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Ferulik asit (FA; 3-metoksi-4-hidroksisinamik asit) bir fenolik bilesiktir ve reaktif molekiillerin
stipurilmesinde, lipid peroksidasyonunun inhibe edilmesinde ve hiicre zarinin stabilizasyonunda rol
oynayabilir. FA, suda ¢Oziiniirlii§ii ve antioksidan aktiviteyi gelistirerek stres kosullari altinda bitki
toleransini gelistirmeye aday olabilir. Bildigimiz kadariyla, bitkilerde asir1 bora (B) karsi toleransi
arttirmak i¢in eksojen FA uygulamasinin potansiyel roliinii arastirilmamistir. Bu amagla, bugday fideleri
hidroponik kiiltiirde biiyiitiildii ve bugday bitkileri, 7 giin boyunca gesitli konsantrasyonlarda FA (25 ve
75 puM) yalniz veya B stresiyle (4 ve 8 mM) birlikte uygulandi. Sonuglar, B stresinin su igeriginde
(RWC), ozmotik potansiyelde (¥n) ve prolin igeriginde (Pro) bir azalmaya neden oldugunu gosterdi.
Bununla birlikte, FA uygulamasi bu parametreler iizerindeki inhibisyonu onledi. Sadece 8 mM B,
sliperoksit dismutaz (SOD) aktivitesini arttirdi. Katalaz, peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz (APX) ve
glutatyon rediiktaz (GR) aktiviteleri stres altinda artmadi. Bu nedenle, stres kosullarinda siiperoksit anyon
radikali (O2) ve hidrojen peroksit (H20,) artti. SOD aktivitesinin artmasi nedeniyle, stres altinda FA
basariyla O, igerigini azaltti. Ayrica, 4 mM B stresi altinda eksojen olarak uygulanan FA, CAT ve
POX’un aktivitelerini arttirdi. Her ne kadar bugday yapraklarindaki B stresi APX, GR,
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) ve dehidroaskorbat rediktaz (DHAR) aktivitelerinde ve total
askorbat (tAsA) ve dehidroaskorbat (DHA) iceriklerinin indiiksiyonu tetiklemese de, stres ile birlikte FA
bu parametreleri indlkledi. B stresi altindaki 25 puM FA, indiklenmis CAT aktivitesinin yanisira
askorbat-glutatyon doéngusinde yer alan indiklenen tAsA ve GSH’in rejenerasyonunu 6nemli lcude
korudu. Antioksidan enzimlerin bu aktivasyonu sayesinde, strese bagl HO; icerigi 6nemli dlgiide azaldi
ve FA uygulamasi ile bugdayda OH" siipiiriilme aktivitesi artti. Ayrica FA, radikallerin stpurtlme
aktivitesini indiiklenmesinden dolayi stresin neden oldugu lipid peroksidasyonu (TBARS) 6nlendi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan sistemi; Bor stresi; Ferulik asit; Fenolik bilesikler; Su icerigi
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Ferulic acid (FA; 3-methoxy-4-hydroxycinnamic acid) is a phenolic compound and can role in
scavenging of reactive molecules, inhibition of lipid peroxidation and stabilization of cell membrane. FA
can be a candidate for evolving plant tolerance under stress conditions through improving the water
solubility and antioxidant activity. To our knowledge, no study has thus far explored the potential role of
exogenous FA application to improve tolerance against boron (B) excess in plants. For this purpose, the
wheat seedlings were grown in hydroponic culture and wheat plants were treated with the various
concentrations of FA (25 and 75 uM) alone or in combination with B stress (4 and 8 mM) for 7 d. The
results showed that B stress caused a decrease in water content (RWC), osmotic potential (¥r) and
proline content (Pro). However, FA application prevented this inhibition on these parameters. Only 8 mM
B increased the superoxide dismutase (SOD) activity. The activities of catalase, peroxidase (POX),
ascorbate peroxidase (APX) and glutathione reductase (GR) did not increase under stress. So, the
superoxide anion radical (O;™) and hydrogen peroxide (H2O2) increased during stress conditions.
However, due to increased SOD activity, FA under stress successfully decreased O, content. Besides,
the exogenously applied FA under 4 mM B stress increased the activities of CAT and POX. Although B
stress in wheat leaves did not trigger the induction in the activities of APX, GR, monodehydroascorbate
reductase (MDHAR) and dehydroascorbate reductase (DHAR) and total ascorbate (tAsA) and
dehydroascorbate (DHA) contents, FA with stress did. 25 uM FA under B stress remarkably maintained
the regeneration and induced contents of tAsA and GSH including ascorbate-glutathione cycle as well as
induced CAT activity. Thanks to this activation of antioxidant enzymes, stress-induced H,O, content
significantly decreased and the scavenging activity of OH* increased in wheat with FA application. Also,
FA prevented the lipid peroxidation (TBARS) caused by stress because of induced scavenging activity of
radicals.

Keywords: Antioxidant system; Boron stress; Ferulic acid; Phenolic compounds; Water content
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1. GIRIS

Canli varliklar iizerinde stres, yasadigi ortam ve ¢evrede gerek fizyolojik gerekse
biyolojik olarak canliyr olumsuz yonde etkileyen, yasam kapasitesini azaltan ve zora
sokan durumlar olarak nitelendirilir. Stres durumunun olusmasi igin canlinin bu
yasadig1 cevre ve ortamda bir takim degisimlerin meydana gelmesi gerekmektedir.
Meydana gelen bu degisimler canlilar1 etkiler. Canlilar da bu degisimlere tepki
gostererek olumsuz durumlar1 yenmeye calisarak yanit verir. Doku ve organlarda
meydana gelen degisimler ile strese karsi tepki baslar, dis ve i¢ ortam1 dengede tutma ile
strese verdigi tepki son bulur. Bitkilerin strese gosterdigi degisim tiirler igerisinde
degisiklik gosterir. Ancak tiirlerde benzeri karakteristige ait fizyolojik cevaplar gorulir
(Lichtenthaler, 1996).

Bitkide stres faktorlerinin vermis oldugu zarar, g¢evreye genetik olarak uyum
saglama durumuna bagli olarak degismektedir. Bu adaptasyon, farkli bitkilerin
habitatlarinin en iyi sekilde etkileyen faktordiir. Bitkilerin strese dayanikliligi, strese
kars1 gelistirmis olduklar1 sistemlerle ya stresin etkisini bertaraf ederler ya da strese
kars1 gelistirdikleri mekanizmalarla engel olurlar (Mahajan ve Tuteja, 2005). Bitkiler
yasamlar1 boyunca kuraklik, tuzluluk, 1sik, yiiksek veya disiik sicaklik, besin
yetersizligi ve toksisitesi, UV ve agir metaller gibi yasamsal faaliyetleri sinirlayan ve
zora sokan stres durumlarina maruz kalirlar (Allakhverdiev ve ark., 2000).

Bitkilerin yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in az veya ¢ok miktarda besin
elementlerine ihtiya¢ duyarlar. Minimal miktarda ihtiya¢ duyduklari bu elementleri su
sekilde siralayabiliriz; bor, demir, bakir, mangan, ¢inko, molibden, kobalt, vanadiyum
ve wolfram gibi. Bu elementler ¢cok az miktarda ortamda bulundugunda bitki gelisimi
icin pozitif etki saglarlar. Ancak bu ve benzeri molekiillerin miktarinda artis strese
neden olabilir. Bor gibi mikrobesin elementlerinin fazlaca bulunmasi toksik etkiye
neden olarak bitkilerde stoma hareketleri, fotosentez, ¢imlenme, transpirasyon, su alimi,
enzim aktivitesi, membran stabilitesi ve hormonal denge gibi fiziksel faaliyetlerin
engellenmesine ve bozulmasina yol agabilmektedir (Aller ve ark., 1990).

Bor elementinin bitkilerin gelisimi agisindan yarari ve toksisite araliginin ¢ok az
olmasindan dolay: tarimsal agidan ¢ok ilging bir elementtir (Blevins ve Lukaszewski,
1994). Bor elementinin bitkiler Gzerindeki zarar1, kurak ve yar1 kurak bolgelerde tiretimi
kisitlamaktadir. Bor elementinin eksilik ve zarar durumu birbirine ¢ok yakindir ve

bitkilerde bu elemente ¢ok az miktarda ihtiya¢ duyarlar (Brown ve ark., 2002). Bor



elementi bitkilerde 6nemli etkilere sahiptir ve toprakta hi¢ bulunmamasi durumunda
bitki gelisimini durdurur (Loomis ve Durst, 1992; Velioglu ve ark., 1999). Genellikle
iilkemizde tarimsal faaliyetlerde sulama yapilirken fabrikalardan ¢ikan atik sular veya
kirlenmis sular kullanilmaktadir ve bu durumdan dolay1 topraklarda bor elementi
birikmektedir. Bu da bitkilerin zarar gérmesine ve topraklarin kirlenmesine neden
olmaktadir (Eraydin, 2000). Bitki gelisiminin normal seyrinde ilerleyebilmesi icin bor
elementine ihtiyag duyulmaktadir fakat fazlasi toksik oOzelliginden dolayr bitki
yetistiriciligini engelleyen 6nemli bir problemdir (Gupta ve ark., 1985).

Bor, pasif absorbsiyonla topraktan kokler vasitasiyla bitkiye ulasir ve aktarimda
topragin pH’1, nemi ve sicakligi etkili olur (Goldberg, 1997). Hiicre zari, niikleik asit,
protein, polen ¢imlenmesi, kok uzamasi ve indol asetik asit metabolizmasi iizerinde bor
elementinin etkisi vardir (Lewis, 1980; Lovatt, 1985; Robertson ve Loughman, 1974;
Mahboobi ve ark., 2000).

Borun bitkilere verdigi zararlar su sekilde siralanir; hiicre ¢eperinde hasar,
NADH, NADPH ve ATP’ye baglanan riboz kisimlarinda metabolik bozukluklar
meydana getirir. Bu toksisitelere ek olarak yapraklarda yogun olarak biriken bor
elementi, transpirasyon akim yoniindeki osmotik diizeni bozar (Reid ve ark., 2004).

Bor elementinin ¢ok fazla bitki ¢esidinde biyokimyasal, fizyolojik ve yapisal
faaliyetlere etki gosterdigi bilinmektedir. Bor toksisitesinde genel olarak gorilen
belirtiler kok uzamasinin engellenmesi, kuru madde kaybi, yapraklarda oncelikle ug ve
kenarlarda baslayan kahverengi lekeler ile sararma ile baslayip patolojik doku dliimleri
ile devam eden bozulmalar, kabuk 6limleri ve kambiyum nekrozuna bagli gévde 6limii
ve yasl yapraklarin erken dokiilmesidir (Blevins ve Lukaszewski, 1998). Su siralar
yapilan c¢alismalarda bor toksisitesinin ayni tiirler arasinda oldugu gibi farkli tiirlerin
genotipleri arasinda da bu zarara kars1 duyarlilik oldugu ve bu farkliliklarin nedeni ise
bitkilerin bor elementine olan toksisite etkisine ayni oranda morfolojik ve fizyolojik
olarak etkilenmemesinden kaynaklandigi belirtilmistir (Shireen ve ark., 2018).

Beslenmelerinin temeli tahila ve bitkisel {iriinlere dayali olan {ilkelerde,
bitkilerin beslenmesi ¢ok onemlidir. Celtik, misir ve bugday gibi iiriinlerin iiretim orani
dunyada %54 iken, Turkiye gibi gelisen iilkelerde bu oran %90’a ulasmaktadir (Graham
ve Welch, 1996). Turkiye’de tarimsal {iretim yapilan alanlarin neredeyse yarisinda tahil
uretimi  yapilmaktadir ve bu iretimin yapildigi alanlarin  %67’sinde bugday
yetistirilmektedir (Unakitan ve Aydin, 2018).



Genellikle bitkilerin bor elementine duydugu ihtiya¢ olduk¢a azdir ve bir
karsilastirilma yapilacak olursa tek c¢enekli bitkilerin ¢ift ¢enekli bitkilere gore bor
elementine ihtiyaci daha azdir (Marschner, 1995). Tahillar bor elementine kars1 oldukca
duyarl bitkilerdir. Bugday, yetistigi ortamda 2 mg/kg’a kadar bora dayaniklidir fakat bu
oranin tizerindeki bordan olumsuz yonde etkilenir (Gupta ve ark., 1985).

