikan
bilesikler olarakta bilinmektedirler. Hiicre dehidrasyonunu engellemede 6nemli role
sahip olan ¢oziiniir karbohidratlarin bitki yapraklarinda yeterli miktarda bulunmasi,
prolin oksidasyonunu 6nlemektedir (Oaks et al. 1970). Bu prolin birikiminin ¢6ziiniir
karbohidrat ile iliskili olabilecegini gostermektedir. Buna dayanarak, sekerlerin serbest
prolin sentezini saglayan Oncii maddeler olarak rol oynadiklari kabul edilmektedir
(Stewart 1978). Yapilan diger bir ¢alismada, B toksisitesine dayanikli (toleransli) ve
Duyarh 2 ¢esit bugdayda toplam karbohidrat ve prolin miktarinda artislar tespit edilmis,
B toksisitesinin belirlenmesinde serbest prolin ve c¢oziiniir karbohidrat miktarinin
onemli oldugu ve B toksisitesine karsi olusturulan biyokimyasal adaptasyonda serbest
prolin ve ¢oziinlir karbohidratlarin iliskili olabilecegini savunulmustur (Baslat et al.
2011). Calismada 8 mM bor uygulamasi misirin kontroliine gore koklerde toplam seker
miktarini azaltirken, yapraklarda 1.5 kat arttirmistir (Sekil 4.9). Koklerde karbohidrat
miktarindaki azalma Kitosan A ve B uygulamalariyla yenilmis ve kontrol bitkileri
seviyelerine ulasmustir (Sekil 4.9). Yapraklarinda ise uygulanan Kitosan A toplam
karbohidrat miktarin1 arttirirken, Kitosan (B) uygulamasi azaltmigtir (Cizelge 4.5).
Yapraklardaki ¢oziinlir karbohidrat ve serbest prolin ile iligkili olarak sonuglar goz
onune alindiginda ¢oziinlir karbohidratlarin prolin sentezini saglayan oncii maddeler

oldugunu ileri stiren Stewart (1978)’in goriislerinin desteklendigi s6ylenebilir.

Bitkiler aktif oksijen tiirlerinin fizyolojik iiretimini kontrol etmek i¢in bircok enzimatik
ve enzimatik olmayan antioksidatif mekanizmalara sahiptirler. SOD, siiperoksit

radikallerinin siipiiriilmesinden sorumlu olan ve oksijenli solunum yapan hiicreler i¢in
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anahtar bir antioksidant enzimdir (Asada 1999). Cu/Zn-SOD’iin kloroplastlarda
oksidaditif strese yol agan siiperoksit radikalini siipiirme egiliminde oldugu
belirlenmistir. B stresinde musir bitkilerinin kontroliine gore hem kok hem de
yapraklarda SOD artis1 goriilmiis ve B stresine maruz birakilan iki arpa gesitinde
(Karabal et al. 2003), iki farkli domates ¢esitinde (Cerville et al. 2007), elma kok
stirgiinlerinde (Molassiotis et al. 2006; Sotiropoulos et al. 2006), asma bitkisi
yapraklarinda (Gunes et al. 2006) ve greyfrutta (Han et al. 2009) olgiilen SOD
aktivitesinin artis gosterdigi rapor edilmistir. B+Kitosan (A) ve (B) uygulamalar1 bor
stresinde artan SOD miktarinda azalmalara neden olmustur Sekil 4.15). SOD
aktivitesine ait bu bulgular elektroforetik izoenzim profilinin belirlendigi jeller
tizerindede goriilmektedir (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17).

CAT hiicresel zarari onlemede rol alan en etkili antioksidant enzimlerden birisidir
(Scandalios 1993). Mevcut ¢alismada B uygulamasinda CAT aktivitesi kontrole gore
hem kok hem de yapraklarda azalmistir. Toksik B uygulamalariyla elma kok
stirglinlerinde (Molassiotis et al. 2006), patates bitkisinde (Ayvaz et al. 2015), Citrus
grandis L. Bitkilerinde (Han et al. 2009) ve armut yapraklarinda da (Wang et al. 2011)
CAT aktivitesinin azaldig1 rapor edilmistir. B+Kitosan (A) uygulamasit CAT aktivitesini
hem kok hem de yaprakta arttiriken, B+Kitosan (B) uygulamasi bor stresine gore
koklerde CAT aktivitesini arttiriken, yapraklarda azaltmistir (Sekil 4.18). Disiik
sicaklik sartlarinda misirda da kitosan uygulamasi CAT aktivitesinde artiglara neden

olmustur (Guan et al. 2009).

