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ON SOz
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OZET

AYCICEGI BIiTKIiSINDE (Helianthus annuus L.) KOMBINE UYGULANAN BORIK
ASIT VE SICAKLIK STRESININ BAZI EKOLOJIK PARAMETRELER,
ANTIOKSIDAN ENZIMLER VE GEN IFADELERI UZERINE ETKIiSi

Degisen iklim kosullar1 o6zellikle bitkilerin ekolojik, fizyolojik ve molekiiler diizeydeki
metabolik faaliyetleri lizerinde olumsuz etkiler olusturmakta; bitki verimi, kalitesi ve {iretimini
olumsuz yonde etkilemektedir. Sicakligin yani sira bitkilerde abiyotik strese sebep olan bir
diger faktor ise toprakta bulunan makro ve mikro besin elementlerinin miktarlaridir. Bor
elementi, bitkide zar gegirgenligi, kok biiyimesi, niikleik asit ve ATP sentezi gibi 6nemli
metabolik olaylarda etkilidir. Borun bitkiler tlizerindeki bu etkileri, bagka bir abiyotik stres
faktoriiniin etkisini inhibe ya da tesvik edebilecegini diisiindiirmektedir. Bu g¢alismada sicaklik
ve bor uygulamasinin hem ayri ayri hem de kombine etkileri arastirtlmstir. 15, 25 ve 40°C’de
yetistirilen, 10 mM ve 25 mM borik asit uygulanan ay¢icegi bitkisinde kok ve govde uzunlugu,
kok ve govde yas-kuru agirligi, kok ve govde biyokiitlesi, borik asit tolerans indeksi, lipit
peroksidasyonu, toplam protein miktari, SOD, CAT, APX enzim aktiviteleri ve bu enzimlerin
gen ekspresyon seviyelerindeki degisimleri belirlenmistir. Sonu¢ olarak 25 ve 40°C’deki
orneklerin artan borik asit konsantrasyonuna bagli olarak kok ve govdeye ait ekolojik
parametrelerde azalmanin oldugu 15°C’deki 6rneklerde ise literatiirde yer alan diisiik sicaklikla
ilgili caligmalarin aksine kok ve gdvdeye ait ekolojik parametrelerin olumlu etkilendigi ve artis
gosterdigi tespit edilmistir. 40°C’deki kok ve yaprak 6rneklerinin antioksidan enzim aktiviteleri
ve mRNA seviyelerinin arttigi belirlenmistir. 15°C’de ise antioksidan enzim aktiviteleri ve
mRNA seviyelerinin kok orneklerinde arttig1, yaprak orneklerinde azaldig: tespit edilmistir.
Ekolojik parametreler incelendiginde diisiik sicaklikta yiliksek bor uygulamasimin ilging bir
sekilde bitki biliylimesini tesvik ettigi, antioksidan enzim aktiviteleri ve mRNA ekspresyon
seviyeleri incelendiginde ise bitkinin disiik sicakligi tolere etmesinde oldukga etkili oldugu

ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Helianthus annuus L., abiyotik stres, ekolojik parametreler, antioksidan

enzim, gen ekspresyonu



ABSTRACT

THE EFFECT OF COMBINED BORIC ACID AND TEMPERATURE STRESS ON
SOME ECOLOGICAL PARAMETERS, ANTIOXIDANT ENZYMES AND GENE
EXPRESSION IN SUNFLOWER PLANT (Helianthus annuus L.)

The changes in climatological conditions have negative effects on the ecological, physiological,
and molecular metabolic activities of plants; it adversely affects plant yield, quality, and
production. In addition to temperature, another factor that causes abiotic stress in plants is the
amount of macro and micronutrients in the soil. Boron element is effective in important
metabolic events in the plant such as membrane permeability, root growth, nucleic acid, and
ATP synthesis. It suggests that boron may inhibit or promote another abiotic stress factor that
affects plants. Although there are studies about the effects of temperature or boron on plants in
the literature, there are no studies unraveling the combined effects of boron element on plant
metabolism, which are applied simultaneously at different temperatures. In this study,
individually and combined effects of heat and boron application were investigated. Root and
stem length, root and stem wet-dry weight, root and stem biomass, boric acid tolerance index,
lipid peroxidation, total protein amount, SOD, CAT, APX enzyme activities, and changes in
gene expression levels of these enzymes were determined in sunflower plants grown at 15, 25
and 40°C and treated with 10 mM and 25 mM boric acid. As a result, the ecological parameters
of the root and stem decreased due to the increasing boric acid concentration of the plants at 25
and 40°C. Besides the ecological parameters of the root and stem were positively affected and
increased at 15°C in contrast to the studies on low temperature in the literature has been
determined. Antioxidant enzyme activities and mRNA levels of root and leaf samples increased
at 40°C. However, antioxidant enzyme activities and mRNA levels increased in root samples
and decreased in leaf samples at 15°C. When ecological parameters are examined, interestingly
it has been revealed that the application of high boron concentration at low temperature
encourages the growth of the plant, and when the antioxidant enzyme activities and mRNA
expression levels are examined, it has been shown that the plant is very effective in tolerating

low-tem perature stress.

Keywords: Helianthus annuus L., abiotic stress, ecological parameters, antioxidant enzyme,

gene expression
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1. GIRIS
1.1. Aycicegi Bitkisinin Genel Ozellikleri ve Kullanim Alanlar

Aygigegi (Helianthus annuus L.), diploid (2n=34) genoma sahip tek yillik bir bitkidir
(Panero ve Funk, 2002: 7).

Aycigeginin (Helianthus annuus L.) anavatan1 Kuzey Amerika’dir ve kiiltiire alinmasi
4000 y1l 6nceye kadar uzanmaktadir (Smith, 2014: 58 ; Seiler vd., 2017: 2).

Bugiin aycicegi diinyada uygun iklim kosullarina sahip 70’ten fazla iilkede {iretimi
yapilan en onemli endiistri bitkilerinden biridir. Ulkemizde Trakya, Ege ve Marmara
bolgelerinde yogun olarak, diger bolgelerde de az miktarda yag elde etmek icin ve gerezlik

olarak yetistirilmektedir (Kalyar vd., 2014: 655).

Aygigegi (H. annuus L.), Asteraceae (Papatyagiller) familyasi, Heliathus cinsine ait bir
bitkidir. U¢ metre yiikseklige ulasabilen, derin bir kazik kok sitemine ve giiclii tek bir gdvdeye
sahiptir. 5 cm ile 30 santimetre (cm) arasinda degisen genis, biiyiik, oval yapraklari ile 10-30
cm capina sahip cicek tablasi vardir (Sekil 1.1). Tohumlar: ise gri, beyaz ya da siyah renkli

cizgili seliiloz bir kabuk i¢inde bulunmaktadir.

Sekil 1.1. Aycicegi yapragi ve ¢icegi
Kaynak: (Muller Seeds, 2020: 1)



Aycigegi 15181 seven ve iyl nem tutan topraklarda yetisen bir bitkidir. Tohumlarimin
¢imlenebilmesi i¢in toprak sicakliginin en az 8-10 derece olmasi gerekmektedir. Cigeklenme
icinse en uygun sicakliklar 21-24 derece arasidir. Uygun sicakliklardan daha yiiksek veya daha
diisiik sicakliklar ¢imlenme ve ¢igeklenme verimini etkilemektedir. Aycigegi bitkisi derin bir
kazik kok sistemine sahip oldugu i¢in topraktan ¢ok fazla besin maddesi almaktadir. Bununla
birlikte giiclii kok sitemi sayesinde kisa siiren kurakliklardan ¢ok fazla etkilenmemektedir.

Ancak uzun siiren kurakliklar bitkinin tohum verimini diisiirmektedir (Ankara Universitesi,

2019: 3).

Ayc¢iceginin insan tliketimi i¢in kullanilan temel pargalar1 tohumlaridir. Tohumlar1 hem
cerezlik olarak hem de yaglik olarak kullanilmaktadir. Elde edilen yag gida olarak
tilkketilmesinin yani sira, sanayide boya ve sabun yapiminda da kullanilmaktadir. Arda kalan
tohum kabuklari ise mayalarin hazirlanmasinda, alkol ve furfural elde edilmesinde
degerlendirilmektedir. Bitkiden elde edilen kiispe, protein (%20) ve yag (%1-7) igerigi
bakimindan oldukga besleyici bir hayvan yemidir, bu sebeple sigir ve siit inekleri i¢in degerli
bir besin kaynagidir. Kiispeye ek olarak ¢igek tablalar1 da dgiitlilerek kiiciikbas ve kiimes
hayvanlar1 i¢in yem olarak kullanilmaktadir. Ayg¢i¢eginin saplarindan dahi yararlanilmaktadir.
Bitki saplar1 yakit ve giibre olarak kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak saplarin kagit yapiminda

ve seliiloz sanayisinde kullanildig: bilinmektedir (Tiirkge Bilgi, 2019: 1).

Tarim Bakanliginin Ocak 2020 tarihinde yayinladigi aycicegi ile ilgili raporda,
Tiirkiye’de ayg¢icegi iiretiminin 2018 yilinda bir 6nceki yila gore artarak yaklasik 2 milyon tona
ulastigi, 2019 yilinda ise 2018 yilina gore artarak 2,1 milyon ton oldugu bildirilmistir (Tarim
ve Orman Bakanlig1, 2020). Iklim degisikliklerinin ve bor stresinin aycigegi bitkisi iizerindeki
etkilerinin belirlenmesi, lilkemizde ay¢icegi liretiminin olumsuz etkilerinin azaltilmasina ve
ayrica bor miktar1 fazla olan topraklarda da aygicegi tarimimnin tesvik edilerek yillik ciro

kaybinin en aza indirilmesine yardime1 olacag: diisiiniilmektedir.

Yine ayni raporda diinyada bitkisel yag iiretiminin basta palm yagi olmak iizere soya,
kolza ve ayg¢igeginden karsilandigi, Tirkiye’de ise bu iiretimin biiyiik oranda aygigeginden
saglandig1 bildirilmistir. Bununla birlikte Tiirkiye’de yag ihtiyacina bakildiginda, kisi basi
tiiketim miktariin niifus artisina paralel olarak arttig1 ancak bu ihtiyaci karsilayacak diizeyde
iretimin gergeklesmedigi belirtilmistir. Yurt iginde {iretilen aygigegi ile toplam bitkisel yag
talebinin sadece %18,4’1 karsilanmaktadir. Giderek artan 6nemli miktardaki yag a¢iginin,

tohum ve ham yag ithalat1 yoluyla saglandigi, bu nedenle Tiirkiye’ nin bitkisel yag sanayi ve
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hammadde yoniinden %65 oraninda disa bagimli durumda oldugu bildirilmistir (Tarim ve
Orman Bakanligi, 2020). Ayrica Tiirkiye’nin ithal ettigi iirlinler arasinda bitkisel yag ve
tiirevleri ilk siray1 olusturmaktadir. Bu sebeple olusan yag talebini karsilayabilmek ve ithalati
azaltmak icin, liriin verimi ve kalitesini artirmaya yonelik molekiiler ve biyolojik calismalarla
birlikte aycicegi gibi onem arz eden yaglik endiistri bitkilerinin materyal olarak kullanildig:
bilimsel aragtirmalar Tirkiye’de c¢esitli kurum ve kuruluslar tarafindan Oncelikli olarak

desteklenmektedir.
1.2. Bitkilerde Stres

Tiim canlilar yasadiklar1 ¢evre ile iliski halindedirler ve yasamlar1 boyunca optimum
kosullar disinda kimi zaman olumsuz kosullarla karsilagabilirler. Bu olumsuz kosullar nedeni
ile bitkiler yasamlar1 boyunca bircok stres faktdriine maruz kalmaktadirlar. Bu stres faktorleri
bitkinin biiyiime ve gelismesini olumsuz yonde etkilemekte, doku ve organlarin kaybina, stres
faktoriiniin uzun siire devam etmesi durumunda bitkinin dliimiine sebep olmaktadir (Biiyiik vd.,
2012: 97; Korkmaz ve Durmaz, 2017: 193). Bitkiler, bu kosullar altinda hayatta kalabilmek i¢in
degisen ¢evre kosullarini algilayarak biinyelerinde morfolojik, fizyolojik ve molekiiler bazi
degisimler meydana getirirler (Fujita vd., 2006: 436). Baz1 bitki tiirleri degisen bu etmenlere
kars1 adaptasyon gelistirip metabolik olarak etkilenmezken, bazi bitki tiirleri ise bu etmenlerden
en az sekilde hasar gorebilmek i¢in karmasik mekanizmalar gelistirerek bazi 6zel cevaplar
olusturmaktadir (Bohnert vd., 2006: 180) (Bohnert, 2006). Stres faktorleri biyotik ve abiyotik

stresler olmak {izere ikiye ayrilmaktadir (Tablo 1.1).

Tablo 1.1. Biyotik ve abiyotik stres faktorleri

Biyotik Stres Faktorleri Abiyotik Stres Faktorleri
Patojen enfeksiyonlari Kuraklik
Yiiksek tuzluluk
Yaralanmalar
Sicaklik
Mekanik etkiler Radyasyon
Bocekler Su baskini

Otgul hayvanlar . o L
Kimyasallar (pestisit, toksin, agir

metaller vb.)

Kaynak: (Fujita vd., 2006: 437)



Parazitler, bakteriler, mantarlar, nematodlar, bocekler, viriisler gibi canli organizmalar
bitkiye zarar verip bitkide biyotik stresin olusmasina sebep olmaktadir. Bu canli organizmalar
ayn1 zamanda bitki hastaliklarindan da sorumlu sayilmaktadir (Sardhara ve Mehta, 2018: 6).
Biyotik stresin; %28,2 bugday, % 37,4 piring, %31,2 misir, %40,3 patates, %26,3 soya fasulyesi
ve %28,8 pamuk verimi kaybina neden oldugunu bildirmistir (Wang vd., 2013: 7371). Mantar
faktort, bitki ve bitki hastaliklarina diger faktorlere gore daha ¢ok neden olan bir biyotik stres
faktoriidiir. Mantar faktoriinlin yani sira, diger mikroorganizmalar da bitki solgunluguna,
yaprak lekelerine, kok ¢iiriimesine ve tohum hasarina neden olmaktadir (Sardhara ve Mehta,
2018: 6).

Bitkiler ve bitki parazitleri milyonlarca yildir birlikte degisime ugramislardir. Bu
evrimsel siiregte bitkiler, mikrobiyal patojenlerin ve otgul hayvanlarinin saldirilarinin sikligini
ve etkisini en aza indirgeyebilmek i¢in ¢ok ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirmistir. Bu
savuma mekanizmalar1 bitkide ya siirekli aktif halde bulunmaktadir ya da sadece saldiri
oldugunda aktive olan fiziksel ve kimyasal adaptasyonlar1 igermektedir (Vinebrooke vd., 2004:
455).

Abiyotik stres, canli olmayan faktorlerin canli organizmalar lizerindeki olumsuz etkisi
olarak tanimlanmaktadir. Abiyotik faktoriin, organizmanin popiilasyon performansini veya
popiilasyondaki bireylerin fizyolojisini 6nemli dlgiide etkilemek icin ekolojik sartlari normalin
tizerinde degistirmesi gerekmektedir (Vinebrooke vd., 2004: 451). Degisen ekolojik kosullar
ekin verimliliginin belirlenmesinde ve bitkilerin farkli ekosistemler arasindaki dagiliminda rol
oynamaktadir. Bitkilerin karsilagabilecegi bazi abiyotik stres kosullar1 arasinda; kuraklik,
anormal sicakliklar (sicaklik ya da sogukluk), topraktaki besin elementlerinin azlig1 veya toksik
iyonlarin fazlaligi, 151k siddetinin fazlaligi, kok biiyiimesini engelleyen kuru toprak sertligi

sayilmaktadir (Duque vd., 2013: 51).

Abiyotik streslere karsi bitkinin olusturdugu adaptasyonlar oldukca karmasik
ekofizyolojik, biyokimyasal, hiicresel ve molekiiler diizenlemeler igcermektedir. Bitkiler
abiyotik stres etkisine karsi, genel olarak ii¢ asamali bir cevap olusturmaktadir: 1) alarm
asamasli, ii) direng asamasi ve iii) tilkkenme evresi (Sekil 1.2) (Kosova vd., 2011: 1303).
Lichtenthaler, bu cevaba dordiincii bir faz olan rejenerasyon yani onarim fazini da eklemistir ki
bu, sadece stres etkeninin zarariin ¢ok siddetli olmadan 6nce yok olmasiyla bitkinin fizyolojik
fonksiyonlarinin kismen veya tamamen yenilenmesine izin vermektedir (Lichtenthaler, 1996:

5).
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Sekil 1.2. Abiyotik stres faktorlerine karsi bitkinin verdigi cevaplarin genel dinamikleri
Kaynak: (Kosova vd., 2011: 1303)

Genellikle, bitkiyi birgok stres faktdrii aym anda etkileyebilmektedir. Ornegin yaz
aylarinda, yiiksek sicaklik, su yoklugu ve yiiksek 151k stresi gibi ¢esitli abiyotik stres faktorleri
bitkilere ayn1 anda etki etmektedir (Lichtenthaler, 1996: 10).

Ekolojik kosullar optimum diizeyden farklilastiginda bitki ilk olarak bu degisikligi
algilamaktadir. Bitkinin stresi algilamasi karmasik bir durumdur ve biitlin stresler tek bir
mekanizma ile algilanmamaktadir. Algilama, degisen bir veya daha fazla biyotik ya da abiyotik
ekolojik faktoriin bitki tarafindan algilandig ilk olaydir. Karmasik bir metabolik durum olan
stres algilama, tim streslerde tek bir algilama mekanizmasi ile kontrol edilmemektedir.
Ornegin, kuraklik veya asir1 su varligi gibi stresler bitkinin toprak altinda bulunan organlarimni
etkilerken, fotoinhibisyon gibi stresler ise bitkinin toprak iistiinde bulunan organlarini
etkilemektedir. Dolayisiyla, farkli stresler i¢in farkli algilama mekanizmalar1 bulunmaktadir
(Verslues ve Zhu, 2005: 376). Dis uyaranlari algilamanin en yaygm modeli, spesifik bir
reseptore baglanan bir kimyasal ligand modelidir. Bununla birlikte, bu model, fiziksel stresler
icin degil, sadece kimyasal stresler (0rnegin agir metal stresi, besin tiikenmesi stresi) i¢in
uygundur; ancak sicaklik, radyasyon stresi gibi fiziksel streslerin algilanmasi herhangi bir

kimyasal ligand icermemektedir (Verslues ve Zhu, 2005: 376).

Abiyotik strese kars1 bitkiler ¢ok cesitli cevaplar olusturmaktadir. Tuzluluk, kuraklik,

yuksek ve diistik sicakliklar hiicrede dehidrasyona sebep olmakta ve hiicrenin homeostazini
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bozmaktadir. Stresin devaminda bitki kendini biriken maddelerin toksik etkisinden korumak ve
biliylime-gelismede meydana gelen olumsuzluklart minimumda tutabilmek i¢in g¢esitli
makromolekiilleri ve iyonlar1 dengede tutmaya ¢alismaktadir. Olas1 bir dehidrasyon durumunda
bitkiler buna cevap olarak su ge¢isinde rol oynayan akuaporinleri ve iyon kanallarini aktive ya
da inaktive etmektedir. Boylece su iletimini ve iyon dengesini stres durumunda dengede

tutmaya ¢alismaktadir (Biiyiik vd., 2012: 99).

Bitkilerde abiyotik strese karsi olusturulan bir diger cevap ise ¢esitli koruyucu
molekiillerin sentezlenmesidir. Bunlardan biri olusan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
temizlenmesinde gorev alan ozmolitlerdir (Smirnoff ve Cumbes, 1989: 48). Reaktif oksijen
tiirleri, bitkinin normal biiylime ve gelismesi sirasinda da olusmaktadir, ancak olusan ROS
miktar1 ve detoksifikasyon mekanizmasi bir denge halinde oldugu icin bitkide herhangi bir
zararli etki olusturmamaktadir. Stres faktorii varliginda ise ROS konsantrasyonu artmakta,
bununla birlikte ROS miktar1 ve antioksidan enzimler arasindaki denge bozulmaktadir.

Devaminda bitki oksidatif strese girmektedir.

Bitkiler, olumsuz ekolojik kosullara ve sesil bir yasama uyum saglamak icin toleransi
artiran ¢ok sayida mekanizma gelistirmistir. Olusan streslerin etkiledigi molekiiler
mekanizmalarin basinda bitkilerdeki c¢esitli genlerin ekspresyon diizeylerinin degisimi
gelmektedir (Duque vd., 2013: 55). Bu genlerin tiriinleri sadece bitkinin stres toleransini degil
ayn1 zamanda strese olan tepkisini de etkilemektedir. Abiyotik stres, proteinlerin yanlis
katlanmasina hatta protein sentezinin inhibisyonuna sebep olmaktadir. Bu da bitkinin biiyiime
ve gelismesinin olumsuz etkilemektedir (Cramer vd., 2011: 8). Abiyotik stres ayn1 zamanda
bitkilerde birbiriyle iligkili sinyal yolaklarinin aktivesine sebep olmakta ve bitkide kademeli ve

karmasik bir cevap yolunu baglatmaktadir (Sekil 1.3).
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Kaynak: (Wang vd., 2013: 2)

Stres cevap
mekanizmalar




1.2.1. Sicaklik Stresi

Giiniimiizde ekolojik sorunlarin baginda gelen kiiresel 1sinma, diinya genelinde sicaklik
artisina ve buna bagli olarak da kurakliga sebep olmaktadir. Degisen iklim kosullar1 bitki
verimliligi ve iirlin kalitesi i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Bu baglamda en 6nemli

abiyotik faktorlerden biri sicakliktir.

Optimum diizeyin {stiindeki veya altindaki sicakliklar, tiim organizmalar tarafindan
sicaklik stresi olarak algilanmaktadir. Sicaklik stresi hiicresel homeostazi bozmakta ve biiyiime-
gelismede onemli bir gerilige hatta 6liime yol agabilmektedir. Sesil organizmalar olan bitkiler
stirekli olarak sicaklik degisimlerine ve diger abiyotik faktorlere maruz kalmaktadir. Tim
diinya ¢apinda yaygin tarimsal kayiplar basta kuraklik olmak iizere diger streslerle birlikte

sicakliktaki degisimlere baglanmaktadir (Kotak vd., 2007: 310).

Cok yliksek sicakliklarda, bitki hiicrelerinde birka¢ dakika i¢inde siddetli bir hasar
meydana gelebilir hatta bu durum hiicre 6liimii ile sonuglanabilir (Shinozaki ve Yamaguchi-
Shinozaki, 1998: 161). Orta derecede yiiksek sicakliklarda bitkideki hasarlar veya 6liim uzun
stireli maruz kalmadan sonra ortaya ¢ikmaktadir. Yiiksek sicakliklardan kaynaklanan ve bitkiyi
dogrudan etkileyen metabolik olaylar arasinda protein denatiirasyonu ve agregasyonu ile
membran lipitlerinin artan akiskanligi sayilabilir. Dolayli veya daha yavas meydana gelen
sicaklik hasar1 ise kloroplast ve mitokondri ic¢indeki enzimlerin inaktivasyonu, protein
sentezinin inhibisyonu, protein bozulmasi ve membran biitiinliigiiniin kaybidir (Wahid vd.,
2007: 202). Sicaklik stresi ayrica mikrotiibiillerin ayrilmasi veya uzamasi, mitotik hiicrelerde
mikrotiiblil asterlerinin olusumu ve fragmoplast mikrotiibiillerin uzamas1 yoluyla
mikrotiibiillerin organizasyonunu da etkilemektedir (Smertenko vd., 1997: 1540). Bu olumsuz
etkiler devaminda bitkide agliga, biiylimenin inhibisyonuna, iyon akisinin azalmasina, toksik
bilesiklerin ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimine yol agmaktadir (Wahid vd., 2007:
207).

Yiiksek sicakliklar; yapraklarin ve dallarin kavurulmasi, yapraklarda, dallarda ve
govdelerde gilines yaniklarinin olusumu, yapraklarda yaslanma, siirgiin ve kok biliylimesinin
inhibisyonu, meyvelerde renk degisikligi ve hasari ile bitki veriminde azalma dahil olmak iizere
hasat dncesi ve sonrasi ¢ok ¢esitli zararlara neden olabilmektedir. Sicaklik stresi bitkinin diger
jenerasyonlarin olusumunda en 6nemli faktor olan tohumlarin gelisimini de etkilemektedir.

Tohum {izerinde sicaklik stresinin uzun vadeli etkileri igerisinde ¢imlenmede gecikme veya



canlilik kaybi sayilabilir. Bu da ¢imlenme ve fide olusumu azaltmaktadir (Wahid vd., 2007:
202).

Yiiksek sicakliklara maruz kalan bitkilerde kuraklik stresindekine benzer bazi anatomik
degisiklikler meydana gelmektedir. Bu anatomik degisiklikler su sekilde siralanabilir; bitkinin
tiimiinde, hiicre boyutunda azalma, stomalarda kapanma ve su kaybinda kisitlama, hem kok
hem de siirgiinde daha biiyiik ksilem damarlar1 (Bafon vd., 2004: 339). Hiicre seviyesinde ise,
yuksek sicaklilar tilakoit zarlarin yapisal organizasyonunu degistirerek kloroplastlarda biiyiik
degisiklikler meydana getirmektedir. Bu da fotosentez olayinda 6nemli degisikliklere yol

acarak bitkinin fotosentez performansini azaltmaktadir (Karim vd., 1997: 222).

Yiiksek sicaklik stresi bitkide fenolojik degisikliklere de sebep olmaktadir. Vejatatif
evrede maruz kalinan yiiksek sicaklik, yapraktaki gaz degisim 6zelliklerini olumsuz yonde

etkilenmektedir. Bitki, lireme evresinde yiiksek sicaklik stresine maruz kalirsa agilan ¢igeklerde

dokiilmeler gozlenmektedir (Young vd., 2004: 493).

Yiiksek sicaklik stresi altinda genel olarak gilindiizleri artan terleme sebebiyle
bitkilerdeki su miktar1 azalmaktadir. Olusan bu su eksikligi bircok fizyolojik olay1
etkilemektedir (Tsukaguchi vd., 2003: 27). Ornegin, farkli bitki tiirleri; sekerler ve seker
alkolleri (polioller), prolin, ii¢linciil ve kuaterner amonyum bilesikleri ve iigiinciil siilfon
bilesikleri gibi ¢esitli ozmolitleri biriktirmektedir (Sairam ve Tyagi, 2006: 408). Yiiksek
sicakligin bitkilerdeki bir diger etkisi de fotosentez ve solunum arasinda dengesizligin meydana
gelmesidir. Bu durumda fotosentez orani azalirken, solunum orani1 6nemli 6l¢iide artmaktadir.
Ayrica, sicaklik arttikca enzim inaktivasyonu ve denatiirasyonu meydana gelmekte, bu nedenle
gerceklesen biyokimyasal reaksiyonlarin oram1 diigmektedir. Bu durum ise fotosentezin ciddi
sekilde azalmasmma neden olmaktadir. Yiksek sicaklik stresi, molekiillerin membranlar
arasindaki kinetik enerjisini ve hareketini artirmaktadir ve bdylece membran molekiilleri
arasindaki kimyasal baglar1 gevsetmektedir. Proteinlerin denatiirasyonuna sebep olmasi ya da
doymamis yag asitlerinin miktarinin artmasi, ¢ift kath lipid tabakasina sahip membrani daha

akigkan hale getirmektedir (Savchenko vd., 2002: 349).

Bitkiler olumsuz ekolojik kosullar1 izleme ve adapte olma yetenegine sahiptir. Ancak
streslere uyum veya tolerans derecesi tiirlere ve genotiplere gore degismektedir. Fitohormonlar
da bu konuda 6nemli bir rol oynamaktadir. Hormonal homeostaz, stabilite, i¢erik, biyosentez
ve dagitim sicaklik stresi altinda degisiklik gostermektedir (Maestri vd., 2002: 667).

Fitohormonlarin diizenlenmesinin yaninda yiiksek sicaklik, flavonoidler ve fenilpropanoidler
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gibi ikincil metabolitlerden olan fenolik bilesiklerin de tiretimini indiiklemektedir (Wahid vd.,
2007: 207).

Yiiksek sicaklik stresi fenolojik, anatomik ve fizyolojik cevaplarin yani sira molekiiler
cevaplarinda olugsmasina sebep olmaktadir. Sicaklik stresi doku dehidrasyonuna ek olarak,
oksidatif stres olusumunda da etkilidir. Ornegin, tekli oksijen (1O2), siiperoksit radikali (0*°),
hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH") dahil olmak {izere reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) tiretimi ve hiicredeki reaksiyonlari, yliksek sicakliga bagl hiicresel yaralanma belirtileri
olarak sayilmaktadir (Liu ve Huang, 2000: 509). ROS, membran lipitlerinin ve pigmentlerinin
otokatalitik peroksidasyonuna neden olmaktadir. Boylece hiicre zarinin 6nemli bir 6zelligi olan

yar1 gegirgenliginin kaybina ve islevlerinin degismesine yol agmaktadir (Xu vd., 2006: 282).

Sicaklik stresi, bazi hiicre i¢i proteinleri ve membran proteinlerinin yanlis katlanmasini
ve denatiirasyon riskini arttirmaktadir. Bitkiler ekolojik streslerle basa ¢ikmak icin ¢esitli stres
proteinleri sentezlerler. Sicaklik stresinde eksprese edilen ve hiicrede saperon gorevi goren en
onemli proteinlerden biri 1s1 soku proteinleri (HSP'ler)’dir. Bu proteinler molekiiler
agirliklarina gére; HSP110, HSP90, HSP70, HSP60 ve kiiciik HSP’ler olmak {izere bes alt
aileye ayrilmaktadir (Baniwal vd., 2004: 477). Bitkiler ani veya kademeli bir sicaklik artisi
yasadiginda HSP'lerin iiretimi artmaktadir. HSP'lerin eksprese olmasi, bakteriden insana kadar
tiim organizmalarda gdzlemlenen sicaklik stresine evrensel bir yanit olarak kabul edilmektedir

(Baniwal vd., 2004: 472)

HSP'lerin yan1 sira, ubikitin, sitosolik bakir/ginko siiperoksit dismutaz (Cu/Zn-SOD) ve
manganez peroksidaz (Mn-POD), ozmotin benzeri bir protein olan Pir proteinleri, geg
embriyonik bagimli (LEA) proteinler gibi bir dizi baska bitki proteininin ekspresyonu da
sicaklik stresi ile uyarilmaktadir (Wahid vd., 2007: 207). Bu proteinlere ek olarak, olusan
reaktif oksijen tiirlerini temizleyecek antioksidan enzimlerinin ekspresyonu da uyarilmaktadir

(Wahid vd., 2007: 210).

Bitkilerin strese kars1 gosterdigi tepki mekanizmalar1 ve bunlarin stres toleransindaki
rollerinin aydinlatilmasi biiyiik bir 5neme sahiptir. Bitkiler yiiksek sicaklik kosullarinda hayatta
kalmak i¢in uzun siireli fenolojik ve evrimsel uyarlamalar ile yaprak yoniinii degistirme,
transpirasyonun diizenlenmesi veya membran lipit kompozisyonunun degistirilmesi gibi kisa
siireli stresten kacinma veya strese alisma mekanizmalar1 gibi farkli mekanizmalar

gostermektedir. Yiiksek sicaklikta yetisen bir¢ok zirai bitkide, erken olgunlasma ve buna bagh
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diisiik verim kayiplari bir kagis mekanizmasi olarak degerlendirilmektedir (Adams vd., 2001:

876).

Iyon tasiyicilari, ozmoprotektanlar, serbest oksijen radikali temizleyicileri, sinyal

yolaklar1 ve transkripsiyonel kontrol ile ilgili faktorler dahil olmak iizere baz1 6nemli tolerans

mekanizmalari stres etkilerine karsi koymak igin olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir (Wang vd.,

2004: 244).
Sicakhik
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£ ! v \
5 / \
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©
g v v
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- .
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aktivasyon
5
9] . . Sicakhk stresi
e~ Digerleri .
=] elementleri
] |
© Antioksidanlar HSP. ler, ribozomal
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Sekil 1.4. Bitkilerde 6nerilen 1s1-stres tolerans mekanizmalari

(MAPK, mitojenle aktive olan protein kinazlar; ROS, reaktif oksijen tiirleri; HAMK, 1s1 soku ile etkinlestirilen

MAPK; HSE, 1s1 soku elemani; HSP'ler, 1s1 soku proteinleri; CDPK, kalsiyuma bagimli protein kinazlar, HSK,

histidin kinaz.)

Kaynak: (Wahid vd., 2007: 211)
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Yiiksek sicakligin bitkiler tarafindan algilanmasi ve bitkilerin sicaklik stresinin olumsuz
etkileriyle basa ¢ikmalari, bazi metabolitlerin iiretimi ile baslayan bir dizi degisiklik ve
mekanizma ile saglanmaktadir (Sekil 1.4) (Wahid vd., 2007: 211). Sicaklik stresinin ilk etkisi
membran lizerinde goriinmektedir ve membranin akigkanligini arttirmaktadir. Membran
akiskanligr kalsiyum (Ca™®) akismin indiiklenmesine ve hiicre iskeletinin yeniden
yapilandirilmasina yol agmaktadir. Bu da mitojenle aktiflestirilmis protein kinazlarin (MAPK)
ve kalsiyum bagimli protein kinazin (CDPK) artisina yol agmaktadir. Bu metabolik olaymn
niikleer diizeyde uyarilmasi, hiicrenin ozmotik dengesinin saglanmasi i¢in antioksidanlarin ve
uyumlu ozmolitlerin {iretimine yol agmaktadir. Organellerde (6rn., kloroplast ve mitokondri)
ROS iiretimi, antioksidanlarin yani sira sinyallesme igin biiyiik onem tasimaktadir (Bohnert vd.,
2006: 180). Antioksidan savunma mekanizmasi sicaklik-stres adaptasyonunun onemli bir

parcasidir ve termotoleransin kazanilmasi ile yakindan iliskilidir (Maestri vd., 2002: 669).

Yiiksek sicaklik kadar, diisiik sicakliklar da bitkilerde stres olusturmakta ve bitkilerin
geligsmesi tizerinde olumsuz etkiler yaratmaktadir. Diisiik sicaklik stresinin bitkiler {izerindeKi
bu tiir zararl etkileri, stresin biiytikliigline, siiresine ve bitkinin hangi biiylime asamasinda

olduguna gore degismektedir (Hussain vd., 2018: 2).

Diistik sicaklik stresi bitkilerin morfolojisinde ve veriminde degisikliklere sebep
olmaktadir. Bazi tarla bitkileri, 6zellikle ¢cimlenme ve fide gelisiminin erken asamalarinda
soguga son derece duyarli olmaktadir. Her tohumun ¢imlenebilmek i¢in optimum sicaklik ve
toprak nemine gereksinimi vardir (Hussain vd., 2018: 3). Soguk stresi ¢cimlenmeyi ciddi sekilde
bozmakta ve fide canliligin1 azaltmaktadir (Kang ve Saltveit, 2002: 571; Wang vd., 2016:1)
Bununla birlikte bitki gelisimini geciktirerek ciddi verim kayiplarina neden olmaktadir (Cruz
ve Milach, 2004: 2; Oliver vd., 2007: 1319; Ruelland vd., 2009: 38). Soguk stresi yapraklarda
lezyonlara sebep olmakta, yaprak gelisimini geciktirmekte, yaprak sayisinda azalmaya sebep
olmakta, hiicre dongiisiinii uzatarak hiicre iiretimini azaltmakta, patojen ve hastaliklara
duyarlilig1 arttirmaktadir (Korkmaz ve Dufault, 2001: 408; Rymen vd., 2007: 1436). Diisiik
sicaklik stresi ayn1 zamanda kok uzunlugunu, biyokiitlesini ve morfolojisini diizenleyerek kok
biiyliimesini kisitlamaktadir (Hussain vd., 2018: 3). Tahil iriinlerinde, iireme gelisimi
sirasindaki diisiik sicaklik stresi, ¢igeklerin dokiilmesine, oviil gelisiminin durmasina, polen
kisirligina, polen tiipiiniin bozulmasina, zayif meyve setlerine ve dolayisiyla nihai verimin

azalmasina sebep olmaktadir (Thakur vd., 2010: 434)
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Diistik sicaklik stresi altinda bitkilerde fizyolojik ve biyokimyasal cevaplar da
olusmaktadir. Yiiksek sicakliklarda oldugu gibi soguk stresi de bitkilerde optimum diizeydeki
fotosentez ve solunumun seviyelerini degistirmektedir (Hussain vd., 2018: 4). Soguk stresi
altinda, stoma ve mezofilden karbondioksit (CO>) iletimi azalmakta, kloroplastik gelisim
bozulmakta ve metabolit tasinimi azalmaktadir (Hussain et al., 2018: 4; Sowinski vd., 2005:
67).

Diisiik sicaklik topraktaki fiziksel, kimyasal Ozellikler ile mikrobiyal faaliyetlerini
etkileyerek bitki-besin iliskilerini degistirmektedir (Yan vd., 2012: 716). Zay1if kok sistemine
sahip olan bitkilerde, soguk stresi altinda azot, fosfor ve potasyum dahil olmak tizere cesitli
besin maddelerinin alim1 azalmaktadir (Hussain vd., 2018: 4; Yan vd., 2012: 716). Azalan kok
uzunlugu, disiikk hidrolik iletkenlik, zayif kok dallanmasi ve daha kalin kok ekseni
gozlemlenmekte bu da bitkilerde mineral besin aliminin azalmasina yol agmaktadir (Farooq
vd., 2009: 502). Soguk stresi bitkinin ozmotik dengesini bozmakta ve dehidrasyon stresine de
neden olmaktadir (Farooq vd., 2009: 504; Wang vd., 2016: 7). Cogu stres durumunda oldugu
gibi, diisiik sicaklik stresinde de ROS olusmaktadir ve asir1 ROS iiretimi oksidatif hasara neden
olmaktadir (Farooq vd., 2009: 504; Ruelland vd., 2009: 38). Fazla ROS birikimi protein
oksidasyonuna, membran lipitlerinin peroksidasyonuna, deoksiriboniikleik asit (DNA) ve
riboniikleik asit (RNA) hasarina ve hatta hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Apel ve Hirt, 2004:
2). ROS dretimi ve giivenli detoksifikasyon arasindaki dengesizlik, oksidatif stres olarak
adlandirilan metabolik durumu temsil etmektedir. ROS olusumu ve detoksifikasyonu
arasindaki denge diisiik sicaklik stresi altindaki bitki hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in oldukca
onemlidir (Baier vd., 2005: 1). Bitkiler, diisiik sicaklik stresi gibi olumsuz kosullar altinda
olusan oksidatif hasarla basa ¢ikabilmek i¢in antioksidatif savunma sistemleri gelistirmistirler.
Bitkiler hiicresel homeostazi korumak ve oksidatif hasar1 azaltmak i¢in ¢esitli enzimatik (SOD,
askorbat peroksidaz (APX), POD, katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR) vb.) ve enzimatik
olmayan (indirgenmis ve oksitlenmis glutatyon, askorbik asit, a-tokoferol ve karotenoidler)
antioksidanlarin aktivitelerini arttirmaktadir (Gill ve Tuteja, 2010: 910). Diisiik sicaklik ayrica
biyokimyasal reaksiyonlarin hizlarim1 dogrudan azalttifindan veya dolayli olarak gen
ekspresyonunun yeniden programlanmasina neden oldugundan hiicresel metabolizmay1 biiytik

6l¢iide degistirmektedir (Chinnusamy vd., 2007: 445).

Ayrica soguk stresi, COR (soguga duyarli) genlerinin promotérlerinde cis-elemanlarina

baglanabilen ve ekspresyonlarini indiikleyebilen ETILEN YANIT FAKTORU/APETALA2
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ailesi transkripsiyon faktorlerinin (6rn. CBF'ler) ekspresyonunu diizenlemektedir (Chinnusamy
vd., 2007: 446). Bununla birlikte soguk stresinde oksidatif stres arttig1 i¢in, SOD, APX, POD,
CAT, GR gibi enzimatik antioksidanlarin ekspresyonu da artmaktadir (Fan vd., 2014: 1;
Hussain vd., 2018: 5). Soguk stresi ayni1 zamanda prolin birikimini artirmakta ve bu da proline
yanit veren elemente (PRE ve ACTCAT) sahip genlerin ekspresyonlarint indiiklemektedir
(Chinnusamy vd., 2007: 446). Genel olarak, sicaklik stresi altinda transkripsiyon faktorlerinin
bircogunun ekspresyonu artarken, birincil biiylime siire¢lerinde rol oynayan birkag

transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonu ise azalmaktadir (Hussain vd., 2018: 7).
1.2.2. Borun Bitkiler Uzerindeki Etkileri

Bitkilerin normal biiylime ve gelismesi i¢in makro ve mikro besin elementlerini yeterli
miktarda almasi gerekmektedir. Eksiklik veya toksisiteye neden olan bir besin elementinin
yetersiz alinimi bitki biiylimesini etkilemekte ve bitkilerde verim ve iirlin kalitesi kayiplarina

sebep olmaktadir. Bitkiler i¢in en 6nemli mikro besin elementlerinden biri Bor’dur.