Fenolik asitlerin giiniimiizde yapilan arastirmalara gore kanser ve koroner kalp
hastaliklar1 gibi 6liimciil hastaliklara kars1 6nemli bir etkisi oldugundan dolay1 bu asitler
tizerinde ¢ok fazla ¢alisma yapilmaktadir (Heleno ve ark., 2015). Fenolik asitlerin
antimikrobiyal, antialerjenik, antioksidan, iltihap olusumu Onleme ve anti-trombotik
gibi birgok etkisinin var oldugu ve bu olumlu etkilerinin asil nedeninin antioksidan etki
gostermelerinden kaynaklandigr kanitlanmistir. Bunlarin yaninda kaynaklardaki bazi
bilgiler fenolik bilesenler ve antioksidan arasinda bir bag oldugunu savunurken baska
kaynaklardaki arastirmalar ise bunlarin arasinda bir iliski olmadigini belirtir
(Balasundram ve ark., 2006).

Ferulik asit sebze ve meyvelerde ¢ok fazla bulunan saglik bakimindan olumlu
etkisi olan fenolik bir bilesiktir (Srinivasan ve ark., 2007). Bu bilesen, piring, yulaf,
bugday, kahve turunggiller, yaban mersini ve elmada ¢ok fazla bulunmaktadir (Clifford,
1999). Ferulik asit fenolik hidroksil gruplar ile serbest radikallere karsi proton veya
hidrojen iyonlar1 saglayarak antioksidan etki gosterir (Fazary ve Ju, 2007). Ferulik
asitler ayn1 zamanda aktif oksijen veya siiperoksit dismutaza benzeyen siiperoksitin
toksisitesine karst da koruyucu goérevi vardir (Srinivasan ve ark., 2007).

Sunulan c¢aligma, yukarida verilen bilgiler ¢ercevesinde, eksojen ferulik asidin,
bugday fidelerinde bor stresine kars1 iyilestirici etkilerinin  arastirilmasini
amaglamaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda, bugday fideleri, hidroponik ortamda ferulik
asitle ya da borla kombinasyonlu olarak muamele edilmis ve bitkilerdeki su miktari,
ozmotik potansiyel, prolin igerigi, superoksit anyon radikali, hidrojen peroksit seviyesi,
stperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz, askorbat peroksidaz, glutatyon rediktaz,
monodehidroaskorbat rediktaz, dehidroaskorbat rediiktaz enzim aktiviteleri ile askorbat
ve glutatyon igeriklerindeki degisimler belirlenmistir. Elde edilen sonuclar, ferulik
asidin, bugday fidelerinde asirt bor uygulamasi ile olusan reaktif oksijen tiirlerinin

stipurtlmesinde etkili oldugunu gostermistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bor Elementi ve Bitkiler Acisindan Onemi

Bor, metaloid icerisinde alt grup 11I’Gn bir Gyesidir ve metal- metal olmayan
arast bir Ozellik gosterir (Marschner, 1995). Dogada az bulunmasina karsilik bor
elementi litosferden hidrosfere bir dagilim gosterir ve kayalarda, nehirlerde ve
okyanuslarda bulunur (Shorrocks, 1997; Power ve Woods, 1997; Lemarchand ve ark.,
2000).

Bor bitkiler igin 6nemli bir elementtir ve tarimsal iiretimde, toprakta ve sulama
suyunda bor mevcudiyetiyle kritik diizeyde belirleyicidir (Warington, 1923; Tanaka ve
Fujiwara, 2008).

Toprakta bor, borik asit formunda tutulur ve yogun yagis kosullarin kolayca
topraktan suzulir. Bu durum, bolgede yetisen bitkiler agisindan bor eksikligine neden
olur (Shorrocks, 1997; Yan ve ark., 2006). Ancak, aksi durumda, az yagish kosullarda
toprakta bor birikmesine bagl olarak bitkide bor toksisitesi goriiliir (Reid, 2007). Ayrica
yer alt1 sularinda yogun miktarda bulunabilecek bor elementinin, evaporasyonla topraga
karigmasi da bitkiler a¢isindan toksik etki yaratabilir (Tanaka ve Fujiwara, 2008).

Bor ve borik asit, cis-konformasyonunda iki hidroksil grubu iceren biyolojik
bilesenlerle kompleksler olusturabilir. Borun bu zamana kadar yiiksek bitkilerde
bildirilmis en 6nemli fonksiyonu, rhamnogalacturonan II rezidiileriyle borat esterler
olusturma kapsiteleridir (Kobayashi ve ark., 1996). Bu kompleks olusumu, bitkide
hiicre duvar1 porositesinin ve geriliminin kontroliine énemli derecede izin verdiginden
hiicre duvari yapisi ve gorevi i¢in kritiktir (Fleischer ve ark., 1999; Ryden ve ark., 2003;
O'Neill ve ark., 2004). Bu kompleksin olusumda yasanacak aksakliklarin normal bitki
biiyiimesine olumsuz etki edecegi farkli calismalarda vurgulanmistir (Matoh, 1997; Ishii
ve ark., 2001; Noguchi ve ark., 2003).

2.1.1. Bitki kdklerinden bor alim

Borun koklerce normal pH’l1 (pH 5.5-7.5) topraklardan alimi birkag¢ farkli yolla
gergeklesebilir; ancak, en iyi bilinen mekanizma borik asit seklinde alinmasidir. Bor
konsantrasyonuna bagl olarak, kokler boru (i) lipid bilayer boyunca pasif diflizyon,

(O'Neill ve ark., 2004) major intrinsik protein (MIP) kanali yoluyla kolaylastirilmis



transport ve (iii) BOR transporterleri araciligiyla gerceklesen, diisiikk bor kosullarinda
indiiklenen ve enerji bagiml yiiksek afinite transport sistemi araciligiyla alirlar (Tanaka
ve Fujiwara, 2008).

Yiiksek bor konsantrasyonu igeren kosullarda, bor koklerden, lipid bilayer
tizerinden pasif difiizyonla absorplanir. Borun teorik ve deneysel gercirgenlik katsayisi
pasif diflizyonun gergeklesebilecegini kanitlamaktadir (Brown ve ark., 2002).

Borun kii¢iik nétral molekiilleri transport eden MIP kanallar ile tasinabilecegi,
bu kanallar1 bloke eden civa klorit ve floretin gibi molekiillerin kullanilmasiyla deneysel
olarak kanitlanmistir (Dordas ve Brown, 2000).

Diisiik bor kosullarinda, borun kdklerce aktif transport araciligiyla alinabilecegi
metabolik inhibitérler ve koke soguk uygulamasiyla gosterilmistir (Pfeffer ve ark.,
1999; Dannel ve ark., 2000). Bilinen ilk bor aktif transport sistemi, piringte gortlen
BOR transport (OsBOR1) sistemidir (Nakagawa ve ark., 2007).

2.1.2. Bor eksikligi

Bor eksikligi, vaskiiler bitkilerde ¢ok farkl siirecler {izerinde etki gosterebilir.
Bunlar kok uzamasi, indolasetik asit oksidaz aktivitesi, seker translokasyonu,
karbonhidrat metabolizmas1 ve nikleik asit sentez mekanizmasidir (Goldbach ve
Wimmer, 2007). Tiim bu mekanizmalara ek olarak bor eksikligi, membran potansiyeli,
membranlar arasi iyon akisi, hiicre iskeleti proteinleri, fenoliklerin ve poliaminlerin
akiimiilasyonlar1 ve nitrojen metabolizmasi {izerine de etki eder (Camacho-Cristobal ve

Gonzalez-Fontes, 2007).

2.1.3. Bor toksisitesi

Bor toksisitesi, tarimsal bolgelerde ekin verimi iizerinde ciddi etkiler gosteren
bir problemdir ve diisiik yagis oranit ve diisiik siiziilme oranlar ile alkalin ve salin
topraklarda karakterize edilir (Nable ve ark., 1997).

Bor toksisitesi, vaskiler bitkilerde bircok olumsuz etkiye sahiptir. Bunlar
degisen metabolizma, azalan kok hiicre bolinmesi, azalan yaprak klorofil gerigi ve
fotosentez orani ve diisen lignin ve SUberin seviyeleri seklinde siralanabilir (Nable ve
ark., 1997). Artan bor konsantrasyonlarina maruz kalan bitkilerde govde ve kok

gelisiminde azalma goriilmektedir (Nable ve ark., 1990).



Asirt bor bitkide tipik toksisite semptomlart gosterir 6zellikle yash yapraklarda
kloroza ve nekroza neden olur (Marschner, 1995; Roessner ve ark., 2006). Bor
toksisitesinin fizyolojik temelleri tam olarak bilinmese de borun kimyasal yapisindan
kaynaklanan ¢ikarimlar vardir. Buna goére bor toksisitesi (i) hiicre duvari yapisinda
degisikliklere neden olur (O'Neill ve ark., 2004), adenozin trifosfat, nikotinamid adenin
dinlikleotid ya da nikotinamid adenin dintkleotid fosfat gibi molekdllerin riboz
yapilarina baglanarak metabolik bozulmaya neden olur ve (iii) RNA’da ya da serbest
durumdaki riboz yapilarina baglanarak hiicre boliinmesi ve gelismesinde bozulmalara
yol acgar. Bor toksisitesi en yogun olarak, fotooksidatif stres araciligiyla reaktif oksijen
tarlerini olusturup birgok hiicresel siirecin olumsuz etkilenmesine atfedilir (Reid ve ark.,

2004).

2.2. Reaktif Oksijen Turleri ve Bitkiler Uzerine Etkileri

Oksijen canlilarin yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in mutlak gerekli olmasina
ragmen, normal metabolizma faaliyetleri sirasinda iiretilen baz1 reaktif oksijen tiirleri
viicutta ¢ok fazla olumsuz etki olusturmaktadir (Diplock ve ark., 1998). Serbest
radikaller, bir veya birden fazla eslesmemis elektron bulunduran atom, molekiil veya
atom grubu igerirler. Ancak, Fe*3, Cu*2, Mn*? ve Mo*® elementleri serbest radikallerin
tanimima uygun olduklar1 halde, bu grubun igerisinde yer almazlar. Bu elementlerin,
serbest radikallerin olusmasinda 6nemli etkileri vardir (Kocyigit ve ark., 2004).

Superoksit anyon radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve singlet oksijen
biyolojik sistemler i¢in en basta gelen serbest oksijen radikalleridir. Bir siiperoksit
radikali olmayan hidrojen peroksidin atomlar1 giftlesmistir ancak serbest oksijen
radikallerini ¢ok kolay bir sekilde olusturmasindan dolayr bu kategoride
incelenmektedir (Fridovich, 1997).

Serbest oksijen radikalleri viicut metabolizmasinin normal isleyisi sirasinda da
olusabilmektedir. Bu basamaklarda olusan serbest oksijen radikallerinin organizmaya
zarar verme olasiliklart oldukga yiiksektir fakat bu radikallerin meydana gelisi
mecburidir (Lushchak, 2014).

DNA, protein, lipid ve karbonhidratlarin yapisina reaktif oksijenler girerek
reaksiyon olusturmaktadirlar ve bunlarin amaci bu yapilardan elektron almaktir. Bu
reaksiyonlar gergeklestiginde ortaya ¢ikan oksidanlarin fazla miktarda olmasi halinde

lipidlerin yapisinin bozulmasina yol agarak zar yapisindaki gegirgenlige zarar verir ve



DNA, RNA ve proteinlerin yapisina zarar vererek hasarlar olusturmaktadirlar (Brieger
ve ark., 2012).

Bitkilerde reaktif oksijen tirleri endojen olarak kloroplastlardaki fotosentez
reaksiyonlari, mitokondrilerdeki sitrik asit déngusinde, NADPH oksidaz; plastid ve
peroksizomlarda hiicre duvari peroksidazlari ve amino oksidazlar gibi enzimlerin etki
etmesiyle fazlaca olusan serbest radikallerdir. Reaktif oksijen turleri bitkilerde bilinen
gelisme siirecinde de olugmaktadirlar fakat antioksidan mekanizma ile olagan bir denge
saglandig1 i¢in zarar verici bir etki olusturmazlar (Pitzschke ve ark., 2006).