Peroksidazlar sadece iiretilen H,O2’in uzaklastirilmasinda degil, ayn1 zamanda biiyiime
ve gelisimle ilgili baz1 siireclerde de gorev almaktadirlar (Dionisio-Sese and Tobita
1998). Kontrol bitkilerine gére POD aktivitesi bor stresinde artis gostermistir. Calisma
bulgular1 POD aktivitesinin stres kosullarinda arttigini belirten ¢alismalarla uyumludur
(Lopez et al. 1996; Renard et al. 1997). Bor stresi altindaki tarhunda POD aktivitesinde
artiglar gozlenmistir (Karabal et al. 2003; Aaftab et al. 2010). B+Kitosan (A)
yapraklarda bu aktiviteyi daha da arttirirken, kokler de azaltmistir. B+Kitosan (B)
uygulamasi ise hem kok hem de yaprakda bor stresindeki artisa gére POD aktivitesini
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distirmistiir (Sekil 4.20). Diisiik sicaklik sartlarindaki misirda da kitosan uygulamasi
POD miktarinda artislara neden olmustur (Guan et al. 2009). Kuraklik stresine maruz
birakilan gene otunda da POD aktivitesi kitosan uygulamasiyla artmistir (Karimi et al.
2009). POD aktivitesine ait bu bulgular elektroforetik izoenzim profilinin belirlendigi
jeller tizerindede kok ve yaprakta goriilmektedir (Sekil 4.21ve Sekil 4.22).

APX, H202’yi suya ceviren ve toksisitesinin yok edilmesinde rol alan en Onemli
peroksidazdir (Foyer and Halliwell, 1976; Noctor and Foyer, 1998). Calismada B
toksisitesine maruz kalan misir bitkisinin hem kok hem de yapraklarinda kontrole gore
APX aktivitesinde 6nemli bir artis oldugu ve bu artisin koklerde daha fazla oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.23). Toksik bor stresine maruz birakilan domates bitkilerinde
(Cerville et al. 2007), arpada (Karabal et al. 2003), greyfrutta (Han et al. 2009), patates
bitkisinde (Mondy and Munshi 1993), asma anaglarinda (Ers6z 2009), ac1 biberde (Lee
2006) ve porakal bitkisinde (Keles et al. 2004) ve armut yapraklarinda da (Wang et al.
2011) APX aktivitesinin anlamli sekilde arttigi rapor edilmistir. B+Kitosan (A) ve (B)
uygulamalari1 hem kok hem de yapraklarda APX aktivitesini bor stresine gore
azaltmigtir. Tek bagina Kitosan (A) uygulamasi APX aktivitesini kok ve yapraklarda
kontrole gore azaltirken, Kitosan (B) uygulamasi bu miktar1 kokte arttirmis ancak
yapraklarda azaltmistir (Sekil 4.23). Askorbat peroksidaz aktivitesine ait bu bulgular
elektroforetik izoenzim profilinin belirlendigi jeller lizerindede yaprakta goriilmektedir

(Sekil 4.24).