Bor (B), periyodik cetvelde 13. gruba ait kimyasal bir element olup hem asitleri hem de
bazlar1 tiretme kabiliyetine sahip metalik ve metalik olmayan 6zellikler tasimaktadir. Bor su,
toprak ve atmosferde yaygin olarak bulunan bir elementtir (Princi et al., 2015: 116). B'nin
inorganik formlar1 hem dogal olarak hem de antropojenik kaynakli olmak tizere iki sekilde
bulunabilir. Dogada boratlar, oksijen ile boraks (Na:BsO7-10H20) halinde, daha az siklikla
borik asit [B(OH)s veya H3BOz] olarak ve ¢ok nadiren flor ile anyon BF4 olarak yer alir. Bunun
aksine, bitki ve hayvan hiicrelerinde, yaklasik 7,5'lik bir pH'da, sitoplazmik bdlgede, B'nin
%99,95'"inden fazlast H3BO3 formunda, kalan kismi ise borat (B(OH)s iyonlar1 formunda
bulunmaktadir (Power ve Woods, 1997: 2).

Topraktaki mikrobesinlerin bitkilerdeki alt ve iist sinir degerlerinin, 6zellikle bor igin,
belirlenmesi oldukca zordur. Diinyanin tarimsal topraklarinin ¢ogu, nétr pH degerinde 5-30
ppm toplam bor i¢germektedir (Brdar-Jokanovi¢, 2020: 5). Bor eksikligi ve toksisite arasindaki
aralik diger elementlerle karsilastirildiginda son derece dardir (Brdar-Jokanovi¢, 2020: 5).
Genellikle, 0,5 ppm'den daha az bor igeren topraklarin yetersiz oldugu diisiiniiliirken, sadece

birka¢ ppm ise toksisiteye neden olabilmektedir (Yau vd., 1995: 190).

Borik asit, yagisla kolayca siiziilen ¢oziiniir bir bilesiktir; bu nedenle, bor eksikligi
genellikle nemli bolgelerde goriilmektedir (Rehman vd., 2014: 1; Marschner, 1995: 379;
Rerkasem vd., 2019: 4; Shorrocks, 1997: 1). Bor eksikliginin aksine, toprak bor toksisitesi daha
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az gozlenmekte ve kurak ve yari kurak alanlarda ortaya ¢ikmaktadir ( Nable vd., 1997: 181;
Kog, 2007: 378; Landi vd., 2019: 1015).

Bor, ¢ogunlukla hiicre zarinin fosfolipid ¢ift katmanindan gegerek hiicreye kolayca
girebilen kiiciik, yiiksiiz borik asit molekiilleri seklinde bitki kokleri tarafindan alinmaktadir (
Marschner, 1995: 385; Brown vd., 2002: 206). Her ne kadar borun bitki metabolizmasindaki
rolii halen tam olarak anlagilmamis olsa da borun bitkilerde sekerlerin taginimi, hiicre duvarinin
sentezlenmesi, membran biitiinliigii, fotosentez iirtinlerinin bitkinin diger organlarina tasinmasi,
karbonhidrat ve fenol metabolizmasi gibi 6nemli fizyolojik ve biyokimyasal olaylarda bora
ihtiya¢ duyuldugu bilinmektedir (Cervilla vd., 2009: 672; Barut vd., 2018: 34). Bor, enzim
reaksiyonlarinin yan1 sira iyonlarin, metabolitlerin ve hormonlarin taginmasinda rol
oynamaktadir (Goldbach ve Wimmer, 2007: 39). Bor elementi enzimleri uyarir, inhibe eder
veya stabilize eder; sekerlerin zar boyunca tasinmasi, lignin ve flavonoid sentezi ve oksinlerin,
azot bilesiklerinin ve fenollerin metabolizmasinda rol oynar (Sekil 1.5) (Seth ve Aery, 2017:
2).

Bor
Metabolik Yolaklar Enzimatik Reaksiyonlar Hiicre Membrani
v 4 )
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Sekil 1.5. Borun fizyolojik ve molekiiler hedefleri
Kaynak: (Princi vd., 2015: 121)
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Bitki sagligi i¢in gerekli minerallerden herhangi birinin seviyesinin azalmasina mineral
eksikligi denir. Diigiikk mineral icerigi o mineralin bitkideki fonksiyonunu etkileyebilecek bir
seviye olarak tanimlanabilir. Bor eksikligi de diinya c¢apinda tarimsal sorunlardan biridir ve
bitkisel tiretim i¢in biiyiik bir dezavantaj olusturmaktadir (Blevins ve Lukaszewski, 1998: 483;
Kato vd., 2009: 58). Toprak bor konsantrasyonlar1 Nepal'de 0.19 ppm, Zambiya'da 0.25 ppm,
Nijerya'da 0.27 ppm, Filipinler'de 0.28 ppm, Kore'de 0.37 ppm, Sierra Leone'de 0.39 ppm ve
Hindistan'da 0.42 ppm olarak yetersiz konsantrasyonlarda oldugu bilinirken; Pakistan,
Macaristan, Tiirkiye, Meksika ve Irak'ta sirasiyla 0.68, 1.02, 1.10, 1.26 ve 1.51 ppm olarak
toksik konsantrasyonlarda Sl¢tilmiistiir (Shorrocks, 1997: 129).

Sekiz 6nemli mikro element arasinda en az anlasilmis olmasina ragmen bor (B) eksikligi
belirtileri ayrintili olarak aydinlatilmistir. Bor eksikligi belirtileri bitki tiirleri arasinda
farkliliklar gostermektedir. Bor immobil bir element oldugundan, eksikligi ilk 6nce daha geng
dokularda goriilmektedir (Koshiba vd., 2009: 557). Bor eksikligi bitkide bir¢ok anatomik,
fizyolojik ve biyokimyasal degisiklige neden olmaktadir (Shorrocks, 1997: 121).

Bor toksisitesi hem {iriin verimini hem de kalitesini etkileyen 6nemli bir faktordiir. Bor
toksisitesinin en tipik semptomlar1 arasinda yaprak renginin farklilagmasinin yani sira bitki
canliliginin azalmasi, bitki gelisiminin gecikmesi, meyvelerin sayisi ve biiyiikliigiiniin azalmasi

sayilabilir (Princi vd., 2015: 129).

Bor toksisitesinin birincil fenotipik etkisi olarak genellikle bitki kuru agirliginin
azalmasi ve kok biiylime inhibisyonu goriilmektedir (Turan vd, 2009: 100). Bor fazlaligi,
kolsisininkine benzer bir sekilde mitoz boliinme sirasinda kok ucu hiicreleri tizerinde sitotoksik
etkiler yaratmaktadir ( Liu vd., 2000: 50; Konuk vd., 2007: 77). Yiiksek B konsantrasyonun
toksisite mekanizmalar1 hala belirsiz olmasina ragmen, fotosentezi olumsuz etkiledigi
bildirilmistir. Yiiksek B stresi altinda, yapragin kenarlarinda kurumalar goriilmekte, boylece
fotosentetik alan daralmakta, klorofil igerigi azalmakta ve sonug¢ olarak fotosentez orani
diismektedir ( Han vd., 2009: 151; Chen vd., 2014: 240). B toksisitesi genellikle, hidroksil
radikalleri (OH"), siiperoksit radikalleri (O2") ve hidrojen peroksit (H2O2) gibi ROS birikmesine
ve nihayetinde de hiicre 6liimiine neden olan oksidatif strese sebep olmaktadir. Ayrica, B
toksisitesinin fotosentez, enerji metabolizmasi, antioksidasyon, detoksifikasyon, proteoliz ve
hiicre naklinde yer alan gesitli protein ¢esitlerinin miktarin1 artirdig belirtilmistir (Sang vd.,

2015: 1).
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1.3. Antioksidatif Savunma Sistemi

Bitkiler, ROS'lar1 temizleyebilmek i¢in enzimatik bilesenlerden olusan ve enzimatik
olmayan antioksidatif savunma sistemine sahiptir. Bitki hiicrelerinde kloroplast, mitokondri ve
peroksizom gibi farkli organellerde spesifik ROS iireten ve ROS’u temizleyen sistemler
bulunmaktadir. Hiicrenin farkli kisimlari ¢esitli ROS temizleme yollari ile koordine bir sekilde

calismaktadir (Pang ve Wang, 2008: 232).

Optimum kosullar altinda, toksik potansiyeli olan oksijen metabolitleri diisiik bir
seviyede Uretilmektedir ve ROS iiretimi ile yikimi arasinda bir denge bulunmaktadir. Bu denge,
hiicre i¢i ROS seviyelerinde hizli artislara neden olan ve ayni zamanda lipitlere, proteinlere ve
niikleik asitlere oksidatif zarar verebilecek bir dizi olumsuz ekolojik faktor tarafindan
bozulabilmektedir. Oksidatif hasar1 dnlemek i¢in, yiiksek bitkiler endojen antioksidan savunma

seviyesini artirmaktadir (Sharma vd., 2012: 96).
1.3.1. Lipid Peroksidasyonu

Lipidler, prokaryotik ve Okaryotik membranlarin ana bilesenleridir. Plazma
membraninin ve hiicre i¢i zarlarin yapisal bilesenleri olarak gorev alirlar; ayn1 zamanda enerji
ve karbon depolanmasi, sinyal iletimi ve strese karsi tepkilerde gesitli biyolojik fonksiyonlar

bulunmaktadir (Hashemi, 2020: 2).

Radyasyon, ultraviyole isinlar, asir1 sicak ve soguklar, tiitin dumani, patojen
enfeksiyonlari, ¢evresel toksinler ve herbisite/insektisiteye maruz kalma gibi dis uyaricilar
hiicre i¢i ROS iiretiminin kaynaklaridir (Ayala vd., 2014: 2). Cevresel stresin sebep oldugu,
artan oksidatif stresin sonuglari arasinda hiicre, doku ve organ yaralanmasi bulunmaktadir.
Hiicre zar1 da birgok ¢evresel stresin ana hedeflerinden biri olmaktadir. Yiiksek seviyelerde
serbest radikaller veya reaktif oksijen tiirleri (ROS) lipidlere dogrudan zarar vermektedir
(Moldovan ve Moldovan, 2004: 398). Lipidleri en fazla etkileyen en yaygin iki ROS, hidroksil
radikali (HO") ve hidroperoksildir (HO2). Coklu doymamis yag asitleri (PUFA),
peroksidasyona karsi ¢ok hassas olan en 6nemli membran lipit bilesiklerinden biridir. ROS'un
zararl etkilerinin ana nedeni, doymamis yag asitlerinin oksidasyonunun zincir reaksiyonunu
baslatma yetenegidir, bu da lipit peroksidasyonuna ve membran bozulmasina yol agmaktadir.

Reaksiyon baglama, yayilma ve sonlanma olmak iizere ii¢ ana asamaya ayrilmaktadir.

Baslangic asamasinda radikal bir yag asidi iiretilir. OH gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS),

su ve radikal yag asitleri iiretmek i¢cin doymamis yag asidinin hidrojen atomu ile birlesmektedir.
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Yag asidi radikalinin stabilitesi diistiktiir, boylece molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek
peroksil-yag asidi radikalinin olugsmasina neden olmaktadir. Bu radikal de disiik stabiliteye
sahiptir ve ayrica bagka bir serbest yag asidi ile reaksiyona girerek bir lipit peroksit ve farkli bir
radikal yag asidi liretmektedir. Devaminda her zaman bagka bir radikal iiretirken, radikal,
radikal olmayan bir madde ile reaksiyona girmektedir. Bu isleme “zincir reaksiyonu
mekanizmas1” denir. Iki radikal birlikte reaksiyona girdiginde radikal olmayan bir madde
tiretilir. Boylece radikal reaksiyon durmaktadir (Hashemi, 2020: 9). Coklu doymamuis yag asidi
(PUFA) asil zincirine serbest radikaller saldirir ve oksijen molekiilii ile kolayca reaksiyona
giren, lipit peroksil radikali olusturan bir radikal yag meydana getirir. Devaminda lipid peroksil
radikali, bir zincir reaksiyonu ilerleterek komsu PUFA'lara saldirabilir. Bir linolenik asit
peroksil radikali ikinci bir oksijen molekiilii ile kendiliginden reaksiyona giren ve daha sonra
fitoprostan G1'e (PPGI) indirgenen bir siklik peroksil radikali olusturabilir. Fitoprostan G1
(PPG1) kendiliginden bozularak, malondialdehit (MDA), diger alkanlar ve alkenler veya baska
fitoprostanlar olusturabilir (Sattler vd., 2006: 3709).

Genellikle bitkilerde membran lipit peroksidasyonu MDA 6lgiilerek tespit edilmektedir.
MDA, ekolojik faktorlere bagl stresin olusturdugu oksidatif lipid hasarinin belirlenmesinde

yaygin olarak kullanilan temel belirte¢lerden biridir (Kong vd, 2016: 4).
1.3.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Serbest Radikaller

Bitkilerin {iriin miktarinin ve kalitesinin artirilmasini i¢in bitki doku ve organlarinin
gelisimi daha iyi anlagilmalidir. Bitki morfogenezi hem i¢ faktdrler olan genetik olaylar hem de

dis faktorler olan ¢evresel etmenler tarafindan diizenlenmektedir (Huang vd., 2019: 1).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), bitki aerobik metabolizmasinin yan iirlinleri olarak
iretilmektedir. ROS, siiperoksit anyonu (O2’), hidroksil radikali (OH") gibi serbest radikalleri
ve ayrica hidrojen peroksit (H20), tekli oksijen (!0,) ve benzeri gibi radikal olmayan
molekiilleri igermektedir (Sharma vd., 2012: 2).

Yiiksek enerjiye maruz kalma veya elektron transfer reaksiyonlar1 ile molekiiler
oksijenin (O2) asamali olarak azaltilmasi, yiiksek derecede reaktif ROS diretimine yol
acmaktadir. Bitkilerde ROS, her zaman kloroplastlarin (Dietz vd., 2016: 1542), mitokondrinin
(Huang vd., 2016: 2) ve peroksizomlarin (Sandalio ve Romero-Puertas, 2015: 476) elektron

tasima aktivitelerinden elektronlarin O2'ye sizmasi veya farkli hiicresel kisimlarda lokalize
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edilmis g¢esitli metabolik yollarin bir yan iriinii olarak olugsmaktadir (Del Rio vd., 2006: 331;
Blokhina ve Fagerstedt, 2010: 449).

Genel olarak, hiicresel proliferasyon ve farklilasma dahil olmak iizere birgok temel
biyolojik siirecin ilerlemesi i¢in diisiik ROS seviyeleri gereklidir. Ek olarak, ROS, bitki gelisim
stireclerini ve stres yanitlarini kontrol etmek i¢in epigenetik etmenler ve hormonlarla etkilesime

girmektedir (Tsukagoshi vd., 2010: 606; Zafra vd., 2010: 2; Zeng vd., 2017: 1).

Tiim ROS’larin kaynagi olan oksijen (O2) bitkilerde stabil olup ¢ok reaktif degildir.
Bununla birlikte, bitki metabolizmasini etkileyen bazi islemlerle ¢esitli organellerde yiiksek
enerjili ROS'a donistiiriilmektedir (Mittler, 2017: 17). Reaktif molekiiller olarak, ROS bazi
hiicresel bilesenleri oksitleyip degistirerek orijinal islevlerini bozmaktadir 374 491 (Apel ve
Hirt, 2004: 374; Mittler vd., 2004: 491).

Kuraklik, tuzluluk, soguk, metal toksisitesi ve UV-B radyasyonu gibi abiyotik stresler

ve patojen saldirilari, hiicresel homeostazin bozulmasi nedeniyle bitkilerde ROS olusumunun
artmasina neden olmaktadir (Mittler, 2002: 1; Sharma ve Dubey, 2005: 210; Han vd., 2009:
144; Mishra vd., 2011: 566) .

Kuraklik Tuzluluk Soguk Sicak naeroblvcjus UV-B Gaz Kirliligi
(O, yoklugu)
— —

Fazla ROS Uretimi

Lllpld Protein DNA hasart
peroksidasyon denaturasyon

Bitkilerde oksidatif stres
Hicresel yapida ve
onksiyonda degsiklikle

Sekil 1.6.. ROS'un artmasina sebep olan abiyotik stresler ve ROS'un hiicre tizerindeki etkisi
Kaynak: (Sharma vd., 2016: 93)
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Yiiksek konsantrasyonlardaki tim ROS’larin organizmalar i¢in son derece zararli
etkileri olmaktadir. Hiicrenin savunma mekanizmalar1 yetersiz kaldiginda, hiicrede artan ROS
seviyesi, "oksidatif stres" seklinde ifade edilmektedir. Ekolojik stresler sirasinda artan ROS
iiretimi, lipitlerin peroksidasyonuna, proteinlerin oksidasyonuna, enzim inhibisyonuna, niikleik
asitlerin zarar gérmesine, programlanmis hiicre Sliimiiniin (PCD) aktivasyonuna yol agarak
hiicreler i¢in biiyiik bir tehdit olusturmaktadir (Sekil 1.6) (Shah vd., 2001: 1142; Mittler, 2002:
405; Meriga vd., 2004: 67; Sharma ve Dubey, 2005: 220; Maheshwari ve Dubey, 2009: 47;
Mishra vd., 2011: 17; Srivastava ve Dubey, 2011: 14).

ROS'un zarar verici veya sinyal verici bir molekiil olarak davranip davranmayacagi,
ROS {iretimi ve yikimi arasindaki hassas dengeye baglidir. ROS’un farkli rollere sahip olmasi
nedeniyle, hiicrelerin ROS’a bagimli herhangi bir oksidatif hasar1 nlemek ve ROS’u tamamen
ortadan kaldirmamak i¢in ROS seviyesini 1yi bir sekilde kontrol etmesi gerekmektedir. Fazla
ROS'un yikimi veya detoksifikasyonu, enzimatik olmayan ve enzimatik antioksidanlardan
olusan etkili bir antioksidatif sistem ile elde edilmektedir (Sekil 1.7) (Noctor ve Foyer, 1998:
251).

Abiyotik stresler

Bitkilerdeki antioksidant savunma sistemi

Enzimatik Enzimatik olmayan

) D
ikler
Tokoferoller

. Genetik transformasyon l
l Stres toleransli bitkiler .

Sekil 1.7. Antioksidan savunma sisteminin enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenleri
Kaynak: (Sharma vd., 2016: 97)

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), guaiacol peroksidaz (GPX), askorbat
glutatyon (AsA-GSH) dongiisii enzimleri Ornegin askorbat peroksidaz (APX),
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), dehidroazorat rediiktaz (DHAR) ve glutatyon
rediiktaz (GR) enzimatik antioksidanlar olarak islev goriirken (noctor and foyer, 1998);

askorbat (AsA), glutatyon (GSH), karotenoidler, tokoferoller ve fenolikler, hiicre icinde gii¢lii
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enzimatik olmayan antioksidanlar olarak islev gormektedir. Literatiirde yer alan ¢aligmalar,
degisen ekolojik faktdrlerin neden oldugu oksidatif stresle miicadele etmek icin bitkilerdeki
antioksidan savunma sistemine ait bir¢ok enzim aktivitesinin arttigini bildirmektedir. Yiiksek
antioksidan kapasitesinin korunmasi i¢in toksik ROS'u yikmak, bitkilerin bu ekolojik streslere
kars1 artan toleransi ile iliskilendirilmektedir (Zaefyzadeh vd., 2009: 6; Chen vd., 2011: 277) .

1.3.3. Antioksidatif Savunma Sisteminin Enzimatik Olmayan Bilesenleri

Antioksidatif savunma sisteminin enzimatik olmayan baslica bilesenleri arasinda
hiicresel redoks tamponlar1 askorbat (AsA), glutatyon (GSH), bunlarla birlikte tokoferol,
karotenoidler ve fenolik bilesikler bulunmaktadir (Sharma vd., 2012: 9).

Enzimatik olmayan antioksidatif savunma sistemi bilesenleri ¢ok sayida hiicresel
bilesenle etkilesime girmektedir. Oksidatif strese karsi savunmada 6nemli rollerine ve enzim
kofaktorii olmalarina ek olarak bu antioksidanlar, mitoz boliinme ve hiicre uzamasindan
yaslanmaya ve hatta hiicre Sliimiine kadar cesitli siiregleri etkileyerek bitki biiyiimesi ve
gelismesinde degisikliklere sebep olurlar (De Pinto ve De Gara, 2004: 9). Literatiirde yer alan
calismalar enzimatik olmayan antioksidan icerigi azalmis mutantlarin oksidatif strese kars1 asir

duyarli olduklarini belirtmektedir (Gao ve Zhang, 2008: 9; Semchuk vd., 2009: 5).
1.3.3.1. Askorbat (AsA)

Askorbat (AsA), hiicrede en fazla bulunan, diisiik molekiiler agirliga sahip bir
antioksidandir. Artan ROS seviyesinin neden oldugu oksidatif strese kars1 savunmada énemli
bir role sahiptir. AsA, bir dizi enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonda elektron verme
yetenegi nedeniyle gii¢lii bir antioksidan olarak kabul edilmektedir (Colville ve Smirnoff, 2008:
9). AsA'nin bitkilerde biiyiime, farklilasma ve metabolizma gibi ¢esitli fizyolojik siireglerde
onemli bir rol oynadigi tespit edilmistir. AsA, 6zellikle fotosentetik dokularda bol miktarda
bulunmaktadir (Sharma vd., 2016: 97). AsA'nin neredeyse %90'indan fazlasi sitoplazmada
lokalize olmustur ancak diger ¢oziiniir antioksidanlardan farkli olarak, milimolar
konsantrasyonda mevcut oldugu icin apoplastta 6nemli bir kismi kaplamaktadir. Apoplastik
AsA'nin potansiyel olarak zararli dis oksidanlara karsi ilk savunma hattin1 temsil ettigine
inanilmaktadir (Barnes vd., 2002: 246). AsA, kritik makromolekiilleri oksidatif hasardan

korumaktadir.

Cevresel stres altindaki bitkilerde AsA seviyesi, antioksidan talebine bagli olarak AsA

biyosentezinin ve yikimimin dengede olmasina baglhidir (Chaves vd., 2002: 913). AsA
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biyosentezinde yer alan enzimlerin asir1 ekspresyonu, bitkilerde abiyotik stres toleransi ile
iliskilendirilmektedir (Sharma vd., 2012: 14).

1.3.3.2. Glutatyon (GSH)

Tripeptit glutatyon (y-glutamilsisteinil-glisin, GSH), ROS kaynakli oksidatif hasara
kars1 hiicre i¢i savunmada 6nemli bir rol oynayan, diisitk molekiiler agirlikli, protein yapida
olmayan tiyollerden biridir. Sitosol, kloroplastlar, endoplazmik retikulum, vakuoller ve
mitokondri gibi neredeyse tiim hiicre kisimlarinda tespit edilmistir (Foyer ve Noctor, 2003:
359).

GSH, hiicre i¢cinde 6nemli bir antioksidan olmasinin yani sira, bir redoks tamponu
gorevi gormektedir. Ayrica ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda yer almakta ve gesitli
molekiillerin sentezinde Oncii gorevi gorerek agir metal konsantrasyonlarinin kontrol
edilmesinde rol almaktadir. indirgeyici rolii sebebiyle hiicre biiyiimesi ve béliinmesi, siilfat
tasinmasinin diizenlenmesi, sinyal transdiiksiyonu, metabolitlerin konjugasyonu, enzimatik
diizenleme, proteinlerin ve niikleik asitlerin sentezi gibi hiicresel homeostaziyi korumak i¢in
cesitli biyolojik siire¢lerde 6nemli bir rol oynamaktadir (Foyer vd., 1997: 244; Foyer vd., 2001:
2). GSH kimyasal olarak O2", OH", H20: ile reaksiyona girebilmekte ve bu nedenle dogrudan
serbest radikal siipiiriicii olarak islev gorebilmektedir (Sharma vd., 2012: 12).

1.3.3.3. Tokoferoller

Tokoferoller (a, B, y ve §), oksijensiz radikallerin, lipit peroksi radikallerinin ve *O2'nin
atilmasina katilan bir grup lipofilik antioksidani temsil etmektedir (Sharma vd., 2016: 99).
Tokoferoller sadece fotosentetik organizmalar tarafindan sentezlenmekte ve bitkilerin yalnizca
yesil kisimlarinda bulunmaktadir. Tokoferollerin, kloroplastlarda O ile fiziksel ve kimyasal
olarak reaksiyona girerek lipitleri ve diger membran bilesenlerinin stabilitesini sagladigi,
bdylece PSII'nin yapisini ve fonksiyonunu korudugu bilinmektedir (Ivanov ve Khorobrykh,
2003: 49). a-tokoferol birikimi ile farkli bitki tiirlerinin soguk, kuraklik ve tuzluluga tolerans
sagladig1 gosterilmistir (Munné-Bosch vd., 1999: 4; Bafeel ve Ibrahim, 2008: 5).

1.3.3.4. Karotenoidler

Karotenoidler, fotosentez sirasinda 151k toplamaya yardimci pigmentler olarak gorev
yapmaktadir. Bununla birlikte karotenoidler, lipofilik antioksidanlar grubuna ait olmakla

birlikte ¢esitli ROS formlarimi1 da detoksifiye edebilmektedirler (Young, 1991: 708).
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Karatenoidlerin bir diger gorevi de bitki gelisimini ve bitkinin biyotik-abiyotik strese karsi

tepkilerini etkileyen sinyal molekiillerinin 6nciisii olmaktir (Li vd., 2008: 1).
1.3.3.5. Fenolik Bilesikler

Fenolikler, antioksidan oOzelliklere sahip olan c¢esitli ikincil metabolitlerdir
(flavonoidler, tanenler, hidroksisinamat esterler ve lignin). Bitki dokularinda bol miktarda
bulunurlar (Grace ve Logan, 2000: 10). Polifenoller, antioksidan etkisi dahil olmak iizere
biyolojik aktivitelerine katkida bulunan —OH veya OCH3’a sahip bir aromatik halka
icermektedir. Flavonoidler, antioksidan ve UV-B koruyucu olarak islev gérmektedir. Bircok
flavonoidin 1iyi bilinen antioksidanlardan daha iyi performans gosterdigi bilinmektedir

(Hernandez vd., 2009: 2).

Agir metal stresi sirasinda, fenolik bilesikler metal selatdrler olarak islev
gorebilmektedir. Diger yandan fenolik bilesiklerin, ROS’lar1 dogrudan temizleyebilme ve lipit
alkoksil radikalini yakalayarak lipit peroksidasyonunu inhibe edebilme gibi gorevleri
bulunmaktadir. Bununla birlikte membran akiskanligini da azaltmaktadir (Arora vd., 2000:
103). Fenolikler, ozellikle flavonoidler ve fenilopropanoidler, peroksidaz tarafindan
oksitlenmektedir ve H>O> temizleyici olarak fenolik / AsA / POD sistemine etki etmektedir.
Antioksidan etkileri esas olarak kimyasal yapilarindan kaynaklanir. Coklu streslere yanit olarak
bitkilerde fenolik metabolizmanin indiiklendigine dair literatiirde baz1 kanitlar bulunmaktadir
(Arora vd., 2000: 108; Grace ve Logan, 2000: 1508; Hernandez vd., 2009: 1; Michalak, 2006:
3).

1.3.4. Antioksidatif Savunma Sisteminin Enzimatik Bilesenleri

Antioksidatif savunma sisteminin enzimatik bilesenleri arasinda, siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), guaiakol peroksidaz (GPX), askorbatglutatyon (AsA-GSH) dongiisii
enzimleri askorbat peroksidaz (APX), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR),
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve glutatyon rediiktaz (GR) sayilmaktadir. Bu enzimler
hiicrenin farkli boliimlerinde gorev yapmaktadir ve hiicreler oksidatif strese maruz kaldiginda

cesitli reaksiyonlari katalize etmektedirler (Sekil 1.8) (Noctor ve Foyer, 1998: 251).
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Sekil 1.8. Bitkilerde antioksidatif savunma sisteminde yer alan enzimler tarafindan katalize
edilen reaksiyonlar
Kaynak: (Sharma et al., 2016: 100)

1.3.4.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Bitkilerde, kuraklik, yiiksek veya diisiik sicaklik, sel, agir metal fazlalig1 ve makro-
mikro besin eksikligi gibi cevresel sorunlar genellikle ROS tiirlerinin artmasina neden
olmaktadir (Bela vd., 2017: 113). Siiperoksit dismutaz (SOD, 1.15.1.1) tiim aerobik
organizmalarin oksidatif strese karst savunma mekanizmasinda merkezi bir rol oynar
(Scandalios, 1993: 1). SOD, ksantin oksidaz tarafindan iiretilen oksijensiz radikalleri oksijen
ve hidrojen perokside dontistiirmektedir. SOD, serbest radikallere kars1 6nemli bir hiicre ici

antioksidan savunma olarak kabul edilmektedir (Stephenie vd., 2020: 3).

SOD, biri o-heliks, digeri o-heliksler ve p-tabakalardan olusan iki alt birimden
olusmaktadir (Perry vd., 2010: 246). Literatiirde bakir/¢inko SOD (Cu/Zn-SOD), manganez
SOD (Mn-SOD) ve demir SOD (Fe-SOD) olmak iizere ii¢ tane SOD izozimi oldugunu
belirtmislerdir (Harris vd., 1980: 301). Bu kofaktorler, SOD tarafindan toksik ara maddelerin
metabolize edilmesinde maksimum bir katalitik aktivite gerceklestirmek i¢in gereklidir. Metal
baglama bolgesi SOD'un iki bolgesi arasinda bulunur ve yan zincirler aspartat, histamin ve
histidin igerir (Miller vd., 2010: 275; Perry vd., 2010: 247). Bu kofaktorler, ROS'a elektron

verme ve katalitik mekanizma boyunca yenilenme egilimindedir.
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Bitkilerde {i¢ SOD izoformu; kloroplastik ve sitosolik olan Cu/Zn-SOD izoformu;
kloroplastik olan Fe-SOD izoformu ve mitokondride bulunan Mn-SOD izoformu olmak iizere
hiicrenin farkli bolgelerinde bulunmaktadir (Jamdhade vd., 2017: 990; Pilon vd., 2011: 221).

Stiperoksit dismutaz, aerobik organizmalarda oksijen radikal aracili toksisiteye karsi
savunmada dnemli bir rol oynamaktadir. SOD, oksijensiz radikalleri, aktif bolgesinde bulunan
gecis metali iyonu ile, son derece yiiksek bir reaksiyon hizinda bir oksidasyon/rediiksiyon

dongiisii vasitasiyla temizlemektedir (Bafana vd., 2011: 133).

Stiperoksit radikali (O2") kararsizdir, bu nedenle ¢ogu zaman kendiliginden ayrilmakta
ve reaksiyon ortaminda bulunabilen ge¢is metali iyonlar1 tarafindan bozunmaktadir. Bitki
materyallerindeki SOD aktivitesini 06lgmek igin ksantin/ksantin oksidaz (X—XOD),
NitroMavi Tetrazolium/Riboflavin (NBT/RF) ve pirogallol otooksidasyon yontemleri
kullanilmaktadir (Janknegt vd., 2007: 219; Li vd., 2012: 80). Bu yontemler, bir indikator ile
O, arasindaki reaksiyondan kaynaklanan bir iirlin iizerinde SOD tarafindan inhibisyonu i¢eren
dolayl yontemlerdir. Bir enzim aktivitesi birimi genellikle bir indikator ile Oz reaksiyonunu
%350 oraninda inhibe eden enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. O2", bir bilesigin oto-
oksidasyonu sirasinda enzimatik olarak veya enzimatik olmayan bir sekilde iiretilmektedir.

Nihai iiriin genellikle spektroskopik olarak dlgiilebilmektedir (Bannister vd., 1987: 112).
1.3.4.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT, 1.11.1.6), tek hiicreli prokaryotlardan ¢ok hiicreli 6karyotlara kadar tiim
canli varliklarda bulunan bir antioksidan enzimdir (I. Sharma ve Ahmad, 2014: 131). Enzimatik
bir antioksidan olan katalaz, hidrojen peroksidi (H20) yiiksek verimlilikle suya ve oksijene

indirgeyerek hiicresel oksidatif hasar1 6nleyen 6nemli bir role sahiptir (Sharma vd., 2012: 11).

Katalaz baskin bir peroksizomal enzimdir, ancak hiicrelerin mitokondri ve
sitoplazmasinda da bulunmaktadir. Bitkilerde, katalaz mitokondriyal elektron taginmasi, yag
asitlerinin oksidasyonu ve en onemlisi fotorespiratuar oksidasyon sirasinda normal ve stres

kosullarinda olusan H2O>'yi temizlemektedir.

Katalaz, oksijene maruz kalan tiim organizmalarda bulunan bir redoks enzimidir.
Enzim, 220.000 ila 350.000 kilodaltonluk (kD) dort 6zdes monomer alt birimine sahip
tetramerik bir yapidadir. Katalaz, zamana ve stres ¢esidine bagl olarak ifade edilen ¢coklu genler
(Catl, Cat2, Cat3) tarafindan kodlanan c¢oklu izoformlar (CATI1, CAT2, CAT3) olarak
bulunmaktadir (I. Sharma ve Ahmad, 2014: 132).
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Fungal Toksinler Hidrojen Peroksit Sicakhk Bitki Hormonlar Isik

-Yiksek Sicaklik -Salisik Asit (SA) -Fotoregiilasyon
-Soguk -Absisik Asit (ABA) -Fotooksidatif Stres
-indolasetik Asit (IAA)

Antioksidatif Enzimlerin Gen Ekspresyonu
(CAT, SOD, APX ...)

Sirkadiyen Ritim Radyasyon Anoksi Yaralanma Herbisitler
Hiperoksi

Sekil 1.9. Antioksidatif enzimlerin gen ekspresyonunu etkileyen ¢evresel faktorler
Kaynak: (I. Sharma ve Ahmad, 2014: 141)

Katalazlarin bitkilerin antioksidan savunma sistemindeki 6nemi ¢esitli caligmalarla
kanitlanmistir (Beulah ve Ramana, 2013: 3; Shim vd., 1999: 39). Willekens ve dig. (1997)
CAT-eksik mutantlarinin tuz, ozon, parakuat ve H202 ile muamele edilmis yabani bitkilere
kiyasla oksidatif strese daha yatkin oldugunu gézlemlemislerdir (Willekens vd., 1997: 1). Artan
CAT aktivitesi, ortalama metal stresi altinda bitkilerin hayatta kalmas1 i¢in ¢ok 6nemli olmakla
birlikte, yliksek metal stresi, katalaz enziminin geri doniisiimsiiz hasarma yol agmaktadir

(Bocova vd., 2012: 727; P. Sharma vd., 2012: 11; Youssef ve Azooz, 2013: 29).
1.3.4.3. Askorbat Peroksidaz (APX)

Askorbat peroksidaz (APX, EC 1.1.11.1), AsSA-GSH dongiisiinin merkezi bir
bilesenidir ve hiicre i¢ci ROS seviyelerinin kontroliinde 6nemli bir rol oynamaktadir. APX, iki
AsA molekiilii kullanarak H2Oz'yu suya ve iki monodehidroaskorbat (MDHA) molekiiliine

indirgemektedir.

APX, Simif 1 hem-peroksidaz siiper ailesinin bir iiyesi olup (Welinder, 1992: 389),
redoks sinyalleri ve H>O, (Patterson ve Poulos, 1995: 2) tarafindan diizenlenmektedir. Amino
asit sekanslaria dayanarak, yiiksek bitkilerde farkli hiicre alt1 lokalizasyonlarda kimyasal ve

enzimatik olarak farkli bes APX izoenzimi bulunmustur. Bunlar sitosolik, stromal, tilakoidal,
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mitokondriyal ve peroksizomal izoformlardir (Jiménez vd.,1998: 8; Madhusudhan vd., 2003:
1; Sharma ve Dubey, 2004: 549). Organellerde bulunan APX, organellerde iiretilen H20.'yi
temizlerken, sitosolik APX, sitosol, apoplastta veya organellerden yayilan H2Oz'yi ortadan
kaldirmaktadir (Mittler ve Zilinskas, 1992: 5).

APX kodlayan genlerin ekspresyonu, kuraklik ve tuz stresi, yiiksek 1sik, yliksek ve
diisiik sicakliklar, patojen ataklari, H2O2 ve absisik asit gibi gesitli ¢evresel uyaranlarla
diizenlenmektedir. Bir¢ok aragtirmaci kuraklik, tuzluluk, soguk, metal toksisitesi ve UV 1sinlari
gibi abiyotik streslere yanit olarak APX aktivitesinin arttigini bildirmistir (Boo ve Jung, 1999:
260; Sharma ve Dubey, 2005: 220, 2007: 10; Hefny ve Abdel-Kade, 2007: 34; Han vd., 2009:
151 ; Maheshwari ve Dubey, 2009: 46). Ayrica APX genlerinin transkripsiyonel ekspresyonu
dokuya ve gelisim asamasina bagli olarak da degismektedir (Caverzan vd., 2012: 5).

1.3.4.4. Guaiakol Peroksidaz (GPX)

Peroksidazlar (POD'lar), mantarlarda, bitkilerde ve omurgalilarda bulunan ve stres
kosullar1 altinda H>O2'yi H2O ve O.'ye doniistiiren genis bir enzim ailesine aittir (Mika ve
Liithje, 2003: 1). Indirgeyici bir substrat olarak yaygim olarak guaiakol kullanan klasik salg
bitkisi POD'larina guaiakol peroksidaz (GPX) da denmektedir.

Vukaoller, hiicre duvar1 ve sitozol gibi bitki dokularinda lokalize olan GPX'in birgok
izoenzimi bulunmaktadir (Asada, 1992: 235). GPX'lerin hiicre duvarinin lignifikasyonuna,
indol asetik asitin (IAA) bozulmasina, etilenin biyosentezine, yara iyilesmesine ve patojenlere
kars1 savunmaya katildig1 belirtilmistir (Kobayashi vd., 1996: 159). Cesitli stres kosullarinin
GPX'in aktivitesini indiikledigi gosterilmistir (Han vd., 2009: 150; Mishra vd., 2011: 17;
Radoti¢ vd., 2000: 112; Shah vd., 2001: 7; Sharma ve Dubey, 2004: 549; Verma ve Dubey,
2003: 653).

1.3.4.5. Glutatyon Rediiktaz (GR)

NAD(P)H'ye bagli bir enzim olan glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2), GSSG'nin
GSH'ye  indirgenmesini  Kkatalize  etmekte @ ve  bdylece  yiiksek  hiicresel
indirgenmis/yiikseltgenmis glutatyon (GSH/GSSG) oranmi korumaktadir. Glutatyon,
hiicrelerin ¢cogunda en ¢ok bulunan indirgeyici tiyollerden biridir ve indirgenmis formunda
reaktif oksijen tiirlerinin hiicresel kontroliinde anahtar rol oynamaktadir (Couto vd., 2016: 28).
GR, flavoenzim grubuna aittir ve temel bir disiilfid grubu igermektedir (Ghisla ve Massey,
1989: 14).
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Bazi ¢aligsmalar, diger antioksidan enzimlerde oldugu gibi biyotik ve abiyotik stresler
altinda GR aktivitesinin arttigin1 bildirmislerdir (Hernandez vd., 2001: 10; Yoshida vd., 2006:
307; Sharma ve Dubey, 2005: 219, 2007: 10; Maheshwari ve Dubey, 2009: 46).

1.3.4.6. Monodehidroaskorbat Rediiktaz (MDHA/MDHAR)

Askorbik asit (AsA), prokaryotlarda, dkaryotlarda (6zellikle bitkilerde) reaktif oksijen
tirlerini azaltarak redoks homeostazini korumaktadir. Monodehidroaskorbat rediiktaz
(MDHAR), bir elektron vericisi olarak NADH veya NADPH’1 kullanarak
monodehidroaskorbatin azalmasini katalizleyerek AsA'y1 yeniden iiretmektedir (Park vd.,
2016: 2). Hiicre zar1 veya tilakoid zarda oldugu gibi hiicre i¢inde de MDHA dogrudan AsA'ya
indirgenebilmektedir (Miyake ve Asada, 1994: 547).

Siirekli 1518a/karanliga maruz kalma, yiiksek 151k yogunlugu, yaralama, diistik ve ytliksek
sicakliklar, fazla kadmiyum ve herbisit uygulamasi dahil olmak {izere stres kosullarinda
yetistirilen bezelye bitkilerinde farkli hiicre boliimlerinde bulunan MDHAR izoformlarinin
fonksiyonel analizi MDAR aktivitesinde dnemli bir artis oldugunu gostermistir (Leterrier vd.,
2005: 10).