Bitkilerde reaktif oksijen tiirleri genellikle ¢evresel streslerin olugmasi
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Abiyotik ve biyotik streslere dayali olarak iiretilmekte
olan reaktif oksijen tiirleri, hiicrelere zarar vermekte olan en 6nemli unsurlardir (Joseph
ve Jini, 2010).

Standartlarin normal olmasi halinde reaktif oksijen tiirleri bitki hiicrelerinin
metabolizmasinin yan iirlinii olarak iiretilmektedirler. Ancak olusan bu {iriinlerin
Olciileri oldukga azdir ve bazi reaktif oksijen temizleme mekanizmalari ile zarar veren
etkileri bertaraf edilir. Kuraklik, agir metal, ekstrem sicaklik, besin yetersizligi, patojen
saldirilar, hava kirliligi, tuzluluk, UV radyasyonu ve herbisitler gibi ¢esitli biyotik ve
abiyotik stresler nedeniyle reaktif oksijen tretimi ile temizlenmesi arasindaki denge
bozulabilmektedir (Gill ve Tuteja, 2010).

2.2.1. Superoksit radikali

Oksijen molekiiliiniin en dig yoriingesinde ortaklasmamis bir cift elektron
bulundurmaktadir. Dis orbitallerdeki bu elektronlarin paylasilmamasi, ayni yoriingede
bulunmasi ve donme ydnlerinin ayni olmasi halinde enerji seviyeleri minimumdur. Son
yorungede bulunan orbitaller birer elektron daha alma kapasitesine sahiptir. Bir elektron
daha almas1 durumunda siiperoksit radikali olugsmaktadir (Fridovich, 1983).

Serbest radikallerin arasinda olmasina ragmen siiperoksit radikalinin reaktiflik
seviyesi ¢ok fazla degildir. Siperoksitler, yaglarin hiicre zarlarindaki gecirgenlik
durumunu azaltmaktadir ve bu sebepten dolay: iiretildikleri bdlgenin etrafinda kalirlar.
Stiperoksit radikali hiicreyi tek basina olumsuz yonde etkilemez. Stperoksit radikalinin
asil onemi hidrojen peroksidin indirgeyicisi olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu iki
radikalin reaksiyona girmesi halinde biri okside olurken digeri indirgenmektedir. Bu

reaksiyonlarin sonucunda O ve H>O> olusmaktadir (Pervaiz, 2001).



Biyomolekdllerin indirgeyici ozellikleri vardir ve kendileri oksitlenirlerken
oksijene bir elektron vererek siliperoksit radikali olusur. Ferrodoksinler, tiyoller,
flavonlar, katesolaminler, indirgenmis niikleotidler ve hidrokinonlar gibi molekiiller
oksijenli ortamlarda oksitlenirler ve bunun sonucunda siiperoksit yapimina neden
olurlar. Mitokondrilerde enerji metabolizmas1 aninda oksijen kullanilmaktadir.
Kullanilan bu oksijenin %1-5 arasindaki kismi siiperoksit yapimi i¢indir. Bu olaydaki
olusum dehidrogenez, koenzim-Q ve NADPH gibi tasiyicilardan oksijene elektron
aktarilmasi ile olmaktadir (Murphy, 2009).

2.2.2. Hidrojen peroksit

Serbest radikallerden olmayan hidrojen peroksit 6nemli bilesiklerden biridir.
Gegis metallerinin oksidasyona ugramasi sonucunda OH" olusmasini ve reaktif oksijen
tiirlerinin tretilmesine katki saglarlar. Hidrojen peroksitin 6nemli goérevlerinden biri
hiicre igi sinyal eleman1 olmasidir (Rhee, 1999).

Hidrojen peroksitin hem indirgeme hem de yiikseltgeme 06zelligi vardir. YUK
olmayan hidrojen peroksit molekiilii bu nedenden dolayr sulu ve lipid ortamlarda
difiizyon yapabilme 6zelligine sahiptir ve siiperoksit radikali ile karsilagtirilacak olursa
yartlanma omrii daha uzundur. Hidrojen peroksit siiperoksit radikaline gore daha gugcli
bir sinyal molekultdur (Desikan ve ark., 2004).

Hidrojen peroksidin 6zelliklerinden birisi de oksitleyici olmasidir; bunun nedeni
demir gibi gecis metallerinin olmasi durumunda OH" radikalinin 6ncilu olarak gorev
yapmasidir. Hidrojen peroksit, proteinlerde bulunan Fe*? ile reaksiyona girer ve yiiksek
oksidasyona sahip demir formlar1 olusturur. Bu reaksiyon sonucunda olusan demir
formlar1 gii¢lii oksitleme 06zelligine sahiptir ve hiicre membranlarinda lipidlerin
yiikseltgemesi sonucunda bozulmas: gibi reaksiyonlar baglatabilirler. Hidrojen
peroksitin oksitleyici 6zelligi sebebiyle hiicreden hemen uzaklagtirilmasi gerekir

(Winterbourn, 1995).



2.2.3. Hidroksil radikali (OH")

Hidroksil radikali biyolojik sistemler i¢in oldukca giiclii bir oksidandir.
Radikaller icinde toksisitesi en yiiksektir. Bunun yaninda niikleik asitler, lipidler ve
proteinler gibi bircok molekili okside etme 6zelligine sahiptir (Fantel, 1996). Hidroksil
radikalinin ¢ok giiclii bir aktivitesi vardir ve bu aktivite sonucunda diger radikallere
gore biyolojik sistemlere daha fazla zarar verir (Betteridge, 2000).

Hidroksil radikali, hidrojen peroksidin gegis metalleri sayesinde indirgenmesi ve
hidrojen peroksidin siiperoksit ile tepkimeye girmesi sonucunda olugmaktadir
(Cheeseman ve Slater, 1993).

2.2.4. Singlet oksijen

Ortaklanmamis elektronlart olan singlet oksijen, reaktif oksijen tarleri
arasindadir. Singlet oksijen, yiiksek enerjili oksijen formundadir. Eslenmemis
elektronlarin bir tanesinin verdigi enerji sayesinde orbitaller arasinda yer degistirmesi
sonucu olusurlar (Gorman ve Rodgers, 1981).

Singlet oksijenler, biyolojik molekiillerin bircoguyla yapisi geregi reaksiyona
girerler. Serbest radikallerin olusturdugu reaksiyonlardan meydana gelebilirler ya da
singlet oksijenler reaksiyona girerck serbest radikal olusturabilirler (Bast ve ark., 1991).

Karbon-karbon baglar1 6zellikle singlet oksijen ile tepkimeye girmektedirler.
Histidin, triptofan, sistein, trozin ve metionin, yapilarinda ¢ift baglar
bulundurmalarindan dolay1 yiiksek elektrona sahiplerdir ve kiikiirt bulundururlar. Bu
sebeple singlet oksijen ile oksidasyona ugrama durumlar1 ¢ok yiiksektir (Stadtman ve
Berlett, 1997).

2.3. Bugday Bitkisinin Genel Ozellikleri ve Bugdayda Bor Stresi

Bugday, insan gidasi ve gida stoku olarak 1liman iilkelerde en fazla tercih edilen
ekindir. Fazlaca tercih edilmesinin nedeni bugday bitkisinin adapte olabilme ve yliksek
verimli iirlin verebilme yetenegidir. Ayrica bugdayin, gluten protein fraksiyonu ve bu
sayede sahip oldugu viskoelastik ozellikler sayesinde birgok farkli gida besininin

hammaddesi olarak kullanilabilmesi bu bitkiyi degerli kilmaktadir. Bugday ayrica
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esansiyel amino asitler, mineraller, vitaminler ve fitokimyasallar acisindan da oldukca
zengindir (Shewry, 2009).

Bugdayin ilk kiiltiirlenme tarihi bundan 10.000 y1l 6ncesine, avci toplayiciliktan
tarimsal déneme gegilen Neolitik Devrim’e kadar gitmektedir. Ilk kiiltiirlenen bugday
tiirlerinin diploid (genom AA; einkorn) ve tetraploid (AABB; emmer) oldugu ve bu
tdrlerin Turkiye’nin guney dogusundan kokenlendigi bildirilmistir (Heun ve ark., 1997;
Nesbitt ve Samuel, 1998). Kiiltiirleme islemi 9.000 y1l 6ncesinde Yakin Dogu’ya dogru
ve heksaploid genetik yapiyla devam etmistir (Sekil 2.1).

T. turgidum (AABB)

N
T. spelta (AABBDD)
T. aesthvum \
(AABBDD)

Sekil 2.1. Kiiltiirlenen bugday tiirlerinin evrimsel degisimi ve genetik etkilesimleri (Shewry, 2009).

Yakin zamanda diinya iizerinde yetistirilen bugdaylarin yaklasik %951
heksaploid ekmek bugdayr ve kalan %35°1 ise tetraploid durum bugdayidir. Tetraploid
durum bugday1 Akdeniz iklimine uyum saglayan ve makarna bugdayr olarak bu
bolgelerde yetistirilen bir bugday tiirtidiir (Fossati ve Ingold, 2001).

2.3.1. Bugdayda bor toksisitesi

Borun yukarida belirtilen etkileri dogrultusunda bugday dahil olmak tizere farkli

bitkilerde stres kosullar1 yarattifi ve toksisiteye neden oldugu literatiirde sikca
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belirtilmistir. Bu bashik altinda, bugday tiirlerinde bor toksisitesinin altin1 ¢izen birkag
calisma 6zetlenecektir.

Gezgin ve ark. (2002), Orta Giiney Anadolu tarim boélgesinden toplanan 898
toprak Ornegini analiz etmistir. Sonuglara goére elverigli bor miktari, topraklarin
%26.6’sida 0.5 mg kg’ dan diisiik; %24.9’unda 0.5-1 mg kg arasinda; %30.5’inde 1-
3 mg kg arasinda; %8.1’inde 3-5 mg kg? arasinda; %6.3’linde 5-10 mg kg? arasinda;
ve %3.6’sinda ise 10 mg kg?’den fazladir. Bu oranlar dikkate alindiginda, bolgedeki
tarim arazilerinin yaklasik %181 tahillar acisindan yiiksek bor icerigine sahip oldugu
anlagilmaktadir.

Bor toksisitesinin bitkilerin kok ve yesil aksam biiylimesini engelleyen ve tane
verimini ciddi bir sekilde sinirlayan bir mikro element problemi oldugu bildirilmistir.
Ayrica bor toksisitesinin bugdayda o6zellikle bitki boyunun uzamasini ve yesil aksam
gelisimini durduran, bliylimeyi geciktiren ve kdk gelisimini azaltan bir problem oldugu
cesitli caligmalarda gosterilmistir (Huang ve Graham, 1990; Paull ve ark., 1990).
Tahillar toprakta ve dokulardaki B’un fazlaligina asir1 bir duyarlhilik gostermektedir
(Bergmann, 1992). Dokularindaki fazla B’a kars1 oldukc¢a duyarli olan tahil tiirleri ve
cesitlerinde, bor fazlalifindan dolayr bitkisel {iiretimde Onemli verim kayiplar
saptanmistir (Cartwright ve ark., 1984). Torun ve ark. (1999), Konya kosullarinda
yetistirilen 22 bugday cesidinin bor toksisitesine duyarliligini sera ve tarla kosullarinda
arastirmiglardir. Diger bitki tiirleriyle karsilastirildiginda bor  toksisitesinden
kaynaklanan verim kayiplarinin tahillarda daha biiyiik boyutlarda oldugu bildirilmistir.
Verilere gore bor kaynakli verim kaybi makarnalik bugdayda, ekmeklik bugdaya
kiyasla daha fazla oldugu; ancak kuru madde verimlerinde bir farklilik olmadigi
belirtilmistir. Topraktaki bor stresine, tiirler aras1i farkli cevaplarin olusturuldugu
gosterilmistir. Bu farkli cevaplar tiirler arasinda, dokularda biriken bor miktarinin
farkliligindan ve gosterilen tolerans oranlarindan kaynaklanmaktadir. Bugday
cesitlerinin bora farkli dayanim gostermelerinin yesil aksamdaki bor konsantrasyonu
veya yesil aksamdaki toplam bor miktar1 ile dogrudan iligkili olmadig1r goriilmiistiir.
Deneme sonuglarindan ayrica, bor toksisitesine karsi ¢esitlerin dayaniklilik siralamasina
sera ve tarla kosullarinda hemen hemen benzer oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu da ¢ok
sayida ¢esidin bora karsi reaksiyonlarinin tarla kosullarinda test edilmeden Once sera
kosullarinda test edilebilecegini gostermektedir. Yiiksek B uygulamalar1 altinda veya B

toksisitesine sahip bir toprakta yetistirilen genotiplerin B toksisitesine duyarliligi
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hakkinda 6n bilgi edinmede, B toksisitesinin yaprakta neden oldugu belirtilerin
derecesinin belirlenmesi oldukca givenilir bir parametre oldugu bulunmustur.