Glutatyonun (GSH) metabolik diizenleyici ve antioksidan olarak oynadigi bircok rol,
onun glutatyon disiilfite (GSSG) okside olmasiyla aciklanmaktadir (Noctor and Foyer,
1998). Okside olmus glutatyonun (GSSG), GSH’a indirgenmesi 6nemli bir antioksidan
enzim olan GR tarafindan NADPH’a bagiml olarak ger¢eklesmektedir. Bu reaksiyon
sonucunda ortamda hidroksil radikalinin varligi azalir ya da olusumu engellenir
(Madhava Rao and Sresty 2000). Mevcut ¢alismada tek basia B stresi kontrole goére
koklerde GR aktivitesini arttirmig, yapraklarda ise onemli bir degisiklik olmamistir
(Sekil 4.25). B toksisitesine toleransli nohutta (Cicer arietinum L. Gokge) ve arpada
GR’de artis goriilmiistiir (Karabal et al. 2003). B stresine maruz kalan Citrus grandis L.
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bitkilerinde de GR aktivitesinde artis oldugu belirlenmistir (Han et al. 2009). Wang et
al. (2011) armut yapraklarinda artan B konsantrasyonunda GR aktivitesinin 6nce arttig1
daha sonra azaldigini belirtmislerdir. Tek basina bor uygulamasina gore B+Kitosan (A)
ve (B) uygulamasiyla aktivitede koklerde diisiis, yapraklarda ise B+Kitosan (A) da

azalma ve B+Kitosan (B) de ise artig gostermistir (Sekil 4.25).

Tek basma Kitosan (A) ve (B) uygulamalari kontrol bitkilerine gore koklerde GR
aktivitesini oldukg¢a 6nemli miktarlarda arttirmistir (Sekil 4.25). Yapraklarda ise Kitosan
(A) uygulamasi GR aktivitesinde azalmaya neden olurken, Kitosan (B) bu aktiviteyi
artirmigtir. Calismada B stresi altinda kitosan etkisiyle GR aktivitesinin artis1 ile ayni
kosullarda igsel GSH’in artmasi (Sekil 4.30), elde edilen bulgularin giivenirliligini
desteklemektedir. Ciinkii sonuglardan goriildiigi gibi hiicrelerde GR aktivitesinin artigi,
GSH fazlaligina neden olacaktir. Bu olay, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz gibi
diger antioksidan enzimlerin aktiviteleri i¢in gerekli GSH’1 iiretmesi bakimindan énemli
olup bitkinin antioksidan kapasitesinin arttirllmasinda en biiyiikk katkiyr yapacaktir
(Alvarez et al. 2005). GR aktivitesine ait bu bulgular elektroforetik izoenzim profilinin
belirlendigi jeller lizerindede kok ve yaprakta goriilebilmektedir (Sekil 4.26 ve Sekil
4.27).

Canli hiicrelerindekei ROT olusumu hem normal hem de stres sartlarinda ve
stipliriilmesi arasindaki denge enzimatik antioksidan ve enzimatik olmayan antioksidan
mekanzima ile birlikte saglanir (Noctor and Foyer 1998). Enzimatik olmayan
antioksidan mekanizma askorbat (AsA) ve glutatyon (GSH) gibi redoks diizenleyici
metabolitlerle saglanir. GSH, canli hiicrelerin plazmatik bdlmelerinde diistik
konsantrasyonlarda (uM) bulunan diisiik molekiil agirlikli 6nemli bir tioldiir (Foyer and
Noctor 2005). Merkezinde yer alan sistein grubundan dolayr glutatyon, okside ya da
rediikte hale doniistiiriilebilir. Bu nedenle glutatyon hiicrede, ya indirgenmis glutatyon
(GSH) ya da okside olmus glutatyon disiilfit (GSSG) olarak bulunmaktadir. Hiicredeki
okside ve indirgenmis glutatyonlarin dengesinin saglanmasi canli hiicrelerinde sinyal
iletim yolunun devamlilig1 i¢in son derece onemlidir. Literatiirdeki pek cok calismaya