1.3.4.7. Dehidroaskorbat Rediiktaz (DHA/DHAR)

Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), oksitlenmis askorbatin (dehidroaskorbat, DHA)
glutatyona (GSH) bagimli azalmasini katalizleyen, askorbatin geri doniisiimiine katilan 6nemli

bir enzimdir. Sonug olarak, DHAR azaltilmis askorbat havuzunu yeniden olusturur ve reaktif

oksijen tiirlerini (ROS) detoksifiye eder (Do vd., 2016: 2).

Kuraklik, metal toksisitesi ve soguk gibi cevresel stresler DHAR''m bitkilerdeki
aktivitesini artirmaktadir (Boo ve Jung, 1999: 260; Hernandez vd., 2001: 6; Sharma ve Dubey,
2005: 220, 2007: 9; Yoshida vd., 2006: 306; Maheshwari ve Dubey, 2009: 45)

1.4. Literatiir Ozeti

Tez konumuzu olusturan sicaklik ve bor stresi ile ilgili literatiirde yer alan son 20 yila

ait calismalardan bazilar1 bu boliimde 6zetlenmistir.

Liu ve Huang’1n (2000) tavus otu ile yaptig1 bir calismada sicaklik stresinin yapraklarda
klorofil igerigini disiirdiigiinii hem yaprak hem koklerde elektrolit sizintisim1 artirdigini
belirtmislerdir. Ayn1 zamanda lipid peroksidasyon iiriinii MDA’y1 arttirdigini, SOD ve CAT

aktivitesini distiriirken, POD aktivitesini arttirdigi gézlemlenmislerdir (Liu ve Huang, 2000:
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5). Sairam ve arkadaslar1 (2000), bugdayla yaptiklari caligmada sicaklik stresinin yapraktaki su
icerigini azalttigini, askorbik asit ve H202 igerigini, lipid peroksidasyonu, SOD, CAT ve APX
enzim aktivitesini artirdigini bildirmislerdir (Sairam vd., 2000: 240). Lee ve Lee’nin (2000)
yapmis oldugu biri diger calismada, soguk stresi uygulanan salatalik tohumlarinda antioksidatif
enzimlerden SOD, APX, GR ve GPX aktivitelerinin arttigini, CAT aktivitesinin ise azaldigini
tespit etmislerdir (Lee ve Lee, 2000: 82).

Mashkina ve arkadaslar1 (2001), yiiksek sicaklik stresi altindaki ayciceginin
Kloroplastlarindaki SOD, CAT ve POD gibi 6nemli antioksidatif enzimlerin aktivitesinin
arttigini belirtmislerdir (Mashkina vd., 2001: 790).

Chaitanya ve arkadaslarinin (2002), ii¢ farkli dut (Morus alba L.) gesidiyle yaptigi
calismada 120, 240 ve 360 dakika siireyle uygulanan sicaklik stresinin her {i¢ dut ¢esidinde de
(K-2, MR-2 ve BC2-59) SOD, CAT, POD, APX ve GR aktivitelerini arttirdigi bildirmislerdir
(Chaitanya vd., 2002: 4).

Rivero ve arkadaslarinin (2004), domatesle yaptiklari ¢alismada sicak stresinin siirglin
agirligini azalttigi gozlemlenmistir. Ayrica H20> birikimine sebep oldugu, buna bagli olarak
SOD aktivitesinin arttigi; CAT, GPX, APX, DHAR, GR aktivitelerinin azaldigi ve AsA, DHA,
GSSG ve GSH gibi antioksidan seviyelerinin arttigi rapor edilmistir (Rivero vd., 2004: 563).
El-Shintinawy ve arkadaglar1 (2004) arpadaki antioksidan enzimlerin aktivitelerinde
sicakliktaki degisimden kaynakli belirgin ve 6nemli degisiklikler gostermistir. SOD ve POD
aktivitelerinin, orta ve yliksek sicaklik derecelerinde asamali olarak arttigi, ancak en yiiksek
sicaklik uygulamasinin (8 saat boyunca 45°C) her iki enzim aktivitesinde bir azalmaya sebep
oldugu gosterilmistir. Buna karsilik, CAT aktivitesinin tiim sicaklik degisimlerinde azaldig:
belirtilmistir (EI-Shintinawy vd., 2004: 19). Cruz ve Milach (2004), yaptiklari bir ¢alismada
soguk stresinin piring tohumlarmin ¢imlenme yiizdesi ve koleoptil uzunlugunu azalttigini

gostermislerdir (Cruz ve Milach, 2004: 1).

Huang ve Guo (2005), yaptiklari ¢alismada toleransh Xiangnuo-1 ve duyarli IR-50 adli
iki farkli piring ¢esidi kullanarak soguk stresinin piring iizerindeki etkilerini arastirmislardir.
Xiangnuo-1'de elektrolit sizintisinin ve malondialdehit igeriginin soguk stresinden ¢ok az
etkilendigi, ancak IR-50 ¢esidinde arttigi gdzlemlenmistir. Xiangnuo-1'in SOD, CAT, APX ve
GR ve AsA igerigi artarken, IR-50 icerigi diisiik sicakliklarda azalmistir. Calismadan elde
edilen sonuglar, savunma enzimlerinin yiiksek aktivitelerinin ve stres altindaki yiiksek

antioksidan igeriginin, soguk toleransi ile iliskili oldugunu goéstermistir. Soguk stresinde SOD,
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CAT, APX ve GR'nin yiiksek aktiviteleri ve yiiksek AsA igerigi, Xiangnuo-1'de soguga
toleransla iliskilendirilirken, antioksidan enzim aktivitelerinin ve AsA igeriginin azalmasi, IR-

50'de soguga duyarlikla iliskilendirilmistir (Huang ve Guo, 2005: 83).

Almeselmani ve arkadaslar1 (2006), bes farkli bugday genotipi kullanarak yaptiklari
calismada, bugday genotiplerinden HD-2815 ve HDR-77’nin, yiiksek sicaklik stresi altinda
PBW-343, PBW-175 ve HD-2865'e kiyasla nispeten daha yiliksek SOD, APX, GR, CAT ve
POX aktivitesi gosterdigini belirtmislerdir (Almeselmani vd., 2006: 386). Balla ve arkadaslari
(2007), bugdayla yaptiklar1 bir bagka ¢alismada ise sicaklik stresinin APX ve GR aktivitesini
arttirdigini gozlemlemislerdir (Balla vd., 2007: 3).

Amutha ve arkadaglar1 (2007), aygicegi ile yaptiklar1 ¢alismada, yiiksek sicaklik
stresinin ¢ozilinebilir protein ve prolin miktarini arttirdigini gézlemlemislerdir (Amutha vd.,

2007: 1).

Bafeel ve Ibrahim (2008), yaptiklar1 ¢alismada soguk stresinin yonca yapraklarinda
H20. seviyesinde belirgin bir artisa sebep oldugunu, bunun sonucunda ise H>O> birikimine
bagli oksidatif stresin arttigin1 belirtmislerdir. Oksidatif stresin artmasiyla birlikte lipit
peroksidasyonun ve malondialdehit (MDA) igeriginin, antioksidatif savunma sistemi
bilesenlerinden a-tokoferol seviyesinin ve SOD’un aktivitesinin énemli bir sekilde arttigi;
ancak CAT, APX ve GR’nin aktivitelerinin ise digerlerine gore daha az bir artis gosterdigini
gozlemlemislerdir (Bafeel ve lIbrahim, 2008: 593). Yong ve arkadaslari (2008), ¢ilek yapraklari
ile yaptiklar1 caligmada diistiik sicakligin Oz tiretimi ile H2O2 ve MDA igeriginin arttiini tespit
etmiglerdir. Ayn1 zamanda SOD, CAT, POD ve APX aktivitelerinin belli bir dereceye kadar
yavas bir artis gosterdigini ve daha sonra azaldigini belirtmistir (Yong vd., 2008: 461).
Fernandez ve arkadaslar1 (2008), yaptiklar1 bir ¢calismada hem soguk hem tuzluluk stresi altinda
olan ayc¢iceginin 80 genini incelemis, bunlardan 50 tanesinin, her iki stres altinda yukar1 veya
asag regiile edildigini, soguk ve tuzluluk stresinin ortak diizenleyici mekanizmalar igerdigini
belirtmislerdir. ilging bir sekilde, birbirinden bagimsiz oldugu tespit edilen soguk stresinde 15,
tuz stresinde ise 12 sekansin spesifik olarak yukar1 veya asagi regiile edildigi belirlenmistir. Bu
genlerin, transkripsiyon, translasyon, protein metabolizmasi, ROS fiiretimi veya ROS’larin
temizlemesi gibi farkli diizenleyici mekanizmalarda potansiyel olarak gérev aldigi belirtilmistir
(Fernandez vd., 2008: 1). Yin ve arkadaslarinin (2008) zambak (Lilium longiflorum L.)
bitkisiyle yaptig1 ¢alismada 37°C ve 42°C'ye 10 saat boyunca maruz kalan bitkilerin SOD,
POD, CAT, APX ve GR enzim aktivitelerinde ve AsA ile GSH seviyelerinde artis oldugu
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gbzlenmistir. Bununla birlikte, 10 saat boyunca 47°C sicakliga maruz kalan bitki 6rneklerinde
SOD, APX ve GR aktiviteleri ve GSH konsantrasyonu kontrol grubuna benzerken, POD ve
CAT aktivitesi ile AsA konsantrasyonunun kontrole kiyasla onemli Ol¢liide azaldigi
belirtilmistir (Yin vd., 2008: 50). Han ve arkadaslar1 (2008) narenciye tohumlariyla yaptiklari
bir calismada, bor eksikliginin yapraklardaki CO; asimilasyonu ve stoma iletkenligini
azalttigini, ancak hiicreler aras1 CO2 konsantrasyonunu artirdigini rapor etmislerdir. Ayrica bor
eksikligi olan yapraklarda kontrol grubuna gore daha yiiksek SOD, APX, MDAR ve GR
aktivitesi gozlenirken, DHAR ve CAT aktivitelerinin ise daha diisiik oldugu gozlenmistir (Han
vd., 2008: 8). Fryer ve arkadaslar1 (1998) misirda yaptiklar1 bir ¢alismada, Zang ve arkadaslari
(2008) ise cilek yapraklartyla yaptiklar1 bir bagka ¢alismada soguk stresinin APX, MDHAR,
DHAR, GR ve SOD enzim aktivitelerini artirdigini bildirmislerdir (Fryer vd., 1998 : 557; Yong
vd., 2008: 461).

Radyuk ve arkadaslar1 (2009), arpa fideleri ile yaptiklari calismada, soguk stres kosullar1
altinda diigiik molekiiler agirlikli antioksidanlarin, 6zellikle indirgenmis AsA'nin igeriginin
arttigini, stres sona erdikten sonra toplam AsA, GSH ve karotenoidlerin toplam igeriginin
baslangi¢ seviyesine yakin ama yine de baslangictan daha yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir
(Radyuk vd., 2009: 175). Rani ve arkadaslar1 (2009), hardal otuyla yaptiklari ¢galismada sicaklik
stresinin SOD, POD, CAT, APX ve GR aktivitelerini 6nemli dlgiide arttirdigi belirtmislerdir
(Rani vd., 2013: 3).

Li ve arkadaglar1 (2014), salkim otu ile yaptiklar1 bir ¢alismada, sicaklik stresinin
elektron sizintisint ve MDA’1 arttirdigini tespit etmistir. Bununla birlikte antioksidan
enzimlerden SOD, CAT, POD ve APX aktivitelerinin arttigin1 gozlemlemislerdir (Li vd, 2014:
1). Fan ve Ren (2014) bermuda ¢imiyle yaptiklari ¢alismada, soguk stresinin bermuda ¢iminin
bliylime ve terleme oranini 6nemli Olciide diisiirdiigiinii, malonaldehit ve elektrolit sizinti
degerini arttirip hiicre membranini yiiksek 6l¢iide dengesizlestirdigi bildirmistir. Ayrica, SOD
ve POD aktivitelerinin kontrol grubuna gore yiikseldigini, MnSOD, Cu/ZnSOD, POD ve APX
dahil olmak iizere antioksidan enzim genlerinin ekspreyonunun arttigini belirtmislerdir (Fan

vd., 2014: 6).

Sang ve arkadaglar1 (2015) B toksisitesinin etkilerini arastirmak i¢in biri B toksisitesine
dayanikli biri dayaniksiz iki farkli narenciye ¢esidinde protein profilleri tizerindeki etkilerini
karsilastirmak i¢in 2 boyutlu elektroforezi (2-DE) yapmuslardir. Sonug olarak B-toksisitesinin

antioksidasyon ve detoksifikasyon, proteoliz, hiicre nakli ile iliskili protein tiirlerini arttirdig1

31



ve protein biyosentezinde yer alan protein ¢esitlerinin seviyesini azalttigi belirtilmislerdir (Sang

vd., 2015: 1).

Harsh ve arkadaslarimin (2016), giive fasulyesiyle yaptiklar1 bir ¢alismada, sicaklik
stresinin toplam seker ve prolin birikimine sebep oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte CAT,

GPOX ve SOD enzim aktivitelerinde de artis gozlenmistir (Harsh vd., 2016: 6).

Kabay ve Sensoy (2017), yiiksek sicaklik stresine toleransli ve duyarli olan iki farkli
fasulye genotipi ile yaptiklari bir ¢alismada, duyarl genotiplerde klorofil a, klorofil b ve toplam
klorofil miktarlarinda azalma gozlemlerken, MDA, CAT, SOD ve APX miktarlarinda artis
gozlemislerdir (Kabay ve Sensoy, 2017: 436). Seth ve Aery (2017) bugdayla yaptig1 bir
calismada, yeterli bor uygulamasinin yaprakta ¢oziiniir protein, toplam fenol, ¢6ziiniir seker,

prolin igerigi ve POD aktivitesinin arttigini bildirmislerdir (Seth ve Aery, 2017: 8).

Bor, bitki tarafindan yeterli miktarlarda alindiginda bitkinin abiyotik stresleri tolere

edebilmesine yardimci olmaktadir.

Blamey (1997) yaptig1 bir ¢alismada bor stresine maruz kalan aygiceginde, once
yapraklarinda hafif bir kloroz devaminda ana damarlar arasinda koyu kahverengi benekli
nekroz olustugunu belirtmistir (Blamey vd., 1997: 148). Bununla birlikte kuraklik stresi
durumunda, bitkilere bor uygulamasinin SOD, CAT ve POD gibi antioksidant enzimlerin
konsantrasyonunu arttirarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) toksisitesini azalttig1 bildirilmistir
(Waraich vd., 2011: 771). Tarla bitkilerinde yapilan bir ¢aligmada ise borun antioksidant enzim
aktivitelerini artirarak sicaklik stresiyle artan ROS hasarini azalttigi bildirilmistir. Bitkilere
uygulanan bor takviyesinin seker taginimini artirdigi ve bu sayede tohum ¢imlenmesine ve
tohum olusumunun iyilesmesine yardimci oldugu belirtilmistir. Ayrica bor uygulamasinin
karbonhidrat metabolizmasini tesvik ettigi, fotosentez oranini artirdigi; fenolik bilesiklerin ve
ROS tiirlerinin {iretimini azaltarak hiicre hasarini en aza indirdigi bildirilmistir (Waraich vd.,
2012: 232).

Tavalli ve arkadaslarinin (2018) antep fistig1 ile yaptig1 bir ¢alismada orta diizeydeki
bor konsantrasyonlarinin bitkinin tuz stresi ile basa ¢ikmasinda olumlu etkisinin oldugu
gdzlenmistir. Bu nedenle, yeterli bor kaynaginin, bitki hiicrelerinin oksidatif hasari tolere etme
kabiliyetini arttirdig1, plazma membrani ve hiicre duvarinin yapisal biitiinliigiinii korumak i¢in

yararli oldugu bildirilmistir (Tavallali vd., 2018: 59).
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Yukarida belirtilen giincel literatiir bilgileri géz oniinde bulunduruldugunda birgok
bitkide sadece sicaklik stresi ve sadece borun bitkiler {izerine etkisi ¢aligilmistir. Ancak her iki
stres faktoriiniin kombine etkisinin aycicegi bitkisinde olusturdugu etkileri gosteren herhangi
bir literatiir bilgisine rastlanmamistir. Bu sebeple ¢calismamizda farkli sicaklik derecelerinin ve
iki farkli bor uygulamasinin hem ayr1 ayr1 hem de sinerjistik etkileri ekofizyolojik ve molekiiler
diizeyde arastirilmistir. 15, 25, 40°C’de yetistirilen ve 10 mM ve 25 mM borik asit uygulanan
aycicegi bitkisinde MDA, SOD, CAT, APX enzimlerinin enzim aktiviteleri spektrofotometrik
yontemlerle tespit edilmistir. Bu enzimlerin gen ekspresyon seviyelerindeki degisimleri qRT-
PCR ile belirlenmistir. Bir uzun giin bitkisi olan ay¢iceginde bitkinin belirtilen streslere karsi
gelistirdigi adaptasyon yeteneginde etkili olan enzimlerin gen ekspresyonu seviyeleri ve enzim
aktiviteleri belirlenerek bor uygulamasi ve sicaklik degisimlerine bitkinin verdigi yanitlar ayri

ayr1 ve kombine olarak ortaya konmustur.
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2. MATERYAL METOD

2.1. Bitki Orneklerinin Yetistirilmesi, Sicakhik ve Borik Asit Uygulamalari

Bu ¢alismada Tiirkiye’de en ¢ok kullanilan ayg¢icegi tohum gesidi olan Sy-Suzuka deney
materyali olarak kullanilmistir. Tohumlar Ziya Organik Tarim Isletmeleri Anonim Sirketi’nden

temin edilmistir.

Tohumlar, sterilizasyon igin %10’luk NaCIO (Tekkim) igerisinde 5 dakika bekletilmis,
daha sonra 3 kez distile sudan gecirilmistir. 2,7 litrelik (L) saksilar esit seviyeye kadar torf ile
doldurulmustur. Her saksiya 6 adet aygicegi (SY Suzuka) tohumu ekilmis ve her bir uygulama
icin (kontrol, 10 mM borik asit (BA)(Merck), 25 mM BA) 3 tekrarli olacak sekilde tohumlar
ekilmistir. Tohumlar kotiledonlar ¢ikana kadar (5 giin) sadece saf su ile sulanmis, daha sonra
giin asir1 olarak kontrol grubu i¢in 150 ml saf su, bor uygulamas i¢in ise ilk deney grubu 150
ml 10 mM ve ikinci deney grubu 150 ml 25 mM olmak fiizere 2 farkli borik asit ¢ozeltisi ile
sulanmistir. Her bir sicaklik i¢in kontrol, 10 mM ve 25 mM borik asit uygulamasini kapsayan
toplam 9 saks1 kullanilmistir (Sekil 2.1). Ekimi yapilan tohumlar iklim odasinda (Digitech) 16/8
saatlik fotoperiyotta %60 nemde siras1 ile 15/10 (diistik sicaklik), 25/20 (optimum sicaklik) ve
40/35°C’de (yiiksek sicaklik) yetistirilmistir. Yetistirilen fideler hem 5. uygulamadan (sulama)

sonra hem de 10. uygulamadan (sulama) toplanmistir.

[e] o [e]
25/20°C 15/10°C 40/35°C

Kontrol 1 10mMBA-1 25mMBA-1 Kontrol 1 10mMBA-1 25 mMBA-1 Kontrol 1 10mMBA-1 25mMBA-1
[ I [ I B [ N B ] [ I o 0 0 [ B [ B [ I B [ B
o 0 o0 o 0o o o 0 o o 0 o0 e 0 o o 0 o0 o 0 o0 o 0 o o 0 o0
Kontrol 2 10mMBA-2 25 mMBA -2 Kontrol 2 10mMBA-2 25 MM BA -2 Kontrol 2 10mMBA-2 25 MM BA -2
[ I o0 0 [ I ] o0 o e 00 o0 o [ I ] [ I B ] [ I ]
[ I o0 0 [ I I ] [ I o 0 0 [ I [ I [ I B ] [ I
Kontrol 3 10mMBA-3 25mMBA- Kontrol 3 10mMBA-3 25mMBA- Kontrol 3 10mMBA-3  25mMBA-
[ I [ I B o0 0 [ B o 0 0 o 00 [ I [ I B o0 0
[ o0 o o 00 [ I e 0 o o 00 [ I o 0o o o 00

Sekil 2.1. 15/10, 25/20 ve 40/35°C’de yetistirilen bitkilere ait deneylerin sematik gosterimi
(Noktalar tohumlar1, dikdortgenler ise saksilart gostermektedir.)
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15°C 10. uygulama 25°C 10. uygulama

40°C 10. uygulama

Sekil 2.2. 15/10, 25/20 ve 40/35°C’de yetistirilen bitkilerin saks1 goriintiileri

2.2. Bitkilerin Ekolojik Olciimlerinin Belirlenmesi

Deney sonunda elde edilen fideler (10. uygulamadan sonra) saksilarda
¢ikarilarak topraklarindan temizlenmistir. Fidelerden kok-gévde uzunluklart (cm) ve kok-
govdeye ait yas-kuru agirliklart (g) belirlenmistir.  Yas agirliklarn  alinan  kok
ve siirgiinler 70°C’ye ayarl etiivde 72 saat tutularak kurutulmus daha sonra kuru agirliklar
tartilarak kaydedilmistir. Fidelerden bitki boyu (cm), kok uzunlugu (cm) cetvel ile, kok ve
govdeye ait yas-kuru agirliklar ise hassas terazi kullanilarak 6l¢iilmiistiir (Sulus ve Leblebici,

2020: 2). Orneklerin kok ve govde biyokiitleleri ile borik asit tolerans indeksi hesaplanmistir.

2.3. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi i¢cin Yaprak ve Koklerden

Protein Ekstraksiyonu

Hem 5. hem de 10. uygulamadan sonra toplanan bitkilere ait taze yaprak ve kok
ornekleri 10-15 saniye sivi azot iginde bekletilmis daha sonra deneylerde kullanilana kadar
-80°C'de saklanmistir. Daha sonra bitki 6rnekleri ¢ikarilip yapraklar ve kokler sivi azotla

havanda toz haline gelene kadar homojenize edilmistir. Homojenize edilen 6rneklerden 0,1 g
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tartilarak tizerine 1 ml ekstraksiyon tamponu (50 mM K2HPO4 (Carlo Erba), 50 mM KH2PO4
(Carlo Erba), %1 PVP (Biomatik), 1ImM EDTA (VWR Chemicals)) eklenmistir. Bu karigim
vorteksle (Isolab) 15 sn boyunca iyice karistirilmis ve sonra 20000 g'de 20 dk +4°C'de santrifiij
(Beckman Coulter) edilmistir. Olusan siipernatant ependorfa alimip -80°C'ye (Thermo

Scientific) kaldirilmigtir. Kok 6rnekleri i¢in de ayn1 protokol uygulanmistir.

APX aktivitesini 6lgmek i¢in ekstraksiyon tamponundaki diger kimyasallara ek olarak

5 mM askorbik asit (Tekkim) eklenmistir (Tepe ve Aydemir, 2011: 3).

2.4. Lipid Peroksidasyonun belirlenmesi

Bitkilerde lipit peroksidasyonu, malondialdehit (MDA) igerigi olarak ifade
edilmektedir. Bitkiden alinan 0.5 g yaprak 6rnegi 10 ml % 0.1’lik trikloroasetik asit (TCA) (Bio
Basic) ile homojenize edildikten sonra homojenat 15000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij edilen 6rnegin berrak kismindan 1 ml alinip, iizerine 4 ml %20’lik TCA igerisinde
¢oOziilmis % 0.5’lik tiyobarbitiirik asit (TBA) (Carlo Erba) katilmistir. Karisim 95°C’de 30
dakika bekletildikten sonra hizla buz banyosunda sogutulup 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij
yapilmis daha sonra berrak kisimdan alinip spektrofotmetrede (Thermo Scientific) 532 ve 600
nm dalga boyunda absorbans: 6l¢iilmiistiir. Daha sonra bu absorbanslar ve asagidaki formiil

kullanilarak malondialdehit (MDA) igerigi belirlenmistir (Kabay ve Sensoy, 2017: 431).
MDA (nmol ml) = [(A532-A600)/155 000] 10°

2.5. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.5.1. 2.5.1. Toplam Protein iceriginin belirlenmesi

Enzim aktiviteleri hesaplanirken protein miktarlar1 kullanildig: i¢in elde edilen tim
yaprak ve kok ekstraktlarin protein igerikleri belirlenmistir. Yaprak ve kok orneklerinin protein
konsantrasyonlari belirlenirken Bradford metodu (Bradford, 1976: 249) ve sigir serum albiimini
(BSA) standart olarak kullanilmistir. Protein igerigi belirlenirken 780 ul dH20 iizerine 20 pl
enzim ¢Ozeltisi konulmustur. Bu karigimin tizerine 200 pl 5X Bradford (Serva) cozeltisi
eklenmis ve vortekste karistirtlmistir. Bu karigim karanlikta ve oda sicakliginda 5 dk boyunca
bekletilmis, daha sonra absorbans degerleri spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda {i¢
tekrarli olarak okunmustur. Standart grafigi icin 0,1 mg/ml BSA (Sigma) stogu kullanilmistir.
BSA stogundan 0,1,2,3,4,5,6,7,8,9 ve 10 ug protein alinip absorbans degerleri belirlenmistir.

Standartlarin absorbans degerleri kullanilarak bir grafik ¢izilmistir.
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Grafikten elde edilen formiil (y = 0,042x + 0,033) kullanilarak konsantrasyonu

bilinmeyen 6rneklerin konsantrasyonlart hesaplanmaigtir.
2.5.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit anyonunu (O2") hidrojen peroksite ve molekiiler
oksijene parcalayan onemli bir enzimdir. SOD aktivitesi belirlenirken, SOD tayin Kiti
kullanilmigtir (19160 SOD Determination Kit, Sigma-Aldrich). SOD belirleme kiti yiiksek
¢Oziinlirlikli tetrazolyum tuzu WST-1"1n siiperoksit anyonunu indirgeyerek suda ¢dziiniir bir
formazan boyasi lretmesi esasina dayanir. Oz ile indirgenme orani dogrusal olarak ksantin
oksidaz (XO) aktivitesi ile iligkilidir ve SOD tarafindan inhibe edilir. Bu sayede SOD aktivitesi
ICs0 (%50 inhibisyon aktivitesi) kolorimetrik yontemi ile belirlenmistir. SOD aktivitesi
belirlenirken kor ve izole edilen protein ornekleri 3 tekrarli olacak sekilde asagidaki tabloya
gore 96’lik plakaya hazirlanmistir (Tablo 2.1). Daha sonra 96’lik plaka 37°C’de 20 dakika
inkiibe edilmis ve absorbans degerleri 450 nm’de mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific)

kullanilarak belirlenmistir.
SOD aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmaistir.

SOD Aktivitesi (%50 inhibisyon) = {([(Agiank 1 — ABlank 3) — (Asample — ABlank 2)] / (ABlank
1— Aslank 3)} X 100

Tablo 2.1. Protein 6rneklerini ve korleri hazirlamak i¢in kullanilacak soliisyonlar ve miktarlari

Protein Ornegi | Kor1 | Kor2 | Kor3
Protein Ornegi 20 pl 20 pl
Ultrasaf H.0 20 pl 20 pl
WST Cahisma Soliisyonu 200 pl 200 pul | 200 pul | 200 pl
Enzim Calisma Soliisyonu 20 ul 20 pl
Diliisyon Tamponu 20 ul 20 ul

WST Calisma Soliisyonu: 1 ml WST + 19 ml tampon soliisyonu

Enzim Calisma Soliisyonu: 15 pl enzim soliisyonu + 2.5 ml diliisyon tamponu

37



2.5.3. Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi

CAT aktivitesi, hidrojen peroksitin katalaz enzimi ile su ve oksijene pargalanmasi
sonucu absorbanstaki degisimin spektrofotmetrede izlenmesi ile belirlenmistir. 20 ul protein
Oziitii iizerine 1 ml CAT reaksiyon tamponu (50 mM K2HPO4, 50 mM KH2PO4 ve 30 mM H20
(Carlo Erba)) eklenmis ve pipetaj yapilarak karistirilmigtir. Kor olarak protein 6ziitii igermeyen
reaksiyon tamponu kullanilmis ve 6rneklerin kore karsi 240 nm dalga boyunda 3 dk boyunca
15 sn araliklarla kinetik 6l¢timii alinarak absorbanslarindaki degisim kaydedilmistir (Tepe ve
Aydemir, 2011: 3).

Toplam CAT aktivitesi belirlenirken asagida verilen denklem kullanilmistir.
CAT Aktivitesi (U/pg) : [(AADbs XVioplam)/(€ X t X Venzim X )]/ TP

€ : Ekstinksiyon katsayis1 (40 mmol/L.cm)

Vioplam: Toplam hacim (1,020 ml)

Venzim: Reaksiyona konulan enzim hacmi (0.02 ml)

t: Reaksiyonun gerceklestigi siire (3 dk)

I: Kiivete ait 151k yolu (1 cm)

TP: Total protein miktart (mg/ml)

2.5.4. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin belirlenmesi

Askorbat peroksidaz enzim aktivitesi belirlenirken 20 pul protein 6ziitii izerine 1 ml APX
reaksiyon tamponu (50 mM K2HPO4, 50 mM KH2POs, 250 uM askorbik asit ve 5 mM H20>)
eklenmis ve pipetaj yapilarak karistirilmigtir. Spektrofotometrede enzim 6ziitii igermeyen APX
reaksiyon tamponu kor olarak kullanilmis, 6rnekler 290 nm dalga boyunda kore kars1 3 dk
boyunca 15 sn araliklarla kinetik Ol¢limii alinmis ve absorbanstaki azalma degerleri
kaydedilmistir. Toplam APX aktivitesi U/ug protein olarak hesaplanmistir (Cervilla vd., 2007:
750).

Toplam APX aktivitesi belirlenirken asagida verilen denklem kullanilmaistir.

APX Aktivitesi (U/ng): [(AAbs X Vioplam)/€ X t X Venzim X 1]/ TP
€ : Ekstinksiyon katsayis1 (2,8 mmol/L.cm)
Voplam: TOplam hacim (1,020 ml)

Venzim: Reaksiyona konulan enzim hacmi (0.02 ml)
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t: Reaksiyonun gergeklestigi siire (3 dk)
I: Kiivete ait 151k yolu (1 cm)
TP: Total protein miktar1 (mg/ml)

2.6. Antioksidan Enzimlere Ait Gen ifadelerinin Belirlenmesi

2.6.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in Macherey-Nagel Toplam DNA, RNA ve protein izolasyon
kiti kullanilmistir (Macherey-Nagel, MN). Es zamanli olarak farkli sicaklik ve farkli borik
konsantrasyonlar1 uygulanan bitki drnekleri -80°C’den ¢ikarilip steril havanlara alinmistir ve
stv1 azotla toz halini alincaya kadar pargcalanmistir. Kitin kullanim kilavuzunda belirtildigi gibi
parcalanan 100 mg bitki 6rnegi lizerine 350 pl RP1 ve 3,5 ul B-merkaptoetanol eklenerek
vorteks yapilmistir. Karistm NucleoSpin filtreye (pembe) alinmis ve 1 dakika 11000 g’de
santrifiij edilmistir. Daha sonra filtre atilarak toplama tiipiinde toplanan siv1 iizerine 350 pl %70
etanol eklenmis ve pipetaj yapilarak karistirllmistir. Elde edilen karisim NucleoSpin TriPrep
Column’a alinmis ve 30 sn 11000 g’de santrifiij edilmistir. Filtrede kalan DNA parg¢alarindan
kurtulmak i¢in filtre tizerine 95 ul rDNase reaksiyon karigtmindan eklenmis ve oda sicakliginda
15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda filtre {izerine 200 ul RA2 tamponundan
eklenerek 30 sn 11000 g’de santrifiij edilmistir. Daha sonra 600 pul RA3 eklenerek tekrar 30 sn
11000 g’de santrifiij edilmistir. Son olarak 250 nul RA3 eklenerek 2 dakika 11000 g’de santrifiij
edilmistir. Filtrenin tizerine 60 ul RNase-olmayan H20 eklenmis, 1 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilmis ve 1 dakika 11000 g’de santrifiij edilerek RNA elde edilmistir. Elde edilen

RNA’lar daha sonra kullanilmak tizere -80°C’de saklanmaistir.
2.6.2. Total RNA miktariin belirlenmesi

Izole edilen RNA 6rneklerinden 5 pl alinarak %1°lik 100 ml agaroz jelde 135V’da 40
dk yiiriitiilmiistiir. Jelde parlak iki bant olarak goriinen 6rnekler cDNA sentezi igin se¢ilmis,

cok silik ve siirlintii halinde goriinen 6rnekler i¢in RNA izolasyonu tekrarlanmistir.
2.6.3. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA &rnekleri cDNA sentez kiti (NucleoGene RNA to cDNA Mix (5X),
Nucleogene) kullanilarak cDNA’ya ¢evrilmistir. Her bir 6rnekten bant parlaklifina gore 5 ya
da 10 ul RNA alinmis, tizerine kitin kullanim kilavuzunda belirtildigi gibi Nucleogene
RNA’dan c¢cDNA karisimindan (5X) (toplam hacimde 1X olacak sekilde) 4 ul, enzim
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karigimindan (20X) (toplam hacimde 1X olacak sekilde) 1 ul alinmis ve son olarak toplam
hacim 20 pl olacak sekilde dH20 eklenmistir. Daha sonra 6rnekler 5 dk 25°C’de, 30 dakika
42°C’de, 5 dk 85°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bittikten sonra drnekler kantitatif gercek
zamanli PZR’da kullanilmak iizere -20°C’ye kaldirilmistir.

2.6.4. Kantitatif gercek zamanlh polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) icin primer

tasarimmi

Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qQRT-PZR) deneyleri igin her
gene Ozel primerler tasarlanmistir ve primer listesi asagida verilmistir (Tablo 2.2). Primerler
tasarlanirken G-C oranina ve dimerlesme yapmamalarina dikkat edilmistir. Liyofilize gelen
primerler 15 sn 10000 rpm’de santrifiij edilmistir. Her primere iizerinde yazan miktar kadar
niikleaz-serbest dH2O eklenmis, pipetaj yaparak karigtirtlmis ve 100 uM’lik stok soliisyonlari
hazirlanmistir. Daha sonra bu stok soliisyonlardan 10 uM’lik ¢alisma soliisyonlar1 hazirlanmig

ve ikisi de daha sonra kullanilmak iizere -20°C’ye kaldirilmistir.

Tablo 2.2. Kullanilan primerlerin dizileri

Primerin Ad1 Dizisi (5’ - 3’) Tm
SOD-Mn (F) 5’-CTGGAAAGAATCTTGCCCCTACTCGT -3’ 65
SOD-MN (R) 5- CAACCAATTTTTCCATAGAACCAAAAT G -3 59
SOD-Fe (F) 5’- TAATGGCGTCTGTCACCACA -3° 57
SOD-Fe (R) 5’- TGTGCAGCATTGTTGAAGGC -3’ 57
SOD-Cu/Zn (F) 5’- ACACAATCTTTGCAGGGGTGTTCTGAGA -3° 65
SOD-Cu/Zn (R) 5-TGCAGTACCATCT TCGCCTACTGTGACA -3’ 67
CAT (F) 5’- CTTCCCGCTTGAATGTGAAG -3’ 64
CAT (R) 5’- CCGATTACATAAACCCATCATC -3’ 60
APX (F) 5’- TGGCGATGCCTATTGTAGAC -3’ 57
APX (R) 5’- TCCTCGCAAAAATCGATAGC -3’ 55
Aktin (F) 5’- AGGGCGGTCTTTCCAAGTAT -3’ 64
Aktin (R) 5’- ACATACATGGCGGGAACATT -3’ 63
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2.6.5. Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR

Elde edilen cDNA’lar kantitatif ger¢cek zamanli PZR i¢in kalip olarak kullanilmistir.
Kantitatif gercek zamanli PZR Biorad SsoFast EvaGreen Supermix kiti kullanilarak yapilmistir.
Bilesenler kitin kullanim kilavuzunda belirtildigi sekilde ilave edilmis ve PZR, PZR cihazinda
(Agilent) gercgeklestirilmistir. PZR reaksiyonu her bir cDNA 6rnegi i¢in, SOD-Mn, SOD-Fe,
SOD-Cu/Zn, CAT, APX enzim genleri hem de normalizér gen olan Aktin geni primerleri

kullanilarak 3’er tekrarli olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Tablo 2.3. qPZR bilesenleri ve eklenen miktarlar

Bilesenler Miktar
cDNA kalip 1l
Primer F 0,5 ul
Primer R 0,5 pl
DEPC’li su 3ul
Biorad SsoFast EvaGreen Supermix 5ul
Total Hacim 10 pl

Tablo 2.4. qPZR sicaklik dongiisii

95°C 5 dk
95°C 30 sn
60°C 60 sn

2.7. Istatiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Kontrol gruplar1 ve farkli sicaklik ve farkli borik asit konsantrasyonlarina maruz kalan
deney gruplariyla yapilan her ¢alisma en az 3 bagimsiz ve 3 bagimli tekrarla yapilmistir.
[statiksel analizler i¢in Graphpad programinda iki y&nlii varyans analizi (Two-Way ANOVA)

kullanilarak p degeri hesaplanmistir. Onemli degerler “*” isareti ile gdsterilmistir.
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3. SONUC, TARTISMA VE ONERILER
3.1. Sonuclar

3.1.1. Bitkilerin Ekolojik Ol¢iimlerinin Belirlenmesi

Ug farkls sicaklik ve iki farkli borik asit konsantrasyonunda yetistirilen bitkilerden 5 ve
10. uygulamadan sonra kok ve yaprak ornekleri toplanarak bazi ekolojik parametreler
belirlenmistir. 25 ve 40°C’de yetistirilen 6rneklerin 5 ve 10. uygulamalarinda 10 ve 25 mM
borik asit konsantrasyonunun yapraklarda kloroza ve devaminda kurumaya, koklerde ise

gelisim problemlerine sebep oldugu gozlenmistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2).

15°C 5. uygulama

25°C 5. uygulama

10mMBA . 25mMBA |
5. uygulama 5. uygolama

’I
A

- —
gulama

10 mM BA

40°C 5. uygulama

5. uygulama

Sekil 3.1. 15, 25 ve 40°C’de yetistirilen bitkilere ait 5. uygulamadaki saks1 goriintiileri
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Sekil 3.2. 15, 25 ve 40°C’de yetistirilen orneklere ait 10. uygulamadaki bitki goriintiileri

Iki farkli konsantrasyonda borik asit uygulanan bitkiler karsilastirildiginda, 25°C’de
yetisen bitkilerin hem gévde hem kok uzunlugunda kontrole gore 6nemli bir azalma oldugu
gbzlenmistir. 15°C’de yetisen bitkilerde artan borik asit konsantrasyonu ile bitkinin goévde
uzunlugunu diizenli olarak dnemli derecede artarken, kok uzunlugunu ise diizenli olarak 6nemli
derecede azaldigi belirlenmistir. 40°C’de yetisen bitkilerde ise artan borik asit
konsantrasyonunun 25°C’deki 6rneklerde oldugu gibi hem gévde hem kok uzunlugunu diizenli

olarak 6nemli derecede azalttigi goriilmiistiir.
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15°C ve 40°C sicaklikta yetisen bitkilerin kontrol gruplarina ait géovde ve kok

uzunluklarinin, 25°C’de yetisen bitkilere gére dnemli dl¢iide azaldigr belirlenmistir. 10 mM

borik asit uygulanan bitkilerin gévde ve kok uzunluklarinin da kontrole benzer sekilde 15°C ve

40°C’de 25°C’ye gore onemli dlgiide azaldig1 gézlemlenmistir. 25 mM borik asit uygulanan ve

40°C’de yetistirilen bitkilerin gévde ve kok uzunluklariin ise 25°C’de yetistirilen bitkilere

gore diizenli olarak azaldig1 belirlenmistir. 25 mM borik asit uygulanan ve 15°C’de yetistirilen

bitkilerin gévde ve kok uzunluklarinin 40°C’da yetisen bitkilerin aksine kontrol sicakligi olan

25°C gore artti8i tespit edilmistir.