Bergmann (1992), bitki biinyesinde kritik bor noksanlik seviyelerini
bugdaygillerde (6rnegin arpa, bugday vb.) 5-10 mg kg™, ¢ift ceneklilerde (Srnegin
ticgiil) 20-70 mg kg™ ve hashasta 80-100 mg kg™ olarak bildirmistir.

Taban ve Erdal (2000), bor uygulamasinin bugday ¢esitlerinin gelisimi ve toprak
Ustll aksamda bor dagilimimin belirlenmesi amaciyla yaptiklart ¢alismada, killi tin
tekstiirlii, %12 kireg iceren, pH’1 7.91 ve bitkiye yarayisli bor miktar1 1.52 mg kg* olan
toprak ornegini materyal olarak kullanmislardir. Serada 4 ekmeklik (Triticum aestivum
L. cv: Bobal-2973, Bezostaja, Kirag, Gerek-79) ve makarnalik (Triticum durum L. cv:
Cakmak-79 ve Kiziltan-91) bugday cesitleri ile yiiriittiikleri denemede, topraklara boru
0.1 ve 10 mg kg olacak sekilde borik asit olarak uygulamislardir. Makarnalik gesitlerin
ekmeklik cesitlere gore bordan daha fazla etkilenmis oldugunu ve bor uygulamasinin
Bobal-2973 ve Gerek-79 gesitlerinde kuru agirlik artisina, Cakmak-79 ve Kiziltan-91
cesitlerinde ise kuru agirlik azalisina neden oldugunu belirlemislerdir. Ayn1 aragtirmada
bor uygulandiginda ve uygulanmadiginda, bugday cesitlerinin tiimiinde en fazla bor
birikiminin yaprak ucunda oldugunu belirlemislerdir. Topraga bor uygulanmadiginda,
cesitlerin toprak tistii bitki genelinde, yaprak genelinde ve ucu alinan yapragin kalan
kisminda belirlenen bor konsantrasyonlar1 arasinda belirgin  bir farklilik
belirlememislerdir. Topraga bor uygulandiginda, cesitlerin bora tepkilerinin ayirimli
olmasindan dolay1, toprak {iistii bitki genelinde, yaprak genelinde ve ucu alinan yapragin
kalan kisminda belirlenen bor konsantrasyonlart birbirlerinden farkli oldugunu
bulmuslardir.

Soylu ve ark. (2004), tahillar icin diisik bor ihtiva eden (0.19 mg kg%)
topraklarda, tarla kosullarinda yaptiklar1 ¢alismada alti makarnalik bugday c¢esidine
(Kiziltan-91, C-1252, Selguklu-97, Kunduru-1149, Yilmaz-98 ve Cakmak-79) dort
farkli bor dozu (0, 1, 3 ve 9 kg hal) uygulamuslardir. Iki yil siiren arastirma sonucunda,
makarnalik bugday cesitlerinin bor dozlarina 6nemli derecede genotipik farklilik
gosterdigini tespit etmislerdir. Hektara 3 kg bor uygulamasi ile Kiziltan-91 ¢esidinde
%38’lik oranla en yiiksek verim artig1 saglanirken, Cakmak-79 ¢esidinde ayni dozda
%11’lik verim artis1 kaydedilmistir. Alt1 ¢esidin ortalama tane verimi incelendiginde
verimde 1 kg ha? bor uygulamasi ile %11.3 kg ha ile %9 ve 9 kg ha? ile %7 artis
oldugu goriilmiistiir. Cesitlerin bayrak yapraklarindaki bor miktarlari, bor dozlarinin

artis1 ile ritmik bir artis gdstermis, kontrol parsellerinde 11.1 mg kg olan bor
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konsantrasyonu 1, 3, 9 kg ha™ bor uygulamalarinda sirasiyla 14.67, 17.33 ve 24.28 mg
kg?! olmustur. Sonu¢ olarak makarnalik bugdaylarm bor eksikligine karsi hassasiyet
gosterdigi tespit edilmistir. Bora tepki yoOniinden bugday cesitleri arasinda 6nemli
genotipik farkliliklarin ortaya ¢ikmasi bor eksikligine hassas veya toleransl genotiplerin
belirlenerek bolge topraklarmma uygun cesitlerin tespit edilmesi gerektigini ifade
etmislerdir.

Rerkasem ve Jamjod (2004), bugdayda bor eksikliginin 1960 yilindan beri
bilindigini ve bugdaymn bor eksikligine dikotiledon bitkilerden daha fazla egilimli
oldugunu belirtmislerdir. Bor fazlaliginin bugdayda biiyiime ve gelismeyi etkiledigi
bilinmekte, eksikligi ise ticari agidan Onemli derecede verim kayiplarina neden
olmaktadir. Bugday genotiplerinin bora kars1 tepkileri bakimindan farklilik gosterdigi,
baz1 genotiplerin diislik borlu topraklarda yetistirilirken verimlerinin degismedigi fakat
baz1 genotiplerin de bu topraklarda bor eksikliginden etkilenerek bu durumun verim
kayiplarina neden oldugu belirtilmistir. Arastirmacilar bor eksikligine tepKilerin
belirlenmesinde, en ani tepkinin kok uzamasinin durmasi olarak nitelendirmisler, fakat

bu etkinin bugdayda nadir goériildiigiinii ifade etmislerdir.

2.4. Ferulik Asit

Saf ferulik asit (3-metoksi-4-hidroksisinamik asit) sar1 renkli bir kimyasaldir.
Hidroksisinnamik asit ailesine mensuptur. Kimyasal yapisi kurkumine benzer. Ferulik
asit kahvede, elma, yer fistig1, portakal, ananas, enginar gibi bir¢ok bitkinin yaprak ve
tohumlarinda bulunur, en ¢ok tahillarda 6zellikle kahverengi piring, bugday ve yulafta
bulunur. Ferulik asit bir hiicre duvarina ve DNA’ya zarar veren siiperoksit, nitrik oksit
ve hidroksil radikal gibi serbest radikalleri etkisiz hale getiren bir antioksidandir.
Ultraviyole 1simlarinin hiicreye zarar vermesini engeller. Ultraviyole 1ginlar ferulik asitin
antioksidan etkisini artirir. Ferulik asit yaslanmay1 engelleyen firiinlerin igeriginde yer
alir. Arastirmalar ferulik asitin kanda seker seviyesini diisiirdiigiinii géstermistir. Ferulik
asit kanser, kemik erimesi ve menopozal semptomlardan korur. Diger antioksidanlar
gibi kotii kolestrolii ve trigliserit seviyesini dolayistyla kalp krizi riskini diisiiriir. Ferulik
asit mide, kolon, gdgiis, prostat, karaciger, akciger ve dil kanseri gibi bir¢ok kanser tiirii
riskinden korur (Kikuzaki ve ark., 2002).

Kikuzaki ve ark. (2002), 24 ferulik asit tir( ile birlikte 6 gallik asit tlrdndn

antioksidan sistemle iliskili oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir. Ferulik asit, fenolik asitler
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arasinda en etkili tiirdiir. Bitkilerdeki oksidasyon ve lipid metabolizmas: iizerine etkileri
vardir. Ayrica ferulik asit, bitkilerdeki antioksidan enzim metabolizmalar1 {izerinde de
etkilidir.

Silici ve ark., (2013), Japon bildircin1 yemlerine ferulik asit ilavesinin ne gibi
degisikliklere sebep olacagini arastirmislardir. Yapilan calismada ferulik asit ilavesinin
canlt agirlik, yemden yararlanma ve karkas agirligi gibi parametreleri degistirmedigi
tespit edilmistir. Ferulik asitin serum glikoz, {irik asit ve trigliserit diizeylerini diisiiriicii,

HDL-kolesterol diizeyini ise arttirici etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyalinin Temini ve Saklanmasi

Proje calismasinda kullandigimiz bugday (Triticum aestivum L. cv. Dagdas-94)
tohumlar1 Konya Bahri Dagdas Uluslararas1 Tarimsal Arastirma Enstitiisii'nden Eyliil
2017°de temin edilmistir. Laboratuvara getirilen tohumlar denemenin kurulmasi

asamasina kadar +4 °C’ de saklanmustir.

3.2. Deneme Serilerinin Hazirlanmasi

Bugday fideleri kontrollii kosullara sahip iklim odasinda su kiiltiirii ortaminda
yetistirilmistir. Gerekli 1s1, 151k, nem ve ayrica sterilizasyon kontrolleri yapilmistir.
Bugday tohumlarmnin ¢imlendirilmesi ve ¢gimlenme sonrasi fidelerin uygulama boyutuna
getirilmesi %70 nem, 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperyotta, 24+1 °C sicaklik

ile 350 umol m2s? 151k intensitesi olacak sekilde iklim kabini igerisinde saglanmustir.

3.2.1. Fidelere uygun ferulik asit ve bor konsantrasyonlarmmin belirlenmesi

Fidelere uygun konsantrasyonda ferulik asit (FA) ve bor (B) dozlarini belirlemek
i¢in 6n deneme kurulmustur. Dolgun goriiniislii saglam ve birbirine benzer buyuklikte
olan bugday tohumlar1 segilerek kullanilmadan once ylizey sterilizasyonuna tabi
tutulmustur. Sterilizasyon icin tohumlar %5’lik sodyum hipoklorid icerisinde 15 dakika
tutulduktan sonra steril deiyonize su ile yikanmistir. Tohumlar 15’er adet
gruplandirilarak icerisinde deiyonize su bulunan petri kutularinda kurutma kagidi
tizerinde 24+1 °C’de, karanlik ortamda iklim odasinda ¢imlenmeye birakilmistir.
Cimlendirilen tohumlar, su kiiltiirii ortamina aktarilmistir. Fideler 21 giin siiresince su
kiiltiiri ortaminda kontrollii sartlar altinda (16 saat 151k/8 saat karanlik, 24+ °C sicaklik,
%70 nem, 350 pmol m?s? 151k yogunlugu) biiyiitiilmiis FA ve B uygulamasia
gecilmeden once fideler gruplandirilmistir. Gruplandirilan fidelere 2, 4, 6, 8, 10 ve 12
mM B dozlar ile 25, 50, 75, 100, 200 ve 400 pM konsantrasyonlarda FA uygulanmigtir
ve uygulama siiresinin 1 hafta olmasina karar verilmistir. Siire sonunda fideler hasat
edilerek malondialdehit igerikleri (TBARS) belirlenmistir. Fidelerin lipid peroksidasyon

seviyelerinin belirlenmesi ile en uygun FA ve B dozlar1 tespit edilmistir.
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3.2.2. Denemenin kurulmasi

Saglam, diizgiin goriiniislii ve az ¢ok birbirine benzer biiyiikliikkte olan bugday
tohumlar secilip % 5°lik sodyum hipoklorid igerisinde 15 dakika tutulduktan sonra
steril deiyonize su ile yikanmistir. Cimlendirilen tohumlar, su kiiltiiri ortamina
aktarilmistir. Fideler uygulama siiresine kadar 16 saat 151k/8 saat karanlik, 24+1 °C
sicaklik, %70 nem, 350 pmol m?s? 11k yogunlugunda biiyiitiilmiis ve bor
uygulamasina gecilmeden oOnce fideler gruplandirilarak 9 farkli bitki grubu
olusturulmustur. B uygulamasi i¢in H3BOs (Sigma Aldrich), 1 hafta stiresince Hoagland
cozeltisine 2 ve 4 mM oraninda, FA ise yine ayn1 siiresince 25 ve 75 uM dozlarinda
karigtirilarak uygulanmistir. Eksojen B ve FA uygulamalarinin 1 hafta sonrasinda
bitkiler hasat edilmistir. Hasat edilen 6rnekler yapilacak analizlere uygun sekilde -80

°C’ de saklanmustir.