gore hiicredeki GSH seviyesinin artisi, biyotik veya abiyotik streslere toleransi arttirdigi
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yoniindedir. Ornegin, kuraklik stresindee aygicegi fidelerinde GSH seviyesinin ve ASA-
GSH dongiisii enzimlerinin aktivitelerinin artmasiyla hiicrelerdeki oksidatif hasarin
engellendigi rapor edilmistir (Sgherri and Navari-1zzo 1995). GSH miktar1 B stresinde
kontrol bitkilerine gore hem kok hem de yapraklarda artmis (Sekil 4.30), yapilan bir
baska arastirmada da, bor stresine ugratilan iki domates ¢esitinden birinde glutatyon
miktar1 artig gosterirken, diger cesitte anlamli bir degisim gozlenmemistir (Cervilla et
al. 2007). B+Kitosan (A) uygulamasi bora gore GSH miktar1 kok ve yapraklarda daha
da artmistir. B+Kitosan (B) da ise B stresine gore GSH miktarinda azalma oldugu
belirlenmistir. Tek basia Kitosan (A) kontrol bitkilerine gére GSH miktarin1 hem kdk
hem de yapraklarda arttirmistir. Tek basina Kitosan (B) ise koklerde GSH da azalma ve
yapraklarda artisa neden olmustur (Sekil 4.30). Mevcut arastirmada ozellikle
yapraklarda tek bagma bor uygulamasina gore Kitosan (A)’nin GSH oranini arttirmasi
musir bitkisinin toksik bora kars1 toleransta etkili olabilecegini diisiindiirmektedir (Sekil
4.30).

Askorbik asit (AsA), GSH gibi ROT’larin asir1 birikimi sonucu hiicrelerde meydana
gelen hasar1 engelleyen giiglii ve suda ¢oziinebilir bir antioksidantir (Zhou et al. 2008).
Tim bitkisel dokularda olusmasina ragmen genellikle fotosentetik ve meristematik
hiicrelerde daha yiiksek oranda bulunur. AsA, normal kosullar altindaki bitkilerin
yaprak ve kloroplastlarinda ¢ogunlukla indirgenmis formda bulunur. Toplam AsSA’m
%30-%40’1 kloroplastta ve stromada bulunur (Smirnoff 2000). AsA, enzimatik ve
enzimatik olmayan bir¢ok reaksiyonda elektron vericisi olarak gorev yaptigindan giiclii
bir ROT siipiiriiciisii olarak kabul edilmektedir. Askorbat, siiperoksit ve hidroksil
radikallerinin siiptiriilmesi ve tokoferoksil radikalinden alfa-tokoferol’un yeniden
olusumunda rol oynamasindan dolay1 hiicre membranlarinin korunmasini saglayabilir.
AsA’nin AsA-GSH dongiisiindeki gorevine ek olarak prostetik gecis metal iyonlarini
iceren enzimlerin aktivitelerinin korunmasinda da 6nemli rol oynarlar (Noctor and
Foyer 1998). Yang vd (2005) yiiksek 151k ve kuraklik kosullarinda Cassia tora
fidelerinde ASA miktarinin arttigini rapor etmislerdir. Benzer olarak Agarwal (2007)’da
UV-B stresine bagli olarak Cassia angustifolia fidelerinde AsA’nin arttigini rapor

etmistir. Bor bitkilerde AsA gibi bircok bilesigi liretme yetenegini 6nemli Olgiide
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etkileyebilir (Gunes et al. 2006; Eraslan et al. 2008). AsSA igeriginde artis patates ve
portakalin yapraklarinda (Citrus grandis) yiiksek bor uygulamasindan sonra
belirlenmistir (Mondy and Munshi 1993; Keles et al. 2004). Eraslan et al. (2007a) 5 uM
bor igeren besi ¢ozeltisinde yetistirilen havug bitkisinin hem kék hem de yapraklarinda
AsA miktarinda azalma tespit etmislerdir. Mevcut ¢alismada da ASA miktar1 tek basina
bor uygulamasinda kontrole gore koklerde azalmig, ancak yapraklarda artmistir.
B+Kitosan (A) grubunda tek basina B uygulamasina gére kokde 6nemli oranda artmis
ancak yapraklarda azalmistir (Sekil 4.28). B+Kitosan (B) uygulamasinda ise tek basina
B stresine gore hem kok hem de yapraklarda 6nemli miktarlarda artis gotermistir. Tek
basina Kitosan (A) ve (B) uygulamalari ASA miktarii 6nemli derecede arttirdigi
belirlenmistir. Bitkilerdeki ASA artisi, strese toleranstaki artisla iligskilendirilmistir. Bu
bulgulara gore, misir bitkisine B stresi dnceisnde uygulanan kitosan, enzimatik olmayan
sistem parametrelerinden hem GSH hem de ASA seviyelerini arttirarak, enzimatik
antioksidan sisteme destek olarak, bitkinin antioksidatif kapasitesini artirdigi

sOylenebilir.