Farkl1 borik asit konsantrasyonlar1 uygulanan ve farkli sicakliklarda yetistirilen tiim

bitkiler karsilastirildiginda en uzun govde (26,52 cm) ve kok uzunlugu (25,25 cm) 25°C’de

yetisen kontrol grubunda gozlenirken en kisa govde (16,59 cm) ve kdk uzunlugu (7,97 cm) ise

40°C’de yetisen 25 mM borik asit uygulanan bitki grubunda gézlenmistir (Grafik 3.1).
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Grafik 3.1. Aygicegi bitkisine ait kok ve gévde uzunlugu

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, ¢ p<0,01; ***, «e¢ p<0,001)
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Iki farkl1 borik asit konsantrasyonunda yetisen bitkilerin kok drneklerine ait yas ve kuru
agirliklart karsilastirildiginda, 25°C’de artan borik asit konsantrasyonuna bagli olarak kok yas
ve kuru agirliginda 6nemli 6l¢iide bir azalma tespit edilmistir. 15°C’de yetisen bitkilerde artan
borik asit konsantrasyonu ile kok yas agirligi onemli 6l¢iide azalirken, kok kuru agirhi§inda
onemli bir degisiklik bulunmamistir. 40°C’de yetistirilen bitkilerde ise artan borik asit
konsantrasyonunun kok yas agirliginda 6nemli 6l¢iide azalmaya neden oldugu belirlenmistir.
40°C’de yetistirilen bitkilerin 10 mM borik asit konsantrasyonunda kék kuru agirliginda
kontrole gore O6nemli bir azalma goériilmezken, 25 mM borik asit konsantrasyonundaki

azalmanin 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Bitki orneklerine ait kontrol gruplarimin kok yas agirliklart  birbirleriyle
karsilagtirildiginda 15°C ve 40°C’de yetistirilen bitkilerin (sirasiyla 0,95 g, 0,73 g) 25°C’de
(1,206 g) yetisen bitkilere gore yas agirliklarinda 6nemli dl¢iide azalma gozlenmistir. Kontrol
gruplarinin kok kuru agirliklarindaki 6nemli bir azalma bulunmamustir. 15°C’de yetisen 10 mM
borik asit uygulanan bitkilerin kok yas agirligi (0,73 g) 25°C’de yetisenlere (0,61 g) gére 6nemli
olglide artmustir. 15°C ve 25°C’de 10 mM borik asit konsantrasyonunda yetisen bitkilerin kok
kuru agirliklart karsilastirildiginda ise kuru agirliklarinda 6nemli bir azalma bulunmamustir.
40°C’de yetisen 10 mM borik asit uygulanan bitkilerin kok yas agirligi (0,36 g) 25°C’de
yetigenlere (0,61 g) gore onemli Olgiide azalirken, kok kuru agirliginda 6nemli bir azalma
goriilmemistir. 25 mM borik asit konsantrasyonunda hem 15°C’de (0,45 g) hem de 40°C’de
(0,21 g) yetisen bitkilerin kok yas agirliginda 25°C’ye (0,48 g) gore dnemli 6l¢iide azalma
gozlenmistir. Kok kuru agirliklarinda ise 15°C’de 25°C’ye gore onemli olgiide bir azalma

goriilmezken, 40°C’de 25°C’ye gore 6nemli dlgiide azalma belirlenmistir.

Farkl1 borik asit konsantrasyonlar1 uygulanan ve farkli sicakliklarda yetistirilen tiim
bitkiler karsilastirildiginda en ytiksek kok yas (1,206 g) ve kuru agirligr (0,080 g) 25°C’de
yetisen kontrol grubunda gozlenirken en diisiik kok yas (0,21 g) ve kuru agirlig: (0,012 g) ise
40°C’de yetisen 25 mM borik asit uygulanan bitki 6rneklerinde gézlenmistir (Grafik 3.2).
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Grafik 3.2. Ayg¢icegi bitkisine ait kok yas kuru agirliklari

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, * sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, e¢ p<0,01; ***, eee p<0,001)

Farkli sicaklik ve iki farkli borik asit konsantrasyonlarinda yetisen bitkilerin govde yas
ve kuru agirliklar1 karsilastirildiginda 25°C’de artan borik asit konsantrasyonuna bagl olarak
govde yas Ve kuru agirliginda diizenli olarak 6nemli 6l¢iide bir azalma gozlenmistir. 15°C’de
yetisen bitkilerin gdvdelerinin yas agirliklarinin artan borik asit konsantrasyonu ile dnemli
Olgiide arttig1 tespit edilmistir. Kuru agirliklarindaki artisin ise 10 mM borik asit
konsantrasyonunda 6nemli olmadigi fakat 25 mM borik asit konsantrasyonunda 6nemli oldugu
belirlenmistir. 40°C’de yetisen bitkilerin gévde yas ve kuru agirhi@inin artan borik asit

konsantrasyonu ile dnemli 6l¢iide azaldig1 gézlenmistir.

Farkli sicakliklarda yetisen bitkilerin kontrol gruplarmin goévde yas agirliklar
birbirleriyle karsilastirildiginda 15°C (1,91 g) ve 40°C’de (1,59 g) yetistirilen bitkilerin
25°C’de (1,38 g) yetisen bitkilere gore yas agirliklarinda 6nemli 6lciide artis tespit edilmistir.
Kontrol gruplarimin gévde kuru agirliklar karsilagtirildiginda ise 15°C ve 40°C’de yetisen
bitkilerin goévde kuru agirligindaki azalmanin 25°C’de yetisen bitkilere gore 6nemli olmadig:
belirlenmistir. 10 mM borik asit konsantrasyonu karsilastirildiginda 15°C’de yetisen bitkilerin

govde hem yas (2,37 g) hem kuru (0,20 g) agirliklarinin 25°C’de yetisen bitkilerin gévde yas
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(0,50 g) ve kuru (0,13 g) agirliklarina gore 6nemli dlglide arttig1 gozlenmistir. 40°C’de yetisen
bitkilerin 10 mM borik asit konsantrasyonu 25°C’de yetisen bitkilerin 10 mM borik asit
konsantrasyonu ile karsilastirildiginda ise gévde hem yas (0,29 g) hem kuru (0,076 g)
agirh@inin 25°C’de yetisen bitkilere gore dnemli dl¢iide azaldigi belirlenmistir. 25 mM borik
asit konsantrasyonun da ise 15°C’de yetisen bitkilerin gévde yas (3,107 g) ve kuru (0,29 g)
agirliklarinin 25°C’de yetisen bitkilerin yas (0,28 g) ve kuru (0,092 g) agirliklarina gére 6nemli
Ol¢iide arttig1 tespit edilmistir. Ayn1 borik asit konsantrasyonunda 40°C’de yetisen bitkilerin
25°C’de yetigen bitkilere gore govde yas (0,11 g) agirliginda 6nemli bir azalma goriiliirken,

kuru agirliginda 6nemli bir azalma bulunmamastir.

Sicaklik ve borik asit uygulanan tiim bitkiler karsilastirildiginda ise en fazla govde yas
(3,107 g) ve kuru agirligi (0,29 g) 15°C’de yetisen 25 mM borik asit uygulanan bitki grubunda
gozlenirken en diislik gdvde yas (0,11 g) ve kuru agirligi (0,067 g) ise 40°C’de yetisen 25 mM
borik asit uygulanan bitki grubunda gézlenmistir (Grafik 3.3).
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Grafik 3.3. Aygicegi bitkisine ait gévde yas kuru agirliklar

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, se p<0,01; ***, ees p<0,001)
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Bitki 6rneklerinin govde ve kok biyokiitleleri karsilastirildiginda 25°C’de artan borik
asit konsantrasyonlarinda govde ve kok biyokiitlesinde diizenli olarak nemli dlglide azalma
gbzlenmistir. 15°C’de yetisen bitkilerde ise artan borik asit konsantrasyonu govde biyokiitlesini
onemli olarak artirmistir. Fakat kok biyokiitlesinde 6nemli bir artis bulunmamistir. 40°C’de
yetisen bitkilerde ise artan borik asit konsantrasyonuna bagli olarak kontrole gore hem govde

hem kok biyokiitlesinde 6nemli olarak azalma tespit edilmistir.

Farkl1 sicakliklarda yetisen bitkilerin kontrol gruplarina ait gévde ve kok biyokiitleleri
birbirleriyle karsilastirildiginda 15°C’de yetistirilen bitkilerin 25°C’de yetistirilen bitkilere gore
govde ve kok biyokiitlelerinde onemli Ol¢lide azalma oldugu tespit edilmistir. 40°C’deki
kontrol gruplarinin gévde biyokiitlelerindeki azalmanin 25°C’de yetistirilen bitkilere gore
onemli olmadig1 goézlemlenirken, kok biyokiitlelerindeki azalmanin 6nemli oldugu
belirlenmigtir. 15°C’de yetisen, 10 mM ve 25 mM borik asit uygulanan orneklerin gévde
biyokiitlesi 25°C’de yetisen bitkilerle karsilastirildiginda her iki borik asit konsantrasyonunda
da onemli olgiide artis gosterdigini tespit edilmistir. Kok biyokiitleleri karsilastirildiginda
sadece 10 mM borik asit konsantrasyonundaki azalmanin 25°C’dekine gore énemli oldugu
saptanmigtir.  40°C’de yetisen bitkilerin govde ve kok biyokiitlesi 25°C’dekilerle
karsilastirildiginda ise hem 10 mM hem 25 mM BA konsantrasyonlarinda 6nemli 6lgiide

azaldig tespit edilmistir.

Farkl1 borik asit konsantrasyonlar1 uygulanan ve farkli sicakliklarda yetistirilen tim
bitkiler karsilastirildiginda en ytiksek govde (86420 g/ha) biyokiitlesi 15°C’de yetisen 25 mM
borik asit uygulanan bitki grubunda, en yiliksek kok biyokiitlesi (24261 g/ha) ise 25°C’de
yetisen kontrol grubunda goézlenirken, en diisiik gévde (25254 g/ha) ve kok (3706 g/ha)
biyokiitlesi ise 40°C’de yetisen 25 mM borik asit uygulanan bitki grubunda goézlenmistir
(Grafik 3.4).
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Grafik 3.4. Aygicegi bitkisine ait gdvde ve kok biyokiitlesi tizerine etkisi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, * sicakliklar birbirleriyle; *,  p<<0,05; **, e» p<<0,01; ***_ eee p<<(0,001)

Bitki 6rneklerinin borik asit tolerans indeksi (BTI) karsilastirildiginda her ii¢ sicaklikta

artan borik asit konsantrasyonunun bor tolerans indeksinin kontrole gore azaldigi gozlenmistir.

En yiiksek bor tolerans indeksi (0,71) 40°C 10 mM borik asit konsantrasyonunda, en diisiik bor

tolerans indeksi (0,46) ise 15°C 25 mM borik asit konsantrasyonunda tespit edilmistir (Grafik

3.5).
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Grafik 3.5. Aygicegi bitkisine ait borik asit tolerans indeksleri

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

3.1.2. Lipid Peroksidasyonun Belirlenmesi

Besinci borik asit uygulamasinin sonunda toplanan bitkilerde 25°C’de 10 mM borik asit
uygulanan bitki grubunun lipid peroksidasyonunda kontrole goére Onemli bir azalma
gozlenirken, 25 mM borik asit uygulanan bitki grubunda kontrole gére 6nemli 6l¢tide bir artis
gozlenmistir. 15°C ve 40°C’de yetistirilen bitkilerin lipid peroksidasyonunda ise 10 ve 25 mM
borik asit uygulanan bitki gruplarinda kontrole gore artan borik asit konsantrasyonuna baglh

olarak onemli 6lgtide bir artis tespit edilmistir.

Farkli sicakliklarda yetisen bitkilerin kontrol gruplar1 karsilastirildiginda, 15°C’de
yetisen bitkilerin MDA igerigi 25°C’de yetisen bitkilere gore dnemli dl¢ilide artarken, 40°C’de
yetisen bitkilerin MDA igerigi ise dnemli 6l¢iide azalmistir. 10 mM borik asit konsantrasyonlari
karsilastirildiginda ise 15°C’de ve 40°C’de yetisen bitkilerin MDA igeriginin 25°C’dekine gore
onemli Olgiide arttig1 tespit edilmistir. Farkli sicakliklarda yetisen bitkilerin 25 mM borik asit
konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda ise 15°C’de yetisen bitkilerin MDA igeriginin 25°C’de
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yetisen bitkiye gore Onemli Olciide azaldigi, 40°C’deki bitkilerin ise MDA igeriginin
25°C’dekilere gore onemli Olgilide arttig1 belirlenmistir.
Tiim bitki 6rnekleri karsilastirildiginda en yiiksek MDA igerigine (0,56 nmol ml™) 40°C

25 mM borik asit bitki grubunda rastlanirken en diisik MDA igerigine (0,163 nmol ml™?) ise
40°C kontrol bitki grubunda rastlanmistir (Grafik 3.6).
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Grafik 3.6. Ayg¢igegi bitkisinin 5. uygulamasimnin MDA igerigi

* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, ee p<0,01; ***_ eee p<0,001
y p p p

Onuncu uygulamanin sonunda toplanan bitkilerde ise 25°C’de hem 10 mM BA hem de 25 mM
BA uygulamasinda lipid peroksidasyonunda kontrole gore diizenli olarak 6nemli bir sekilde
arttig1 gézlenmistir. 15°C’de ve 40°C’de yetisen bitkilerde de ayni sekilde kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda 10 ve 25 mM borik asit konsantrasyonu uygulanan bitki gruplarinin MDA

igeriginin diizenli olarak 6nemli 6l¢iide arttig1 tespit edilmistir.

Farkli sicakliklarda yetisen bitkilerin kontrol ve 10 mM borik asit uygulanan bitki
gruplar karsilagtirildiginda 15°C ve 40°C’de yetisen bitkilerin MDA seviyesinin 25°C’de

yetisen bitkilere gore 6nemli 6l¢iide azaldig1 gozlenmistir. 25 mM borik asit uygulanan bitki
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gruplart karsilastirildiginda ise 15°C’de yetisen bitkilerin MDA seviyesi 25°C’dekine gore

onemli dl¢lide azalirken, 40°C’de yetisen bitkilerin MDA seviyesi ise 25°C’dekine gore 6nemli

Olgiide artmustir.

Tiim deney gruplarindaki bitki 6rnekleri karsilastirildiginda en yiiksek MDA seviyesine
(1,75 nmol ml?) 40°C°de 25 mM borik asit bitki grubunda rastlanirken, en diisik MDA
seviyesine (0,079 nmol mIt) ise 15°C kontrol bitki grubunda tespit edilmistir (Grafik 3.7).
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Grafik 3.7. Aygigegi bitkisinin 10. uygulamasinin MDA igerigi
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3.1.3. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.1.3.1. Toplam protein iceriginin belirlenmesi

Uc farkli sicaklikta yetisen bitkilerin 5. uygulamadaki kék ve yapraklarinin toplam
protein miktar1 karsilagtirildiginda 25°C’deki orneklere ait yaprak ve koklerinin protein
miktarmin artan borik asit konsantrasyonuna bagli olarak 6nemli 6l¢giide arttig1 tespit edilmistir.
15°C’de 10 mM borik asit konsantrasyonunda kontrole gére yaprakta protein miktar: dnemli
Ol¢iide azalirken, kokte ise onemli dlgiide artmistir. 25 mM borik asit konsantrasyonunda ise
kontrole gore yapraktaki protein miktar1 6nemli 6l¢iide artarken, kokteki protein miktar: ise
azalmistir. 40°C’de diger 6rneklerden bagimsiz olarak hem 10 mM hem de 25 mM borik asit
konsantrasyonunda kontrole gore yapraktaki toplam protein miktarinda artis goriliirken,
koklerde ise her iki konsantrasyonda da kontrole gore toplam protein miktarinda 6nemli 6lgiide

azalma gortlmiistiir.

Farkli sicakliklarda yetisen bitkilerin kontrol gruplar1 karsilastirildiginda 15°C’de ve
40°C’deki kontrol gruplarina ait kok ve yapraklarin toplam protein miktar1 25°C’de yetisen
kontrol gruplarina gore 6dnemli dlgiide arttig1 belirlenmistir. 15°C ve 40°C’deki 10 mM ve 25
mM borik asit uygulanan 6rneklere ait yapraklarin toplam protein miktari, 25°C’ye gore 6nemli
olglide artmigtir. 15°C’de 10 mM borik asit uygulanan 6rneklere ait kok toplam protein miktari
25°C’ye gore 6nemli Olcilide artarken, 40°C’deki 6rneklerin 6nemli dl¢lide azalmistir. 25 mM
borik asit uygulanan 6rneklerin kok toplam protein miktar1 ise 15°C’de ve 40°C’de, 25°C’ye

gore 6nemli 6l¢iide bir azalma gostermistir.

Yetistirilen tiim bitki 6rnekleri karsilastirildiginda en yiiksek toplam protein miktarina
yaprakta (685,71 ug/ml) 40°C’de 25 mM borik asit uygulanan bitki grubunda rastlanirken,
kokte (191,71 pg/ml) 15°C°de 10 mM BA konsantrasyonunda rastlanmistir. En diislik toplam
protein miktarina ise yaprakta (88,80 pg/ml) 25°C’de kontrol bitki grubunda rastlanirken, kokte
(86,79 ng/ml) 40°C’de 25 mM borik asit konsantrasyonunda rastlanmistir (Grafik 3.8).
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Grafik 3.8. Aygicegi bitkisinin 5. uygulamasinin toplam protein miktari

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, * sicakliklar birbirleriyle; *,  p<0,05; **, e» p<<0,01; ***_ eee p<<(0,001)

Ug farkli sicaklikta yetisen bitkilerin 10. Uygulamalarina ait kok ve yapraklarinin
toplam protein miktar1 karsilastirildiginda 25°C’deki bitkilerin yaprak ve koklerinin artan borik
asit konsantrasyonu ile birlikte 6nemli 6lgiide arttigi tespit edilmistir. 15°C’deki bitkilerin
yaprak érneklerinde sadece 25 mM borik asit konsantrasyonunda kontrole gére toplam protein
miktarinda 6nemli 6l¢iide artarken, koklerinde ise hem 10 mM hem de 25 mM’da kontrole gore
onemli dl¢iide azalma oldugu belirlenmistir. 40°C’de yetistirilen drneklerin yapraklarinda 10
mM ve 25 mM borik asit konsantrasyonundaki toplam protein miktarinda 6nemli 6lgiide artis
gozlenirken, koklerdeki toplam protein miktarinda ise sadece 25 mM borik asit

konsantrasyonunda 6nemli bir artis gozlenmistir.

25°C, 15°C ve 40°C’de yetistirilen bitkilerin kontrol gruplart karsilagtirildiginda;
15°C’de yetisen bitkilerin yaprak ve koklerindeki toplam protein miktar1 25°C’deki 6rneklere
gore artarken, 40°C’de yetistirilen bitkilerin sadece yapraklarindaki total protein miktart
25°C’dekilere gore 6nemli Olgiide azalma gostermistir. 10 mM borik asit konsantrasyonlart
karsilastirildiginda 15 ve 40°C’de yetistirilen bitkilerin yapraklarindaki toplam protein
miktarinin, 25°C’deki 6rneklere gére 6nemli 6l¢iide arttigr tespit edilmistir. 25 mM borik asit
54



konsantrasyonlari karsilastirildiginda ise 15°C’deki yaprak drneklerinin total protein miktarinin
25°C’deki bitkilerin yapraklarma gore arttigi, ancak koklerdeki toplam protein miktarinin
25°C’deki bitkilerin koklerine gore azaldig belirlenmistir. 40°C’de yetistirilen ve 25 mM borik
asit uygulanan orneklerin ise sadece yapraklara ait toplam protein miktarinin 25°C’de 25 mM

borik asit uygulanan bitkilerin yapraklarina gore 6nemli 6lgiide arttig1 tespit edilmistir.

Yetistirilen tiim bitki 6rnekleri karsilastirildiginda en yiiksek toplam protein miktarina
yaprakta (445,32 ng/ml) 40°C’de 25 mM borik asit bitki grubunda rastlanirken, kokte (156,90
png/ml) 15°C’de kontrol grubunda rastlanmistir. En diisiik toplam protein miktarina ise yaprakta
(53,04 pg/ml) 25°C’de kontrol grubunda rastlanirken, kokte (104,05 pg/ml) 40°C’de kontrol
grubunda rastlanmistir (Grafik 3.9).

Toplam Protein Miktan
(10. uygulama)

5007 B Yaprak B3 Kok

(X1}
*kk

400 KKK *hk

3004

*EE

2001

Protein Miktar (pg/ml)

*k

*x

1004

Kontrol 10 mM 25 mM Koniral 10 mM 25 mM Kontrol 10 mM 25 mM

15°C 25°C 40°C

Grafik 3.9. Aygigegi bitkisinin 10. uygulamasinin toplam protein miktari
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3.1.3.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi

Ug farkli sicaklikta yetisen bitki drneklerinin 5. uygulamasindaki koklerde toplam SOD
aktivitesi karsilastirildiginda 25°C ve 15°C’de yetistirilen bitkilerin borik asit konsantrasyonu
artttkca SOD aktivitesinin de kontrole gore onemli Olclide arttig1 tespit edilmistir. 40°C’de
yetistirilen bitkilerde ise SOD aktivitesi 10 mM borik asit konsantrasyonunda kontrole gore
onemli Ol¢lide azalirken, 25 mM borik asit konsantrasyonunda ise kontrole gére 6nemli bir
degisiklik belirlenmemistir.

Farkli sicakliklarda yetisen bitkilerin kontrol gruplari karsilastirildiginda, 15°C ve
40°C’de kontrol gruplarinin kdklerindeki SOD aktivitesinin 25°C kontrol grubuna gore 6nemli
ol¢iide arttig1 tespit edilmistir. Kontrol gruplarina benzer sekilde, 15°C ve 40°C’de yetistirilen,
10 ve 25 mM borik asit uygulanan bitkilerinin koklerindeki SOD aktivitesinin 25°C’ye gore
onemli dl¢iide arttig1 belirlenmistir.

Tiim bitki 6rnekleri karsilastirildiginda en yiiksek SOD aktivitesine (%103,33) 15°C’de

25 mM borik asit bitki grubunda rastlanirken, en diisitk SOD aktivitesine (%47,56) ise 25°C’de
kontrol bitki grubunda rastlanmistir (Grafik 3.10).
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Grafik 3.10. Ayg¢icegi bitkisinin 5. uygulama kok 6rnegindeki SOD aktivitesi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, * sicakliklar birbirleriyle; *, » p<0,05; **, e p<0,01; ***_ eee p<0,001)

56



Farkli sicaklik dereceleri ve farkli borik asit konsantrasyonlarmin kombine

uygulanmasiyla yetistirilen 10. uygulamadaki orneklere ait koklerdeki toplam SOD aktivitesi

karsilastirildiginda 25°C, 15°C ve 40°C’de artan borik asit konsantrasyonuna paralel olarak

SOD aktivitesinin kontrole gore diizenli bir sekilde 6nemli dlglide arttigi belirlenmistir.

Kontrol gruplart ve 10 mM borik asit uygulanan bitki gruplart kendi icinde

karsilastirildiginda sadece 40°C’de yetistirilen gruplara ait kok SOD aktivitesi 25°C’ye gore

onemli Ol¢iide azalmigtir. Bununla birlikte 25 mM borik asit uygulanan bitki gruplar1 kendi

iglerinde karsilastirildiginda ise 15°C ve 40°C’de yetistirilen 6rneklerin kok SOD aktivitesinin

25°C’ye gore onemli Olciide azaldigi belirlenmistir.

Yetistirilen tiim bitkiler karsilastirildiginda en yiiksek SOD aktivitesine (%85,79)

25°C’de 25 mM borik asit uygulanan 6rneklerde rastlanirken, en diisiik SOD aktivitesine

(%54,58) ise 40°C’de kontrol grubunda rastlanmistir (Grafik 3.12).
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Grafik 3.11. Aygigegi bitkisinin 10. uygulama kdk 6rnegindeki SOD aktivitesi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, * sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, e» p<0,01; ***, see p<0,001)
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Farkli sicakliklarda ve borik asit konsantrasyonlarinda yetisen bitkilerin 5.
uygulamalarinin yapraklarindaki toplam SOD aktivitesi karsilastirildiginda 25°C’de sadece 25
mM borik asit konsantrasyonundaki SOD aktivitesinin kontrole gore 6nemli 6l¢iide arttig1 tespit
edilmistir. 15°C’de sadece 25 mM borik asit konsantrasyonunda yetisen bitkinin yapraklarinda
SOD aktivitesi kontrole gore azalmigtir. 40°C’de ise digerlerinden bagimsiz olarak hem 10 mM
hem de 25 mM borik asit konsantrasyonunda yetisen bitkilerin yapraklarinda SOD aktivitesi

diizenli olarak artan borik asit konsantrasyonuna bagli olarak énemli 6l¢iide azalmstir.

Kontrol gruplart karsilastirildiginda 15°C  ve 40°C’de yetistirilen bitkilerin
yapraklarinin SOD aktivitesinin 25°C’de yetisen bitkilerin kontrol gruplarina goére 6nemli
olgiide arttig1 belirlenmistir. 10 mM ve 25 mM borik asit konsantrasyonu uygulanan bitki
gruplart karsilastirildiginda 15°C ve 40°C’de yetistirilen bitkilerin yapraklarinin SOD

aktivitesinin 25°C’de yetistirilen bitkilere gore dnemli dl¢iide arttig1 tespit edilmistir.

Tiim bitki gruplan karsilastirildiginda en yiiksek SOD aktivitesine (%103,4) 15°C’de
25 mM borik asit bitki grubunda rastlanirken, en diisiik SOD aktivitesine (%93,36) ise 25°C’de
10 mM borik asit bitki grubunda rastlanmigtir (Grafik 3.11).
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Grafik 3.12. Aygicegi bitkisinin 5. uygulama yaprak érnegindeki SOD aktivitesi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, ¢ p<<0,05; **, ee p<0,01; *** eee p<0,001)
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Farkli sicaklik dereceleri ve farkli borik asit konsantrasyonlarmin kombine
uygulanmasiyla yetistirilen bitki 6rneklerinin 10. uygulamalarina ait yapraklarindaki toplam
SOD aktivitesi karsilastirildiginda 25°C ve 40°C’de artan borik asit konsantrasyonuna bagl
olarak SOD aktivitesi kontrole gore 6nemli 6l¢lide azalmistir.

Kontrol, 10 mM ve 25 mM borik asit gruplari kendi i¢lerinde karsilastirildiginda 15°C
ve 40°C’deki bitkilerin SOD aktivitesinin 25°C’dekilere gore onemli dlgiide arttigi tespit
edilmistir.

Tim bitki gruplari karsilastirildiginda ise en yiiksek SOD aktivitesine (%102,15)
15°C’de 10 mM borik asit bitki grubunda rastlanirken, en diisiik SOD aktivitesine (%84,42) ise
25°C’de 25 mM borik asit bitki grubunda rastlanmistir (Grafik 3.13).
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Grafik 3.13. Aygigegi bitkisinin 10. uygulama yaprak 6rnegindeki SOD aktivitesi

* sicakliklar kendi i¢lerinde, * sicakliklar birbirleriyle; *, » p<0,05; **, ee p<0,01; ***_ eee p<0,001
y p p p

3.1.3.3. Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi

Farkli sicakliklarda ve borik asit konsantrasyonlarinda yetistirilen bitkilerin 5.

uygulamalarinin koklerindeki toplam CAT aktivitesi karsilastirildiginda sadece 40°C’de
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yetisen bitkilerin CAT aktivitesinin artan borik asit konsantrasyonuyla birlikte diizenli olarak

onemli 6l¢iide arttig1 belirlenmistir.

Kontrol, 10 mM ve 25 mM borik asit bitki gruplar1 kendi iglerinde karsilastirildiginda
sadece 40°C’de yetisen bitkilerin tiim deney gruplarinin kok CAT aktivitesi 25°C’de

yetisenlere gére dnemli oranda artmaistir.

Yetistirilen tiim bitkiler karsilastirildiginda en yiiksek CAT aktivitesine (0,045 U/mg)
40°C’de 25 mM borik asit bitki grubunda rastlanirken, en diisiik CAT aktivitesine (0,008 U/mg)
ise 15°C’de kontrol grubunda rastlanmistir (Grafik 3.14).
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Grafik 3.14. Aygicegi bitkisinin 5. uygulama kok 6rnegindeki CAT aktivitesi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, se p<0,01; ***, eee p<0,001)

Farkli sicaklik dereceleri ve farkli borik asit konsantrasyonlarmin kombine
uygulanmasiyla yetistirilen orneklerin 10. uygulamasina ait kok toplam CAT aktivitesi
karsilastirildiginda 25°C’deki 6rneklerde artan borik asit konsantrasyonuna bagli olarak CAT
aktivitesinin kontrole gore diizenli olarak onemli olgiide azaldigi belirlenmistir. 40°C’deki
orneklerin ise 25°C’dekinden farkli olarak CAT aktivitesinin artan borik asit konsantrasyonuna

bagl olarak kontrole gore 6nemli dl¢giide arttig1 tespit edilmistir.
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Kontrol, 10 mM ve 25 mM borik asit deney gruplari kendi i¢lerinde karsilagtirildiginda,
15 ve 40°C’deki kontrol gruplarinin CAT aktivitesi 25°C’deki 6rneklerin kontrol grubuna gore
onemli 6l¢iide azalmistir. 10 mM ve 25 mM borik asit deney gruplariin CAT aktivitesinin ise

sadece 40°C’deki 6rneklerde 25°C’dekilere gore 6nemli 6l¢iide arttig belirlenmistir.

Yetistirilen tim Ornekler karsilagtirildiginda ise en yiiksek CAT aktivitesine (0,044
U/mg) 40°C’de 25 mM borik asit bitki grubunda rastlanirken, en diisiik CAT aktivitesine (0,017
U/mg) ise 15°C’de kontrol grubunda rastlanmistir (Grafik 3.16).
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Grafik 3.15. Aycigegi bitkisinin 10. uygulama kok 6rnegindeki CAT aktivitesi

(* sicakliklar kendi iclerinde, * sicakliklar birbirleriyle; *, » p<<0,05; **, ee p<0,01; ***, eee p<(0,001)

Bitki Orneklerinin 5. uygulamasina ait yapraklarin toplam CAT aktivitesi
karsilastirildiginda 25°C ve 15°C’de yetisen orneklerdeki CAT aktivitesinin artan borik asit
konsantrasyonuna bagli olarak kontrole gore diizenli sekilde onemli oranda azaldig: tespit
edilmistir. 40°C’de yetisen bitkilerde ise sadece 10 mM borik asit bitki grubunun CAT

aktivitesinde kontrole gore dnemli dlgiide bir azalma tespit edilmistir.
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Kontrol, 10 mM ve 25 mM borik asit deney gruplar kendi i¢lerinde karsilastirildiginda
15°C ve 40°C’de yetisen kontrol ve 10 mM borik asit bitki gruplarinin yapraklarina ait CAT

aktivitesinin 25°C’de yetisen bitki gruplarina gére énemli 6lglide azaldig1 gézlenmistir.

Tiim bitki 6rnekleri karsilagtirildiginda ise en yiiksek CAT aktivitesine (0,051 U/mg)
25°C’de kontrol grubunda rastlanirken, en diisiik CAT aktivitesine (0,016 U/mg) ise 40°C’de
10 mM borik asit bitki grubunda rastlanmistir (Grafik 3.15).
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Grafik 3.16. Ayg¢igegi bitkisinin 5. uygulama yaprak érnegindeki CAT aktivitesi

* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, ee p<0,01; ***_ eee p<0,001
y p p p

Farkli sicaklik dereceler1 ve farkli borik asit konsantrasyonlarinin kombine
uygulanmasiyla yetistirilen 10. uygulamadaki yaprak orneklerinin toplam CAT aktivitesi
karsilagtirildiginda 25°C’de yetisen bitkilerde CAT aktivitesinin artan borik asit
konsantrasyonuna bagli olarak kontrole gore diizenli olarak onemli sekilde azaldigi
belirlenmistir. 15°C’deki 6rnekler 10 mM borik asit deney grubunun CAT aktivitesi kontrol
grubuna gore 6nemli 6lgiide azalirken, 25 mM borik asit deney grubunun CAT aktivitesi ise
kontrol grubuna gore 6nemli 6lgiide artmigtir. 40°C’de ise 10 mM borik asit deney grubunun
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CAT aktivitesi kontrole gore 6nemli 6lgiide artarken, 25 mM borik asit deney grubunun CAT

aktivitesi ise kontrole gére 6nemli 6l¢lide azalmistir.

Kontrol, 10 mM ve 25 mM borik asit deney gruplar1 kendi i¢lerinde karsilastirildiginda
ise 15°C ve 40°C’de yetisen bitkilerin kontrol ve 10 mM borik asit deney gruplarinin CAT
aktivitesi 25°C’deki 6rneklere gore onemli 6lgiide azalmistir. 25 mM borik asit deney gruplari
karsilastirildiginda ise 15°C ve 40°C’de yetisen bitkilerin toplam CAT aktivitesinin 25°C’de

yetisen 25 mM borik asit deney gruplarina gore 6nemli dlgiide arttig tespit edilmistir.

Tiim bitki 6rnekleri karsilastirildiginda ise en yiiksek CAT aktivitesine (0,047 U/mg)
25°C’de kontrol bitki grubunda rastlanirken, en diisiik CAT aktivitesine (0,013 U/mg) ise
25°C’de 25 mM borik asit deney grubunda rastlanmistir (Grafik 3.17).
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Grafik 3.17. Aygigegi bitkisinin 10. uygulama yaprak érnegindeki CAT aktivitesi

* sicakliklar kendi i¢lerinde, * sicakliklar birbirleriyle; *, » p<0,05; **, ee p<0,01; ***_ eee p<0,001
y p p p

3.1.3.4.Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin belirlenmesi

Farkli borik asit konsantrasyonlari uygulanan bitkilerin APX aktivitesi
karsilagtirildiginda, 25°C’de yetisen bitkilerin sadece 10 mM borik asit deney grubunun APX

aktivitesinin kontrole gére 6nemli dlgilide arttig1 belirlenmistir. 15°C’de ise sadece 25 mM borik
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asit deney grubunun APX aktivitesinin kontrole gére 6nemli dlglide arttigi tespit edilmistir.
40°C’de yetisen bitkilerin ise 10 ve 25 mM borik asit deney grubunun APX aktivitesinin

kontrole gore dnemli Olclide arttig1 belirlenmistir.

Kontrol, 10 mM ve 25 mM borik asit deney gruplar1 kendi i¢lerinde karsilastirildiginda
15 ve 40°C’deki kontrol ve 10 mM borik asit deney gruplarinin APX aktivitesi 25°C’deki

orneklere gore 6nemli 6l¢iide azalmistir.

Yetistirilen tim ornekler karsilastirildiginda ise en yiiksek APX aktivitesine (0,158
U/mg) 25°C’de 10 mM borik asit bitki grubunda rastlanirken, en diigiik APX aktivitesine (0,065
U/mg) ise 15°C’de kontrol grubunda rastlanmistir (Grafik 3.18).
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Grafik 3.18. Aygicegi bitkisinin 5. uygulama kok 6rnegindeki APX aktivitesi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, » p<0,05; **, e p<0,01; ***  eee p<0,001)

Farkli sicaklik dereceler1 ve farkli borik asit konsantrasyonlarinin kombine
uygulanmasiyla yetistirilen 10. uygulamaya ait koklerin APX aktivitesi karsilastirildiginda
25°C ve 40°C’de sadece 25 mM borik asit deney grubunun APX aktivitesinde kontrole gore

onemli dlgiide artis belirlenmistir.
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Farkli  sicakliklardaki deney gruplarinin  APX aktivitesi kendi iglerinde
karsilastirildiginda 15°C’deki orneklerin sadece 25 mM borik asit deney grubunun APX
aktivitesi 25°C’deki 6rneklere gore 6nemli 6l¢iide azalmistir. 40°C’deki 6rneklerin kontrol, 10
mM ve 25 mM borik asit deney gruplarinin APX aktivitesi 25°C’deki 6rneklere gére 6nemli

Olciide azaldig1 tespit edilmistir.

Yetistirilen tiim bitki 6rnekleri karsilastirildiginda ise en yiiksek APX aktivitesine (0,1
U/mg) 25°C’de 25 mM borik asit bitki grubunda rastlanirken, en diisiik APX aktivitesine (0,03
U/mg) ise 40°C’de kontrol ve 10 mM borik asit deney grubunda rastlanmistir (Grafik 3.20).
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Grafik 3.19. Aycigegi bitkisinin 10. uygulama kok 6rnegindeki APX aktivitesi

(* sicakliklar kendi iclerinde, * sicakliklar birbirleriyle; *, » p<<0,05; **, ee p<0,01; ***, eee p<(0,001)

Orneklerin 5. Uygulamasina ait yapraklar karsilastirildigi zaman 25°C’de 10 mM borik
asit deney grubunun APX aktivitesinin kontrole gére 6nemli 6l¢iide arttig1 gozlenirken, 25 mM
BA deney grubunun APX aktivitesinin ise kontrole gére dnemli 6l¢iide azaldig1 gézlenmistir.
15°C’de yetisen bitkilerin ise sadece 25 mM borik asit deney grubunun kontrole gére énemli
ol¢iide azaldigi belirlenmistir. 40°C’de yetisen bitkilerde ise hem 10 mM hem de 25 mM borik

asit deney grubunun APX aktivitesi kontrole gore azalmistir.
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Kontrol, 10 mM ve 25 mM BA deney gruplar1 kendi iclerinde karsilagtirildiginda
15°C’nin kontrol grubunun APX aktivitesi 25°C’nin kontrol grubuna gore onemli 6l¢iide
azalirken, 40°C’nin kontrol grubunun APX aktivitesi ise 25°C’nin kontrol grubuna gore dnemli
Olclide artmistir. 10 mM ve 25 mM BA deney gruplar karsilastirildiginda ise 15°C ve 40°C’de
yetisen bitki gruplarinin her birinin APX aktivitesinin 25°C’de yetisen bitkilere gore dnemli

Olciide azaldig: tespit edilmistir.

Tiim bitki 6rnekleri karsilagtirildiginda ise en yiiksek APX aktivitesine (0,080 U/mg)
25°C’de 10 mM borik asit bitki grubunda rastlanirken, en diisiik APX aktivitesine (0,025 U/mg)
ise 40°C’de 10 mM borik asit deney grubunda rastlanmistir (Grafik 3.19).
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Grafik 3.20. Aygigegi bitkisinin 5. uygulama yaprak érnegindeki APX aktivitesi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, » p<0,05; **, e p<0,01; ***_ eee p<0,001)

Farkli sicaklik dereceleri ve farkli borik asit konsantrasyonlarinin kombine
uygulanmasiyla yetistirilen bitki rneklerinin 10. uygulamasina ait yapraklarin APX aktivitesi
karsilagtirildiginda 25°C’deki 6rneklerin 10 mM ve 25 mM borik asit deney gruplarinin APX
aktivitesi kontrole gore dnemli 6l¢iide azaldig1 gézlenmistir. 15°C’deki 6rneklerde sadece 10

mM borik asit deney grubunun APX aktivitesinin kontrole gore Onemli Olgiide arttigi
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belirlenmistir. 40°C’deki 6rneklerin ise artan borik asit konsantrasyonuna bagli olarak APX

aktivitesinin kontrole gore diizenli olarak 6nemli dlglide azaldigi tespit edilmistir.

Kontrol, 10 mM ve 25 mM borik asit deney gruplar1 kendi i¢lerinde karsilastirildiginda
ise 15°C ve 40°C’deki 6rneklerin kontrol gruplarinin APX aktivitesinin 25°C’dekilere goére
onemli dlciide azaldig1 gozlenmistir. 10 mM borik asit deney grubu karsilastirildiginda sadece
40°C’de yetisen bitki grubunun 25°C’dekine gore 6nemli dlglide azaldigi belirlenmistir. 25 mM
borik asit deney grubunda ise 15°C ve 40°C’deki 6rneklere ait APX aktivitesinin 25°C’deki

yaprak Orneklerine gore 6nemli 6l¢iide azaldig1 tespit edilmistir.

Tim yaprak ornekleri karsilastirildiginda ise en yiiksek APX aktivitesine (0,66 U/mg)
25°C’de kontrol grubunda rastlanirken, en diisiik APX aktivitesine (0,039 U/mg) ise 40°C’de
25 mM borik asit deney grubunda rastlanmstir (Grafik 3.21).
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Grafik 3.21. Aygigegi bitkisinin 10. uygulama yaprak érnegindeki APX aktivitesi
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3.1.4. Antioksidan Enzimlere Ait Gen ifadelerinin Belirlenmesi

3.1.4.1. Total RNA miktarmnin belirlenmesi

Aygicegi bitkisine uygulanan iki farkli abiyotik stresin antioksidan enzimlere ait gen
ifadeleri izerindeki etkisi gergek zamanli PZR ile incelenmistir. Ug farkli sicaklik ve iki farkli
borik asit konsantrasyonunun birlikte uygulanmasiyla yetistirilen bitki 6rneklerine ait kok ve
yapraklarin her birinden RNA izole edilmis ve agaroz jelde yiiriitilerek RNA kalitesi ve miktari
tespit edilmistir (Sekil 3.3).
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Yaprak Kok Yaprak Kok Yaprak Kok Yaprak KOk Yaprak Kok Yaprak Kok Yaprak Kok Yaprak Kok Yaprak Kok

g T p— -—

5. uygulama

10. uygulama

Sekil 3.3. Kok ve yaprak drneklerine ait RNA’larin agaroz jel goriintiileri

3.1.4.2.50D mRNA seviyesindeki degisiminin belirlenmesi

Iki farkl1 borik asit konsantrasyonu uygulanan bitkilerin 5. uygulamasinda koklerdeki
SOD-Mn mRNA seviyesindeki degisim incelendiginde, 25°C ve 40°C’de yetisen orneklerde
borik asit konsantrasyonu arttikga SOD-Mn gen ifadesinin de kontrole gére 6nemli 6l¢iide
arttig1 belirlenmistir. 15°C’de yetisen 6rneklerde ise sadece 25 mM borik asit deney grubunun

SOD-Mn gen ifadesinin kontrole gore dnemli dlciide arttig1 gdzlenmistir.
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Orneklerin kontrol, 10 mM ve 25 mM borik asit deney gruplar1 kendi iglerinde
karsilagtirildiginda 10 mM borik asit deney grubunun SOD-Mn gen ifadesinin sadece 40°C’deki
orneklerinde 25°C’deki orneklere gore 6nemli dlgiide arttigi belirlenmistir. 25 mM borik asit
deney grubunda ise 15°C’deki 6rneklerin SOD-Mn gen ifadesi 25°C’dekilere gére onemli
oOl¢iide azalirken, 40°C’deki 6rneklerin SOD-Mn gen ifadesi ise 25°C’de yetigen bitki grubuna

gore onemli Olcilide artmustir.