3.3. Analiz Yontemleri

Bor uygulamalarinin bitki tiirlerindeki fizyolojik ve biyokimyasal etkilesimlerini
belirlemek amaciyla bitkilerde asagida belirtilen analizler yapilmistir;
e Yapraklarin bagil su igeriklerinin (RWC) belirlenmesi,
e Yapraklarin ozmotik potansiyellerinin belirlenmesi,
e Yapraklarm prolin igeriklerinin belirlenmesi,
e Yapraklarin ROS igeriklerinin belirlenmesi,
0 Stperoksit (O2") igeriklerinin belirlenmesi,
o Hidrojen peroksit (H20>) iceriklerinin belirlenmesi,
o Hidroksil (OH") radikali stpurulme aktivitelerinin belirlenmesi,
e Yapraklarin lipid peroksidasyon (TBARS) seviyelerinin belirlenmesi,
e Enzimatik antioksidanlarin aktivite degisimlerin belirlenmesi,
0 Enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi,
Slperoksit dismutaz aktivitesinin belirlenmesi,
Katalaz aktivitesinin belirlenmesi,
Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi,

Askorbat peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi,

O O O O O

Glutatyon rediktaz aktivitesinin belirlenmesi,
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o NADPH oksidaz aktivitesinin belirlenmesi,

0 Monodehidroaskorbat rediiktaz enzim aktivite tayini,

o Dehidroaskorbat rediiktaz enziminin aktivite tayini,
e Enzimatik olmayan antioksidan igeriklerinde meydana gelen degisimlerin

belirlenmesi,

o0 Dehidroaskorbat iceriklerinin belirlenmesi,

0 Total askorbat iceriklerinin belirlenmesi,
0 GSH iceriklerinin belirlenmesi,
o]

GSSG iceriklerinin belirlenmesi.

3.3.1. Buyume parametreleri
3.3.1.1. Yapraklarin bagil su icerikleri (RWC)

Yapraklarin bagil su igeriklerini belirlemek i¢in her bir gruptan 6 yaprak 6rnegi
aliarak yas agirliklar1 (YA) belirlenmistir. Yas agirliklart belirlenen yapraklar diisiik
151k altinda deiyonize su i¢inde petrilerde 6 saat boyunca bekletilerek turgorlu agirliklar
(TA) tespit edilmistir. Turgorlu yapraklar 72 saat boyunca 70 °C’de bekletilerek kuru
agirliklart (KA) oOlgiilmiistiir. Her bir gruba ait yaprak Orneklerinin bagil su igerikleri
asagidaki formiile gore % olarak hesaplanmistir (Smart ve Bingham, 1974).

Bagil Su Igerigi = [(YA-KA) / (TA-KA)] x100

3.3.1.2. Yapraklarin ozmotik potansiyellerinin belirlenmesi

Yapraklarin ozmotik potansiyelleri, Wescor 5600 marka ozmotik potansiyel
cihazi ile mmolkg™ olarak 6l¢iilmiistiir. Olgiimler her bir gruptan beser tekrarli olarak
kaydedilmistir. Sonuglar, Santa-Cruz ve ark., (2002)’a gore 2.408x107 katsayisiyla
carpilarak MPa’ya c¢evrilmistir.
3.3.1.3. Yapraklarda prolin igeriklerinin belirlenmesi

Yapraklarin prolin miktarinin belirlenmesi Bates ve ark., (1973)’nin metoduna

gore yapilmistir. Prolin konsantrasyonu kalibrasyon egrisi yardimiyla hesaplanmis ve

umol prolin g! YA olarak belirtilmistir.
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3.3.2. Yapraklarin ROS iceriklerinin belirlenmesi
3.3.2.1. Suiperoksit (O2") iceriklerinin belirlenmesi

Yapraklarin O2" radikali seviyeleri, Xu ve ark., (2006)’larmin belirttigi
yontemde kiiclik modifikasyonlar yapilarak gerceklestirilmistir. 50 mM fosfat tampon
(pH 7.8) igerisinde homojenize edilen 0.5 ml siipernatant tizerine 1 ml 1 mM’lik
hidroksil amonyum klorid pipetlendi ve 25 °C’de 1 saat inkiibasyon saglanmistir. Siire
sonunda slpernatant Uzerine 1 ml 17 mM 4-amino benzen sulfonik asit ve 1 ml 7 mM
a-naftilamin pipetlendi ve renk degisimi icin 25 °C’de 20 dakika bekletilmistir. 530
nm’de okuma yapilmistir. O2" radikali seviyeleri sodyum nitritten hazirlanan standart

egriye gore hesaplanmustir.

3.3.2.2. Hidrojen peroksit (H202) iceriklerinin belirlenmesi

H,O, tayini Liu ve ark., (2010)’na gore yapilmistir. Ornekleme sonrasinda
yapraklar sivi azot igerisinde bekletilmistir. 0.5 g yaprak Ornekleri sivi azotta
ogiituldiikten sonra -20 °C’ de bekletilmis asetonun 3 ml’si homojenize edilecek ve
3000 g’de 4 °C’de 10 dakika santrifiijlenmistir. 1 ml stpernatanta 0.1 ml titanyum
karisimi (%20 (v/v) titantum tetraklorid iceren ve hidroklorik asit ile hazirlanan)
eklenmistir. Sonrasinda 0.2 ml amonyum hidroksit titanyum-peroksit kompleksiyle
karistirilmistir. Reaksiyon karigimi 16000 g’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Pellet kismi1
-20 °C’ye sogutulmus aseton ile yikanmustir. Sonrasinda pellet 1 M H2SO4’tin 2 ml’si
ile ¢oziilmiistiir. Soliisyonun absorbanst 410 nm’de suya karsi okunmustur.
Orneklerdeki H20; konsantrasyonlari, bilinen H20, miktarlarma gore hazirlanan

standart egim grafigine gore hesaplanmistir.

3.3.2.3. Hidroksil (OH") radikali suptrulme aktivitelerinin belirlenmesi

Yapraklarin OH® radikali supurilme aktiviteleri, Kim ve Minamikawa
(1997)’larinin belirttigi yontemde kii¢iik modifikasyonlar yapilarak gerceklestirilmistir.
OH" siipiiriilme yetenegi hidroksil radikali tarafindan 2-deoksiriboz oksidasyonunun

inhibisyon orani olarak asagidaki formiile gore degerlendirilmistir.
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Hidroksil radikali sipurulme aktivitesi (%) = [(A0 — A1)/A0]*100
A0 = Koriin Absorbansi, Al= Ornek Absorbansi

3.3.3. Yapraklann lipid peroksidasyon (TBARS) seviyelerinin belirlenmesi

Lipid peroksidasyon iceriklerinin belirlenmesi icin, zincir reaksiyonunun son
urind olan malondialdehit (MDA) seviyesi Ol¢iilmiistir. MDA konsantrasyonu,
ekstinksiyon katsayis1 (€=155 mM™ cm™) kullanilarak hesaplanmis ve nmol gt YA

olarak ifade edilmistir.

3.3.4. Enzimatik antioksidanlarin aktivitelerindeki degisimlerin belirlenmesi

3.3.4.1. Enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi

Hasat edilen yaprak drnekleri sivi azotla dondurularak, biyokimyasal analizlere
kadar -80 "C’de saklanmistir. SOD, CAT, POX, GR, NOX, MDHAR ve DHAR
enzimlerinin ekstraksiyonu i¢in 0.5 g yaprak, sogutulmus havanda sivi azot yardimiyla,
% 2 (w/v) polivinilpolipirolidon (PVPP) ve 1 mM EDTA igeren 50 mM sodyum fosfat
tamponuyla (pH 7.8) homojenize edilmistir. APX ekstraksiyonu i¢in 2 mM askorbat
iceren homojenizasyon tamponu kullanilmistir (pH 7.8). Homojenat 4 "C’de 14.000
rom’de 30 dk santrifij edilmis ve olusan silipernatant, enzim aktivitesinin tayin
edilmesinde  kullanilmustir.  Ekstraksiyon  prosediiriiniin  timii +4  'C’de
gerceklestirilmigtir.  Tim  spektrofotometrik  Olgtimler Shimadzu UV-1800 ile
yapilmustir.

3.3.4.2. Suiperoksit dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

SOD aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich (1971)’e goére, SOD’un fotokimyasal
olarak nitro blue tetrazolium (NBT)un indirgenmesini inhibe etme yeteneginin
Ol¢iilmesiyle tayin edilmistir.

Elektroforetik SOD izozimlerinin ayrimi Beauchamp ve Fridovich (1971)’e gore
riboflavin ve NBT boyamasiyla yapilmistir. Esit miktarda protein igeren Ornekler,
denatiire olmayan (SDS icermeyen) poliakrilamid jel elektroforezi’ne tabi tutulmustur

(Laemmli, 1970).
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3.3.4.3. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz enzim aktivitesinin belirlenmesi, Bergmeyer (1970)’in metoduna goére
gergeklestirilmistir.  H20O2’in  miktarinda olusan azalma, 240 nm’de gosterdigi

maksimum absorbanstaki diisiisle belirlenmistir.

3.3.4.4. Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

POX aktivitesi Herzog (1973)’a gore belirlenmistir. Aktivite 465 nm’de 3.3'-
diaminobenzidin tetrahidroklorid’in (DAB) oksidasyonuyla, absorbansta meydana gelen
artis takip edilerek hesaplanmustir.

Peroksidaz izozimlerinin elektroforetik ayrimi; Seevers ve ark. (1971)’na gore
yapilmistir. Esit miktarda protein igeren drnekler %10’luk denatlire olmayan akrilamid
jelde sabit akim altinda (120 mA) yiiriitilmiistiir.

3.3.4.5. Askorbat peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

APX aktivitesinin tayini Nakano ve Asada (1981)’ya gore yapilmistir. Askorbat
okside oldukga, spektrofotometredeki 290 nm’deki absorbansta olusan azalma okunmus
ve hesaplamalar askorbatin ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak (2.8 mM™cm™)
yapilmustir.

APX izozimleri, Mittler ve Zilinskas (1993)’in yontemine gore belirlenmistir.
Ornekler yiiklenmeden once jeller 2 mM askorbat iceren tamponda 4 °C’de 30 dakika
yiiriitilmiistiir. Daha sonra 40 g protein igeren ornekler jellere yliklenerek sabit akim

altinda (50 mA) yiirtitilmistiir.

3.3.4.6. Glutatyon rediuktaz aktivitesinin belirlenmesi

GR aktivitesi, Foyer ve Halliwell (1976)’in yontemine gore, 340 nm’deki
absorbans azalmasindan yola ¢ikilarak belirlenmisti. NADPH varliginda, okside
glutatyon miktarindaki azalma, kuvartz kiivette, kore karsi 180 sn boyunca takip

edilmistir. Hesaplamalar, glutatyon rediiktaz enziminin ekstinksiyon katsayisi



21

kullanilarak (€=6.2 mM™ cm?) yapilmistir. Spesifik enzim aktivitesi, dakikada

indirgenen 1 mmol ml* okside glutatyon (GSSG) miktar1 olarak ifade edilmektedir.

3.3.4.7. NADPH oksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Total NOX aktivitesi, Jiang ve Zhang (2002)’in yontemine gore XTT’ nin 470
nm’de indirgenmesi gozlenerek gerceklestirilmistir. NOX izozimleri Sagi ve Fluhr

(2001)’un metoduna gore yapilmistir. Jellere 40 pg protein iceren drnekler yiiklenmistir.