5.1. Sonug¢

Aragtirmada elde edilen bulgular asagidaki sekilde 6zetlenebilir;

1) Misir bitkisinde (Zea mays L. cv. Hido) biiyiime ve gelisme iizerinde %350
inhibisyona neden olan bor (H3BOz) konsantrasyonunun 8 mM oldugu ve bu
konsantrasyonun sebep oldugu toksisitenin yatistirilmasinda en uygun kitosan A ve B
konsantrasyonunun %0.01 oldugu belirlenmistir.

2) Bor stresiyle misir bitkisinin biiyiime parametreleri (kuru agirlik ve bitki uzunlugu)
azalmistir. Azalan biiylime parametrelerinin kitosanin 2 farkli uygulamasiyla; yapraktan
puskiirterek (Kitosan A) ve hidroponik ortama ilave ederek kokten (Kitosan B)
iyilestirilmesi, kitosan’nin MAP kinazlar1 aktive ederek biiylime parametrelerinde
olumlu yonde etkiye sahip olmasiyla ilgili oldugu diistiniilebilir.

3) BOR stresi, misir fidelerinde calisilan ROT seviyelerinin toksik diizeye ¢ikmasina

neden olmustur, ancak stres Oncesi fidelere uygulanan Kitosan ROT seviyelerini
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distirmiistiir.

4) Lipid peroksidasyonu (MDA) B uygulamasiyla artmis, ancak kitosanin her iki
uygulama sekli MDA seviyesini diistirmiistiir

5) B uygulamasi, genelde pigment ve protein igerigini diisirmiistiir. B stresinin bu
olumsuz etkisi B stresi Oncesi uygulanan Kitosan (A) ve (B) uygulamalariyla
tyilestirilebilmistir.

6) B toksisitesine dayaniklik noktasinda ¢oziinlir fenolik ve ¢Oziinlir protein
miktarinda meydana gelen degisimlerin tolerans mekanizmasiyla iliskili olabilecegi
sOylenebilir.

7) Bu calismada B stresi altinda kok ve yaprakta SOD, CAT, POD, APX ve GR
aktiviteleri ve izoenzimleri belirlenmistir. SOD, POD, APX ve GR aktiviteleri artmis
CAT aktivitesi azlmistir. Aktivte sonuclar1 izoenzimlerledeki sonuglarlada uyumludur.
Kitosan uygulamalar1 ise B stesi altinda meydana gelen SOD, POD, APX ve GR
aktivitelerindeki artis1 diistirmiis, CAT aktivitesini ise arttirmistir.

8) Sonug olarak, misir bitkisine bor stresine maruz kalmadan dnce uygulanan kitosan
uygulamalari, biiylimeyi tetikleyici bir madde olarak bitkide ¢alisilan fizyolojik,
biyokimyasal parametreler ile bitki toleransinin arttirllmasia 6nemli bir katki yaptigi
belirlenmistir.

9) Toksik seviyede bor igeren tarim alanlarinda bor miktarinin azaltilmasi igin; diisiik
bor igeren sularla sulama yapilmasi, kalsiyum, azot, kireg, siilfatca zengin maddelerin
ortama ilave edilmesi veya bor toleransi yiiksek bitki ¢esitlerinin ekilmesi onerilir.

10) Bu amag i¢in kullanilan kitosanin toksik olmamasi, biyouyumlulugu (viicuttaki
onemli fonksiyonel karbohidratlarla (hyaliironik asit, mukopolisakkaritler) uyumludur)
ve biyobozunurlugu, antimikrobiyal, antioksidant, antibakteriyel ve antifungal
biyoetkilerinin varligindan dolayr su ana kadar strese karst uygulanan zararh

kimyasallar yerine kullanilmasinin uygun olacagr ileri stiriilmiistiir.
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