Tiim o6rnekler arasinda en yiiksek SOD-Mn gen ifadesine (2,16) 40°C’de 25 mM borik
asit deney grubunda rastlanmistir (Grafik 3.22).
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Grafik 3.22. Aygigegi bitkisinin 5. uygulama kok 6rnegindeki SOD-Mn mRNA seviyesi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, e¢ p<0,01; ***_ eee p<0,001)

10. uygulamaya ait koklerdeki SOD-Mn gen ifadesi karsilagtirildiginda 25°C’de 10 mM
borik asit deney grubunda SOD-Mn gen ifadesinin kontrole gore 6nemli 6l¢iide azaldigi
gozlenmistir. 15°C’de yetisen bitkilerde ise 10 mM borik asit deney grubunun SOD-Mn gen
ifadesi kontrole gore dnemli 6lgiide artarken, 25 mM BA deney grubunun SOD-Mn gen ifadesi

ise kontrole gére onemli Ol¢iide azalmistir.
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Farkli sicakliklarda yetistirilen deney gruplar1 birbirleriyle karsilastirildiginda ise
15°C’deki oOrneklerin 10 mM borik asit deney gruplarinin SOD-Mn gen ifadesinin

25°C’dekilere gore 6nemli 6l¢iide arttigl gézlenmistir.

Y etistirilen tiim bitkiler géz oniine alindiginda en yiiksek SOD-Mn gen ifadesine (1,315)
15°C’de 10 mM borik asit deney grubunda rastlanmistir. 25°C’de yetistirilen 25 mM borik asit
deney grubu ile 40°C’de yetistirilen tiim deney gruplarinda saglikli kok ornekleri elde
edilemediginden gRT-PZR’de SOD-Mn ifadesine ait veri saptanamamistir (Grafik 3.23).
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Grafik 3.23. Aygigegi bitkisinin 10. uygulama kok 6rnegindeki SOD-Mn mRNA seviyesi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, * sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, se p<0,01; ***, ees p<0,001)

Orneklerin 5. uygulamasina ait yapraklardaki SOD-Mn mRNA seviyesindeki degisim
incelendigi zaman 25°C’de yetisen bitkilerde sadece 25 mM borik asit grubunun SOD-Mn gen
ifadesinin kontrole gore 6nemli Olgiide azaldig1 gézlenmistir. 15°C’deki 6rneklerde ise artan
borik asit konsantrasyonu SOD-Mn gen ifadesini kontrole gére diizenli olarak énemli 6lgiide

azaltmistir.

Farkl1 sicakliklarda yetisen deney gruplari kendi i¢lerinde karsilagtirildiginda; 10 mM
borik asit deney grubuna ait SOD-Mn ifadesinin 15°C’de, 25°C’deki orneklere gore 6nemli
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ol¢iide azaldig1 tespit edilmistir. 25 mM borik asit deney grubunda 15°C’deki 6rneklerin SOD-
Mn gen ifadesinin 25°C’deki 6rneklere gore dnemli dl¢iide azaldigi, 40°C’de yetisen bitkilerin

SOD-Mn gen ifadesinin ise dnemli Ol¢lide arttig1 belirlenmistir.

Yetistirilen tiim bitkiler karsilastirildiginda en yiiksek SOD-Mn gen ifadesine (1,09)
40°C’de 25 mM borik asit deney grubunda rastlanmistir (Grafik 3.24).
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Grafik 3.24. Aygicegi bitkisinin 5. uygulama yaprak érnegindeki SOD-Mn mRNA seviyesi

* sicakliklar kendi iglerinde, * sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, oo p<0,01; **%*_ eee p<(0,001
y p p p

Bitki oOrneklerinin  10. uygulamalarina ait Yyapraklardaki SOD-Mn gen ifadesi
karsilastirildiginda 25°C’de yetisen bitkilerden sadece 25 mM borik asit deney grubunun SOD-
Mn ifadesinin kontrole gore 6nemli 6l¢giide artti1 belirlenmistir. 15°C’de ise artan borik asit
konsantrasyonuna bagli olarak SOD-Mn ifadesinin kontrole gore diizenli olarak 6nemli dlciide
azaldigi, 40°C’de yetisen bitkilerde ise kontrole gore diizenli olarak énemli 6lglide arttirdigi

tespit edilmistir.

Deney gruplari kendi i¢lerinde karsilastirildiginda; 10 mM ve 25 mM borik asit deney
gruplarinin SOD-Mn gen ifadesi borik asit konsantrasyonu artisina bagli olarak 15°C’de,

71



25°C’de yetisen bitki gruplarina gore onemli dl¢iide azalirken; 40°C’de ise 25°C’de yetisen
bitkilere gére dnemli Ol¢iide artmistir.
Tiim bitki ornekleri karsilastirildiginda en yiiksek SOD-Mn gen ifadesine (2,52)

40°C’de 25 mM borik asit deney grubunda rastlanirken, en diisiik SOD-Mn gen ifadesine
(0,201) ise 15°C’de 25 mM borik asit deney grubunda rastlanmistir (Grafik 3.25).
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Grafik 3.25. Aygigegi bitkisinin 10. uygulama yaprak érnegindeki SOD-Mn mRNA seviyesi

* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, ee p<0,01; *** eee p<0,001
y p p p

Farkli borik asit konsantrasyonlarinda yetistirilen 6rneklerin 5. uygulamalarina ait
yapraklarin SOD-Fe gen ifadesi karsilastirildiginda 25°C’de yetisen bitkilerde artan borik asit
konsantrasyonunun SOD-Fe gen ifadesini kontrole gore onemli dlglide azalttigi gézlenmistir.
15°C’de yetisen bitkilerde 10 mM borik asit deney grubunun SOD-Fe gen ifadesi kontrole gore
artarken, 25 mM borik asit deney grubunda ise kontrole gére 6nemli 6l¢giide azalmigtir. 40°C’de
ise artan borik asit konsantrasyonunun yaprak SOD-Fe gen ifadesini kontrole gore 6nemli

Ol¢iide azalttig1 tespit edilmistir.

Deney gruplar1 kendi igleriyle karsilastirildiginda 15°C’de yetisen 10 mM borik asit

uygulanan 6rneklerin SOD-Fe gen ifadesinin 25°C’de yetisen orneklere gore 6nemli Glgiide
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arttig1, 40°C’de yetisen 6rneklerin ise 25°C’dekilere gore onemli 6lgiide azaldigi gozlenmistir.
25 mM borik asit deney grubunun SOD-Fe gen ifadesi ise sadece 15°C’de yetisen orneklerde

25°C’de yetisenlere gore dnemli ol¢iide arttig1 belirlenmistir.

Tiim bitki gruplar1 goz 6niine alindiginda en yiliksek SOD-Fe ifadesine (1,125) 15°C’de
10 mM borik asit deney grubunda rastlanirken, en diisitk SOD-Fe ifadesine (0,024) 25°C’de 25
mM borik asit deney grubunda rastlanmistir (Grafik 3.26).
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Grafik 3.26. Aygigegi bitkisinin 5. uygulama yaprak 6rnegindeki SOD-Fe mRNA seviyesi

* sicakliklar kendi iglerinde, * sicakliklar birbirleriyle; *, ¢ p<0,05; **, oo p<0,01; **%*, eee p<(0,001
y p p p

10. uygulamaya ait yaprak SOD-Fe gen ifadesi karsilastirildiginda 25°C’de yetisen
bitkilerde sadece 25 mM borik asit deney grubunun SOD-Fe gen ifadesinin kontrole gore
onemli Olgiide azaldigi belirlenmistir. 15°C’de yetisen bitkilerde artan borik asit
konsantrasyonunun SOD-Fe gen ifadesini kontrole gore onemli olgiide azalttigi; 40°C’de
yetisen bitkilerde ise sadece 10 mM borik asit deney grubunda kontrole gére 6nemli bir artisa

sebep oldugu tespit edilmistir.
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Farkli sicakliklarda yetisen deney gruplar kendi iglerinde karsilastirildiginda sadece
40°C’de yetisen 10 mM borik asit deney grubunun SOD-Fe ifadesinin 25°C’de yetisen 10 mM

deney grubuna gore 6nemli Olcilide arttig1 gorilmiistiir.

Yetisen tiim bitki gruplar1 g6z oniine alindiginda en yiiksek SOD-Fe ifadesine (7,25)
40°C’de 10 mM borik asit deney grubunda rastlanirken en diisitk SOD-Fe ifadesine (0,221)
25°C’de 25 mM borik asit deney grubunda rastlanmistir (Grafik 3.27).
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Grafik 3.27. Aygigegi bitkisinin 10. uygulama yaprak 6rnegindeki SOD-Fe mRNA seviyesi

* sicakliklar kendi iglerinde, * sicakliklar birbirleriyle; *, ¢ p<0,05; **, oo p<0,01; **%*, eee p<(0,001
y p p p

SOD-Fe geni sadece kloroplastlarda bulunmaktadir. Bu nedenle ti¢ farkli sicaklik ve iKi
farkli borik asit konsantrasyonu ile muamele edilen tiim deney gruplarinin 5. ve 10.

uygulamasidaki kok 6rneklerinde SOD-Fe gen ifadesine ait veri yoktur.

Yetistirilen bitki orneklerinin 5. uygulamasina ait yaprak SOD-Cu/Zn gen ifadesi
karsilastirildiginda, sadece 25°C’deki bitki orneklerinden 25 mM borik asit deney grubunun

SOD-Cu/Zn ifadesinin kontrole gore dnemli 6lgiide arttig1 belirlenmistir.
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Deney gruplar1 kendi i¢lerinde karsilastirildiginda ise 15°C ve 40°C’deki 6rneklerde
artan borik asit konsantrasyonuna bagli olarak 10 mM ve 25 mM borik asit deney grubuna ait

SOD-Cu/Zn gen ifadesinin 25°C’deki 6rneklere gore dnemli dlgiide azaldig: tespit edilmistir.

Tiim bitki gruplar1 goz ontine alindiginda en yiiksek SOD-Cu/Zn gen ifadesine (13,54)
25°C’de 25 mM borik asit deney grubunda rastlanirken, en diisiik SOD-Cu/Zn gen ifadesine
(0,055) 40°C’de 10 mM borik asit deney grubunda rastlanmistir (Grafik 3.28).
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Grafik 3.28. Aygigegi bitkisinin 5. uygulama yaprak érnegindeki SOD-Cu/Zn mRNA
seviyesi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, se p<0,01; ***, eee p<0,001)

Farkli konsantrasyonlarda yetistirilen bitkilerin 10. uygulamasina ait yaprak SOD-
Cu/Zn gen ifadeleri Kkarsilastirildiginda 25°C’de yetisen bitkilerin artan borik asit
konsantrasyonuyla birlikte SOD-Cu/Zn gen ifadesinin kontrole gore diizenli bir sekilde 6nemli
derecede arttig1 gézlenmistir. 15°C’de yetisen bitkilerde ise sadece 25 mM borik asit deney
grubu SOD-Cu/Zn gen ifadesinin kontrole gore 6nemli 6l¢iide azaldigi belirlenmistir. 40°C’de
yetisen bitkilerde 10 mM borik asit deney grubunun SOD-Cu/Zn gen ifadesinin kontrole gore
onemli Ol¢iide arttigi, 25 mM borik asit deney grubunun ise kontrole goére 6nemli 6lgiide

azaldig tespit edilmistir.
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Deney gruplari kendi i¢lerinde karsilastirildiginda; 10 mM borik asit deney grubu SOD-

Cu/Zn gen ifadesinin 15°C’deki 6rneklerde 25°C’deki 6rneklere gore onemli 6lgiide azaldigi,

40°C’deki 6rneklerin yetiseninin ise 25°C’de yetisene gore onemli dlgiide arttigi gézlenmistir.

25 mM borik asit deney gruplar1 karsilastirildiginda ise, 15°C ve 40°C’de yetisen 6rneklerin

SOD-Cu/Zn ifadesinin 25°C’deki 6rneklere gore onemli dlglide azaldigi belirlenmistir.

Yetisen tiim bitki gruplar karsilastirildiginda en yiiksek SOD-Cu/Zn gen ifadesine
(14,12) 25°C’de 25 mM borik asit deney grubunda rastlanirken, en diisiik SOD-Cu/Zn gen
ifadesine (0,06) 15°C’de 25 mM borik asit deney grubunda rastlanmigtir (Grafik 3.29).
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Grafik 3.29. Aycicegi bitkisinin 10. uygulama yaprak 6rnegindeki SOD-Cu/Zn mRNA

seviyesi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, » p<0,05; **, ee p<0,01; ***_ eee p<0,001)

Ug farkli sicaklik ve iki farkli borik asit konsantrasyonu ile muamele edilen tiim deney

gruplarinin 5. ve 10. uygulamasina ait saglikli kok drnekleri elde edilemediginden SOD-Cu/Zn

genine ait veri bulunamamastir.
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3.1.4.3. Katalaz (CAT) Geninin mRNA Seviyesindeki Degisiminin Belirlenmesi

Ug farkl1 sicaklik uygulamast ile birlikte iki farkli konsantrasyonda borik asit uygulanan
bitki Orneklerine ait 5. uygulamadaki koklerin CAT geni mRNA seviyesindeki degisim
incelendiginde, 25°C’de yetisen bitkilerde sadece 25 mM borik asit deney grubunda CAT gen
ifadesi kontrole gore onemli Ol¢iide artmistir. 15°C’de yetisen bitkilerde 10 mM borik asit
deney grubunun CAT gen ifadesi kontrole gére 6nemli 6l¢iide artarken, 25 mM borik asit deney
grubunda ise kontrole gére azalmistir. 40°C’deki 6rneklerde ise sadece 25 mM borik asit deney

grubunun CAT gen ifadesinde kontrole gore dnemli 6l¢iide artis tespit edilmistir.

Deney gruplart kendi iglerinde karsilastirildiginda 10 mM borik asit deney grubunun
CAT gen ifadesi 15°C’de 25°C’ye gore 6nemli dlgilide artarken, 40°C’deki 6rneklerin CAT gen
ifadesi ise 25°C’deki Orneklere gore onemli Olgiide azalmistir. 25 mM borik asit deney
grubunda ise, 10 mM borik asit deney grubunun aksine 15°C’deki 6rneklerin CAT gen ifadesi
25°C’de yetigsen orneklere gore azalirken, 40°C’deki drneklerin CAT gen ifadesi ise 25°C’de

yetisenlere gore dnemli ol¢lide artmistir.

Tiim bitki gruplan karsilastirildiginda, en yiiksek CAT gen ifadesine (3,91) 15°C’de 10
mM borik asit deney grubunda rastlanirken en diisiik CAT gen ifadesine (0,45) 15°C’de 25 mM
borik asit deney grubunda rastlanmigtir (Grafik 3.30).
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Kok CAT mRNA seviyesi
(5. uygulama)
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Grafik 3.30. Aygicegi bitkisinin 5. uygulama kok 6rnegindeki CAT mRNA seviyesi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, se p<0,01; ***, eee p<0,001)

Farkli konsantrasyonlarda yetistirilen bitkilerin 10. uygulamasina ait kok CAT mRNA
ifadesi karsilastirildiginda, 25°C ve 15°C’deki 6rneklerde 10 mM borik asit deney grubu CAT
gen ifadesinin kontrole gore 6nemli Gl¢lide arttig1 tespit edilmistir. 25 mM borik asit deney

grubunun CAT gen ifadesi ise kontrole gore 6nemli dl¢iide azalmustir.

Yetistirilen tiim bitki gruplar karsilastirildiginda, en yiiksek CAT gen ifadesine (1,81)
15°C’de 10 mM borik asit deney grubunda rastlanirken, en diisiik CAT gen ifadesine (0,176)
ise 15°C’de 25 mM borik asit deney grubunda rastlanmistir.

25°C’de yetistirilen 25 mM borik asit deney grubu ile 40°C’de yetistirilen tiim deney
gruplarinda saglikli kok o6rnekleri elde edilemediginden qRT-PZR’de CAT gen ifadesine ait veri
saptanamamustir (Grafik 3.31).
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Kok CAT mRNA seviyesi
(10. uygulama)
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Grafik 3.31. Aygicegi bitkisinin 10. uygulama kok 6rnegindeki CAT mRNA seviyesi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, se p<0,01; ***, eee p<0,001)

Bitki 6rneklerinin 5. uygulamasina ait yaprak CAT mRNA seviyesi karsilastirildiginda
25°C’de yetisen bitkilerin CAT gen ifade seviyesi sadece 25 mM borik asit deney grubunda
kontrole kiyasla dnemli Olciide azalmistir. 15°C ve 40°C’de yetisen bitkilerde ise CAT gen
ifadesi artan borik asit konsantrasyonuna bagli olarak 10 mM ve 25 mM borik asit deney

grubunda kontrole gore diizenli olarak 6nemli dl¢iide azalmistir.

Deney gruplar1 kendi i¢lerinde karsilastirildiginda, 10 mM ve 25 mM borik asit deney
gruplarinin hem 15°C hem de 40°C’deki orneklerin CAT gen ifadesinin 25°C’deki deney

gruplaria gore 6nemli dl¢iide azaldig tespit edilmistir.

Tiim bitki gruplar1 g6z 6niine alindiginda, en diisiik CAT gen ifadesine (0,034) 40°C’de
10 mM borik asit deney grubunda rastlanmistir (Grafik 3.32).
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Yaprak CAT mRNA seviyesi
(5. uygulama)
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Grafik 3.32. Aycicegi bitkisinin 5. uygulama yaprak érnegindeki CAT mRNA seviyesi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, se p<0,01; ***, eee p<0,001)

Bitki 6rneklerinin 10. uygulamasina ait yaprak CAT mRNA seviyesi karsilastirildiginda,
25°C’de yetistirilen bitkilerde sadece 25 mM borik asit deney grubunun CAT gen ifade
seviyesinin kontrole gore onemli Olglide arttig1 belirlenmistir. 40°C’de yetisen bitkilerde ise
sadece 10 mM borik asit deney grubunun CAT gen ifadesi kontrole gore 6nemli Glgiide

artmistir.

Deney gruplar1 kendi iglerinde karsilastirildiginda, 10 mM borik asit deney grubunun
sadece 40°C’deki orneklerinde CAT gen ifadesinin 25°C’deki 6rneklere gore onemli Olgiide
arttig1 tespit edilmistir. 25 mM borik asit deney grubunun ise 15°C’de ve 40°C’deki drneklerin

CAT gen ifadesinin 25°C’de yetisenlere gore 6nemli dl¢lide azaldig gozlenmistir.

Tiim bitki 6rnekleri karsilastirildiginda, en yiiksek CAT gen ifadesine (46,85) 40°C’de
10 mM borik asit deney grubunda rastlanirken, en diisiik CAT gen ifadesine (0,16) ise 15°C’de
10 mM borik asit deney grubunda rastlanmistir (Grafik 3.33).
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Yaprak CAT mRNA seviyesi
(10. uygulama)
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Grafik 3.33. Aygigegi bitkisinin 10. uygulama yaprak ornegindeki CAT mRNA seviyesi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, se p<0,01; ***, eee p<0,001)

3.1.4.4. Askorbat Peroksidaz (APX) Geninin mRNA Seviyesindeki Degisiminin

Belirlenmesi

Ug farkl1 sicaklik uygulamast ile birlikte iki farkli konsantrasyonda borik asit uygulanan
bitki Orneklerine ait 5. uygulamadaki koklerde APX geninin  mRNA seviyesi
karsilagtirildiginda, 25°C’deki orneklerin 10 mM ve 25 mM borik asit deney grubunun APX
gen ifadelerinin kontrole gére 6nemli derece arttig1 gdzlenmistir. 15°C ve 40°C’deki 6rneklerde
ise artan borik asit konsantrasyonuna bagli olarak 10 mM ve 25 mM borik asit deney
gruplarinda APX gen ifadesinin kontrole gore diizenli olarak dnemli bir artig gosterdigi tespit

edilmistir.

Farkli sicakliklarda yetisen deney gruplart kendi iglerinde karsilastirildiginda 15°C ve
40°C’de yetisen 25 mM borik asit deney gruplarinin APX gen ifadesinin 25°C’de yetisen 25

mM borik asit deney gruplarina gére 6nemli 6l¢iide arttig1 belirlenmistir.

Yetistirilen tiim bitki gruplari karsilastirildiginda, en yiiksek APX gen ifadesine (3,94)
40°C’de 25 mM borik asit deney grubunda rastlanmistir (Grafik 3.34).
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Kok APX mRNA seviyesi
(5. uygulama)

5-
e
L
4=
=
]
==
e
%
= 3
-
o
]
z e
&~ 24
5 *k okl *k
A T = ok I
R
]- I
0= T T T
Kontrol 10mM  25mM Kontrol 10mM  25mM Kontrol  10mM  25mM
15°C 25°C 40°C

Grafik 3.34. Aygicegi bitkisinin 5. uygulama kok 6rnegindeki APX mRNA seviyesi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, ee p<0,01; ***, eee p<0,001)

Farkli konsantrasyonlarda borik asit uygulanan bitkilerin 10. uygulamasina ait kokler
karsilastirildiginda, 15°C’deki 6rneklerde artan borik asit konsantrasyonunun 10 mM ve 25 mM
borik asit deney grubunda APX gen ifadesini diizenli olarak onemli olgiide artirdig1 tespit

edilmistir.

Farkli sicakliklarda yetisen bitkilerin deney gruplari kendi iglerinde karsilastirildiginda
15°C’deki 10 mM borik asit deney grubu APX gen ifadesinin 25°C’de yetisen 6rneklere gore

onemli dlgtide arttig1 belirlenmistir.

Yetistirilen tiim bitki 6rnekleri karsilastirildiginda, en yiiksek APX gen ifadesine (4,52)
15°C’de 25 mM borik asit deney grubunda rastlanmistir. 25°C’de yetistirilen ve 25 mM borik
asit uygulanan deney grubu ile 40°C’de yetistirilen tiim deney gruplarinda saglikli kok 6rnekleri
elde edilemediginden qRT-PZR’de APX gen ifadesine ait veri saptanamamustir (Grafik 3.35).
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Kok APX mRNA seviyesi
(10. uygulama)
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Grafik 3.35. Aygicegi bitkisinin 10. uygulama kok ornegindeki APX mRNA seviyesi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, se p<0,01; ***, eee p<0,001)

Bitki drneklerinin 5. uygulamalarina ait yaprak APX gen ifadeleri karsilastirildiginda,
25°C’de yetistirilen orneklerin 10 mM ve 25 mM borik asit deney gruplarinda APX gen
ifadesinin kontrole gore dnemli oranda arttig1 gézlenmistir. 15°C’deki 6rneklerin artan borik
asit konsantrasyonuna bagli olarak APX ifadesinin 10 mM ve 25 mM borik asit deney
gruplarinda kontrole gore 6nemli 6l¢iide azaldigi belirlenmistir. 40°C’de yetisen 6rneklerin ise
sadece 25 mM borik asit deney grubunda APX gen ifadesinin kontrole gére onemli 6lgiide

azaldig tespit edilmistir.

Deney gruplar1 birbiriyle karsilastirildiginda, 15°C ve 40°C’de yetisen 6rneklerin 10
mM ve 25 mM borik asit deney gruplarinin 25°C’deki 6rneklere gore 6nemli 6l¢iide azaldigi

belirlenmistir.

Tiim bitki 6rnekleri géz 6niine alindiginda, en yiiksek APX ifadesine (1,66) 25°C’de 10
mM borik asit deney grubunda rastlanirken, en diisiitk APX aktivitesine (0,75) ise 40°C’de 25
mM borik asit deney grubunda rastlanmistir (Grafik 3.36).
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Yaprak APX mRNA seviyesi
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Grafik 3.36. Ayg¢igegi bitkisinin 5. uygulama yaprak 6rnegindeki APX mRNA seviyesi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, se p<0,01; ***, eee p<0,001)

10. uygulamaya ait yaprak 6rneklerinin APX gen ifadesi karsilastirildiginda 25°C’deKi
orneklerden sadece 25 mM borik asit deney grubu APX gen ifadesinin, 40°C’deki 6rneklerin
ise 10 mM ve 25 mM borik asit deney grubu APX gen ifadesinin kontrole gére 6nemli derecede

arttig1 gézlenmistir.

Deney gruplari kendi iglerinde karsilastirildiginda, 15°C ve 40°C’deki 10 mM borik asit
deney grubu APX gen ifadesinin 25°C’deki orneklere gore onemli derecede arttigi tespit
edilmistir. 25 mM borik asit deney grubu karsilastirildiginda ise 15°C ve 40°C’deki 6rneklerin

APX gen ifadesinin 25°C’deki drneklere gore onemli 6l¢iide azaldigr gézlenmistir.

Tiim bitki 6rnekleri goz 6niine alindiginda, en yiiksek APX gen ifadesine (6,35) 25°C’de
25 mM borik asit deney grubunda rastlanirken, en diisiik APX gen ifadesine (0,89) ise 15°C’de
25 mM borik asit deney grubunda rastlanmistir (Grafik 3.37).
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Grafik 3.37. Aygigegi bitkisinin 10. uygulama yaprak érnegindeki APX mRNA seviyesi

(* sicakliklar kendi i¢lerinde, ¢ sicakliklar birbirleriyle; *, « p<0,05; **, e¢ p<0,01; ***, eee p<0,001)

3.2. Tartisma

Bitkiler hareketsiz dogalar1 geregi yasam dongiileri boyunca maruz kaldiklari biyotik
ve abiyotik streslerden kagcamazlar. Bu sebeple bitkiler, gesitli stres faktorlerini tanimak ve bu
streslerle uyum saglamak i¢in morfolojik, anatomik, fizyolojik ve molekiiler diizeyde ¢ok gesitli
mekanizmalar gelistirirler (Jain ve Brar, 2009: 512). Bitkilerde strese sebep olan abiyotik
faktdrlerden biri sicakliktir. Ozellikle son yillarda etkisini gosteren kiiresel 1stnma nedeni ile
sicakliklarda meydana gelen degisimler tim canlilarda oldugu gibi bitkiler i¢in de sicaklik
faktoriinii daha Onemli hale getirmistir. Her bitki tiiriiniin normal biiyiime ve gelisme
gosterebilmesi igin optimum bir sicaklik araligi bulunmaktadir. Sicakligin optimum degerlerin
altina diismesi ya da iistiine ¢ikmasi organizma tarafinda stres olarak algilanmaktadir (Kotak
vd., 2007: 313). Bitkide strese sebep olan bir diger faktor de mineral besin elementlerinin
toprakta olmasi gereken diizeye gore eksik ya da fazla bulunmasidir. Calismamizin konusunu
olusturan faktorlerden biri olan bor elementi bitkide birgok metabolik olayda rol oynayan

onemli bir mikro besin elementidir. Alt ve {iist siirlarinin bitki tiirtine gore degisiklik
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gostermesi ve bu sinir degerlerin birbirine yakin olmasi stres olusumunda bor elementini 6n

plana ¢ikarmaktadir (Brdar-Jokanovi¢, 2020: 5).
3.2.1. Aygicegi bitkisinde sicaklik ve borik asit uygulamasinin ekolojik etkileri

Son yillarda degisen iklim kosullar1 bitkilerin verimi ve {irlin kalitesini olumsuz
etkileyen dnemli bir ekolojik sorun haline gelmistir. Dokulara zarar verecek kadar yiiksek
sicakliklara maruz kalan bitkilerde goézle goriliir degisimler, ekolojik 6zelliklerde meydana
gelmektedir. Yiiksek sicaklik stresinin morfolojik semptomlar1 arasinda; yapraklarda ve
dallarda klorozis, yaprak yaslanmasi ve dokiilmesi, siirgiin ve kok biiylimesinin engellenmesi
yer almaktadir (Rodriguez vd., 2005: 3). Ayni zamanda hiicrelerin mikrotiibiillerinin
ayrilmasini, uzamasini, mitotik hiicrelerde mikrotiibiil asterlerinin olusumu ve fragmoplast
mikrotiibiillerin uzamasini engellemektedir. Bu durum da devaminda hiicre béliinmesinin
inhibisyonuna sebep olmaktadir (Smertenko et al., 1997: 1540). Yiiksek sicak stresinin bitki
kok sistemi tizerindeki zararli etkileri ise tipik olarak kok biyokiitlesinde, kok sayisinda, toplam
bitki uzunlugunda ve metabolik aktivitelerde azalma ile karakterize edilmektedir (Huang vd.,
2012: 8). Ayrica yiiksek sicaklik stresi fotosentezde azalmaya, devaminda ise fotosentezin

azalmasina bagli olarak sinirli bitki biiylimesine sebep olmaktadir (Wise vd., 2004: 722).

Bor toksisitesinin birincil fenotipik etkisi olarak genellikle bitki kuru agirliginin
azalmasi ve kok biiylime inhibisyonu goriilmektedir (Turan vd., 2009: 100). Bor fazlaligi,
kolsisin etkisine benzer bir etki gostererek mitoz boliinme sirasinda kok ucu hiicreleri tizerinde
sitotoksik etkiler yaratmaktadir (Liu vd., 2000: 50; Konuk vd., 2007: 77). Yaprak alaninin,
genigliginin veya uzunlugunun ise yiiksek bordan etkilenmedigi belirtilmistir (Yau vd., 1995:
187).

Calismamizda bitki 6rneklerine uygulanan iki abiyotik stresten sadece borik asidin
etkisini ortaya koymak i¢in kontrol sicakligi olan 25°C’de yetistirilen orneklerin ekolojik
parametreleri karsilastirilmistir. Iki farkli borik asit konsantrasyonunun &rnekler iizerindeki
etkisi incelendiginde 25°C’de 10 mM ve 25 mM borik asit uygulamasinin kok ve gévde
uzunlugunun kontrole gore diizenli bir sekilde ve onemli Ol¢lide azaldigi belirlenmistir
(p<0,0001) (Grafik 3.1). Calismamiza paralel olarak Nable ve arkadaglar1 (1988) bugday ve
arpa ile yaptiklari ¢alismada toksik miktarda borun genel kok zayifligina ve yan koklerin
biiyiimesinin azalmasina sebep oldugunu belirtmislerdir (Nable, 1988: 181). Ayni sekilde iki
farkli nohut ¢esidi ile yapilan ¢alismada, borik asidin artan konsantrasyonlarimin Gokge

cesidinde kok ve siirgiin uzunlugunu artirdigi, Kiismen ¢esidinde ise azalttigi belirtilmistir
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(Ardic vd., 2009: 334). Kok ve govde uzunluguna paralel olarak kok yas ve kuru agirliginin her
iki borik asit konsantrasyonunda da kontrole gore azaldig tespit edilmistir (sirasi ile p<0,0001;
p<0,01) (Grafik 3.2). Ayrica 10 mM ve 25 mM borik asit uygulanan 6rneklerin gévde yas (sirasi
ile p<0,0001; p<0,0001) ve kuru agirliginin (sirast ile p<0,05; p<0,01) da kontrole gore azaldig1
belirlenmistir (Grafik 3.3). Literatiirde yapilan g¢aligmalar bulgularimizi desteklemektedir.
Aycigegi ile yapilan bir ¢alismada, bor stresine maruz kalan aygigeginin 6nce yapraklarinda
once hafif bir klorozun, devaminda ana damarlar arasinda koyu kahverengi nekrozlarin
olustugu, ayn1 zamanda kok kuru agirligmmin ve bitki toplam kuru agirliginin azaldig
bildirilmistir (Blamey vd., 1997: 148). Domatesle yapilan bir arastirmada yiiksek miktarda bor
uygulamasinin bitkinin yas ve kuru agirligint 6nemli sekilde azalttig ifade edilmistir (Glines
vd., 2000: 506). Farkl1 genotibe sahip 70 adet durum bugdayiyla yapilan bir ¢alismada ise toksik
miktarlarda uygulanan borun etkilerinin ciddiyetinin genotipler arasinda degisiklik gosterdigi;
yiiksek miktarda bor muamelesinin kuru madde agirhigimi bazi genotiplerde azalttigi, bazi
genotiplerde artirdigi, bazi genotipler de ise etkilemedigi bildirilmistir (Torun vd., 2006: 56).
Orneklerin biyokiitleleri karsilastirildiginda ise 10 mM ve 25 mM borik asit uygulanan
orneklerin kok (sirastyla p<0,01 ve p<0,0001) ve gévde biyokiitlesinin (sirastyla p<0,0001 ve
p<0,0001) kontrole gore 6nemli Olgiide azaldigi tespit edilmistir (Grafik 3.4). Bugday ile
yapilan bir calismada bor toksisitesinin bugday bitkilerinin biiylimesini inhibe ettigi ve

biyokiitlesini azalttig1 belirtilmistir (irfan vd., 2019; 23).

Sadece yiiksek sicaklik stresinin aygigegi tizerindeki etkisini ortaya koymak igin
40°C’de yetistirilen kontrol grubu ile 25°C’deki kontrol grubu 6rnekleri karsilagtirilmistir.
Buna gore, 40°C’de kontrol grubunda yer alan bitki 6rneklerinin gévde ve kok uzunlugunun
25°C’de yetisen kontrol grubuna gore azaldig: istatistiksel olarak tespit edilmistir (p<0,0001)
(Grafik 3.1). Yiiksek sicaklik stresiyle ilgili literatiirde yer alan diger ¢caligmalar aragtirmamizin
bulgularin1 destekler niteliktedir. Tiitiin ile yapilan bir ¢alismada sicaklik stresinin mikrotiibiil
organizasyonunun ve hiicre dinamiginin degistigi, devaminda ise hiicre boliinmesi
inhibisyonuna sebep oldugunu gézlenmistir (Smertenko vd., 1997: 1540). Liu ve Huang’in
(2000) tavus otu ile yaptig1 bir ¢alismada sicaklik stresinin yapraklarda klorofil igerigini
diistirdiigii hem yaprak hem koklerde elektrolit sizintisini artirdigi belirtilmistir (Liu ve Huang,
2000: 503). 40°C’de yetisen kontrol grubu 6rneklerinin kok yas agirlhiginin 25°C’deki kontrol
grubuna gore azaldigi (p<0,0001), kok kuru agirhigindaki degisimin ise istatistiksel olarak
onemli olmadig1 belirlenmistir (Grafik 3.2). Govde yas agirliginin ise diger sonuglarin aksine
40°C’de yetisen orneklerde 25°C’dekilere gore istatistiksel olarak arttig1 (p<0,01), gévde kuru
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agirhiginda ise istatiksel olarak 6nemli bir degisim olmadig: tespit edilmistir (Grafik 3.3). Naz
ve arkadaglar1 (2018) patates ile yaptiklar1 bir ¢alismada yaprak yas ve kuru agirliklarinin
yiiksek sicaklik stresi ile belirgin bir sekilde azaldigini gozlemlemislerdir (Naz vd., 2018: 229).
Wahid ve arkadaslari (2006) benzer sekilde yiiksek sicaklik stresinin misirda siirgiin kuru
agirligini ve nispi su igerigini onemli 6l¢iide azalttig1 bildirmislerdir (Wahid, 2007: 221). Bavita
ve arkadaslarinin (2012) bugday ile yaptig1 bagka bir calismada, bugdayin 2 giin siire ile yiliksek
sicakliga maruz kalmasi sonucu kok hiicrelerinde yiiksek miktarda Oz iiretiminin sebep oldugu
giiclii bir oksidatif stres gézlenmis ve bu stres ile iligkili olarak kok biilylimesinin inhibe oldugu
belirtilmistir (Bavita vd., 2012: 377). Orneklerin biyokiitleleri karsilastirildiginda 40°C’deki
kontrol grubuna ait gévde biyokiitlesinde 25°C’deki 6rneklere gore herhangi bir istatistiksel
degisim yok iken, kok biyokiitlesinde 25°C’deki kontrol grubuna gore istatistiksel bir azalma
oldugu belirlenmistir (p<0,01) (Grafik 3.4). Calismamiza paralel olarak; Rahman ve arkadaslari
(2009) bugday ile yaptiklar1 ¢aligmada yiiksek sicaklik stresinin bitki biiylimesini inhibe
ettigini, yaprak alanini ve bitki biyokiitlesini azalttigini belirtmislerdir (Rahman vd., 2009:
361). Meena ve arkadaslarinin (2016) guar fasulyesi ile yaptigi bir bagka aragtirmada ise yiiksek
sicakligin, net fotosentezde, yaprak alaninda, biyokiitle birikiminde ve tohum agirliginda

azalmaya neden oldugu rapor edilmistir (Meena vd., 2016: 800).

Calismamizi mevcut literatiirden farkli kilan hipotez olan hem ytiksek sicaklik hem de
iki farkli borik asit uygulamasinin kombine etkilerini ortaya koymak i¢in 40°C’deki deney
gruplarimiz ile kontrol sicakligi olan 25°C’deki deney gruplarimizla karsilastirilmistir. Buna
gore 40°C’de, 10 mM ve 25 mM borik asit uygulanan érneklerde gévde (sirasiyla p<0,05;
p<0,0001) ve kok (sirastyla p<0,0001; p<0,0001) uzunlugu kontrol sicakligimiz olan 25°C’deki
orneklere gore 6onemli bir azalma gostermistir (Grafik 3.1). 10 mM borik asit 6rneklerinin kok
yas agirligr 25°C’deki orneklere gore onemli bir azalma gosterirken (p<0,0001), kok kuru
agirliginda istatistiksel olarak dnemli bir degisim goézlenmemistir (Grafik 3.2). 25 mM borik
asit orneklerinin kok yas (p<0,0001) ve kuru (p<0,05) agirhiginin ise 25°C’deki 6rneklere gore
istatistiksel olarak azaldig1 tespit edilmistir (Grafik 3.2). 40°C’deki 10 mM ve 25 mM borik asit
uygulanan orneklerin govde yas agirliklart (sirasiyla p<0,0001; p<0,01) 25°C’de yetisen
orneklere gore istatistiksel olarak azalirken, gévde kuru (p<0,05) agirliginda ise sadece 10 mM
borik asit 6rneklerinde onemli bir azalma gdézlenmistir (Grafik 3.3). 40°C’deki 10 mM borik
asit uygulanan 6rneklerin gévde ve kok biyokiitlesi karsilastirildiginda, gévde biyokiitlesinin
25°C’deki orneklere gore onemli 6lgiide arttigr (p<0,0001), kdk biyokiitlesinin ise istatistiksel
olarak azaldigi tespit edilmistir (p<0,0001) (Grafik 3.4). 25 mM borik asit grubunun gévde ve
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kok biyokiitlesinin ise 25°C’deki 6rneklere gore dnemli 6lglide azaldigi belirlenmistir (p<0,01)
(Grafik 3.4). 40°C’deki bitki orneklerine ait tiim ekolojik parametrelerde artan borik asit
konsantrasyonuna bagli olarak diizenli bir azalmanin oldugu ve bu azalmanin her bir parametre

i¢in istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.1, 3.2, 3.3 ve 3.4).

Yiiksek sicaklik ve borik asit uygulamasinin kok ve gévde uzunlugu, kok-govde yas ve
kuru agirhigr ile kok-govde biyokiitlesine olan olumsuz etkileri hiicre boliinmesinin
inhibisyonu, fotosentez oranin diismesi ve buna bagli olarak organik madde birikiminin
siirlandirilmasi ile agiklanabilir. Ayrica stres faktorlerinin kombine etkisinin bir sonucu olarak
koklerin optimum gelisim saglayamadigi ve buna bagli olarak topraktan yeterli miktarda su ve
suda ¢Oziinmiis besin elementlerini alamadigi ortaya konmustur. Literatiirdeki bu bilgiler
1s1ginda kok ve govde biyokiitlesinde meydana gelen azalma ihtiyag duyulan su ve organik
maddelerin bitkide yeterince birikmemesi ve dolayisyla kuru agirliktaki azalma ile agiklanabilir
(Wahid, 2007: 221; Rahman vd., 2009: 361; Bavita et al., 2012: 377).