3.3.4.8. Monodehidroaskorbat rediiktaz enziminin aktivite tayini

MDHAR (EC: 1.6.5.4) aktivitesi Hossain ve ark. (1984)’nin metoduna gore
belirlenmistir. Reaksiyon karigiminda; 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 7.5), 0.2 mM
NADPH, 2.5 mM AsA, 0.5 Unite askorbat oksidaz (AO) icermektedir. Reaksiyon
AO’nun eklenmesiyle baglamistir. Aktivite 340 nm’de 1 dakika absorbansta meydana
gelecek degisime gore 6.2 mMlcm™ ekstinksiyon katsayis1  kullanilarak

hesaplanmustir.

3.3.4.9. Dehidroaskorbat redtiktaz enziminin aktivite tayini

DHAR (EC: 1.8.5.1) aktivitesi Nakano ve Asada (1981)’nin protokoliine goére
belirlenmistir. Reaksiyon karisimi; 50 mM K-P tamponu (pH 7.0), 2.5 mM GSH ve 0.1
mM DHA igermektedir. Aktivite oOrnek sollisyonuna reaksiyon karigiminin
eklenmesiyle baslamistir. Aktivite 265 nm’de 1 dakika absorbansta meydana gelecek

degisime gore 14 mM—cm™ ekstinksiyon katsayisi kullanilarak hesaplanmistir.
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3.3.5. Enzimatik olmayan antioksidanlarin iceriklerinde meydana gelen
degisimlerin belirlenmesi

3.3.5.1. Askorbat ve glutatyon iceriklerinin belirlenmesi

0.5 g yaprak 6rnegi 3 ml sogutulmus ekstraksiyon tamponu (1 mM EDTA
iceren %5’lik metafosforik asit) ile homojenize edilmistir. Homojenantlar 11.500 x g’de
15 dakika 4 “C’de santrifiijlenmis ve siipernatantlar askorbat ve glutatyon iceriklerinin
belirlenmesinde kullanilmistir.

Askorbat igerigi (tASA ve DHA) Huang ve ark. (2005)’larinin metotlarinda bazi
modifikasyonlar yapilarak gerceklestirilmistir. Siipernatant 0.5 M potasyum fosfat (K-
P) pH 7.0 tamponu ile noétralize edilmistir. Total askorbat igerigi 265 nm dalga boyunda
orneklere 0.5 Unite askorbat oksidaz iceren 100 mM K-P (pH 5.6) tamponunun
eklenmesiyle belirlenmistir. Askorbat igeriginin hesaplanmasinda askorbattan
hazirlanan standart egri kullanilmistir.

Yapraklarin glutatyon icerikleri (GSH ve GSSG) Paradiso ve ark. (2008)’nin
yontemine gore 0.6 ml 0.5 M K-P (pH 7.0) ile notralize edilen siipernatant kullanilarak
belirlenmistir. Enzimatik geri dongiiye bagli olarak glutatyon 5,5'-dithio-bis 2-
nitrobenzoic acid (DTNB) ile oksitlenmis ve glutatyon rediiktaz enziminin varliginda
NADPH tarafindan indirgenmistir. Glutatyon igerikleri DTNB’nin indirgenmesinden
iiretilen NTB’nin 412 nm dalga boyundaki absorbanstaki degisim oranlarina bakilarak
tespit edilmistir. Oksitlenmis glutatyon (GSSG), indirgenmis glutatyonun (GSH) 1n 2-
vinylpridin  ile  uzaklagtirilmasiyla  belirlenmistir. ~ Standart  egri  bilinen

konsantrasyonlarda GSH ve GSSG kullanilarak hazirlanmistir.

3.4. istatistiksel Analizler

Tiim uygulamalar birbirinden bagimsiz olarak en az 3 kez tekrar edilmistir ve
her bir bulgu, blylime parametreleri disinda (n=10) 2 tekrardan olusmaktadir (n=6).
Elde edilen sonuglar tek-yonlii varyans analizi (One—way ANOVA) ile analiz edilmis ve
ortalamalar arasindaki farkliliklar Lowest Standart Deviations (LSD) testi ile
kargilastirilmistir. Analizlerde P< 0.05 olan degerler istatistiksel bakimdan anlaml
kabul edilmistir. Istatistiksel analizler SPSS programi (standart versiyon 13.0) ile
gergeklestirilmistir. Biitiin  sekillerdeki hata ¢ubuklar1 ortalama standart hatayi

gostermektedir ve gizelgelerdeki degerler ortalama seklinde verilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Yapraklarn Su Iliskileri
Bor stresi altindaki bugday fidelerine digsaridan uygulanan ferulik asidin yaprak

bagil su igerikleri (RWC), ozmotik potansiyel ve prolin (Pro) igerikleri tizerine meydana
getirdigi degisimler Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Bor stresi altindaki bugday (Triticum aestivum L. cv. Dagdas-94) fidelerine digaridan
uygulanan ferulik asit (FA)’in yaprak bagil su igerikleri (RWC), ozmotik potansiyel ve prolin (Pro)
iceriklerinde meydana getirdigi ortalama degisimler. Siitunlar iizerindeki farkli harfler istatistiksel
bakimdan farkli olan degerleri gostermektedir(P< 0.05).

Bora (B) maruz kalan bitkilerin yaprak RWC’lerinin kontrolle kiyaslandiginda
%5 ve %9 oraninda distiigiinii Sekil 4.1A’da gortlmektedir. Bununla birlikte B ve FA
ile muamele edilen bitkiler B veya FA ile ayr1 ayr1 muamele edilen bitkilerle
karsilagtirildiginda yaprak RWC’lerinin %80-%85’ini koruyabilmislerdir. Sadece 75
uM FA’nin tek basina ilavesi RWC iizerinde etkili olmamistir. B uygulamasindan sonra
kontrol ile karsilastirildiginda ozmotik potansiyel (W) dismistir (Sekil 4.1B). Tek

basina FA kontrol ile karsilastirildiginda ozmotik potansiyeli etkilememistir. Tek basina
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B uygulamasi ile karsilastirildiginda FA ile B’un birlikte uygulanmasi ozmotik
potansiyeli artirmistir. 4 ve 8 mM B uygulamasi kontrol grubu ile karsilastirildiginda
prolin igeriginde %25-%23 diisiise neden olmustur (Sekil 4.1C). FA uygulamasi
kontrolle karsilastirildiginda Pro igeriginde dnemli bir degisim gdostermemistir. Sadece
B uygulamasina kiyasla B+FA uygulamasi Pro igerigini dnemli dl¢lide artirmistir.

Asir1 borun bitkilerin fizyolojisi, biyokimyasi ve hiicresel yapisi ilizerindeki
etkileri iyi bir sekilde belgelenmistir (Shah ve ark., 2017). Bitkilerde B toksisitesinin
gostergelerinden biri su igeriginin azalmasidir (Simon ve ark., 2013). Bu calismada,
RWC’nin azalmasi 8 mM B stresi altindaki yapraklarda daha siddetli oldugu tespit
edilmistir. Shi ve ark. (2005) tarafindan da benzer sonuglar bildirilmistir. B’nin
indiikledigi RWC’deki diislis, bozulmus plazma membran gegirgenligi ve asir1 su kaybi
ile iliskilidir. Ote yandan, Li ve ark. (2013b) disardan uygulanan FA ile su emiliminin
artmastyla bugday yapraklarinin RWC’lerinde pozitif etki yaptigin1 rapor etmislerdir.
Bulgularimiza gore bor stresiyle birlikte ozmotik potansiyelde (Wn) 6nemli oranda
diisiis gozlenmistir. Bor stresiyle birlikte FA uygulamalari Wr’deki bu disisi
engellemistir. Bir ozmoprotektan olan Pro, ROS’larin ortadan kaldirilmasinda ve
membranlarin lipid peroksidasyonuna kars1 korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir
(Hong ve ark., 2000). B toksisitesi domates ve biberde Pro igerigini artirmistir (Eraslan
ve ark., 2007). Buna karsin ¢alismamizda, asir1 B uygulamasinda bugday yapraklarinda
Pro seviyelerinde diisiis tespit edilmistir. B+FA uygulamalarinda ise bugday
yapraklarinin Pro igerikleri Onemli oranda artis gostermistir. Calismamizda Stres
uygulanmis bugday yapraklarinda Pro ve TBARS seviyeleri arasinda ters bir iligki
vardir. FA ile B’a maruz kalan bugday yapraklarindaki Pro igeriginin artmasina
bakilirsa, FA, bugdaydaki membran stabilitesinin (diisik TBARS igerigi) ve su
durumunun (artan RWC) korunmasinda rol oynamis olabilir. Ayrica El-Soud ve ark.
(2013), FA’e bagh Pro birikimi ile antioksidan enzimler arasinda bir iliski oldugunu

rapor etmiglerdir.

4.2. Yapraklarin ROS ve TBARS Iceriklerinde Meydana Gelen Degisimler

Bor stresi altindaki bugday fidelerine disaridan uygulanan ferulik asidin
stiperoksit (O2™), hidrojen peroksit (H202), OH" radikali stupurtlme aktivitesi ve lipid
peroksidasyon (TBARS) seviyelerinde meydana getirdigi degisimler Sekil 4.2°de

verilmigtir.
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Sekil 4.2. Bor stresi altindaki bugday (Triticum aestivum L. cv. Dagdas-94) fidelerine digaridan
uygulanan ferulik asit (FA)’in yaprak stiperoksit (O,™), hidrojen peroksit (H.0,), OH* radikali stpurtlme
aktivitesi ve lipid peroksidasyon (TBARS) seviyelerinde meydana getirdigi ortalama degisimler. Siitunlar
Uzerindeki farkli harfler istatistiksel bakimdan farkli olan degerleri gostermektedir(P< 0.05).

B toksisitesi altinda O™ seviyeleri artarak 7 gin boyunca 8 mM B (% 21)
bulunan bitkilerde maksimum seviyelere ulasmistir (Sekil 4.2A). B stresi ve FA O™
iceriginde Onemli diisise neden olurken sadece FA ile muamelede bir degisiklik
gozlenmemistir. Sekil 4.2B’de gosterildigi gibi her iki B konsantrasyonu da H20:
iceriginde Onemli bir artisa neden olmustur. 8 mM B’a maruz birakilan bugday
yapraklarinda kontrole gore 1.4 katlik artis tespit edilmistir. Ote yandan eksojen FA ile
muamele edilmis yapraklarda H,O, birikimi yalniz B ile muamele edilmis bitkilerde
oldugundan daha diisik oldugu goézlenmistir. Yalniz FA ile muamele edilmis
yapraklarin H20: igeriginde kontrole gore bir artis gozlemlenmemistir. B ile FA
uygulanan bugday yapraklarinin yalniz stres uygulanan fidelerle kiyaslandiginda OH"
radikali siipiiriilme aktivitesinde artisa neden olurken tek basina FA bu aktivite iizerinde
onemli bir etki gostermemistir (Sekil 4.2C). B uygulamasina bagli olarak OH" radikali

stiptiriilme aktivitesinde belirgin bir azalma gozlenmistir. Kontrol gruplart ile
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karsilastirildiginda, fazla B ile islem goren bugday yapraklarida, lipid peroksidasyon
seviyeleri (TBARS) artis gostermistir (Sekil 4.2D). Ote yandan, 25 ve 75 uM FA, her
iki B uygulanmis bitkilerin TBARS icerigindeki artis1 hafifletmistir.