Bor stresi, bitkiyi baska abiyotik streslerle birlikte uygulandiginda, tek uygulandigi
durumdan daha fazla etkilemektedir. Calismamizin sonuglar ile paralel olarak aci biber ile
yapilan bir ¢alismada, tuz ve borun birlikte uygulandigi durumda stres faktorlerinin tek
uygulandig1 duruma gore daha etkili oldugu; artan tuz ve bor konsantrasyonlarinin bitki toplam
kuru agirlik ve toplam klorofil igerigini azalttig: bildirilmistir (Supanjani ve Lee, 2006: 229).
Calismamizin sonuglarinin aksine; literatiirde ayn1 anda farkli abiyotik streslere maruz kalan
bitkilerin gelisiminin olumlu ydnde etkilendigine dair arastirmalar da bulunmaktadir. Ornegin
kuraklik stresine sahip aycicegi bitkisi ile yapilan bir ¢alismada, bitkiye uygulanan bor
takviyesinin (0, 15, 30 ve 45 ppm) bor ile iliskili biyokimyasal siiregleri etkileyerek klorofil
pigmentini, prolin i¢eriginin birikimini ve besin alimini arttirdig1 ve bu sayede bitkinin kuraklik
stresiyle daha etkili bir bicimde basa ¢ikabildigi belirtilmistir (Shehzad vd., 2018: 11). Ayrica
kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde bor uygulamasinin karbonhidrat metabolizmasin
tesvik ettigi, bitkideki fotosentetik orani artirdigi bildirilmistir (Waraich vd., 2012: 232).
Kuraklik stresine sahip ¢ay bitkisiyle yapilan bir baska ¢alismada, bitkilere uygulanan bor
takviyesinin (2,5 ve 46 uM) bitkinin kok ve govde kuru agirhigimi arttirdigi rapor edilmistir
(Hajiboland ve Bastani, 2012: 49). Yine kuraklik stresine sahip bugday bitkisinde yapilan bir
baska ¢alismada ise bor uygulamasinin (50 ppm) bitkinin klorofil igerigini ve fotosentez oranini
arttirdigr belirtilmistir (Abdel-Motagally ve EI-Zohri, 2018: 184). Yiiksek sicaklik stresi
altindaki pamuk bitkisiyle yapilan bir ¢alismada bor takviyesinin (%0,1) yiiksek sicaklik
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stresinin etkileri arasinda olan diisiik klorofil igerigi ve net fotosentez oranimi iyilestigi
bildirilmistir (Sarwar vd., 2019: 14).

Bitkinin optimum yetisme sicakliginin altinda olan diisiik sicakliklar tipki yiiksek
sicakliklarda oldugu gibi bitkide strese sebep olmaktadir. Diisiik sicaklik, kloroplast islevini
bozarak fotosentetik kapasiteyi digiirmekte, uzun siireli maruz kalmalarda ise biiyiimeyi
durdurmaktadir (Allen ve Ort, 2001: 2). Ilging bir sekilde, diisiik sicaklik stresinin goriiniir
etkileri ortaya ¢ikmadan Once bile, optimum alt1 diisiik sicakligin yaprak biiylimesini
engelledigi gézlenmistir (Ben-Haj-Salah ve Tardieu, 1995: 868). Yaprak biiylimesinin ayni
zamanda yetersiz kok gelisimi ile de ilgili oldugu, yetersiz kok gelisiminin ise toprak
sicakligryla giiclii bir sekilde iligkili oldugu bildirilmistir (Farooq vd., 2009: 502). Farkl: bitki
tiirleri ve bitki organlarinda, elverissiz ¢evresel kosullara verilen yanitlardan en 6nemlisi hiicre
biiylimesinin ve proliferasyonunun inhibisyonudur. Soguk stresine maruz kalan bitkiler hiicre
dongiisiinii uzatarak hiicre tiretimini azaltmaktadir. Azalmig hiicre tiretimi, bitkide daha yavas
biliyiimeye ve yaprak boyutunun daha kiigiik olmasina yol agmaktadir (Rymen et al., 2007:
1436) Soguk stresi aynit zamanda fotosentez seviyesini de disiirmektedir bu da devaminda
bitkinin gelisimini siirlandirmaktadir. Diisiik sicaklik stresine maruz kalan bitkilerde
mikrotiibiiller kararsizlasir ve depolimerize olurlar, bu durum da hiicre boliinmesini inhibe eder

(Ruelland vd., 2009: 38).

Calismamizda disiik sicaklik stresinin ayg¢igegi bitkisi tizerinde etkilerini belirlemek
icin ornekler 15°C’de yetistirilmistir. 15°C’deki kontrol grubu ile 25°C’de yetisen kontrol
grubu karsilastirildiginda kok ve gévde uzunlugunun 25°C’deki kontrol grubuna gore 6nemli
bir azalma gosterdigi belirlenmistir (p<0,0001) (Grafik 3.1). Literatiirde diisiik sicaklik stresi
ile ilgili ¢aligmalar, ekolojik parametrelere ait sonuglarimizla benzerlik gostermektedir. Misir
ile yapilan bir ¢alismada soguk stresinin kok govde uzunlugunu ve fotosentezi azalttigi
bildirilmistir (Sowinski vd., 2005: 77). Bir baska soguk stresi ¢aligmasinda, soguk stresinin
misirda azalan kok uzunluguna, diisiik hidrolik iletkenlige, zayif kok dallanmasina ve daha
kalin k6k eksenine sebep oldugu, bu durumun da bitkilerde mineral besin aliminin azalmasina
yol agtig1 bildirilmistir (Farooq et al., 2009: 511). Salatalikla yapilan bir ¢aligmada ise
salataligin (Cucumis sativus L.) kok ucu hiicrelerinde, 5 saatlik diisiik sicaklik (4°C)
uygulamasindan sonra, yalnizca plazma membraninin altinda degil, ayn1 zamanda organellerle
iliskili mikrotiibiillerde de depolimerizasyonlar goriildiigii belirtilmistir (Zhao vd., 2003: 36).

Piringle yapilan bir ¢calismada ise diisiik sicaklik stresinin hem kdk ve gévde uzunlugunu hem
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de kdok ve govde yas agirligini azalttigi tespit edilmistir (Hussain vd., 2016: 9). Soguga
dayanikli olmayan piring tiirliyle yapilan ¢alismada, diisiikk sicakligin ¢imlenme indeksini ve
koleoptil uzunlugunu azalttig1 bildirilmistir (Cruz ve Milach, 2004: 1). 15°C’de yetisen kontrol
grubunun kok yas agirligimin 25°C’deki kontrol grubuna gore onemli Olgiide azaldigi
(p<0,0001), kuru agirlikta ise istatistiksel olarak Onemli bir degisikligin olmadigi tespit
edilmistir (Grafik 3.2). Govde yas ve kuru agirliklar karsilagtirildiginda, 15°C’deki kontrol
grubuna ait gévde yas agirliginin ilging bir sekilde 25°C’deki kontrol grubuna gore 6nemli
oOlglide arttig1 gozlenirken (p<0,0001), gdvde kuru agriliginda istatistiksel olarak 6nemli bir
degisiklik gbzlenmemistir (Grafik 3.3). Soguk stresinin bitki gelisimini geciktirerek ciddi verim
kayiplarina neden oldugu belirtilmistir (Oliver vd., 2007: 8). Misirla yapilan bir ¢alismada
soguk stresinin yaprak boyutunda azalmaya ve hiicre dongilisiinde uzamaya sebep oldugu
bildirilmistir (Rymen vd., 2007: 1436). Karpuzla yapilan bir ¢alismada diisiik sicaklik stresinin
yaprak alanini, bitki boyunu, klorofil seviyesini, kok ve siirgiin yas-kuru agirligini azalttig
bildirilmistir (Korkmaz ve Dufault, 2001: 408). Domatesle yapilan bir arastirmada ise, diisiik
sicaklik stresinin govde yas ve kuru agirligini azalttigr bildirilmistir (Adams vd., 2001: 876).
Literatiirde yer alan biyokiitle ¢alismalarina paralel olarak, 15°C’de yetisen kontrol grubunun
govde ve kok biyokiitlesi karsilagtirildiginda biyokiitlelerin 25°C’de yetisen O6rneklere gore
onemli Olclide azaldigr tespit edilmistir (p<0,0001) (Grafik 3.4). Salatalikla yapilan bir
calismada soguk stresinin kok gelisimini ve biyokiitlesini azalttig1, zayif kok sistemine sahip
olan bitkilerin ise azot, fosfor ve potasyum dahil olmak {izere ¢esitli besin maddelerinin alimini
azalttig1 bildirilmistir (Yan vd., 2012: 714; Hussain vd., 2018: 3). Misirda yapilan bir diger
calismada ise diistik sicaklik stresinin ayni zamanda kok uzunlugunu, kok biyokiitlesini ve kok
morfolojisini diizenleyerek kok biiylimesini kisitladigr belirtilmistir (Cutforth vd., 1986: 54;
Hussain vd., 2018: 3).

Literatiire gore bor, bitki tarafindan yeterli miktarda alindiginda bitkinin abiyotik
stresleri tolere edebilmesine yardimci olmaktadir. Diisiik sicaklikta borik asit uygulamasinin
etkileri 15°C’deki deney gruplarimiz ile kontrol sicakligi olan 25°C’deki deney gruplarimizla
karsilastirilarak ortaya konmustur. Buna gore, 15°C’de yetisen 10 mM borik asit uygulanan
ornekler 25°C’deki orneklerle karsilastirilmis, kok ve govde uzunlugunun 25°C’de yetisen
orneklere gore onemli Olglide azaldigr tespit edilmistir (p<0,0001). Calismamizin en dikkat
cekici sonuglarma diisiik sicaklik ve yiiksek borik asit uygulamasinin kombine etkisinde
rastlanmistir. ilging bir sekilde hem diisiik sicaklik stresi hem de borik asit stresi uygulanan
orneklerde artan borik asit konsantrasyonu ile ekolojik parametreler kontrole gore artis
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gostermistir. 25 mM borik asit uygulanan orneklerin kok ve gévde uzunlugunun ise 25°C’de
yetisen Orneklere gore dnemli Olciide arttig belirlenmistir (p<0,0001) (Grafik 3.1). Kok yas ve
kuru agirligi incelendiginde ilging bir sekilde 15°C’de yetisen 10 mM ve 25 mM borik asit
uygulanan 6rneklerin kok yas agirliginin 25°C’deki 10 mM borik asit 6rneklerine gére dnemli
Ol¢iide arttig1 (sirasi ile p<0,0001; p<0,05) goriiliirken, kuru agirliklarinda istatistiksel olarak
bir degisiklik tespit edilmemistir (Grafik 3.2). Gévde yas kuru agirliklart da 15°C’de 10 mM
ve 25 mM borik asit uygulanan 6rneklerde govde yas (sirasiyla p<0,0001; p<0,0001) ve kuru
agirhigr da (swrasiyla p<0,05; p<0,01) 25°C’deki orneklere gore istatistiksel olarak 6nemli
Olgiide artmistir (Grafik 3.3). Govde ve kok biyokiitlesi karsilagtirildiginda, goévde
biyokiitlesinin 25°C’de yetisen 10 mM borik asit 6rneklerine gore O6nemli Olgiide arttigi
(p<0,0001), kdk biyokiitlesinin ise 25°C’de yetisen 10 mM borik asit 6rneklerine gére 6nemli
Olciide azaldig1 belirlenmistir (p<0,0001). 25 mMM borik asit uygulanan 6rneklerin govde
biyokiitlesi 25°C’deki orneklere gore onemli dlgiide artarken (p<0,01), kok biyokiitlesinde
istatistiksel olarak bir degisim belirlenmemistir (Grafik 3.4). 15°C’deki bitki drnekleri kendi
icinde karsilastirildiginda, kok uzunlugunun 10 mM ve 25 mM borik asit uygulanan érneklerin
kontrol grubuna gore Onemli bir azalma gosterdigi (sirasiyla p<0,01; p<0,01); govde
uzunlugunun ise onemli bir sekilde arttigi belirlenmistir (sirastyla p<0,01; p<0,0001) (Grafik
3.1). 15°C’deki 6rneklerin kok yas ve kuru agirliklari karsilastirildiginda, 10 ve 25 mM borik
asit uygulanan o6rneklerin kok yas agirhiginda, kontrole gére 6nemli bir azalmanin oldugu
(p<0,0001), kuru agirliginda ise 6nemli bir degisime rastlanmadig tespit edilmistir (Grafik 3.2).
Govde yas agirliginin 10 mM ve 25 mM borik asit 6rneklerinde (sirastyla p<0,01; p<0,0001);
govde kuru agirhiginda ise (p<0,05) sadece 25 mM borik asit 6rneklerinde kontrole goére
istatistiksel olarak onemli bir artis gosterdigi belirlenmistir (Grafik 3.3). Govde ve kok
biyokiitlesi karsilastirildiginda 10 mM ve 25 mM borik asit drneklerinin ise artan borik asit
konsantrasyonuna paralel olarak govde biyokiitlesinin 15°C’deki kontrole gore istatistiksel
olarak onemli oOl¢iide arttif1 (p<<0,0001), kok biyokiitlelerin de ise istatistiksel bir degisim
olmadig1 tespit edilmistir (Grafik 3.4). Disiik sicaklik stresine sahip bitkilere yapilan bor
takviyesinin diisiik sicaklik stresinin sebep oldugu olumsuz etkileri azalttig1 belirtilmistir (M.
Huang ve Guo, 2005: 756). Literatiirde bizim sonuglarimizdan bagimsiz sonuglarda
bulunmaktadir. Aci biberi ile yapilan bir ¢alismada tuzluluk ve bor stresinin birlikte uygulandigi
durumda bitkinin kuru agirhigimi tek tek uyguladigi zamana gore daha fazla azalttig
bildirilmistir (Supanjani ve Lee, 2006: 229). Xida 319 ve Xida 889 adl1 iki ¢esit misir ile yapilan

bir caligmada 1s1 ve kuraklik stresinin birlikte uygulandigi durumda bitki boyunu, gévde capini,
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yaprak alanini, gévde kok yas-kuru agirligini streslerin tek tek uygulandigi duruma gore 6nemli

o6l¢iide azalttig1 rapor edilmistir (Hussain vd., 2019: 2).

Calismamizda diisiik sicaklik ile yiiksek konsantrasyondaki borik asit uygulamasinin,
beklenen sonuclarin aksine govdeye ait ekolojik parametrelerde istatistiksel olarak da
desteklenen 6nemli bir artisa sebep oldugu belirlenmistir. Diisiik sicaklikta bitkinin su kaybinin
az olmasi, topraktan su alimini ve dolayistyla suda ¢éziinmiis olan bor elementinin alimini
siirlandirdigini diisiindiirmektedir. Bu sebeple borun bitkide toksik seviyelere ulasmadigi ve
bitkinin govde gelisimini olumlu etkileyerek ekolojik parametreleri artirdigi 6ngoriilmektedir.
Diisiik sicaklik nedeni ile bitkide transpirasyonun az olmasit mobil bir element olan borun
bitkinin toprak tstii kisimlarina hareketini kisitlamakta ve diisiik seviyelerde kalmasina sebep
olmaktadir. Ancak koklerin toprakta biriken su ve suda ¢oziinmiis haldeki borik asit ile siirekli
temas halinde olmasi, kok gelisimi ile ilgili parametrelerin negatif yonde etkilendigini

distindiirmektedir.

Tolerans indeksi, bir bitkinin uygulanan bir ekolojik faktore karsi gosterdigi dayanma
smiridir (Sulus ve Leblebici, 2020: 4). Calismamizdaki her {i¢ sicaklikta yetisen ornek
gruplarinda, bor tolerans indeksi artan borik asit konsantrasyonuna bagl olarak kontrole gore
diizenli olarak azalmistir (p<<0,01). 25°C ve 40°C’deki orneklerin bor tolerans indeksi diger
ekolojik parametrelerle paralel olarak artan borik asit konsantrasyonu ile azalma
gostermektedir. Bugday bitkisiyle yapilan bir calismada en yiiksek bor tolerans indeksine
kontrol grubunda rastlanirken bor konsantrasyonu arttikga tolerans indeksinin azaldigi
bildirilmistir (Ashagre vd., 2014: 137). Siiliis ve Leblebici (2020)’nin aspir bitkisinin ti¢ farkli
cesidi ile yapmis olduklari galismada ise yiiksek borik konsantrasyonlarinin her {i¢ ¢esitte de
bor toleransini azalttigi rapor edilmistir (Sulus ve Leblebici, 2020: 4). 15°C’de bor tolerans
indeksi 25°C ve 40°C’de oldugu gibi artan bor konsantrasyonuna bagli olarak azalmaktadir.
Oysaki diger sicakliklardan farkli olarak 15°C’de govde uzunlugu, gévde yas ve kuru agirligi
gibi ekolojik parametrelerin artan borik asit konsantrasyonlarina bagl olarak artmasi bor
tolerans indeksinin de yiliksek olmasi beklentisini artirmaktadir. Ancak borik asit tolerans
indeksi kok uzunluguna bagl oldugundan, 15°C’deki kok uzunlugu da diger sicakliktakilere
benzer sekilde azaldigi i¢in borik asit tolerans indeksi 15°C’de de azalmistir (Grafik 3.5).
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3.2.2. Aycicegi Dbitkisinde sicakhlk ve borik asit wuygulamasmin lipid

peroksidasyonu iizerine etkileri

Toprak suyunun fazlaligi ya da eksikligi, mineral besin elementlerinin fazlaligi ya da
eksikligi, yiiksek veya diisiik sicakliklar gibi ¢esitli abiyotik faktorler bitkilerde oksidatif strese
sebep olmaktadir. Oksidatif stres sonucu olusan yiiksek reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu
hasara duyarli ana hiicresel bilesenlerden biri, lipidlerdir. Bu sebeple oksidatif stresin varligini

ortaya koyabilmek igin ilk olarak MDA igerigi belirlenmelidir (Labudda, 2013: 4).

Oksidatif strese neden olan yiiksek miktardaki borik asit diger abiyotik stres
faktorlerinde oldugu gibi bitkide reaktif oksijen tiirlerini ve buna bagli olarak lipid
peroksidasyonunu arttirmaktadir. Calismamizda bitki orneklerine uygulanan iki abiyotik
stresten sadece borik asidin etkisini ortaya koymak icin kontrol sicakligi olan 25°C’de
yetistirilen deney gruplarina ait MDA igerigi arastirilmistir. 5. uygulama 6rneklerinin MDA
icerigi karsilastirildiginda 25°C’de 10 mM borik asit uygulanan 6rneklerin MDA igeriginin
kontrol grubuna gore onemli Ol¢iide azaldigi (p<0,05), 25 mM borik asit deney grubu
orneklerinin MDA igeriginin ise kontrol grubuna gére 6nemli 6lgiide arttigi belirlenmistir
(p<0,0001) (Grafik 3.6). 25°C’de yetistirilen 10. uygulamaya ait bitki 6rneklerinin 10 mM ve
25 mM deney gruplarinin MDA igeriginin artan borik asit konsantrasyonuna bagli olarak

kontrole gore diizenli olarak 6nemli dl¢iide arttig1 belirlenmistir (p<0,0001) (Grafik 3.7).

Bor toksisitesinin MDA igerigi lizerindeki etkisiyle ilgili literatiirde yer alan
caligmalarin biiylik cogunlugu sonuglarimizla paralellik gostermektedir. Bugday tohumlariyla
yapilan ¢alismalarda, bor toksistesinin MDA igerigini kontrole gore arttirdigi bildirilmistir
(Mohamed vd., 2016: 240; Genisel vd., 2017: 5). Misir bitkisinin kokleriyle yapilan bir bagka
calismada toksik miktarlarda bor uygulanan misir koklerinin MDA igeriginin kontrole gore
arttig1 belirtilmistir (Esim vd., 2013: 802). Toleransh ve hassas olmak iizere iki farkli arpa
cesidiyle yapilan bir ¢aligmada, bor toksisitesinin, her iki c¢esidin de MDA igeriklerinde
konsantrasyona bagimli bir sekilde 6nemli bir artisa neden oldugu belirtilmistir (Karabal vd.,
2003: 929). Benzer sekilde mercimek ve arpa bitkileriyle yapilan bir baska ¢alismada da bor
toksisitesinin iki bitkide tiiriinde MDA igerigini kontrole gore arttirdig: bildirilmistir (Tepe ve
Aydemir, 2011: 4). Sekiz farkli patates ¢esidiyle yapilan bir ¢alismada ise sonuglarimizdan
farkli bulgular elde edilmistir. Calismada patates ¢esitlerine 0,5; 2,5 ve 5 mM olmak {izere ii¢
farkl1 borik asit konsantrasyonu uygulanmistir. Morene ¢esidinde, MDA igerigi 0,5 mM bor

konsantrasyonunda azalirken; Armada, Slaney, Konsul ve Poroventa ¢esitlerinde, MDA igerigi
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her bir borik asit konsantrasyonunda dalgali sonuglar vermistir. Jaerla ¢esidinde ise, MDA

iceriginin kontrol grubuna gore tiim konsantrasyonlarda azaldig: ifade edilmistir (Ayvaz vd.,
2015: 50).

Yiiksek MDA igerigi, membran lipid peroksidasyonunun birincil gostergesidir.
Optimum sicaklik kosullar1 altinda bitkiler, reaktif oksijen tiirlerinin liretilmesi ve temizlenmesi
arasinda bir denge saglamaktadir. Yiiksek sicaklik stresi ise bu dengeyi bozabilir. Boylece
reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini artirarak ya da hiicrede olusan radikal temizleme yetenegini
azaltarak lipid peroksidasyonunu arttirabilir (Amutha vd., 2007: 237). Sadece yiiksek sicaklik
stresinin aygicegi bitkisi tizerindeki etkisini ortaya koymak igin 40°C’de yetistirilen kontrol
grubu ile 25°C’deki kontrol grubu 6rnekleri karsilagtirilmistir. Calismamizin 5. ve 10. Borik
asit uygulamasinda 40°C’deki kontrol grubunun MDA igeriginin 25°C’deki kontrol grubuna
gore onemli 6lglide azaldigi belirlenmistir (p<0,0001) (Grafik 3.6; 3.7).

Yiiksek sicaklik ve borik asit uygulamasmin kombine etkileri 40°C’deki deney
gruplarimiz ile kontrol sicakligi olan 25°C’deki deney gruplarimizla karsilastirilarak ortaya
konmustur. 40°C’de her iki borik asit deney grubunun MDA igeriginin 25°C’deki deney
gruplarinin MDA igerigine gore dnemli 6l¢iide arttigi tespit edilmistir (p<0,0001) (Grafik 3.6).
40°C’deki 10. uygulama 10 mM borik asitte yetisen 6rneklerin MDA igeriginin 25°C’deki
orneklere gore onemli Olgiide azaldigi belirlenmistir (p<0,05) (Grafik 3.7). 40°C’deki 10.
uygulama 25 mM borik asitte yetisen drneklerin MDA igeriginin ise 25°C’deki 6rneklere gore
onemli olglide arttig1 tespit edilmistir (p<0,0001) (Grafik 3.7). 5. ve 10. uygulama 40°C’de
yetisen orneklere ait MDA igeriginin artan borik asit konsantrasyonuna bagli olarak diizenli
olarak arttig1 bu artigin her iki borik asit uygulamasi i¢in istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit

edilmistir (p<0,0001) (Grafik 3.6; 3.7).

Literatiirde yer alan ¢aligmalar sonuglarimiz ile olduk¢a uyumludur. Ayc¢igegi, bugday,
salkim otu ve tavus otu ile yapilan ¢alismalarda, yiiksek sicaklik uygulanan bitki 6rneklerinde
lipid peroksidasyonunun yani MDA igeriginin kontrole gore arttig1 bildirilmistir (Liu ve Huang,
2000: 506; Sairam vd., 2000: 248; Amutha vd., 2007: 237; Bavita vd., 2012: 376; Li vd., 2014:
589) Paskalya zambagi ile yapilan bir ¢alismada, bitki drneklerine 20°C (kontrol sicakligi),
37°C, 42°C ve 47°C olmak tizere dort farkli sicaklik uygulanmigtir. 10 saat siire ile 37°C ve
42°C'ye maruz birakilan bitki Orneklerinin MDA igeriginin kontrole gore az miktarda
yiikseldigi, 10 saat siire ile 47°C'ye maruz kalan 6rneklerde ise MDA igeriginin kontrole gore

artisinin daha fazla oldugu belirtilmistir (Yin vd., 2008: 48). Arpa ile yapilan bir baska
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calismada ise arpa gesitlerine 35°C ve 45°C sicaklik uygulandigi ve bitki 6rneklerinin her bir
sicaklikta sirasi ile 2, 4, 6 ve 8 saat tutuldugu bildirilmistir. Calismanin sonucunda tiim arpa
cesitlerinde dort farkl siire ile uygulanan her iki yliksek sicaklik derecesinde yetisen drneklerde
MDA igeriginin kontrole gore arttig1 bildirilmistir (EI-Shintinawy vd., 2004: 19).

Oksidatif hasar1 degerlendirmek i¢in bir gosterge olarak kullanilan MDA igerigi yiiksek
sicakliklarda oldugu gibi diisiik sicakliklarda da oksidatif stresi belirteci olarak kullanilmaktadir
(Fan vd., 2014: 1). Calismamizda sadece diisiik sicaklik stresinin aygicegi bitkisi tizerindeki
etkilerini gézlemlemek i¢in drnekler 15°C’de yetistirilmistir. 5. uygulamada 15°C’deki kontrol
grubunun MDA igeriginin 25°C’de yetisen kontrol grubuna gore onemli Olgiide arttigi
(p<0,0001) (Grafik 3.6) 10. uygulamada ise MDA igeriginin 25°C’deki kontrol grubuna gore
onemli dl¢iide azaldig1 belirlenmistir (p<<0,0001) (Grafik 3.7).

Diisiik sicaklik ve borik asit uygulamasinin etkileri 15°C’deki bitki gruplari ile kontrol
sicakligr olan 25°C’deki bitki gruplarinin karsilastirilmasi ile ortaya konmustur. 15°C’de 5.
uygulama 10 mM borik asit 6rneklerinin MDA igerigi 25°C’deki 10 mM borik asit 6rneklerine
onemli dl¢lide artmistir (p<<0,0001). 15°C’de 25 mM borik asit deney grubunun MDA igerigi
ise 25°C’deki orneklere gore 6nemli dlglide azalmistir (p<0,0001) (Grafik 3.6). 15°C’de 10.
uygulamadaki 10 mM ve 25 mM BA deney gruplarinin MDA igeriginin kontrol sicakligimiz
olan 25°C’deki deney gruplarina gore onemli Olgiide azaldigi tespit edilmistir (p<<0,0001)
(Grafik 3.7). Calismamizda diisiikk sicaklik ve iki farkli borik asit uygulamasinin kombine
etkileri 15°C’deki bitki 6rneklerinin kendi iginde karsilastirilmasi ile belirlenmistir. 15°C’de 5.
ve 10. Uygulamaya ait bitki érneklerinin MDA igerigi hem 10 mM hem de 25 mM borik asit
deney grubunda 15°C’deki kontrole gore istatistiksel olarak onemli derecede arttigi tespit
edilmistir (p<0,0001) (Grafik 3.6; 3.7). Diisiik sicaklik stresine maruz birakilan kahve bitkisi
ile yapilan bir calismada MDA igeriginin kontrole gére onemli olgiide arttig1 bildirilmistir
(Campos vd., 2003: 285). Diisiik sicaklik stresinde yetistirilen misir ve piring ile ¢ilek bitkisine
ait yapraklarda benzer sekilde diisiik sicaklikta MDA igeriginin arttig1 belirtilmistir (Fryer et
al., 1998: 11; Yong et al., 2008: 461; Zhang et al., 2008: 4, Hussain et al., 2016: 6) Yonca ile
yapilan bir caligmada, soguk stresi uygulanan bitkilerde MDA igeriginin 6nemli dl¢iide arttig1,
soguk stresi uygulamasi bitip bitki iyilesme donemine girdiginde ise MDA igeriginin énemli

olgiide azaldig1 belirtilmistir (Bafeel ve ibrahim, 2008: 596).

Literatiirde yer alan ¢alismalara paralel olarak, ¢calismamizda da MDA igeriginin 5. ve

PR

10. borik asit uygulamasinda nasil degistigi arastirilmistir. 25°C’de yetisen orneklerin 5.
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uygulamasinda MDA igerigi 10 mM borik asitte uygulamasinda kontrole gore azalmig, 25 mM
borik asitte ise artmistir. 10. uygulamada ise MDA igerigi artan borik asit konsantrasyonuna
bagl diizenli olarak 6nemli olgiide artmistir. 15°C’deki 6rneklerin 5. ve 10. uygulamadaki
MDA igerigi artan borik asit konsantrasyonuna gore bir artis gostermistir. Ancak 10.
uygulamadaki artis istatistiksel olarak onemli bulunmustur. 40°C’deki 6rneklerde ise her iki
uygulamadaki MDA igeriginin artan borik asit konsantrasyonuna bagli olarak énemli 6lgiide
arttigr  belirlenmistir. Ayrica 25°C’de yetisen bitkilerin tiim deney gruplarinda 10.
uygulamadaki MDA igeriginin 5. uygulamadaki deney gruplarina gore arttig1 tespit edilmistir.
15°C’de yetisen orneklerin 10. uygulamadaki kontrol ve 10 mM bitki 6rneklerinde MDA
iceriginin 5. uygulamaya gore arttig1 25 mM borik asit 6rneklerinde ise azaldigi belirlenmistir.
40°C’de yetisen Orneklerin tiim deney gruplar karsilastirildiginda 10. uygulamadaki MDA
iceriginin 5. uygulamaya gore arttig1 tespit edilmistir. Literatiirdeki ¢aligmalar bulgularimizi
destekler niteliktedir. Bermuda ¢imi ile yapilan bir ¢alismada soguk ile muameleden sonra
bitkilerin 1. ve 3. giinlerinde yaprak dokularinin MDA igeriginin arttig1 ifade edilmistir. Ayni
zamanda MDA igeriklerinin 1. glinde 3. giine gore 2 kat daha yiiksek oldugunu ve soguk ile
muamele siiresinin uzamasiyla MDA igeriginin azaldigini bildirmislerdir (Fan vd., 2014: 4).
Calismamizdan farkli olarak, iki farkli piring ¢esidi ile yapilan bir arastirmada diisiik sicaklik
uygulandiktan sonra, Xiangnuo-1 ¢esidinde MDA igeriginin bir miktar arttigi, ancak diisiik
sicaklik muamelesine devam edildiginde azaldigi; IR-50 ¢esidinin MDA igeriginin ise stresle
ilk muamelede ve devaminda hizla arttig1 belirtilmistir (Huang ve Guo, 2005: 82). Calismamiz,
artan borik asit konsantrasyonlarina paralel olarak MDA igeriginin de arttigin1 gostermektedir.
Ilging bir sekilde 25°C’de ve 40°C’de yetisen bitkilerin 10. uygulamasinin MDA igerigi 5.
uygulamasina gore artarken, 15°C’de yetisen bitkilerin 10. uygulamasinin MDA igerigi 5.
uygulamasina gore azalmistir. Bu durum, devam eden abiyotik streslerin 25°C’de ve 40°C’de
oksidatif stresin artmasima sebep olmasiyla aciklanabilirken, 15°C’de uygulanan borik asit
konsantrasyonlariin bitkinin diisiik sicaklik stresini tolere edebilmesine yardimci olmasiyla

agiklanabilir.

3.2.3. Aycicegi bitkisinde sicaklik ve borik asit uygulamasinin toplam protein

uizerine etkileri

Yiiksek ve diisiik sicakliklar, mineral elementlerin fazlaligi ve eksikligi, kuraklik gibi
cesitli stres kosullar1 altinda bitkiler, stres tolerans mekanizmasinda yer alan proteinleri

sentezlerler. Abiyotik stres faktorlerinin devamliligi bitki biiylime ve gelisimini olumsuz
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etkileyen protein sentezinin inhibisyonuna sebep olmaktadir (Wahid vd., 2007: 201). Bu
nedenle abiyotik streslere maruz kalan bitkilerde toplam protein miktarinda degisiklik
goriilmektedir (Mahboobi vd., 2000: 395).

Borun bitki metabolizmasindaki rolii halen tam olarak anlasilmamis olsa da, hiicre
duvarinin sentezlenmesi, membran biitlinliigii, fotosentez iiriinlerinin bitkinin diger organlarina
tasinmasi, karbonhidrat ve protein metabolizmasi gibi 6nemli biyokimyasal olaylarda bora
ihtiya¢ duyuldugu bilinmektedir (Cervilla et al., 2009: 672; Barut et al., 2018: 34). Yiiksek
miktarda borun fotosentez, enerji metabolizmasi, antioksidasyon, detoksifikasyon, proteoliz ve
hiicre naklinde goérev alan gesitli proteinlerin miktarint artirdigi belirtilmistir (Sang vd., 2015:
1). Calismamizda bitki 6rneklerine uygulanan iki abiyotik stresten sadece borik asidin etkisini
ortaya koymak i¢in kontrol sicakligi olan 25°C’de yetistirilen 10 mM ve 25 mM borik asit
deney grubunun yaprak ve koklerine ait toplam protein miktarlar1 kontrol grubu ile
karsilagtirilmistir. 25°C’de 5. uygulamada 10 mM ve 25 mM borik asit deney gruplarinin
yaprak (p<0,0001) ve koklerine ait (sirasiyla p<0,01, p<0,0001) toplam protein miktari kontrole
gore 6nemli bir artis gostermistir (Grafik 3.8). 10. uygulamada 10 mM ve 25 mM borik asit
deney gruplarinin yaprak (p<0,0001) ve koklerine ait (p<0,01) toplam protein miktarinda da
benzer sekilde kontrole gore istatistiksel bir artis goriilmiistir (Grafik 3.9). Toplam protein
miktar ile ilgili bilgiler calismamizin sonuglari ile paralellik gostermektedir. Arpa ¢esitleriyle
yapilan bir ¢aligmada toksik miktarda bor uygulanmasinin toplam protein miktarin1 kokte az
miktarda, yaprakta ise onemli miktarda arttirdigi belirtilmistir (Mahboobi vd., 2000: 395).
Bugday yapraklariyla yapilan bir c¢alismada benzer sekilde borik asit uygulamasinin
yapraklardaki toplam protein miktarinin arttirdigi bildirilmistir (Wimmer vd., 2003: 5). Uziim
cesitleriyle yapilan bir ¢aligmada ise bor uygulamasiyla birlikte toplam protein miktarinin
arttig1 belirtilmistir (Sarabandi vd., 2019: 359). Calismamizdan farkli olarak Arabidopsis
thaliana yapraklar: ile yapilan bir ¢aligmada toplam protein miktarinin, bor stresi kosullari
altinda 6nemli 6lciide degismedigi belirtilmistir (Chen vd., 2014: 237). iki farkli narenciye tiirii
ile yapilan ¢alismada ise, bor fazlaliginin Xuegan cesidinde (toleransli) toplam protein
miktarini arttirirken Sour pummel ¢esidinde (hassas) ise azalttigi bildirilmistir (Guo vd., 2016:
4).

Yiiksek sicaklik, proteinlerin ve enzimlerin denatiire olmasina, buna bagl olarak bitki
metabolizmasindaki biyokimyasal ve molekiiler diizeyde degisikliklerin meydana gelmesine

neden olmaktadir (Giilen ve Eris, 2004: 742). Sadece yiiksek sicakligin aycicegi lizerindeki
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etkisini ortaya koymak i¢in 40°C’de yetistirilen kontrol grubu ile 25°C’deki kontrol grubu
ornekleri karsilagtirtlmistir. 40°C’de yetisen 5. uygulama kontrol grubunun yaprak (p<0,0001)
ve koklerine ait (p<0,01) toplam protein miktarinin, 25°C’de yetistirilen 5. uygulama kontrol
grubuna gore Onemli Olglide arttigi belirlenmistir (Grafik 3.8). 40°C’de yetistirilen 10.
uygulama kontrol grubunun yapraktaki toplam protein miktarinin 25°C’deki kontrol grubuna
gore 6nemli Ol¢iide arttig1 (p<0,0001), ancak koke ait toplam protein miktarinda istatistiksel
olarak anlamli bir degisim olmadigi tespit edilmistir (Grafik 3.9). Armutla yapilan bir
caligmada, 6rnekler 8 saat boyunca 39, 42 ve 45°C sicakliga maruz birakilmistir. Protein
yikiminin zamanla 42°C ve 45°C'de artt181, ancak 39°C'de ilk 2 saatte arttig1 Sonrasinda azaldigi
bildirilmistir (Ferguson vd., 1994: 6). 30, 35, 40 ve 45°C'de yetistirilen ¢ilek bitkisiyle yapilan
bir ¢alismada toplam protein miktarinin yiiksek sicaklik stresiyle birlikte azaldigi belirtilmistir
(Gulen ve Eris, 2004: 742; Ergin vd., 2016: 913). Domates kokleriyle yapilan bir ¢alismada
yiiksek sicakliga maruz kalan bitki 6rneklerinin toplam protein miktarinda azalma oldugu rapor
edilmistir (Giri vd., 2017: 5). Tavus otlartyla yapilan bir ¢caligmada, bitki &rnekleri 30, 35 ve
40°C'de yetistirilmis, uygulanan tiim sicakliklarda toplam protein miktarinin kontrole gore
azaldig1 belirtilmistir (He vd., 2005: 845). Kanola bitkisiyle yapilan ¢caligmada da benzer sekilde
yiiksek sicaklik stresinin toplam protein miktarin1 azalttigi bildirilmistir (Pourabdollah
Najafabadi vd., 2015: 34). Soya fasulyesi ile yapilan bir caligmada 6rnekler 28, 36 ve 42°C'de
yetistirilmistir. 28 ve 36°C'de 6rneklerin toplam protein miktarinin belli bir seviyeye kadar

artt1g1, 42°C'de ise ani bir azalmanin oldugu belirtilmistir (Krishnan vd., 2020: 10).

Yiiksek sicaklikta ve borik asit uygulamasinin etkileri 40°C’deki deney gruplarimiz ile
kontrol sicakligt olan 25°C’deki deney gruplarimizla karsilastirilarak ortaya konmustur. 40°C
5. ve 10. uygulamadaki 10 mM ve 25 mM borik asit deney gruplarinda yaprak toplam protein
miktar1 25°C’deki deney gruplarina gore 6nemli dlglide artig gostermistir (sirasiyla p<0,0001;
p<0,0001) (Grafik 3.8; 3.9). 40°C’de 5. uygulama 10 mM ve 25 mM borik asit deney
gruplarinda kok toplam protein miktar1 25°C’deki deney gruplarina goére 6nemli Olgiide
azalirken (p<0,0001), 10. uygulamada ise istatistiksel bir degisime rastlanmamistir (Grafik 3.8;
3.9). Calismamizda yiiksek sicaklik ve iki farkli borik asit uygulamasinin kombine etkileri
40°C’de yetistirilen bitki 6rnekleri kendi icinde karsilastirilarak belirlenmistir. 5. uygulamada
artan borik asit konsantrasyonuyla birlikte yapraktaki toplam protein miktarinin kontrole gére
Olgiide arttig1 (sirastyla p<0,05 ve p<0,0001), kokteki toplam protein miktarinin ise 6nemli
Olciide azaldigi tespit edilmistir (p<<0,0001) (Grafik 3.8). 10. uygulamada hem 10 mM hem de
25 mM borik asit deney gruplarinda yapraktaki toplam protein miktarinin kontrole gére 6nemli
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olgiide arttig1 (p<0,0001), kokteki toplam protein miktarinin ise sadece 25 mM borik asit deney
grubunda istatistiksel olarak artis gosterdigi belirlenmistir (p<0,01) (Grafik 3.9).

Diisiik sicakliga maruz kalma genellikle bitkilerde ¢oziintir proteinler, apoplastik
protein (antifriz aktivitesine sahip), enzimler, fenolikler gibi fizyolojik ve ilerleyen asamalarda
molekiiler degisikliklere neden olmaktadir. Bu durum bitkinin yaralanmaya direnme veya
diisiik hayatta kalma yetenegi ile karakterize edilen bir alisma tepkisine neden olabilmektedir.
Diisiik sicakliklarda bitki hiicrelerinin protein igeriklerini artirarak donma noktalarini

diisiirmeye c¢alistiklari, boylece hiicresel organelleri ve plazma zarini sogugun neden oldugu

hasardan koruduklar1 bilinmektedir (Zaro vd., 2019: 881).

Bitkilerde azalan sicakliklara yanit olarak artan protein igerigi, hiicrelerin normal
isleyisini bozmadan diisiik sicakliklar1 tolere edebilecegini gosterir, ¢linkii sadece hasar
gbérmemis hiicreler protein iiretebilmektedir (Kog vd., 2010: 1). Literatiirde yer alan bu bilgiye
istinaden ¢alismamizda sadece diisiikk sicaklik stresinin aygicegi {izerindeki etkisini ortaya
koymak i¢in 15°C’de yetistirilen kontrol grubu ile 25°C’deki kontrol grubu o6rnekleri
karsilastirilmigtir. 15°C’de yetistirilen 5. ve 10. uygulama kontrol grubunun yaprak (p<0,0001)
ve koklerine ait (sirastyla p<0,01, p<0,0001) toplam protein miktarinin 25°C’de yetistirilen
kontrol grubuna gére 6nemli 6l¢iide arttig1 tespit edilmistir (Grafik 3.8, 3.9).