Bor (B) fazlaligi, azalmig CO2 asimilasyonu ve azalan klorofil etkinligi ile
bitkilerde reaktif oksijen tirlerinin (ROS) Uretilmesine neden olur (Han ve ark., 2009).
Stresle biriken ROS’larin akiimiilasyonlarinin azalmasinin ilk adimi, siiperoksit anyon
radikalini H202’ye doniistiiren SOD’un aktivasyonudur (Hossain ve ark., 2015). En
reaktif radikal olarak bilinen OH* membran fosfolipidlerinin yag asidi yan zincirlerine
saldirir ve stres kosullarindan kaynaklanan lipid peroksidasyonunu uyarir (Liu ve ark.,
2014). B, bitki hiicrelerine plazma membranin lipit ¢ift tabakasindan ve proteinli su
kanallarindan pasif difiizyon yoluyla girer (Dordas ve Brown, 2000). B stresi altinda
OH°* radikal stpdrilme aktivitesinin kaybi nedeniyle, bugdayda TBARS igerigi
artmistir. Sonuglarimiz Ardic ve ark. (2009)’nin ve Liu ve ark. (2017)’nin bor stresi
altindaki nohut ve bugday bitkilerinde yiiksek diizeyde lipid peroksidasyonu ile ilgili
gozlemleriyle korelasyon gostermektedir. Ote yandan, B + FA’l1 bugday yapraklarinda,
Li ve ark. (2013c)’nin sadece strese kiyasla daha diisiik TBARS igerikleri gozlemlemesi

bulgularimiz1 desteklemektedir.
4.3. Enzimatik Antioksidanlarin Aktivitelerindeki Degisimler
Bor stresi altindaki bugday fidelerine disaridan uygulanan ferulik asidin

stperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesinde meydana getirdigi degisimler Sekil

4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.3. Bor stresi altindaki bugday (Triticum aestivum L. cv. Dagdas-94) fidelerine digaridan
uygulanan ferulik asit (FA)’in stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri tizerine etkileri. (A) SOD
izozimleri ve (B) total SOD aktivite (Units mg™? protein) degisimleri. Jele 40 pg’lik protein igeren
ornekler pipetlenmistir. Siitunlar iizerindeki farkli harfler, ayni tiir i¢inde istatistiksel bakimdan farkli olan
degerleri gostermektedir (P<0.05).

NativePAGE ile elektroforetik ayrim sonucunda yapraklardaki SOD enzimine
ait li¢ izozim tespit edilmistir (Mn-SOD, Fe-SOD ve Cu/Zn-SOD) (Sekil 4.3A). Bant
yogunluklarindaki miktarin  Ol¢iilmesi, toplam SOD aktivitesinin  6lctimleriyle
gosterildigi gibi yapraklarda SOD aktivitesinde (6zellikle Fe- ve Cu / Zn-SOD) dnemli
oranda bir artisin oldugunu gostermektedir (Sekil 4.3B). Ayrica, tim FA
konsantrasyonlari hem tek basina hem de B ile birlikte SOD aktivitesinde 6nemli bir
artisa neden olmustur. Tiim gruplarda, en yogun olan Fe-SOD band1 bu degisikligin ana
sebebidir.

Bor stresi altindaki bugday fidelerine disaridan uygulanan ferulik asidin katalaz

enzim aktivitesinde meydana getirdigi degisimler Sekil 4.4’de verilmistir.
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Sekil 4.4. Bor stresi altindaki bugday (Triticum aestivum L. cv. Dagdas-94) fidelerine disaridan
uygulanan ferulik asit (FA)’in total katalaz (tCAT) enzim aktiviteleri Gzerine etkileri. Stitunlar tzerindeki
farkli harfler, ayn1 tiir icinde istatistiksel bakimdan farkli olan degerleri gostermektedir (P<0.05).

Yalniz B uygulanan bugday yapraklarinin CAT aktiviteleri kontrole gore 6nemli
oranda azalmistir (Sekil 4.4). Benzer sekilde, yalniz FA uygulamalart da yapraklardaki
toplam CAT aktivitesinde azalmaya neden olmustur. Bununla birlikte, FA ile birlikte
B’nin uygulanmasi, yalniz B ile muamele edilmis bitkilerle kiyaslaslandiginda, CAT
aktivitesinde onemli bir artisa neden olmustur.

Bor stresi altindaki bugday fidelerine disaridan uygulanan ferulik asidin
peroksidaz (POX) enzim ve izozim aktivitelerinde meydana getirdigi degisimler Sekil

4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.5. Bor stresi altindaki bugday (Triticum aestivum L. cv. Dagdas-94) fidelerine digaridan
uygulanan ferulik asit (FA)’in peroksidaz (POX) enzim aktiviteleri tizerine etkileri. (A) POX izozimleri
ve (B) total POX aktivite (Units mg? protein) degisimleri. Jele 40 pg’lik protein igeren ornekler
pipetlenmistir. Siitunlar lizerindeki farkli harfler, aym tiir i¢inde istatistiksel bakimdan farkli olan
degerleri gostermektedir (P<0.05).

Elektroforetik analiz sonucunda 7 farkli POX izozimi tespit edilmistir (Sekil
4.5A). 7 gun siresince asir1 B’a (8 mM) maruz kalan yapraklarin toplam aktivitesinde
bir artis gozlemlenmemistir (Sekil 4.5B). Tiim deneme siiresince en diisik POX
aktivitesine yalniz 4 mM B’a maruz birakilan bugday yapraklarinda rastlanmistir.
Fidelere yalniz FA wuygulamalart POX aktivitesini kontrole gore Onemli oranda
artirmigtir. B stresi + FA uygulamalan diisiik ve yliksek konsantrasyonda farkli
tepkilere sahiptir. 4 mM + FA uygulamalarinda POX aktivitesi onemli oranda
artiyorken 8 mM B ile birlikte FA uygulamalarinda azalmalarin oldugu tespit edilmistir.

Bor stresi altindaki bugday fidelerine disaridan uygulanan ferulik asidin askorbat
peroksidaz (APX) enzim ve izozim aktivitelerinde meydana getirdigi degisimler Sekil

4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Bor stresi altindaki bugday (Triticum aestivum L. cv. Dagdas-94) fidelerine digaridan
uygulanan ferulik asit (FA)’in askorbat peroksidaz (APX) enzim aktiviteleri Uzerine etkileri. (A) APX
izozimleri ve (B) total APX aktivite (Units mg™? protein) degisimleri. Jele 40 pg’lik protein igeren
ornekler pipetlenmistir. Siitunlar tizerindeki farkli harfler, ayni tiir icinde istatistiksel bakimdan farkli olan
degerleri gostermektedir (P<0.05).

Elektroforetik ayrim ile toplam iki APX izoenzimi belirlenmistir (Sekil 4.6A).
B’a maruz birakilan bitkilerin toplam APX aktiviteleri azalmis olup en yiiksek diisiis %
31’le yalniz 4 mM B’a maruz birakilan bugday yapraklarinda gézlemlenmistir (Sekil
4.6B). APX1 ve APX2 izoenzimlerinin yogunlugu, sadece stres uygulamasi ile
karsilastirildiginda, B + 25 uM FA uygulamasi ile indiiklenmistir. Yalmiz FA
uygulamalarinda APX aktivitesi sirasiyla % 8 ve% 19 oraninda artig gostermistir.

Bor stresi altindaki bugday fidelerine disaridan uygulanan ferulik asidin
glutatyon rediiktaz (GR) enzim ve izozim aktivitelerinde meydana getirdigi degisimler

Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7. Bor stresi altindaki bugday (Triticum aestivum L. cv. Dagdas-94) fidelerine digaridan
uygulanan ferulik asit (FA)’in glutatyon rediktaz (GR) enzim aktiviteleri Uzerine etkileri. (A) GR
izozimleri ve (B) total GR aktivite (Units mg? protein) degisimleri. Jele 40 ug’lik protein igeren drnekler
pipetlenmistir. Siitunlar lizerindeki farkli harfler, aym tiir i¢inde istatistiksel bakimdan farkli olan
degerleri gostermektedir (P<0.05).

Bu ¢aligmada NativePAGE elektroforezi sonucunda i¢ GR izoenzimi (GR1-2-3)
tespit edilmistir. (Sekil 4.7A). B stresinde GR aktivitesi ya degismeden kalmis yada
hafif bir azalma gostermistir. APX aktivitesine benzer sekilde, B ile muamele edilmis
bitkilere sadece diisiik FA konsantrasyonu (25 uM FA) uygulandiginda, toplam GR
aktivitesinde belirgin bir artisin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7B). Fidelere yalniz FA
uygulamalar1 GR aktivitesi iizerine pozitif etki gdstermistir.

Bor stresi altindaki bugday fidelerine disaridan uygulanan ferulik asidin NADPH
oksidaz (NOX) enzim ve izozim aktivitelerinde meydana getirdigi degisimler Sekil

4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Bor stresi altindaki bugday (Triticum aestivum L. cv. Dagdas-94) fidelerine disaridan
uygulanan ferulik asit (FA)’in NADPH oksidaz (NOX) enzim aktiviteleri Gzerine etkileri. (A) NOX
izozimleri ve (B) total NOX aktivite (Units mg™ protein) degisimleri. Jele 40 pg’lik protein igeren
ornekler pipetlenmistir. Siitunlar iizerindeki farkli harfler, ayni tiir i¢inde istatistiksel bakimdan farkli olan
degerleri gostermektedir (P<0.05).

Bugday fidelerine bor uygulamalarinin ardindan elektroforetik ayirim ile (¢
NOX izozimi tanimlanmistir (Sekil 4.8A). Fideler bor stresine maruz birakildiktan
sonra kontrole gore NOX izozimlerinin her biri (NOX1-2-3) azalirken, B + FA
uygulamalarinda 6nemli oranda artislarin oldugu tespit edilmistir. Densitometrik analiz
sonucunda, toplam NOX aktivitesinde gozlenen artigin, NOX2 ve NOX3 izozimlerinin
ekspresyonlarindaki artigtan kaynaklandigi soOylenebilir. Total NOX aktivitesinde
meydana gelen artis ve azalislarin (Sekil 4.8B) izozimlerin bant yogunluklarindaki
degisimlerle birebir uyumlu oldugunu soyleyebiliriz.

Bor stresi altindaki bugday fidelerine disaridan uygulanan ferulik asidin
monodehidroaskorbat rediktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) enzim
aktiviteleri ile dehidroaskorbat (DHA), total askorbat (tAsA), indirgenmis glutatyon
(GSH) ve okside glutatyon (GSSG) igeriklerinde meydana getirdigi degisimler Sekil
4.9’da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Bor stresi altindaki bugday (Triticum aestivum L. cv. Dagdas-94) fidelerine digaridan
uygulanan ferulik asit (FA)’in monodehidroaskorbat redilkktaz (MDHAR-A), dehidroaskorbat rediiktaz
(DHAR-B) enzim aktiviteleri ile dehidroaskorbat (DHA-C), total askorbat (tAsA-D), indirgenmis
glutatyon (GSH-E) ve okside glutatyon (GSSG-F) iceriklerinde meydana getirdigi ortalama degisimler.
Stitunlar tizerindeki farklt harfler, ayni tiir icinde istatistiksel bakimdan farkli olan degerleri
gostermektedir (P<0.05).

Bor stresi altindaki bugday yapraklarinin MDHAR aktivitelerinin kontrol
grubuyla ayn1 seviyede oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9A). Stresle muamele edilmis

yapraklara FA uygulamalar1 MDHAR aktivitelerini  artrmistir.  Her  iki
konsantrasyondaki B uygulamalarinda da en yliksek MDHAR aktivite artiglarina diistik
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dozdaki (25 uM FA) FA’ya maruz birakilan bugday yapraklarinda rastlanmistir.
Fidelere tek basina FA uygulamasi ile MDHAR aktivitelerinde kontrole gore onemli
artiglarin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9A).

Bor toksisitesi altinda yetisen bugday yapraklarinda DHAR aktivitesi kontrole
gore ya azalmis veya degismemistir (Sekil 4.9B). Bununla birlikte, B ve FA birlikte
uygulandiginda, DHAR aktivite degisimleri yalniz stresli fidelerle kiyaslandiginda daha
fazla indiiklenmistir. Tiim deneme siiresince en yiiksek DHAR aktivite artiglarina yaniz
FA uygulanan yapraklarda tespit edilmistir.

Bor (B) fazlaligi, azalmig CO2 asimilasyonu ve azalan klorofil etkinligi ile
bitkilerde reaktif oksijen tirlerinin (ROS) Uretilmesine neden olur (Han ve ark., 2009).
Stresle biriken ROS’larin akiimiilasyonlarinin azalmasinin ilk adimi, siiperoksit anyon
radikalini H202’ye doniistiiren SOD’un aktivasyonudur (Hossain ve ark., 2015). B
toksisitesi altinda genel bir SOD indiksiyonu daha 6nce Hamurcu ve ark., (2013)
tarafindan rapor edilmistir. Bu calismada, 4 mM B stresi altindaki yapraklarin SOD
aktivitesi kontrol seviyesindeyken, SOD aktivitesinde gozlenen artis sadece 8 mM B’de
tespit edilmistir.

Bugday yapraklarindaki O,™ ve H.O- igerigi deney siiresince artmistir. 4 mM
B’daki SOD aktivitesi degismemesine ragmen H20: igerigindeki artis, H20:
aklimiilasyonuna neden olan diger bir kaynaga bagl olabilir. Asada, (1999), glikolat
oksidazlar, glukoz oksidazlar, aminoasit oksidazlar ve silfit oksidazlar gibi diger
enzimlerin SOD’un yanisira H>O2’in Uretiminde goérev aldigmi bildirmislerdir. Bor
stresi altindaki bugday yapraklarina FA uygulanmasi1 SOD aktivitesinin indiiklenmesine
yol agarak O, igeriginde diislise yol agmistir. Ferulik asidin antioksidan aktivitesi, yan
zincir konjugasyonu ile ilgilidir (Marcia, 2009). Graf (1992) daha 6nce FA’in SOD’a
benzer sekilde ROS’lar1 supuricl bir aktivite gosterdigini bildirmistir. Bu nedenle
bugday yapraklarinda FA, SOD benzeri bir aktivite ile radikal siiperoksit anyon
miktarini azaltabilir. Diger yandan H202, CAT, POX, APX ve GR aktiviteleri ile H20
ve oksijen gibi toksik olmayan molekiillere donistiiriilebilir (Hossain ve ark., 2015).
Bununla birlikte, bu ¢alismada stres uygulanmis bugdaydaki CAT, POX, APX ve GR
aktivitelerinde bir artig goriillmemistir. Sonuglarimiz Shah ve ark. (2017)’nin elde ettigi
bulgular ile uyumludur. Bugdaydaki H2O> birikimi bu antioksidanlarin
aktiflestirilmemesi ile iligkili olabilir. Stres altinda H2O> igerigi ile TBARS igerigi
arasinda pozitif bir korelasyon vardir. Farag ve ark. (2017) yapraklarda daha yliksek B

birikiminin, lipid membranlarin peroksidasyonunun baslica nedenlerinden biri
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olabilecegini (TBARS igeriginde gozlendigi gibi) one siirmiislerdir. FA 4 mM B ile
birlikte uygulandiginda, hem CAT hem de POX aktivitesi artmistir. POX, lignin
biyosentezine dogrudan katilir ve hiicre duvarindaki fenoksi radikallerini enzimatik
olarak dehidrojenasyon yapan lignin éncultduir (Lee ve ark., 2007). Bugday yapraklari
diisiik konsantrasyonda B’a maruz birakilirsa, FA, POX aktivitesini indukleyerek lignin
senteziyle baglantili olabilir. Ayn1 zamanda, B, FA’nin hiicre biiylimesini organize
etmede O6nemli bir role sahip olarak (Ghanati ve ark., 2002) hiicre duvari fenolik
bilesiklerin igerigini belirgin sekilde arttirir (Lindsay ve Fry, 2008). H20.’i ortadan
kaldirmak i¢in APX, AsA’nin oksidasyonunu katalizler. AsA’nin yenilenmesi GSH’a
bagli DHAR ve GR (GSH rejenerasyon dongiisiinde) veya DHA veya MDHA icerikleri
araciligilyla NADH’a bagimli MDHAR (Luster ve Donaldson, 1987) faaliyetleri
tarafindan katalize edilir. Bu calismada bor stresi, APX, GR, MDHAR ve DHAR
aktiviteleri ile AsA ve DHA iceriklerinin indiiksiyonunu tetiklememis olmasina ragmen,
bugday yapraklarinda FA (6zellikle 25 pM FA) bu indiiklemeleri basari ile yapmustir.
Stresle birlikte 25 uM FA uygulamasi askorbat glutatyon dongiisii araciligiyla stres
indiiklii hasarin elimine edilmesini saglamistir. Stresle +25 uM FA uygulamasinda
MDHAR, DHAR ve GR aktivitelerindeki artis ile ASA ve GSH yeterince yeniden
uretilebilir. Bulgularimiz Li ve ark. (2013a)’nin hiyar fidelerine eksojen olarak
uygulanan FA’in, bu enzimlerin faaliyetlerini uyardigini bildirdigi ¢alismalar1 ile uyum
icerisindedir. AsA ve GSH, apoplastta bir redoks tamponlayic1 olarak, ROS’un neden
oldugu hasarin detoksifikasyonunda rol oynar (Schonhof ve ark., 2007). Boylece FA, B
stresi altindaki bugday yapraklarinda askorbat ve glutatyonun yeniden dretilmesiyle
askorbat ve glutatyonun havuzunu koruyabilir. Bu sonuglar, bugday yapraklarindaki
H20. igerigindeki izlenen distisle uyumludur. Li ve ark. (2011)’nin salatalik
yapraklarinda PEG stres uygulamasina kiyasla 5-aminolevulinik asidin, GSH ve AsA

igeriklerini indiikledigini belirten ¢alismalariyla sonuglarimiz ortiismektedir.

4.4, Enzimatik Olmayan Antioksidan i¢eriklerinde Meydana Gelen Degisimler

4 ve 8 mM B stresi altindaki bugday yapraklarinda DHA igeriginde goze ¢arpan
diisiis kontrole gore sirasiyla 1.4 ve 1.2 kat olmustur (Sekil 4.9C). 8B+75 uM FA
uygulamasi haricinde diger tiim FA uygulamalarinda DHA igerigi artis gostermistir.

Tiim deneme siiresince en yiikksek DHA igerigine 25 pM FA uygulamalarinda
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rastlanmistir. Sadece FA uygulanan bitkilerde DHA igerikleri (25 ve 75 uM), kontrol
grubuna gore sirastyla % 18 ve % 10 oraninda artmaistir.

Bor stresi, sirasiyla tAsA akiimiilasyonunu kontrole gére sirasiyla % 36 ve % 23
oraninda diisiise neden olmustur (Sekil 4.9D). Her iki bor konsantrasyonundaki fidelere
25 uM FA uygulanmasi1 bugday yapraklarinin tAsA igerigini ©Onemli oranda
indiiklemigtir. Stres yoklugunda yapilan FA uygulamasi, tAsA iceriginde bir artisa
neden olmamustir.

GSH igerigi, stres kosullar1 altinda azalmis veya degismemistir (Sekil 4.9E).
Bununla birlikte, tek basina FA uygulamasindan farkl olarak, stres kosullar1 altinda FA
uygulamasi GSH igeriginde belirgin bir artisa neden olmustur.

Sekil 4.9F’de goriildiigii tizere B stresi altindaki bugday fidelerinde tiim deneme
suiresince GSSG seviyelerinde higbir degisikligin olmadig1 gorilmektedir. Ote yandan,
bor stresli veya stressiz bugday fidelerine FA uygulamalari GSSG igeriginde belirgin bir

artisa neden olmustur.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu ¢alisma bugday yapraklarinda bor indiiklii strese karsi disaridan ferulik asit
(FA) uygulamalarinin borun zararli etkilerini azaltict 6zelliklerinin olup olmadigini
arastirmak icin gerceklestirilmistir. Hidroponik olarak yetistirilen bugday fidelerine 2 ve
4 mM konsantrasyonlarinda bor uygulamalar1 yalmiz veya 25 ve 75 pM FA
kombinasyonlariyla birlikte 1 hafta siiresince ilave edilmistir. Stres biyumeyi, su
icerigini (RWC), yaprak su potansiyelini (\Yn) azaltmis ve bu azalma oran1 8 mM
konsantrasyonlarindaki bor uygulamalarinda daha siddetli olmustur. B stresi bugday
yapraklarinda RWC, W ve Pro igerigini azaltmistir. Bununla birlikte, FA uygulamasi
bu parametreler Uzerindeki inhibisyonu onlemistir. Stres kosullarinda SOD enziminin
aktivasyonu sadece 8 mM B’da gozlemlenmistir. Deney siiresince bugday yapraklarinda
O2" igerigi tetiklenmigtir. B stresine maruz kalan bugdayda CAT, POX APX ve GR
aktiviteleri degismemistir. Bu nedenle H20:2 igeriginin yiiksek birikimi meydana
gelmistir. Stres altindaki bugday fidelerine FA uygulamasiyla SOD aktivitesinin artmasi
02" igerigini basariyla azaltmistir. Ayrica, 4 mM B stresi altinda eksojen olarak
uygulanan FA, CAT ve POX aktivitelerini artirmistir. B stresi APX, GR MDHAR ve
DHAR aktiviteleriyle AsA ve DHA igeriklerinin akiimiilasyonlarini tetiklememesine
ragmen, bugdayda FA bu aktivite ve igerikleri artirmistir. B stresi altindaki 25 uM FA,
indiiklenen CAT aktivitesinin yan1 sira askorbat-glutatyon dongusi dahil olmak Uzere
tAsA ve GSH’1n yenilenmesini ve indiiklenmesini korumustur. Bu nedenle antioksidan
enzimlerin bu aktivasyonu sayesinde strese bagli HO> igerigi ve OH™n siipiiriilme
aktivitesi FA uygulamasinda bugdayda onemli oOlc¢lide azalmistir. FA radikalleri
siipiirme aktivitesi nedeniyle stresin neden oldugu lipit peroksidasyonunu (TBARS
icerigiyle azalmig) Onlemistir. Bu ¢alisma ile hidroponik olarak gelisen bugday
yapraklarinda bor indiiklii oksidatif hasarin azaltilmasinda ferulik asit uygulamalarinin

etkilesimi ile ilgili yeni goriisler saglanabilir.
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5.2. Oneriler

Dinyada ve (lkemizde bor gibi mikro besin elementlerinin fazlaliginin
olusturdugu stres kosullar bitkilerde gelisimi ve verimliligi kisitlayan énemli etmenler
arasindadir. Giliniimiizde giderek artan insan niifusu tarim alanlarindan daha fazla tiretim
icin faydalanma ihtiyact dogurmaktadir. Zirai alanlardan daha fazla verim almak i¢in
kullanilan inorganik giibreler topraklarin ¢oraklasmasina yol agmaktadir. Anadolu’nun
bazi kesimleri bor yoniinden oldukc¢a zengin olup bu alanlarda zirai bitkilerin
yetistirilmesi hususunda biiyiik sorun teskil etmektedir. Bu gibi alanlardan daha fazla
faydalanmanin yolu, stres kosullarina dayanikli bireylerin secilmesi veya islahidir.
Bunun i¢in de bitkilerin strese tolerans mekanizmalarinin bilinmesi gereklidir. Stres
kosullarinda biitiin bitkilerde oksidatif zararlar meydana gelmekte ve stres kosullarina
dayanmak veya stresten kagmak i¢in bitki tiirlerinin ve gesitlerinin gelistirmis olduklar
mekanizmalar, birbirlerinden oldukga farklilik gostermektedir. Bu nedenle kimi bitkiler
stres kosullarindan daha siddetli etkilenirken kimileri de diren¢ gostermektedir. Bu
tolerans mekanizmalarinin anlagilmasi stres kosullarina daha dayanikli bitkiler
yetistirmemizde bize yardimci olacaktir.

Calismamiz i¢in se¢mis oldugumuz bugday en fazla tarimi yapilan bitkiler
arasinda en On siralarda yer almaktadir. Ferulik asit uygulamalarinin bor stresinin
etkilerini azaltmada Onemi ve antioksidan enzim aktiviteleri {lizerine etkileri agikca
ortaya konulmustur. Ayrica elde ettigimiz bulgularla bor kosullarmma dayaniklilikla
ferulik asit uygulamalar1 arasindaki iliski belirlenerek biyoteknolojik g¢alismalara da
onculuk edecektir.

Calismalarimizdan iretilecek bilimsel veriler, basta uluslararasi saygin
dergilerde yaymlanmak kaydi ile bilimsel makale haline getirilmistir ve tiim insanligin

hizmetine sunulmustur.
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