Diistik sicaklikta borik asit uygulamasinin etkileri 15°C’deki deney gruplarimiz ile
kontrol sicakligi olan 25°C’deki deney gruplarimizla karsilagtirilarak ortaya konmustur.
15°C’de 5. ve 10. Uygulamaya ait 10 mM ve 25 mM borik asit deney gruplarinin yaprak toplam
protein miktar1 25°C’deki deney gruplarina gore 6nemli 6l¢iide artmistir (p<0,0001) (Grafik
3.8, 3.9). 15°C’de 5. uygulama 10 mM borik asit deney grubunun kok toplam proteini
25°C’deki deney grubuna gore onemli dlgiide artarken (p<<0,0001), 25 mM borik asit deney
grubunun kok toplam proteini 25°C’deki deney grubuna gore Onemli Olglide azalmistir
(p<0,0001) (Grafik 3.8). 15°C’de 10. uygulama deney gruplarindan sadece 25 mM borik asit
orneklerine ait kok toplam proteininin 25°C’deki orneklere gore 6nemli 6l¢iide azaldig tespit
edilmistir (p<0,01) (Grafik 3.9). Protein igerigi ayni bitki tliriiniin cesitlerine gore degisiklik
gosterebilecegi gibi maruz kaldiklar sicakliga gore de degisiklik gdsterebilir. Ciinkii bitkiler
soguk stresine farkli tepkiler verebilirler (Zaro vd., 2019: 883). Biri soguga hassas digeri
toleransli iki biber ¢esidiyle yapilan bir ¢calismada, soguk ile muamele edilmis KM-121 ve Mert
fidelerinin gévde ve yapraklarindaki toplam ¢oziinebilir protein iceriginin, kontrol fidelerine

gore daha yliksek oldugu belirlenmistir (Kog vd., 2010: 2). Bugday yapraklar1 ve soya fasulyesi
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ile yapilan bir calismada disiik sicaklik stresinin toplam protein miktarint arttirdigi

bildirilmistir (Pinedo vd., 2000: 365; Zeindali-Yadegari vd., 2007:4).

Calismamizda diisiik sicaklik ve iki farkli borik asit uygulamasinin kombine etkileri
15°C’de yetistirilen bitki 6rnekleri kendi i¢inde karsilagtirilarak belirlenmistir. 15°C’de 5.
uygulamal0 mM borik asit deney grubunun yaprak toplam proteini kontrole gére 6nemli 6lgiide
azalirken (p<0,0001), 25 mM borik asit uygulanan 6rneklerin yaprak toplam proteini kontrole
gore onemli Ol¢tide artmistir (p<0,0001) (Grafik 3.8). 15°C’de 5. uygulamal0 mM borik asit
uygulanan 6rneklerin kok toplam proteini kontrole gére 6énemli dlgiide artarken (p<0,01), 25
mM borik asit deney grubunun kok toplam proteini kontrole goére dnemli dlgiide azalmistir
(p<0,0001) (Grafik 3.8). 15°C, 10. uygulamada sadece 25 mM borik asit érneklerine ait yaprak
toplam proteininin kontrole goére 6nemli 6lgiide arttigi (p<0,0001), 10 mM ve 25 mM borik asit
orneklerine ait kok toplam proteininin ise kontrole gére onemli 6lglide azaldigi tespit edilmistir
(swrastyla p<0,05 ve p<0,01) (Grafik 3.9). Daha Once yapilan caligsmalar bulgularimizla
paralellik gostermektedir. Alt1 avokado gesidi ile yapilan bir ¢alismada, bitki 6rnekleri -2,5°C,
—4°C, —5°C ve —6°C’de yetistirilmistir. Caligmanin sonucunda Geada, Fortuna, Fuerte, Quintal
ve Primavera ¢esitlerinde protein iceriginin tiim sicakliklarda 6nemli derecede azaldigi,
Margarida ¢esidinde ise protein igeriginin, diisiik sicakliklara tepki olarak degismeden kaldig:
rapor edilmistir (Zaro vd., 2019: 884). Fasulye, misir ve bugday ile yapilan bir baska ¢alismada
ise diistik sicaklik stresinin misir ve bugdayda toplam protein miktarini artirdig, fasulyede ise
azalttig1 bildirilmistir (Demir, 2019: 124).

3.2.4. Aygcicegi bitkisinde sicaklik ve borik asit uygulamasimin fizyolojik etkileri

Abiyotik stresinin neden oldugu hiicresel degisiklikler, hiicrelerde toksik bilesenlerin
asirt birikmesine bu da devaminda bitkide strese neden olmaktadir. Bu nedenle stres
toleransinin gelisebilmesi, strese yanit olarak siirekli iiretilen reaktif oksijen tiirlerini ndtralize
edebilen antioksidan bilesiklere ve antioksidan enzim sistemlerinin aktif hale gelmesine
dayanmaktadir (Balla vd., 2007: 1). SOD enzimi tiim aerobik organizmalarin oksidatif strese
kars1 savunma mekanizmasinda merkezi bir rol oynamaktadir (Scandalios, 1993: 7). Enzimatik
bir antioksidanlardan bir digeri olan Katalaz, hidrojen peroksidi (H20>) yiiksek verimlilikle suya
ve oksijene indirgeyerek hiicresel oksidatif hasar1 6nleyen 6nemli bir role sahiptir (Sharma vd.,
2012: 7). Askorbat peroksidaz, AsSA-GSH dongiisiiniin merkezi bir bilesenidir ve hiicre i¢i ROS

seviyelerinin kontroliinde onemli bir rol oynamaktadir. Yiiksek sicaklik stresinin ve bor
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toksisitesi gibi abiyotik streslere sahip bitkiler antioksidan enzimlerden APX aktivitesini
diizenlemektedir (Bavita vd., 2012: 374).

Optimal degerlerin lizerindeki bor seviyesinin tiim antioksidan enzimlerde oldugu gibi
SOD, CAT ve APX aktivitelerini etkiledigi bilinmektedir (Genisel vd., 2017: 2). Bununla
birlikte, literatiirde bor toksisitesinin antioksidan enzimlerin aktivitelerini azalttigr m1 yoksa

artirdigr m1 hususunda bazi tartigmalar vardir.

Calismamizda bitki 6rneklerine uygulanan iki abiyotik stresten sadece borik asidin
etkisini ortaya koymak i¢in kontrol sicakligi olan 25°C’de yetistirilen deney gruplarinin toplam
SOD, CAT ve APX aktiviteleri kontrol gruplar ile karsilagtirilmigtir. Hem 5. hem de 10.
uygulamada artan borik asit konsantrasyonuyla koklerdeki toplam SOD aktivitesi kontrole gore
artmistir (sirastyla p<0,0001 ve p<0,01) (Grafik 3.10; 3.11). 5. uygulama deney gruplarinin kdk
toplam CAT aktivitesinde kontrole gore istatistiksel bir degisim yokken, 10. uygulama deney
gruplariin kok toplam CAT aktivitesinde kontrole gore dnemli 6l¢iide azalma tespit edilmistir
(p<0,01) (Grafik 3.14, 3.15). 5. uygulamada sadece 10 mM borik asit deney grubunun toplam
kok APX aktivitesi kontrole gore 6nemli dlciide artarken, 10. uygulamada sadece 25 mM borik
asit deney grubunun toplam kok APX aktivitesi kontrole gore Onemli Olglide artmistir
(p<0,0001) (Grafik 3.18, 3.19). Orneklerin 5. uygulama deney grubunun yapraklarina ait
toplam SOD aktivitesinin sadece 25 mM borik asit konsantrasyonunda 6nemli 6l¢iide arttigi
(p<0,0001), 10. uygulamada ise 10 mM ve 25 mM deney gruplarinda kontrole gore diizenli bir
sekilde onemli Olgiide azaldigi tespit edilmistir (p<0,0001) (Grafik 3.12; 3.13). CAT
aktivitesinde ise, 5. ve 10. uygulamada artan borik asit konsantrasyonuna bagli olarak iki deney
grubunda da kontrole gore diizenli bir sekilde onemli Olgiide bir azalma belirlenmistir
(p<0,0001) (Grafik 3.16, 3.17). APX aktiviteleri karsilastirildiginda; 25°C’de 5. uygulamada
10 mM borik asit deney grubunun yaprak toplam APX aktivitesinin kontrole gére dnemli
olgiide arttig1 (p<0,0001), 25 mM borik asit deney grubunun toplam yaprak APX aktivitesinin
kontrole gore onemli Ol¢lide azaldigr gozlenmistir (p<0,01) (Grafik 3.20). 25°C’de 10.
uygulamada hem 10 mM hem 25 mM borik asit konsantrasyonlarinda yaprak toplam APX
aktivitesi kontrole goére 6nemli dl¢lide azalmistir (p<<0,0001) (Grafik 3.21). Literatiirde bizim
sonuclarimizla Ortiisen ¢esitli calismalar bulunmaktadir. Bugdayla yapilan bir ¢aligmada
yuksek miktarda bor uygulamasiin SOD, CAT ve APX aktivitesini azalttig1 bildirilmistir
(Genisel vd., 2017: 4). ki cesit nohutla yapilan bir ¢alismada, 1,6 ve 6,4 mM borik asit
uygulamasinin hem Gok¢e hem de Kiismen ¢esidinde SOD aktivitesini artirdigi, APX
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aktivitesini ise azalttigi belirtilmistir. Ayrica yine ayni ¢alismada CAT aktivitesinin Gokge
¢esidinde arttigi, Kiismen ¢esidinde ise azaldigi rapor edilmistir (Ardig vd., 2009: 333). Misir
ile yapilan bagka bir ¢alismada, bitkilere 2 ve 4 mM borik asit uygulanmis ve hem 11. hem 15.
giinde SOD ve CAT aktivitesinin degisimi incelenmistir. Hem artan borik asit
konsantrasyonuna hem de uygulanma siiresine paralel olarak SOD ve CAT aktivitesinin arttigi
belirtilmistir (Esim vd., 2013: 802). Biri duyarli biri direngli iki gesit arpa ile yapilan bir
calismada, 5 ve 10 mM borik asit uygulamasiin her iki ¢esitte de hem yaprakta hem kokte
SOD, CAT ve APX aktivitesini arttirdigi; ayrica CAT aktivitesinde yapraklardaki aktivite
artiginin koklere gore daha fazla oldugu bildirilmistir (Karabal vd., 2003: 931). Mercimek ve
arpa ile yapilan bir ¢alismada, 5 ve 10 mM bor uygulamasinin iki tiirde de hem gévde hem
koklerde SOD aktivitesini arttirdigi rapor edilmistir (Tepe ve Aydemir, 2011: 5). Aymi
calismada mercimek bitkisinde CAT ve APX aktivitesinin azaldig1, arpa bitkisinde ise arttig1
rapor edilmistir (Tepe ve Aydemir, 2011: 6).

Yiiksek sicaklik stresinin de bor toksisitesine benzer sekilde antioksidan enzimlerden

SOD, CAT ve APX aktivitesini etkiledigi bilinmektedir (Bavita vd., 2012: 374; Li vd., 2014:
591; Genisel vd., 2017: 5). Sadece yiiksek sicaklik stresinin aycigegi tizerindeki etkisini ortaya
koymak icin 40°C’de yetistirilen kontrol grubu ile 25°C’deki kontrol grubu oOrnekleri
karsilastirilmistir. 40°C’deki 5. uygulama kontrol kok grubunun toplam SOD ve CAT
aktivitesinin 25°C’dekine gore onemli ol¢iide arttigi, APX aktivitesinin ise azaldigi (sirastyla
p<0,0001; p<0,05; p<0,0001) belirlenmistir. 10. uygulama kontrol kok gruplarinda ise her ii¢
enzim aktivitesinin de 25°C’dekine gore onemli Ol¢iide azaldigi tespit edilmistir (sirasiyla
p<0,0001; p<0,01; p<0,01) (Grafik 3.10, 3.11, 3.14, 3.15, 3.18, 3.19). Yaprakta ise 5. ve 10.
uygulamada 40°C’deki kontrol grubunun toplam SOD aktivitesinin 25°C’dekine gore dnemli
Olclide arttig1 (sirasiyla p<0,0001 ve p<0,01), CAT aktivitesinin ise azaldigi belirlenmistir
(p<0,0001) (Grafik 3.12; 3.13, 3.16, 3.17). Toplam APX aktivitesi karsilastirildiginda, 40°C’de
yetistirilen 5. uygulama kontrol grubu 6rneklerinin 25°C’deki kontrol grubuna goére dnemli
Olctide artt1g1 (p<0,01), 10. uygulama kontrol grubunun ise azaldig1 tespit edilmistir (p<0,0001)
(Grafik 3.20, 3.21). Literatiirde yiiksek sicaklik ile ilgili yapilan bir¢cok ¢alisma bulunmaktadir.
Bugday ile yapilan ¢alismalarda gévde ve kok SOD, CAT ve APX aktivitesinin yiiksek sicaklik
stresiyle artti@i rapor edilmistir (Sairam vd., 2000: 249; Bavita vd., 2012: 374). Bes farkli
bugday genotipi ile yapilan bir calismada, yiiksek sicaklik stresinin bitkinin tiim gelisim
asamalarinda SOD, CAT ve APX aktivitesinin artirdigi bildirilmistir (Almeselmani vd., 2006:
385). Biri toleranshi biri hassas iki ¢esit hardal otu ile yapilan bir ¢alismada, yiiksek sicaklik
103



stresinin hem BPR-542-6 (toleransli) hem de NPJ-119 (hassas) ¢esidinde SOD, CAT ve APX
aktivitesini kontrole gore arttirdigi bildirilmistir (Rani vd., 2013: 4). Arpa ile yapilan bir bagka
calismada ise arpa gesitlerine 35°C ve 45°C sicaklik uygulandigi ve bitki 6rneklerinin her bir
sicaklikta sirasi ile 2, 4, 6 ve 8 saat siire ile tutuldugu bildirilmistir. SOD aktivitesinin orta ve
yiiksek 1s1 dozlari ile kademeli olarak arttig1, ancak en yiiksek siire ve sicaklikta (8 saat boyunca
45°C) azalma gosterdigi rapor edilmistir. CAT aktivitesinin tiim sicakliklarda azaldig: rapor
edilmistir (EI-Shintinawy vd., 2004: 19). Giive fastilyesi ile yapilan bir ¢alismalarda, yiiksek
sicaklik stresinin SOD ve CAT aktivitesinin kontrole gore arttig1 tavus otu ile yapilan bir
calismada ise azalttig1 bildirilmistir (Liu ve Huang, 2000: 6; Harsh vd., 2016: 6). 6 saat boyunca
40°C sicakliga maruz birakilan dut bitkisi ile yapilan bir ¢alismada ise yiiksek sicakligin
kontrole gore SOD, CAT ve APX aktivitesinin arttigi rapor edilmistir (Chaitanya vd., 2002: 4).
Iki gesit salkim otu ile yapilan bir ¢alismada bitkiler 28 giin boyunca yiiksek sicakliga (38°C)
maruz birakilmislardir. Yiiksek sicaklik stresine maruz kalan Kenblue-38 c¢esidinin SOD
aktivitesinin 21. giine kadar kontrole gore arttig1, 28. giinde ise kontrol seviyesine yaklastigi
bildirilmistir. EverGlade-38 ¢esidinin ise SOD aktivitesinin 14. giine kadar kontrole goére
artt1g1, 28. giinde ise kontrole gore azaldigi belirtilmistir (Li vd., 2014: 590). Ayn1 ¢alismada
yuksek sicaklik stresinin iki ¢esitte de CAT ve APX aktivitesini 6nce 6nemli 6l¢iide arttirdig
daha sonra ise azalttig1 bildirilmistir (Li vd., 2014: 591). Domatesle yapilan bir ¢alismada
bitkiler 30 giin boyunca 25°C (kontrol sicakligl) ve 35°C (yiiksek sicaklik) sicaklikta
yetistirilmis ve sonucta SOD aktivitesini kontrole gore arttirdigi, CAT aktivitesinin ise azaldig1
belirtilmistir (Rivero vd., 2004: 560). Paskalya zambagi ile yapilan bir ¢alismada, bitki 37, 42
ve 47°C sicakliklarinin her birinde sirasiyla 1, 2, 4, 6, 8 ve 10 saat tutulmustur. Tiim
sicakliklarda kontrole gore SOD, CAT ve APX aktivitesinin arttig1, ancak 47°C’de SOD ve
APX aktivitesinin 4. saatten sonra CAT aktivitesinin ise 2. saatten sonra azalmaya bagladigi
bildirilmistir (Yin vd., 2008: 50). iki farkli bugday cesidi ile yapilan bir ¢alismada, GK Othalom
cesidinde yaprak APX aktivitesinin yliksek sicaklik stresinin (35°C) uygulandig ilk giin ve
yedinci giin kontrolden yiiksek oldugu, ancak Bankuti 1201 gesidinde yaprak APX aktivitesinin
yiiksek sicaklik stresinin uygulandigi ilk giin kontrolden yiiksek oldugu, yedinci giin ise

kontrolden diisiik oldugu belirtilmistir (Balla vd., 2007: 198).

Yiiksek sicaklikta borik asit uygulamasinin etkileri 40°C’deki deney gruplarimiz ile
kontrol sicaklig1 olan 25°C’deki deney gruplarimizla karsilastirilarak ortaya konmustur. Kok
toplam SOD aktivitesinin, 40°C’deki 5. uygulamada 10 mM ve 25 mM borik asit deney
gruplarinda da 25°C’deki deney gruplarmma gore Onemli olgiide arttigi (p<0,0001), 10.
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uygulamada ise onemli dl¢lide azaldigi belirlenmistir (sirasiyla p<0,01 ve p<0,0001) (Grafik
3.10; 3.11). 40°C’de 5. ve 10. uygulamada artan borik asit konsantrasyonuna bagli olarak 10
mM ve 25 mM borik asit deney gruplarinin kok toplam CAT aktivitesinin 25°C’deki deney
gruplarina gore diizenli bir sekilde 6nemli olarak arttig1 tespit edilmistir (p<0,0001) (Grafik
3.14, 3.15). 40°C’de yetisen 5. uygulama deney gruplarindan sadece 10 mM borik asit deney
grubunun kok toplam APX aktivitesinde 25°C’de yetisen deney grubuna gore onemli olciide
azama gozlenmistir (p<0,0001) (Grafik 3.18). 40°C’de yetisen 10. uygulama deney gruplarinda
ise hem 10 mM (p<0,01) hem de 25 mM (p<0,0001) borik asit deney gruplarinin kdk toplam
APX aktivitesinin 25°C’de yetisen deney gruplarina gore onemli Olgiide azaldigi tespit
edilmistir (Grafik 3.19). Yaprak toplam SOD aktivitesinin, 40°C’deki 5. ve 10. uygulamada 10
mM (p<0,0001) ve 25 mM deney grubunda (sirastyla p<0,01 ve p<0,0001) 6nemli 6l¢iide arttig1
APX aktivitesinin ise azaldigi (p<0,0001) tespit edilmistir (Grafik 3.12; 3.13; 3.20, 3.21).
40°C’de yetisen 5. uygulama deney gruplarindan sadece 10 mM borik asit deney grubunun
yaprak toplam CAT aktivitesi 25°C’deki deney grubuna gore Onemli Olgiide azalmistir
(p<0,0001) (Grafik 3.16). 10. uygulama 10 mM borik asit deney grubunun yaprak toplam CAT
aktivitesi 25°C’deki deney grubuna gore onemli dlgiide azalirken (p<0,01), 25 mM borik asit
deney grubunun yaprak toplam CAT aktivitesi ise onemli Ol¢iide artmistir (p<0,01) (Grafik
3.17).

Iki abiyotik stresin kombine etkilerini karsilastirdigimizda, kok toplam SOD
aktivitesinin 5. uygulamada sadece 10 mM borik asit deney grubunda kontrole gére 6nemli
Olctlide azaldig1 (p<0,01), 10. uygulamada hem 10 mM hem de 25 mM deney grubunda kontrole
gore onemli Olclide arttig1r belirlenmistir (p<0,0001) (Grafik 3.10; 3.11). CAT ve APX
aktivitesinin 5. (swrasiyla, p<0,0001; p<0,01) ve 10. (swrasiyla p<0,0001; p<0,05)
uygulamalarinda her iki borik asit konsantrasyonunda kontrole gore istatistiksel olarak énemli
bir artis oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.14, 3.15, 3.18, 3.19). Yaprak toplam SOD ve APX
aktivitesinde ise 5. ve 10. uygulamada 10 mM (sirasiyla p<0,01; p<0,0001) ve 25 mM
(p<0,0001) borik asit konsantrasyonlarinda kontrole goére 6nemli azalmanin oldugu tespit
edilmistir (Grafik 3.12; 3.13, 3.20, 3.21). 40°C’de yetisen 5. uygulama 10 mM borik asit deney
grubunun yaprak toplam CAT aktivitesinin kontrole gore 6nemli dl¢lide azaldigi belirlenmistir
(p<0,0001) (Grafik 3.16). 40°C’de yetisen 10. uygulama 10 mM borik asit deney grubunun
yaprak toplam CAT aktivitesinin kontrole gore 6nemli 6lgiide arttig1 (p<0,01), 25 mM borik
asit deney grubunun yaprak toplam CAT aktivitesinin ise kontrole gore azaldig tespit edilmistir
(p<0,01) (Grafik 3.17).

105



Domates ile yapilan bir ¢alismada, sicaklik ve kuraklik stresinin bitki {izerindeki
kombine etkisi incelenmistir. SOD ve APX aktivitesi kontrol grubuna gére hem sicaklik ve
kuraklik stresinin ayri uygulandigi deney gruplarinda hem de kombine uygulandigi deney
gruplarinda kontrole gére onemli dlgiide arttigi bildirilmistir. CAT aktivitesinin ise kuraklik
stresinin uygulandigi deney grubunda ve hem kuraklik hem sicaklik stresinin birlikte
uygulandigi deney grubunda kontrole goére dnemli 6lgiide arttigi rapor edilmistir (Raja vd.,
2020: 9). Pamuk bitkisiyle yapilan bir ¢alismada, yiiksek sicaklik stresine sahip bitkilere
uygulanan borik asidin (%0,1), bitkilerin SOD ve CAT aktivitesini kontrole gore arttirdigi
boylece bitkilerin oksidatif stresle basa ¢ikmasina yardimer oldugu belirtilmistir (Sarwar vd.,
2019: 6). iki musir ¢esidi (Xida 319 ve Xida 889) ile yapilan bir ¢alismada, bitkilere sicaklik ve
kuraklik stresi ayr1 ayri ve kombine sekilde uygulanmistir. Her iki misir ¢esidinde de SOD
aktivitesinin streslerin tek tek ve kombine uygulandigi deney gruplarinda kontrole gore arttigi
bildirilmigtir. CAT ve APX aktivitelerinin ise streslerin tek tek ve kombine uygulandigi deney
gruplarinda kontrole gore azaldigi belirtilmistir. En yiiksek SOD aktivitesine sicaklik ve
kuraklik stresinin kombine uygulandigi deney grubunda rastlandigi, en yiliksek CAT ve APX
aktivitesine ise sadece kuraklik stresinin oldugu deney grubunda rastlandigi rapor edilmistir
(Hussain vd., 2019: 6). Literatiirde yiiksek sicaklik ve bor uygulamasinin kombine etkileri

tizerine herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir.

Diger abiyotik stresler gibi diisiik sicaklik stresinde de hiicrede ROS birikir, bu sebeple
bitki stresle basa ¢ikabilmek i¢in antioksidan enzimlerden SOD, CAT ve APX’un aktivitesini
diizenlemektedir (Bafeel ve Ibrahim, 2008: 175; Radyuk vd., 2009: 593).

Sadece diisiik sicaklik stresinin ay¢igegi tizerindeki etkisini ortaya koymak i¢in 15°C’de
yetistirilen kontrol grubu ile 25°C’deki kontrol grubu 6rnekleri karsilagtirilmistir. 5. uygulama
15°C kontrol grubunun toplam kdk SOD aktivitesinin 25°C kontrol grubuna gore 6nemli dl¢glide
arttigr (p<0,0001), 10. uygulamanin kontrol grubunda ise istatistiksel olarak bir degisim
olmadig1 tespit edilmistir (Grafik 3.10; 3.11). 15°C’de yetisen 5. uygulama kontrol grubunun
kok toplam CAT aktivitesinde 25°C’de yetisen kontrol grubuna istatiksel bir degisim yokken,
10. uygulama kontrol grubunun kok toplam CAT aktivitesi 25°C’de yetisen kontrol grubuna
gore onemli 6l¢iide azalma gozlenmistir (p<0,0001) (Grafik 3.14, 3.15). 15°C’de yetistirilen 5.
uygulama kontrol grubunun kok toplam APX aktivitesi 25°C’deki kontrol grubuna gére 6nemli
Olctlide azalirken (p<0,0001), 10. uygulamada kontrol grubunun kok toplam APX aktivitesinde

25°C’deki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli bir degisim gdzlenmemistir (Grafik
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3.18, 3.19). 15°C kontrol grubunun 5. ve 10. uygulamada yaprak toplam SOD (sirasiyla
p<0,0001 ve p<0,01) aktivitesinde 25°C’deki kontrol grubuna goére dnemli 6l¢giide artis, CAT
(p<0,0001) ve APX (sirasiyla p<0,01 ve p<0,0001) aktivitesinde ise onemli 6l¢iide azalma
belirlenmistir (Grafik 3.12; 3.13, 3.16, 3.17, 3.20, 3.21). Literatiirde diisiik sicaklik stresiyle
ilgili ¢esitli caligmalar bulunmaktadir. Yesil arpa yapraklariyla yapilan bir ¢calismada, soguk
stresi boyunca SOD, CAT ve APX aktivitesinin arttig1, iyilesme periyodunda ise her ii¢ enzimin
de aktivitesinin azaldig1 bildirilmistir (Radyuk vd., 2009: 178). Misir ve salatalik ile yapilan bir
calismada, soguk stresinin musir bitkisinin yaprak ve kok toplam SOD aktivitesini kontrole gore
arttirdig, salatalik bitkisinde ise aktiviteyi yaprakta artirirken, kdkte azalttigi rapor edilmistir.
Ayni ¢alismada CAT aktivitesinin musir bitkisinin yaprak ve kokiinde kontrole gore azaldig,
salatalik bitkisinde ise aktiviteyi yaprakta ve kokte artirdigi belirtilmistir. APX aktivitesinin ise
hem misir hem salatalik bitkisinin yaprak ve kokiinde kontrole gore azaldigi bildirilmistir
(Kang ve Saltveit, 2002: 575). Salatalikla yapilan bir bagka ¢alismada, soguk ile muamele
boyunca (12 saat) SOD, CAT ve APX aktivitesinin arttig1, iyilesme periyodunda ise SOD
aktivitesinin azaldigi, CAT aktivitesinin dnce arttig1 sonra ise tekrar azaldigi, APX aktivitesinin
ise Once azaldig1 sonra ise tekrar arttigi belirtilmistir (Lee ve Lee, 2000: 80). Yonca ile yapilan
bir calismada soguk stresi uygulanan bitkilerin SOD, CAT ve APX aktivitesinin stres
uygulandig1 siire boyunca artti81, iyilesme periyodunda da artmaya devam ettigi bildirilmistir
(Bafeel ve Ibrahim, 2008: 597). Bir tanesini soguga duyarli bir tanesi ise sogugu tolere edebilen
iki piring ¢esidiyle yapilan bir ¢aligmada, bitkiler soguga maruz kaldiktan sonra toleransh tiir
olan Xiangnuo-1’de SOD, CAT ve APX aktivitesinin kontrole benzer kaldigi, hassas olan IR-
50’de ise her ii¢ enzim aktivitesinin de kontrole gore azaldigi bildirilmistir (Huang ve Guo,
2005: 83). Cilek yapraklariyla yapilan bir ¢calismada; yapraklar 0, 6, 12, 24, 48 ve 72 saat soguk
ile muamele edilmistir. Soguk stresine sahip yapraklarda SOD, CAT ve APX aktivitesinin
belirli seviyeye kadar arttig1 ve stresin devaminda o seviyede kaldigi belirtilmistir (Yong vd.,
2008: 288).

Diisiik sicaklikta borik asit uygulamasinin etkileri 15°C’deki deney gruplarimiz ile
kontrol sicakligi olan 25°C’deki deney gruplarimizla karsilastirilarak ortaya konmustur. 5.
uygulama kok toplam SOD aktivitesinin 10 mM ve 25 mM borik asit deney gruplarinin ikisinde
de 25°C’deki deney gruplarma gore arttigr (p<0,0001), 10. uygulamanin toplam kék SOD
aktivitesinin ise sadece 25 mM borik asit deney grubunda 6nemli 6lgiide azaldigi tespit
edilmistir (p<0,01) (Grafik 3.10; 3.11). 15°C’deki deney gruplarimizin 5. ve 10. uygulamasinda
iki borik asit konsantrasyonunda da CAT aktivitesinde 25°C’deki deney gruplarina gore
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istatistiksel bir degisim gézlenmemistir (Grafik 3.14, 3.15). 15°C’de yetisen 5. uygulama deney
gruplarimizdan sadece 10 mM borik asit deney grubunun kok toplam APX aktivitesi 25°C” de
yetisen deney grubuna gore azalirken (p<0,0001), 10. uygulama deney gruplarindan ise sadece
25 mM borik asit deney grubu 25°C’de yetisen deney grubuna gore dnemli dlgiide azalmistir
(p<0,01) (Grafik 3.18, 3.19.). Yaprak toplam SOD aktivitesinin ise 5. ve 10. uygulamada hem
10 mM (p<0,0001) hem de 25 mM (sirasiyla p<0,01 ve p<0,0001) borik asit deney gruplarinda
25°C’deki deney gruplarina goére onemli Olgiide arttigi belirlenmistir (Grafik 3.12; 3.13).
15°C’de yetisen 5. uygulama 10 mM borik asit deney grubunun yaprak toplam CAT aktivitesi
25°C’deki deney grubuna gore onemli 6l¢iide azalmistir (p<<0,0001) (Grafik 3.16). 15°C’de
yetisen 10. uygulama 10 mM borik asit deney grubunun yaprak toplam CAT aktivitesinin
25°C’deki deney grubuna gore dnemli dl¢lide azaldigr (p<0,0001), 25 mM borik asit deney
grubunun yaprak toplam CAT aktivitesinin ise dnemli 6l¢iide arttigi tespit edilmistir (p<0,0001)
(Grafik 3.17). 15°C’de yetisen 5. uygulama 10 mM ve 25 mM borik asit deney gruplarinin
ikisinin de yaprak toplam APX aktivitesi 25°C’ de yetisen deney gruplarina gore diizenli bir
sekilde onemli dlclide azalirken (p<0,0001), 10. uygulama deney gruplarindan sadece 25 mM
borik asit deney grubu 25°C’dekine gore onemli Olciide azalmistir (p<0,0001) (Grafik 3.20,
3.21).

Iki abiyotik stresin kombine etkilerini karsilastirdigimizda, kok toplam SOD aktivitesi
hem 5. hem 10. uygulamada artan borik asit konsantrasyonuna bagl olarak kontrole gore
onemli dl¢lide artmigtir (sirastyla p<0,0001 ve p<0,01) (Grafik 3.10; 3.11). 15°C’de yetistirilen
5. ve 10. uygulama deney gruplarinin kok toplam CAT aktivitesinde kontrole gore istatistiksel
olarak 6nemli bir degisim gozlenmemistir (Grafik 3.14, 3.15). 15°C 5. uygulama deney
gruplarindan sadece 25 mM borik asit deney grubunun kok toplam APX aktivitesinin kontrole
gore arttig1 (p<0,0001), 10. uygulama deney gruplarinda ise kok toplam APX aktivitesinde
kontrole gore istatistiksel bir degisim olmadig1 gozlenmistir (Grafik 3.18, 3.19). Yaprak toplam
SOD aktivitesinin 5. uygulamada sadece 25 mM borik asit deney grubunda kontrol grubuna
gore onemli dlgiide azaldigr (p<<0,0001), 10. uygulamada ise istatistiksel olarak herhangi bir
degisim olmadig1 tespit edilmistir (Grafik 3.12; 3.13). 15°C’de yetistirilen 5. uygulama 10 mM
ve 25 mM borik asit deney gruplarinin yaprak toplam CAT aktivitesi kontrole gore diizenli bir
sekilde 6nemli 6l¢iide azalmistir (sirastyla p<0,05 ve p<0,01) (Grafik 3.16). 15°C’de yetistirilen
10. uygulama 10 mM borik asit deney grubunun yaprak toplam CAT aktivitesi kontrole gore
azalirken, 25 mM borik asit deney grubunun yaprak toplam CAT aktivitesi ise kontrole gore
artmistir (p<0,0001) (Grafik 3.17). Yaprak toplam APX aktiviteleri karsilastirildiginda, 15°C
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5. uygulama deney gruplarindan sadece 25 mM borik asit deney grubunun yaprak toplam APX
aktivitesinin kontrole gore Onemli oOlgiide azaldigi (p<0,0001), 10. uygulama deney
gruplarindan ise sadece 10 mM borik asit deney grubunun yaprak toplam APX aktivitesinin

kontrole gore 6nemli 6l¢iide arttig1 belirlenmistir (p<0,01) (Grafik 3.20, 3.21).

Maistr, fasulye ve bugday ile yapilan bir deneyde, diisiik sicaklik ve tuz stresinin kombine
etkisinin bitkiyi tek uygulandigi duruma gore daha ¢ok etkiledigi bildirilmistir. SOD, CAT ve
APX aktivitelerinin musirda arttigi, fasulyede azaldigi, bugdayda ise CAT ve APX
aktivitelerinin arttig1 SOD aktivitesinin ise azaldigi rapor edilmistir (Demir, 2019: 124). Benzer
sekilde ac1 biber ile yapilan bir ¢alismada ise, tuz ve borun birlikte uygulandigi durumda stres
faktorlerinin tek uygulandigt duruma gore daha etkili oldugu; artan tuz ve bor
konsantrasyonlarinin bitkinin SOD ve APX aktivitesini arttirdigi, CAT aktivitesini ise azalttig
rapor edilmistir (Supanjani ve Lee, 2006: 231). Tavalli ve arkadaslarinin (2018) antep fistig1 ile
yaptig1 bir calismada orta diizeydeki bor konsantrasyonlarinin (0, 2.5, 5, 10, 20 mg.kg™?) SOD,
CAT ve APX aktivitesini nemli 6l¢giide arttirarak bitkinin tuz stresi ile basa ¢ikmasinda olumlu
etkisinin oldugu gozlenmistir. Bu nedenle, yeterli bor kaynaginin, bitki hiicrelerinin oksidatif
hasar1 tolere etme kabiliyetini arttirdigi bildirilmistir (Tavallali vd., 2018: 59). Literatiirde
diisiik sicaklik ve bor uygulamasmin kombine etkileri iizerine herhangi bir caligmaya

rastlanmamuistir.

3.2.5. Aycicegi bitkisinde sicaklik ve borik asit uygulamasinin SOD, CAT ve APX

gen ifadeleri iizerine etkisi

Abiyotik stresler, toksik olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 iiretimine neden
olmakta ve tiretilen ROS’lar organizmaya hiicresel boyutta ciddi zararlar vermektedirler. Bu
nedenle bitkiler, enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenleri kullanan ¢ok verimli ROS
temizleme mekanizmalarina sahiptir. SOD, CAT ve APX enzimatik bilesenler olup, abiyotik
stres altinda gen ifade seviyeleri yeniden diizenlenmektedir (Filiz vd., 2019: 128). Metal
kofaktorlerine, protein katlanmalarina ve hiicre alt1 dagilimina bagl olarak, SOD'lar esas olarak
SOD-Cu/Zn, SOD-Fe ve SOD-Mn olarak kategorize edilmektedir. SOD-Cu/Zn prokaryotik ve
Okaryotik organizmalarda sitoplazmada, Kkloroplastlarda ve hiicrelerarasi  boslukta
bulunabilirler. SOD- Fe'ler bitki kloroplastlarinda ve sitoplazmada bulunurken, SOD-Mn'lar ise
okaryotik mitokondride gézlenmistir ve ROS'u temizleyerek mitokondriyi korumaktadir (Fan
vd., 2014: 2; Feng vd., 2016: 2). CAT enzimi, oksidatif strese karsi birincil enzimatik

savunmalardan birini temsil etmektedir ve g¢ogunlukla sitozol ve peroksizomlarda
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bulunmaktadir (Azpilicueta vd., 2008: 41; Ara vd., 2013: 3). Tiim yagh tohumlarda 6nemlidir
ve aktivitesinin ay¢igegindeki ¢imlenme oranmiyla yakindan iliskili oldugu gosterilmistir
(Azpilicueta vd., 2008: 40). APX enzimi de SOD ve CAT’a benzer sekilde bitkinin oksidatif
strese karsi savunma saglamasina yardimci olan bir bilesen olup sitozol ve mitokondride
bulunmaktadir (Caverzan vd., 2012: 2).

Yiiksek konsantrasyonlarda borik asit uygulamasi bitkide oksidatif stresi artiran bir
abiyotik stres faktoriidiir. Bitki oksidatif stresle basa ¢ikabilmek i¢in SOD, CAT ve APX gen
ifadelerini diizenlemektedir. Calismamizda bitki 6rneklerine uygulanan iki abiyotik stresten
sadece borik asidin etkisini ortaya koymak icin kontrol sicakligi olan 25°C’de yetistirilen 10
mM ve 25 mM borik asit deney grubunun yaprak ve koklerine ait belirtilen antioksidan
enzimlere ait gen ifadeleri karsilastirilmistir. 5. uygulama 10 mM ve 25 mM borik asit deney
gruplarini kok toplam SOD-Mn (sirasiyla p<0,05; p<0,0001) ve APX (sirasiyla p<0,0001;
p<0,01) gen ifadesinin kontrole goére arttigi belirlenmistir (Grafik 3.22, Grafik 3.34). Aynm
uygulamada CAT gen ifadesinde sadece 25 mM borik asit deney grubunda kontrole gére 6nemli
bir artis gozlenmistir (p<0,01) (Grafik 3.30). 10. uygulama deney gruplarindan sadece 10 mM
borik asit deney grubunun koklerindeki SOD-Mn gen (p<0,01) ifadesinin azaldigi, CAT
(p<0,0001) ifadesinin ise arttigi, APX ifadesinde ise istatistiksel bir degisim olmadigi
gozlenmistir (Grafik 3.23, 3.31, 3.35). 10. uygulama 25°C’de yetistirilen ve 25 mM borik asit
uygulanan deney gruplarindan saglikli kok érnekleri elde edilemediginden qRT-PZR’de SOD-
Cu/Zn, SOD-Mn, CAT ve APX gen ifadesine ait veri bulunmamaktadir. SOD-Fe ise ¢ogunlukla
kloroplastlarda bulundugundan ¢alismamizda bitki koklerinde SOD-Fe ifadesine yer

verilmemistir.

5. uygulama deney gruplardan sadece 25 mM borik asit deney grubunun yapraklarindaki
SOD-Cu/Zn gen ifadesi kontrole gore artarken (p<0,0001), SOD-Mn (p<0,0001) ve CAT
(p<0,01) gen ifadesi ise kontrole gore dnemli bir azalma oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.28,
3.24, 3.32). SOD-Fe gen ifadesinin 10 mM ve 25 mM deney gruplarinin ikisinde de kontrole
gore azaldig1 (p<0,0001), APX ifadesinin ise her ikisinde de arttig1 belirlenmistir (p<0,0001)
(Grafik 3.26, 3.36). 10. uygulama deney gruplardan sadece 25mM borik asit deney grubunun
yapraklarindaki SOD-Mn (p<0,01), CAT (p<0,0001) ve APX (p<0,0001) gen ifadesinin arttigi,
SOD-Fe (p<0,01) gen ifadesinin ise azaldig1 gozlenmistir (Grafik 3.25, 3.33, 3.35, 3.27). 10.
uygulama deney gruplarda SOD-Cu/Zn ifadesinin 10 mM ve 25 mM borik asit deney grubunda
kontrole gore arttig1 belirlenmistir (p<0,0001) (Grafik 3.29).
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Literatiirde yer alan ¢aligmalar incelendiginde borik asitin gen ifadesi tizerine etkilerini
ortaya koyan c¢ok fazla c¢alismaya rastlanmamistir. Calismamizin sonuglari ile benzerlik
gosteren Arabidopsis thaliana ile yapilan bir ¢alismada, bitkilere 1 mM ve 3 mM borik asit
uygulanmig ve artan borik asit konsantrasyonlarinin bitkinin MSD1, CSD1, CAT1 ve APX6 gen
ifadelerini kontrole gore artirdig bildirilmistir (Kaythan vd., 2016: 5). Arabidopsis thaliana ile
yapilan bir bagka ¢alismada ise 3 mM borik asit uygulamasinin SOD geninin ifadesini nasil
degistirdigi incelenmistir. Bor uygulamasinin CDS1, CSD2, CSD3, FSD1, FS2, FSD3 ve MSD1
genlerinin ifadesini yaprakta kontrole gore onemli dlgiide artirdigi, kokte ise kontrole gore
onemli 6l¢iide azalttigi bildirilmistir (Siirgiin Acar vd., 2018: 149). Limonium sinense bitkisi
ile yapilan bir ¢aligmada, tuz stresi uygulanan bitkilerin CAT ifadesinin 3. giine kadar arttigi,
daha sonra azaldigi, APX ifadesinin ise 5. giine kadar arttig1, daha sonra azaldig1 ancak iki genin
de uygulama siiresi boyunca kontrolden yiiksek oldugu rapor edilmistir (Zhang vd., 2014: 4).
Bezelye ile yapilan bir ¢aligmada tuz stresinin bitki koklerine ait SOD, CAT ve APX gen
ifadelerini kontrole gore artirdigi bildirilmistir. Ayrica meyan kokiiniin iyilestirici etkisini
gozlemlemek amaciyla tuz stresine sahip bitkilere meyan kokii ekstrakti uygulanmis ve
bitkilerin SOD, CAT ve APX gen ifadelerinin sadece tuz stresi uygulanan bitkilere gore
azaldigin1 belirtmislerdir (Desoky vd., 2019: 300). Aygicegi ile yapilan bir calismada,
CATALl’den CATA4’e kadar olan dort transkriptin de kadmiyum muamelesinden sonra arttigs;
CATA1 ve CATA2’nin, sirasiyla kotiledon ve kokte en fazla eksprese edilen transkriptler oldugu
bildirilmistir (pena, 2008). ingiliz ¢imi ile yapilan bir deneyde kursun uygulamasinn bitkinin
MnSOD, ChICu/ZnSOD, CytCu/ZnSOD, FeSOD ve pAPX genlerinin ifadesini kontrole gore
onemli derecede arttirdigi bildirilmistir (Li vd., 2012: 83).

Abiyotik stres kosullar1 altinda, antioksidan gen ekspresyonunun diizenlendigi
bilinmektedir. Giiniimiizde kiiresel 1sinma sebebiyle bitkilerin en c¢ok karsilastigi abiyotik
streslerden biri olan yiiksek sicaklik stresinde de SOD, CAT ve APX ifadelerinin diizenlendigi
belirtilmistir (Raja, 2020). Yiiksek sicaklikta borik asit uygulamasinin etkileri, 40°C’deki deney
gruplarimiz ile kontrol sicakligi olan 25°C’deki deney gruplarimizla karsilastirilarak ortaya
konmustur. 5. uygulama deney gruplarindan 10 mM ve 25 mM borik asit konsantrasyonlarinin
koklerindeki SOD-Mn gen ifadesinin 25°C’deki deney gruplarina goére arttig1 (sirastyla p<0,05;
p<0,01), koklerdeki CAT gen ifadesinin 10 mM deney grubunda azaldigi, 25 mM deney
grubunda ise arttig1 (p<0,01) belirlenmistir (Grafik 3.22, 3.30). APX gen ifadesinde ise 10 mM
deney grubunda istatistiksel bir degisim gbozlenmezken, 25 mM deney grubunda 25°C’deki
deney grubuna gore APX gen ifadesinin arttigi (p<0,0001) tespit edilmistir (Grafik 3.34).
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10. uygulama 25°C’de yetistirilen ve 25 mM borik asit uygulanan deney grubu ile 10.
uygulama 40°C’de yetistirilen tim deney gruplarinda saglikli kok Ornekleri elde
edilemediginden qRT-PZR’de SOD-Cu/Zn, SOD-Mn, CAT ve APX gen ifadesine ait veri
bulunmamaktadir. SOD-Fe ise ¢ogunlukla kloroplastlarda bulundugundan ¢alismamizda bitki

koklerinde SOD-Fe ifadesine yer verilmemistir.

5. uygulama deney gruplardan 10 mM ve 25 mM borik asit konsantrasyonlarinin
yapraklarindaki SOD-Cu/Zn (sirasiyla p<0,05; p<0,0001), CAT (p<0,0001) ve APX (p<0,01)
gen ifadesinin 25°C’deki deney gruplarina gore azaldigi belirlenmistir (Grafik 3.28, 3.32, 3.36).
5. uygulamanin 10 mM deney grubuna ait yapraklarda SOD-Mn gen ifadesinde 25°C’deki
deney grubuna gore istatistiksel bir degisim gozlenmezken, 25 mM deney grubunda 6nemli bir
artis oldugu gozlenmistir (p<0,0001) (Grafik 3.24). 5. uygulamadaki yaprak 6rneklerinde SOD-
Fe gen ifadesinin 10 mM deney grubunda 25°C’deki deney grubuna gore azaldigi, 25 mM
deney grubunun SOD-Fe gen ifadesinde ise istatistiksel bir degisim olmadigi belirlenmistir
(Grafik 3.26).

10. uygulama deney gruplarindan 10 mM ve 25 mM borik asit konsantrasyonlarinin
yapraklarindaki SOD-Cu/Zn (p<0,0001), CAT (p<0,0001) ve APX (p<0,01) gen ifadesinin 10
mM deney grubunda 25°C’deki deney grubuna gore onemli Glglide arttigi, 25 mM deney
grubunda ise dnemli 6l¢iide azaldigi belirlenmistir (p<0,0001) (Grafik 3.29, 3.33, 3.37). 10.
uygulamadaki 10 mM ve 25 mM borik asit konsantrasyonlarinin SOD-Mn gen ifadesinin her
iki deney grubunda da 25°C’deki deney grubuna gore 6nemli Olgiide artis gosterdigi tespit
edilmistir (p<0,0001). SOD-Fe gen ifadesinin ise 10 mM deney grubunda arttig1 (p<0,0001),
25 mM deney grubunda istatistiksel bir degisiklik olmadigi gozlenmistir (Grafik 3.25, 3.27).

Gen ifadeleri ile ilgili literatiirde yer alan ¢alismalar bizim ¢alismamizin sonuglarini
destekler niteliktedir. Ornegin piring ile yapilan bir ¢alismada bitkiler 42°C (yiiksek) sicakliga
maruz birakilmis ve APX mRNA seviyeleri incelenmis ve APX mRNA seviyesinin kontrole
gore arttig1 rapor edilmistir (Sato vd., 2001: 5). Kedi otu ile yapilan bir ¢alismada bitkiler 38°C
sicaklikta yetistirilmis ve gen ifadeleri incelenmistir. Yiiksek sicaklifa maruz birakilan
orneklerin SOD ve CAT gen ifadelerinin kontrole gore 6nemli 6l¢ilide arttig1 belirtilmistir (zhao,
2014). Kabak ile yapilan bir ¢alismada bitkiler 30°C, 37°C ve 42°C’de yetistirilmistir. Yiiksek
sicaklik uygulamasinda FeSOD, MnSOD, APX2, CAT1 ve CAT3 izoformlarmin ifadesinin
kontrole gore arttig1 bildirilmistir. SOD, APX ve CAT’a ait gen ifadelerinin kok ve govde
arasindaki farkli mRNA diizeyleri, bitki dokularinda gen ifadelerinin farklilik gosterebilecegini
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ortaya koymaktadir (Ara vd., 2013: 17). Deniz ¢ayir1 bitkisi ile yapilan bir ¢alismada, bitkiler
yiiksek sicaklik (41,5°C) stresine maruz birakilmistir. Yiiksek sicaklik stresinin bitkilere ait
SOD, CAT ve APX gen ifadesini kontrole gére 6nemli dlgiide arttirdigi belirtilmistir (Purnama
vd., 2019: 120). Titiin bitkisiyle yapilan bir ¢alismada yiiksek sicaklik stresinin NtSOD1 ve
NtCAT1 ifadelerini kontrole gére 6nemli 6l¢iide arttirdigi bildirilmistir (Dai vd., 2020: 8). Arpa
ile yapilan bir ¢alismada ise kuraklik stresinin SOD, CAT ve APX ifadesini kontrole gére 6nemli
oOl¢iide artirdigi rapor edilmistir (Harb vd., 2015: 114). Bugday bitkisiyle yapilan bir ¢alismada,
kisa siireli ozmotik stres uygulanmasi sonucunda CAT ekspresyonunun 1 saatlik stresten sonra
onemli dlciide arttigi, 3 ve 6 saatlik stresten sonra sabit kaldigi, APX ekspresyonunun ise dnce
arttigi, sonra azaldigi rapor edilmistir (Dudziak vd., 2019: 5). Kanola bitkisiyle yapilan bir
calismada bitkiler kuraklik stresine maruz birakilmistir. Bitkilerin APX ve CAT gen ifadesinin
hem orta dereceli hem yiiksek dereceli streste kontrole gore arttigi bildirilmistir (Hosseini vd.,
2015: 418). iki farkli gesit salkimotu bitkisiyle yapilan bir baska ¢alismada ise kuraklik stresinin
hem Midnight hem de Brilliant ¢esidinde Cyt Cu/ZnSOD, Chl Cu/ZnSOD ve APX gen
ifadelerini kontrole gore énemli 6l¢iide arttirdigi rapor edilmistir (Xu vd., 2011: 253).

Calismamizda yiiksek sicaklik ve iki farkli borik asit uygulamasinin kombine etkileri
40°C’de yetistirilen bitki ornekleri kendi i¢inde karsilastirilarak belirlenmistir. 5. uygulama
deney gruplardan 10 mM ve 25 mM borik asit konsantrasyonlarinin her ikisinin de koklerdeki
SOD-Mn (sirastyla p<0,01; p<0,0001) ve APX (sirasiyla p<0,01; p<0,0001) gen ifadesinin
kontrole gore arttig1 belirlenmistir (Grafik 3.22, 3.34). CAT gen ifadesinde ise 10 mM borik asit
deney grubunda istatistiksel bir degisim olmadigi, 25 mM deney grubunun CAT gen ifadesinin
ise kontrole gore 6nemli Olglide arttigi gozlenmistir (Grafik 3.30). 10. uygulama 40°C’de
yetistirilen tiim deney gruplarindan saglikli kok ornekleri elde edilemediginden qRT-PZR’de
SOD-Cu/Zn, SOD-Mn, CAT ve APX gen ifadesine ait veri bulunmamaktadir. SOD-Fe ise
cogunlukla kloroplastlarda bulundugundan ¢alismamizda bitki koklerinde SOD-Fe ifadesine

yer verilmemistir.

5. uygulama deney gruplardan 10 mM ve 25 mM borik asit konsantrasyonlarina ait
yapraklarin her ikisinde de SOD-Fe (p<0,0001) ve CAT (p<0,0001) gen ifadelerinin kontrole
gore onemli Olgiide azaldigr belirlenmistir (Grafik 3.26, 3.32). APX gen ifadesinde 10 mM
deney gruplarinin yapraklarinda istatistiksel olarak 6nemli bir degisim olmadigi, 25 mM borik
asit deney grubunun ifadesinde ise kontrole gore onemli dlgiide bir azalma (p<0,01) oldugu

gozlenmistir (Grafik 3.36). 5. uygulama deney gruplarinin yapraklarinin SOD-Mn ve SOD-
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Cu/Zn gen ifadesinde ise her iki deney grubunda da istatistiksel olarak 6nemli bir degisim elde

edilmemistir (Grafik 3.24, 3.28).

10. uygulama deney gruplardan 10 mM ve 25 mM borik asit konsantrasyonlarina ait
yapraklarin SOD-Mn (p<0,0001) ve APX (sirasiyla p<0,01; p<0,05) gen ifadesi her iki deney
grubunda da Onemli Olgiide arttigi belirlenmistir (Grafik 3.25, 3.37). 10. uygulama
yapraklarinin SOD-Fe ve CAT gen ifadesinin 10 mM deney grubunda kontrole gore arttig
(p<0,0001), 25 mM deney grubunda ise istatistiksel bir degisim olmadig1 gozlenmistir (Grafik
3.27, 3.33). SOD-Cu/Zn gen ifadesinin ise 10 mM borik asit deney grubunda kontrole goére
onemli Ol¢iide artt1g1(p<0,0001), 25 mM borik asit deney grubunda kontrole gore 6nemli ol¢iide
azaldig1 (p<0,05) belirlenmistir (Grafik 3.29).

Her ne kadar literatiirde farkli abiyotik streslerin sinerjistik etkileri ¢alisilmis olsa da
borik asit ve yliksek sicaklik stresinin kombine etkisini ortaya koyan bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Bu baglamda abiyotik streslerin kombine etkileri iizerine giincel literatiirde
yer alan calismalar ise sonuclarimizi desteklemektedir. Ornegin domates ile yapilan bir
caligsmada yiiksek sicaklik ve kuraklik stresi tek basina ve birlikte uygulanarak SOD ve APX
ifadesine etkisi incelenmistir. SOD ve APX ifadesinin yiiksek sicaklik ve kurakligin birlikte
uygulandigi durumda tek uygulandiklart duruma gore 6nemli 6l¢iide arttigi bildirilmistir (Raja
vd., 2020: 208). Domatesle yapilan bir bagka ¢alismada, tuz ve kuraklik stresi kosullar1 altinda
SISOD genlerinin farkli ifade modelleri gozlenmistir. Tuz uygulamasi sirasinda dort SISOD
geninin (SISOD2, SISOD 5, SISOD 6 ve SISOD 8) ifadesinin azaldig1, kuraklik uygulamasinda
ise yanit olarak bu dort gene ait ifadenin arttig1 belirtilmistir. Bu durumda, domateslerdeki farkli
SOD genlerinin, farkli ¢evresel streslerin neden oldugu ROS'u ortadan kaldirmada farkli roller
oynayabilecegini One siiriilmiistiir (Feng vd., 2016: 9). Domatesle yapilan bir c¢alismada,
bitkilere ayr1 ayr1 tuz ve ozmatik stres uygulanmis ve SOD ekspresyon seviyeleri incelenmistir.
Tuz stresinde, 100 mM NaCl uygulamasimin bitkilerin SOD gen ifadesinde 24. saate kadar
istatistiksel olarak onemli bir degisim olmadigi, 24. saatte gen ifadesinin 6nemli dlgiide arttig
bildirilmistir. 150 mM NaCl uygulamasinin SOD gen ifadesini once azalttig1 sonra arttirdigi
daha sonra tekrar azalttigi bildirilmistir. Ozmatik stres durumunda ise 100 mM PEG
uygulamasinin SOD gen ifadesini arttirdigi, 150 mM PEG uygulamasinin ise SOD gen ifadesini
azalttig1 rapor edilmistir (Aydin vd., 2014: 94).

Son yillarda, kiiresel iklim degisikligi sebebiyle, bitkiler ani ve yiiksek sicakliga oldugu

kadar soguk stresine de maruz kalmaktadirlar. Soguk stresi hiicrelere zarar veren ve bitki
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biiylimesini sinirlayan ciddi bir ¢evresel strestir. Bitkiler diger stres faktorlerinde oldugu gibi
diisiik sicakligin etkilerini bertaraf edebilmek i¢in bir¢ok enzimatik olmayan ve enzimatik
savunma sistemi de dahil olmak iizere karmasik bir antioksidan ROS temizleme sistemi

olusturmustur (Sato et al., 2001: 148; Zhou et al., 2019: 9; Fan et al., 2014: 5).

Diisiik sicaklikta borik asit uygulamasimin etkileri 15°C’deki deney gruplarimiz ile
kontrol sicakligi olan 25°C’deki deney gruplarimizi karsilastirilarak ortaya konmustur. 5.
uygulama deney gruplarindan her iki borik asit konsantrasyonuna ait koklerde SOD-Mn ve APX
gen ifadesindeki degisimin 10 mM deney grubunda istatistiksel olarak 6nemli olmadigi, 25 mM
deney grubunda ise SOD-Mn gen ifadesinin nemli olgiide azalirken (p<0,01), APX gen
ifadesinin ise 6nemli dlgiide arttigi (p<0,0001) belirlenmistir (Grafik 3.22, 3.34). 5. uygulama
deney gruplarimin kdklerinde CAT gen ifadesinin 10 mM deney grubunda 6nemli 6l¢iide arttigi
(p<0,0001), 25 mM deney grubunda ise 6nemli 6lglide azaldigi (p<0,0001) gozlenmistir (Grafik
3.30).

10. uygulama deney gruplarindan sadece 10 mM borik asit uygulanan kok 6rneklerinin
SOD-Mn ve APX gen ifadesi 25°C’deki deney grubuna gére 6nemli 6lgiide artmis (p<0,0001),
CAT gen ifadesinde ise 25°C’deki deney grubuna gore istatistiksel olarak dnemli bir degisim
olmadig1 belirlenmistir (Grafik 3.23, 3.31, 3.37). 10. uygulama 25°C’de yetistirilen ve 25 mM
borik asit uygulanan deney grubundan saglikli kok ornekleri elde edilemediginden qRT-
PZR’de SOD-Cu/Zn, SOD-Mn, CAT ve APX gen ifadesine ait veri bulunmamaktadir. SOD-Fe
ise ¢ogunlukla kloroplastlarda bulundugundan c¢alismamizda bitki koklerinde SOD-Fe

ifadesine yer verilmemistir.

5. uygulamada 10 mM ve 25 mM borik asit konsantrasyonlarina ait yapraklarin her iki
deney grubunda da SOD-Mn (p<0,0001), SOD-Cu/Zn (sirasiyla p<0,05; p<0,0001), CAT
(p<0,0001) ve APX (p<0,0001) gen ifadelerinin 25°C’deki deney grubuna gore azaldig: tespit
edilmistir (Grafik 3.24, 3.28, 3.32, 3.36). Yapraklardaki SOD-Fe gen ifadesinin ise her iki
deney grubunda da 25°C’deki deney grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli olgiide arttigi
(p<0,0001) belirlenmistir (Grafik 3.26).

10. uygulamada 10 mM ve 25 mM borik asit konsantrasyonlarina ait yapraklarin her iki
deney grubunda da SOD-Mn (sirasiyla p<0,01 ve p<0,0001) ve SOD-Cu/Zn (p<0,0001) gen
ifadesinin 25°C’deki deney grubuna gore onemli 6l¢iide azaldigi goézlenmistir (Grafik 3.25,
3.29). 10. uygulama yaprak orneklerinin APX gen ifadesi 10 mM deney grubunda énemli 6l¢iide
arttig, 25 mM’da ise Onemli Olciide azaldigi belirlenmistir (Grafik 3.37). Ayni deney
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gruplarinin SOD-Fe gen ifadesinde hem 10 mM hem 25 mM borik asit deney grubu CAT 'da
ise sadece 10 mM deney grubunda 25°C’ye gore istatistiksel olarak onemli bir degisim
olmadigi, ancak 25 mM deney grubu CAT gen ifadesinin 25°C’deki deney grubuna gore dnemli
bir azalmanin oldugu belirlenmistir (Grafik 3.27, 3.33).

Literatiirde ¢alismamiza benzer arastirmalar bulunmaktadir. Piring ile yapilan bir
calismada bitkiler 5°C’ye maruz birakilmig ve bitkilerin APX mRNA seviyesinin kontrole gore
azaldig1 rapor edilmistir (Sato vd., 2001: 148). Bermuda ¢imi ile yapilan bir ¢alismada, bitkiler
4°C’ye maruz birakilmislardir. Diisiik sicaklik stresine sahip bitkilerin MNnSOD, Cu/ZnSOD ve
APX ifadelerinin uygulama siiresi olan 72 saat boyunca 6nemli olgiide arttigi, CAT ifadesinin
ise uygulama siiresince azaldigi belirtilmistir (Fan vd., 2014: 5). Cay bitkisiyle yapilan bir
calismada diisiik sicaklik stresine sahip bitkilerin CsSOD genlerine ait 10 iiyenin 6nemli 6lgiide
indiiklendigi veya baskilandigi bildirilmistir. CSFSD2'nin baskilanarak 48 saatte ifadesinin en
diisiik seviyeye ulastigi, diger 9 CsSOD gen ekspresyonun ise farkli zamanlarda indiiklendigi
ve ifadesinin en iist seviyeye ¢iktigi belirtilmistir (Zhou vd., 2019: 14).

Calismamizda dusiik sicaklik ve iki farkli borik asit uygulamasinin kombine etkileri
15°C’de yetistirilen bitki 6rnekleri kendi i¢inde karsilastirilarak belirlenmistir. 5. uygulamada
10 mM ve 25 mM borik asit konsantrasyonlarina ait koklerin SOD-Mn gen ifadesinin 10 mM
deney grubunda kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli bir degisim olmadig1 gozlenirken, 25
mM deney grubunun gen ifadesinin kontrole gore oOnemli Ol¢iide azaldigi (p<0,01)
belirlenmistir (Grafik 3.22). 5. uygulama kok 6rneklerinin CAT (p<0,0001) ve APX (p<0,01)
gen ifadesinin 10 mM deney grubunda kontrole gore 6nemli dlgiide arttig tespit edilmistir. 25
mM deney grubunda ise CAT (p<0,01) ifadesinin énemli Sl¢iide azaldigi, APX (p<0,0001)
ifadesinin ise 6nemli dlgiide arttig1 belirlenmistir (Grafik 3.30, 3.36).

10. uygulama deney gruplardan 10 mM ve 25 mM borik asit konsantrasyonlarina ait
koklerin SOD-Mn ve CAT gen ifadesinin 10 mM deney grubunda kontrole gore arttigi
(p<0,0001), 25 mM deney grubunda ise azaldigi (p<0,0001) gozlenmistir (Grafik 3.23, 3.31).
10. uygulama kok APX gen ifadesinin ise hem 10 mM hem de 25 mM borik asit deney grubunda
onemli Olglide arttig1 (p<0,0001) belirlenmistir (Grafik 3.37). SOD-Fe ise c¢ogunlukla
kloroplastlarda bulundugundan ¢alismamizda bitki koklerinde SOD-Fe ifadesine yer

verilmemistir.

5. uygulamada 10 mM ve 25 mM borik asit konsantrasyonlarina ait yapraklarin SOD-
Mn (p<0,0001), CAT (p<0,0001) ve APX (sirastyla p<0,05; p<0,01) gen ifadesinin her iki deney
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grubunda da kontrole gore onemli lgiide azaldig: tespit edilmistir (Grafik 3.24, 3.32, 3.36).
Yapraklarin 5. uygulamadaki SOD-Fe gen ifadesinin 10 mM deney grubunda kontrole gore
arttig1 (p<0,01), 25 mM deney grubunun ise kontrole gore azaldig1 (p<0,0001) belirlenmistir
(Grafik 3.26). 5. uygulama yaprak 6rneklerinin SOD-Cu/Zn gen ifadesinde ise 10 mM ve 25
mM deney gruplarinda kontrole gore istatistiksel olarak bir degisim olmadig1 gozlenmistir
(Grafik 3.28).

10. uygulama deney gruplardan 10 mM ve 25 mM borik asit konsantrasyonlarina ait
yapraklarin SOD-Mn (sirastyla p<0,01; p<0,0001), ve SOD-Fe (sirasiyla p<0,01; p<0,05) gen
ifadesinin her iki deney grubunda da kontrole gore 6nemli dl¢lide azaldig1 gézlenmistir (Grafik
3.25, 3.27). Yapraklarin 5. uygulamadaki SOD-Cu/Zn gen ifadesinin 10 mM deney grubunda
kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli bir degisim olmadigi, 25 mM deney grubunun ise
kontrole gore 6nemli dl¢iide azaldigi (p<0,01) belirlenmistir (Grafik 3.29). 5. uygulama yaprak
orneklerinin CAT ve APX gen ifadesinde ise 10 mM ve 25 mM deney gruplarinda kontrole gore
istatistiksel olarak bir degisim olmadig1 gézlenmistir (Grafik 3.33, 3.37).

Bermuda ¢imi ile yapilan bir ¢alismada bitkilere soguk ve tuz stresi uygulanmis ve hem
oksidatif hem de ozmotik strese duyarli genler aragtirillmistir. Tuz ve soguk stresi uygulanan
bitkilerin SOD ifadesinin arttig1, tuz stresi uygulamasinda 12. saatte en {ist seviyeye ulastigi,
soguk stresi uygulamasinda ise 24. saatte en iist seviyeye ulastigi bildirilmistir. SOD ifadesinin
en Ust seviyeye ulastiktan sonra inhibe oldugu, stres devam ettik¢e ifadesinin diistiigli rapor
edilmistir. Her ti¢ uygulamada da (soguk, tuz ve soguk-tuz) CAT geni ifadesinin arttigi ve
transkript seviyesinin, diger iki uygulamaya kiyasla kombine stres uygulamasinda daha diisiik
bir seviyeye sahip oldugu bildirilmistir (Liu vd., 2016: 8). Salatalik ile yapilan bir ¢alismada,
bitkiler 0, 3, 6, 12 ve 24 saat boyunca ayr1 ayri yiiksek sicaklik, diisiik sicaklik, PEG ve NaCl
streslerine maruz birakilmiglardir. Strese maruz kaldiklar1 siire boyunca genlerin ifade
modelleri degisiklik gosterse de genel olarak uygulanan tiim streslerde CsCSD1, CsCSD2,
CsCSD3, CsCSD4, CsCSD5, CsMSD, CsFSD1 ve CsFSD2 gen ifadelerinin kontrole gore arttigi
belirtilmistir (Zhou vd., 2017: 9).

3.3. Oneriler

Son yillarda tiim diinyay1 etkisi altinda birakan ve 6nemli bir ekolojik sorun haline gelen
kiiresel 1sinma nedeni ile tiim canlilar gibi bitkiler de farkli sicakliklara maruz kalmaktadir.
Ozellikle sicaklik artis1 ayn1 zamanda kuraklik ve tuzluluk streslerine de yol agmakta; bdylece

bitkilerin optimum yasam kosullari olumsuz etkilenerek metabolik olaylarda degisikliklere
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sebep olmaktadir. Bitki besin elementleri igerisinde bor elementi bitkilerin en fazla tepki
gosterdigi metal olmayan tek mikro besin elementidir. Bitkide bircok metabolik olayda rolii
oldugu diisiiniilen ancak heniiz bu rolleri tam olarak aydinlatilmamis olan bor elementinin

bitkide farkli konsantrasyonlarda farkli etkiler yarattigi bilinmektedir.

Literatiirde yapilan diger ¢aligmalar g6z oOniinde bulunduruldugunda birgok bitki
tiiriinde sadece sicaklik stresi veya sadece borun etkisinin belirlendigi aragtirmalar mevcuttur.
Ancak sicaklik ve borun birlikte etkisinin ortaya kondugu g¢alismalara rastlanmamistir. Bu
baglamda c¢aligmamizda literatiirden farkli olarak hem farkli sicakliklarin hem bor
uygulamasinin hem de sicaklik ve borun kombine etkisinin ekolojik parametreler, antioksidan
enzimler ve bu enzimlerin mRNA seviyesinde meydana getirdigi degisiklikler belirlenmistir.
Calismamiz kontrol sicakligi olan 25°C’de artan borik asit konsantrasyonu ile birlikte kok ve
yapraklara ait ekolojik parametrelerde azalma oldugunu gosterirken, antioksidan enzim
aktivitelerinde ve bu enzimlerin mRNA seviyelerinde ise artis meydana geldigini ve dolayisi
ile yiiksek borik asit uygulamasinin olusturdugu stres ile bitki gelisiminin olumsuz etkiledigini
ve bu strese tepki olarak antioksidan enzim aktivitelerinin ve gen ifadelerinin arttigini ortaya
koymaktadir. Ayrica uzun siireli maruziyet olan 10. uygulamada kok 6rneklerinde antioksidan
enzim seviyesi artarken yaprak orneklerinde azalmasi; mRNA seviyesinin kdk orneklerinde
azalirken yaprak orneklerinde artmasi borik asidin 6nce kokleri, olduk¢a 6nemli derecede, daha
sonra ise yapraklari etkilediginin bir gostergesidir. Ayrica bitkinin bor stresini 10. uygulamada,
5. uygulamaya kiyasla daha fazla tolere edememesi bor uygulamasi arttik¢a etkisinin de daha

fazla arttiginm1 gostermektedir.

Yiiksek sicaklik olan 40°C ile birlikte bor uygulanan bitki 6rneklerinin ekolojik
parametrelerinde 6nemli bir azalmanin oldugu belirlenmistir. Literatiirdeki bilgiler birden fazla
abiyotik strese maruz kalan bitkilerin bu kosullara daha zor adapte oldugunu ve bitki
gelisiminin bu durumdan daha fazla etkilendigini bildirmektedir. Calismamiz da bu durumu
dogrular niteliktedir. Ozellikle uzun siireli borik asite maruziyette antioksidan enzim aktiviteleri
ve mRNA seviyelerinin hem kok hem de yaprak 6rneklerinde artmis olmasi 25°C’ye gore her
iki stres faktOriiniin sinerjistik bir etki yarattigini agik bir sekilde ortaya koymustur. Boylece
bitkinin iki abiyotik stresle basa ¢ikabilmek i¢in daha fazla efor sarf ettigi, yliksek sicaklikta
25°C’ye kiyasla bitki gelisimindeki azalmanin daha fazla oldugu hatta bitki 6rneklerinin

kuruyarak 61diigii tespit edilmistir.
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Calismamizin en ilging sonuglarina 15°C’deki kok ve yaprak 6rneklerinde rastlanmaistir.
Bu sonuglar mevcut bilgilerden farkli oldugundan literatiire 6nemli bir katki sunmaktadir.
Calismamizda disiik sicakligi temsilen belirlenen 15°C’de bor uygulanan O6rneklerde
literatiirde yer alan diisiik sicaklikla ilgili ¢alismalarin aksine kok ve govdeye ait ekolojik
parametrelerin olumlu etkilendigi ve artis gosterdigi belirlenmistir. Antioksidan enzim
aktiviteleri ve bu enzimlerin gen ckspresyon seviyeleri kokte artig gosterirken yaprak
orneklerinde azalmistir. Antioksidan enzim seviyesindeki ve bu enzimlerin ekspresyon
miktarindaki artis strese bagl olarak ROS’larin koklerde arttigini ancak bitkinin bununla bag
edebildigini gostermektedir. Ciinkii bu stres durumu yapraklarda goriillmemis ve koklerde tolere
edilmistir. Yapraklardaki antioksidan enzim seviyeleri ve ekspresyon miktarlarindaki azalma,
uygulanan borik asidin 15°C’deki yaprak orneklerinde ROS miktarlarinin etkilenmedigini
gostermektedir. Enteresan bir sekilde diisiik sicaklikta yiiksek borik asit uygulamasinin
biiyiimeyi olumlu etkiledigi yiiksek bor konsantrasyonuna ragmen yapraklarda herhangi bir
stres olusturmadigi tespit edilmistir. Bundan sonra yapilacak olan ¢aligmalarda borun diisiik
sicaklikta bitkiler tizerinde neden olumlu bir etki yarattig1 ve borun yiiksek sicaklikta bitkide

olusturdugu zararin mekanizmasi arastirilmalidir.

Bu tez calismasi ile aycicegi bitkisinde gelisimin temel parametreleri olan ekolojik
ozellikler ile 6nemli antioksidan enzimlerin hem enzim aktiviteleri hem gen ekspresyon
seviyeleri belirlenmistir. Sicaklik ve borun ayr1 ayr1 ve kombine etkisinin aragtirilmis olmasi
bu calismay1 literatiirdeki diger calismalardan farkli kilmaktadir. Tiim sonuglarin yani sira
ozellikle diisiik sicaklik ve borun kombine etkisinde elde edilen sonuglar literatiire 6nemli
katkilar sunmaktadir. Elde edilen tiim sonuglar giin gegtikge dnem kazanan sicaklik stresi ile
bitki metabolizmasindaki gorevleri heniiz cevaplanmamais olan borun hem ayr1 hem de kombine
etkilerinin aydinlatilacagi yeni ¢alismalara 151k tutacaktir. Bu baglamda kiiresel 1sinma ile
olusacak sicaklik degisimi ile birlikte topraktaki bor disindaki diger besin elementlerinin
eksikliginin ya da fazlaligimin bitkiler tizerindeki etkisi yeni ¢alismalarin konusu olmalidir.
Boylece degisen sicakliklar s6z konusu oldugunda hangi toprak cesitlerinden nasil verim
alinacag1 ve hangi tip topraklarin hangi bitki tiirleri i¢in daha iyi bir yetisme ortami olacagi
tespit edilmelidir. Ayrica bir uzun giin bitkisi olan ay¢iceginin yillik ortalama sicakligin diigiik

oldugu bolgelerde yetistirilebilmesi i¢in topraga bor ilave edilmesi 6nerilebilir.
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EK-1

Aycicegi bitkisine ait deney gruplarinin ekolojik verileri

Borik
Kok Govde " . Govde Govde Kok Govde Asit
Uzunluk Uzunluk AISOI; Eas f?kllium Yas Kuru Biyokiitle | Biyokiitle | Tolerans
(cm) (cm) guhik (g) | ABUK @) | 450k o) | Ak () | (@/ha) (g/ha) indeksi
(BTI)
Kontrol | 21,25+0,35 | 26,53+0,32 | 1,21+0,02 | 0,08+0,01 | 1,38+0,001 | 0,19+0,003 | 24261+572 | 59920+336 1
25°C |10 mM | 16,25+0,71 | 22,38+0,18 | 0,61+£0,01 | 0,030,002 ] 0,51+0,001 | 0,14+0,03 | 197061335 | 35238+0,0 0,70
25 mM 10,84+0,23 | 20,58+0,11 | 0,49+0,005 | 0,030,002 | 0,29+0,01 | 0,09+0,01 | 10896662 | 29396+67 0,60
Kontrol | 16,15+0,42 | 16,88+0,11 | 0,95+0,004 | 0,05+0,04 | 1,92+0,07 | 0,13+0,01 8650+112 | 43095+2357 1
15°C | 10 mM 14,50+0,14 | 18,43+0,32 0,73£0,1 ] 0,04+0,002 | 2,38+0,02 ] 0,21+0,002 | 12436+101 | 76476538 0,55
25 mM 14,33+0,04 | 23,30+0,28 0,46+0,1 ] 0,03+0,001 | 3,11+0,09 | 0,29+0,002 | 124361717 | 86420+£1447 0,46
Kontrol | 15,83+0,18 | 22,68+0,18 | 0,73+0,04 | 0,05+0,004 | 1,60+0,03 ] 0,13+0,002 | 15293+123 | 62230+774 1
40°C | 10 mM 10,63+0,18 | 21,26+0,13 | 0,36+0,01 |} 0,030,001 | 0,29+0,01 ] 0,08+0,006 | 9555+179 | 43388+505 0,71
25 mM 7,98+0,11 16,59+0,41 | 0,210,001 | 0,01+0,001 | 0,11+0,004 ] 0,07+0,003 3706+56 252534336 0,50

orT
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Kok orneklerine ait antioksidan enzim aktiviteleri

EK-2

Kok antioksidan enzim aktiviteleri (5. uygulama)

Kok antioksidan enzim aktiviteleri (10. uygulama)

oo imyon | CAT WMo [ Apxuma) [ 40 200 | caT uimg) | Apx Uimg

Kontrol 1,24+1,24 0,011+0,001 | 0,012+0,003 69,69+1,71 0,032+0,001 | 0,06+0,007

25°C |10 mM 58,46+1,80 0,011£0,001 | 0,016+0,008 73,84+0,56 0,023+0,001 | 0,070,000
25 mM 65,612,91 0,013+0,001 | 0,011+0,003 85,800,09 0,022::0,002 0,10£0,01
Kontrol 64,53+0,42 0,008+0,001 | 0,065+0,000 68,070,25 0,018+0,001 | 0,070,007

15°C 110 mm 76,54+0,35 0,009+0,001 | 0,08+0,002 73,51+1,75 0,019+0,001 | 0,06+0,000
25 mM 103,34+0,42 0,010::0,001 0,10+0,01 79,26+1,02 0,021+0,001 | 0,08+0,007
Kontrol 97,49+0,74 0,015+0,001 | 0,073+0,000 54,58+0,62 0,023+0,001 | 0,030,000

40°C 110 mM 91,93+0,18 0,025+0,001 0,100,002 67,590,092 0,041+0,001 0,03+0,000
25 mM 97,00+0,97 0,046=+0,002 0,124+0,004 70,83+1,20 0,045+0,004 0,050,000




EK-3

Yaprak orneklerine ait antioksidan enzim aktiviteleri

Yaprak antioksidan enzim aktiviteleri (5. uygulama) | Yaprak antioksidan enzim aktiviteleri (10. uygulama)
o insh?b[i)syon) CAT (Uimg) | APX (UImg) | o insh?b[i)syon) CAT (Uimg) | APX (Uimg)
Kontrol 93,89+0,83 0,052+0,002 0,058+0,002 95,98+0,18 0,048+0,002 0,661+0,009
25°C |10 mM 93,37+0,09 0,042+0,001 0,081+0,001 88,90+0,42 0,034+0,001 0,109+0,001
25 mM 98,11+0,42 0,028+0,001 0,049+0,001 84,42+1,20 0,013+0,003 0,223+0,006
Kontrol 103,40+0,14 0,031£0,002 | 0,050+0,001 101,18+0,14 0,025+0,001 | 0,099:+0,004
15°C | 10 mm 103,40+0,05 0,027+0,000 0,045+0,001 102,16+0,32 0,016+0,001 0,119+0,000
25 mM 100,26+0,04 0,025+0,001 0,034+0,002 99,87+0,14 0,035+0,001 0,107+0,000
Kontrol 102,37+0,25 0,025+0,001 | 0,069+0,001 101,14+0,09 0,023+0,001 | 0,180+0,004
40°C 110 mM 100,39+0,14 0,016+0,001 0,026+0,002 97,42+0,18 0,027+0,002 0,047+0,001
25 mM 99,94+0,13 0,026+0,001 0,036+0,003 93,44+2,49 0,020+0,000 0,040+0,001

474"




EK-4

Kok orneklerine ait antioksidan enzimlerin gen ifade seviyeleri

Kok antioksidan enzimlerin gen ifade seviyeleri

(5. uygulama)

Kok antioksidan enzimlerin gen ifade seviyeleri

(10. uygulama)

SOD-Mn (kat) CAT (kat) APX (kat) SOD-Mn (kat) CAT (kat) APX (kat)
Kontrol 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
25°C |10 mMm 1,21+0,08 1,25+0,003 1,62+0,04 0,78+0,08 1,68+0,19 1,06+0,04
25 mM 1,64+0,11 1,42+40,03 1,30+0,14 - - -
Kontrol 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
15°C | 10 mMm 1,184+0,03 3,91+0,28 1,50+0,12 1,32+0,05 1,82+0,049 2,11+0,28
25 MM 1,27+0,04 0,45+0,071 2,05+0,07 0,360,004 0,18+0,001 4,53+0,33
Kontrol 1,00 1,00 1,00 - ] ]
40°C |10 mm 1,44+0,11 0,78+0,11 1,41+0,12 - - -
25 mM 2,16+0,11 1,96+0,02 3,94+0,04 - - -

evt




EK-5

Yaprak orneklerine ait antioksidan enzimlerin gen ifade seviyeleri

Yaprak antioksidan enzimlerin gen ifade seviyeleri

(5. uygulama)

Yaprak antioksidan enzimlerin gen ifade seviyeleri

(10. uygulama)

SOD- SOD-
(S&;‘M” S(()kg't)':e cuzn | CAT (kat) | APX (kat) S?E{;t'\)"” S(()k[;'t)':e cuizn | CAT (kat) | APX (kat)
(kat) (kat)
Kontrol | 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
25°C [10mm [ 0,920,014 | 0,240,057 | 2,720,184 | 0,96:0,013 | 1,670,049 | 1,06:0,085 | 0,770,028 | 3,25:0,14 | 0,840,033 | 0,940,064
25mM | 0,610,011 | 0,020,001 | 13,54+2,40 | 0,7920,054 | 1,52£0,020 | 1,320,085 | 0,220,006 | 14.1220,02 | 10.2421,52 | 6,35£0,009
Kontrol | 1,00 1,00 1.00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
15°C [ 10mMm | 0,340,106 | 1,13+0,064 | 0,39+0,007 | 0,520,021 | 0,89+0,021 | 0,70+0,028 | 0,3120.016 | 0,300,07 | 0,16:0,028 | 1,170,057
25mM | 0.21£0,014 | 0,730,000 | 0,0820.007 | 0,1520,071 | 0,760,057 | 0,20%0.121 | 0,370,099 | 0,0620.01 | 0,200,014 | 0,89£127
Kontrol | 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
40°C [ 10 mMm [0,9120.007 | 0,040,000 | 0,060,007 | 0,030,002 | 0,98+0,035 | 1,68+0.066 | 7.25+0.530 | 10,64-0.89 | 46,85:0.46 | 1,420,071
25mM | 1,090,014 | 0,080,028 | 0,260,008 | 0,2020,051 | 0,7620,092 | 2,520,085 | 0,610,142 | 0,1920,02 | 1,5020,03 | 1,2020,141
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