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OZET

Bu calismada, Bor (B) stresine karsi dayaniklilik diizeyini tespit etmek igin;
fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisinin ticari magnum ¢esidine 0, 7,5, 15, 30, 60, 120,
250, 500, 1000 ppm B uygulamasinin olusturdugu toksisite stresinin biiyiime
parametreleri (kok ve govde), bagil su igerigi, toplam klorofil miktar1 ve siiperoksit
dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (AP), katalaz (CAT) gibi antioksidant enzim
aktiviteleri tizerine etkileri karsilastirmali olarak incelenmistir.

Fasulye bitkisinin magnum c¢esidinde B toksisitesi; etkisini oncelikle arastirma
bitkilerinin yapraklarinda nekrotik bolgelerin olusumuyla gdstermis, daha sonra da kok
ve govde gelisiminin etkilendigi gériilmiistiir. Yapilan analizlere gore B toksisitesinin
etkileri; yaprakta morfolojik bozukluklar, yas ve kuru agirliklarda azalma, kok ve govde
boyunda kisalmalar, ¢imlenme yiizdesi diismesi, bagil su igeriklerinde artis, terleme
miktarinda azalma, protein miktarinda artis ve antioksidan enzimlerden SOD ve APX
enzimlerinin aktivitelerinde 6nce artis daha sonra azalis, CAT enzim aktivitesinde
azalma goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Fasulye (Phaseolus vulgaris L.), klorofil, Bor kirliligi, Bor
toksisitesi, SOD, CAT, APX,
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EXAMINING THE EFFECTS OF BORON POLLUTION ON
BEAN (Phaseolus vulgaris L.) PLANT THROUGH PHYSIOLOGICAL
AND BIOCHEMICAL ANALYSIS
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M. S. Thesis - Biology
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ABSTRACT

In this study, the application of 0, 7.5, 15, 30, 60, 120, 250, 500, 1000 ppm
Boron toxicity stress on type of commercial magnum of the beans (Phaseolus vulgaris
L.) plant was comparatively examined in terms of antioxidant enzyme activities such as
growth parameters (root and stock), relative water content, the total amount of
chlorophyll and activities of superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX),
catalase (CAT) in order to determine resistance degrees of it to the stress of boron.

B toxicity on type of magnum of bean plant; the impact has firstly showed on the
leaves of research plant by the formation of necrotic areas, and then it has been
observed that the root and stock development has been influenced. According to
analysis, the effects of boron toxicity were leaf morphological abnormalities, reduction
in fresh and dry weights, root and shortening in root and stock length, germination
percentage decline, a decrease in the amount of perspiration, increased leaf water
potential, an increase in the amount of protein and before increase and then decrease of
SOD and APX enzymes activities from the antioxidant enzymes, decreased CAT
enzyme activities.

Keywords: Bean (Phaseolus vulgaris L.), Boron pollution, Boron toxicity, SOD, CAT, APX,

Chlorophyll
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BOLUM-1

GIRIS
1.1  Amac¢ ve Kapsam

Toprakta bulunan Bor (B) miktar1 topragin Ozelliklerine bagl olarak
degismekte ve toprak tuzlulugu, sodyum ve organik madde miktarlarindaki artislar

elverigli bor miktarinin da topraktaki diizeyini artirmaktadir (Gezgin, ve ark., 2001).

B’un bitkiler i¢in en ideal ve toksik diizeyleri birbirine yakin oldugundan
bitkilerin B toksititesi ve etkinligini ayarlamak ¢ok gligtiir. Bu sebeple bitkilerde
eksikligi ve toksitite belirtileri en fazla goriilen mikro elementtir (Sakal ve Singh, 1985;

Goldberg, 1997).

G0l veya sel alanlarindaki birikintilerde, denizlerde olusan tortul kayaglarda ve
deniz balciklarinda daha fazla oranda B bulunmaktadir (Ermis, 2002). Yarikurak ve
kurak bdolgelerde fazla miktarda B iceren sularm sulama suyu olarak kullanilmasi
topraktaki B fazlaliginin diger bir nedenidir. Kirletilmis sular, B maden
isletmelerinden ¢ikan atiklar ve ugucu kiiller topraktaki B fazlaligina neden olan diger
kaynaklardir. Giibrelemenin normalden fazla uygulandigi tarim alanlarindaki

topraklarda da B artabilmektedir (Nable ve ark., 1997).

B mineralinin sulama sularindaki miktarinin az oldugu bilinmektedir. Buna
ragmen B bilesiklerinin suda kolayca ¢6ziindiigii diistintildiglinde B endiistri atiklarinin
cevreye verdikleri zararin etkileri anlasilacaktir. B bilesikleri sulama sulariyla topraga

ve sulara gecerek burada agir metallerle bilesik yapip zararlarmi artirmaktadir

(Boncukguoglu, 2003 )



B mineralinin fizyolojik ve biyokimyasal etkilerinin anlasilmas1 amaciyla yapilan
calismalar 1927 yilinda baslamaktadir. Bitkilerde hiicre duvari yapisina katilmasi
lizerine yapilan caligmalarin yani sira ¢igeklenmede, polen ¢imlenmesinde, mey
olgunlagsmasinda, azot ve karbonhidrat metabolizmalarina katilmasinda, niikleik asu,
pektin ve ATP sentezlerinde rol almasinda, hormon hareket ve etkinliginde yer aldigi
gorilmistiir. Ayrica kok biiylimesi, hiicre boliinmesi, iletken dokularmn korunmasi,
tohum uyku halinin ve bitki-su iligkilerinin diizenlenmesi, diger elementler tizerinde
diizenleyici etkilerinin olmasi gibi pek c¢ok yapisal, fizyolojik ve metabolik
fonksiyonlarda rol aldigi yoniinde ¢alismalar da bulunmaktadir (Marchner, 1995;
Blevins ve Lukaszewski, 1998).

Biiylime ve gelismedeki rolii net olarak bilinmemektedir. Daha ¢ok B’un hiicre
duvar yapisini koruyucu etkisi olabilecegi, zar fonksiyonundaki etkisi iizerinde

durulmaktadir (Bray ve ark., 2000).

Bitkide bor alimi arttiginda gévdeden yapraklarin en ug¢ kisimlarina dogru bir
tasima olur. Ciinkli transpirasyonun sonlandigi nokta yapraklar olup en fazla B
birikmesi burada gorilmektedir. Yapraklardan geriye gidildikge B orani diiser.
Bitkilerde goriilen en belirgin etkiler yash yaprak uglarinda ve yaprak kenarlarinda
yaniklar ve nekrotik, klorotik beneklerdir (Nable ve ark., 1997). B toksisitesinin
bitkide iiriin kaybina ve ¢ok yiiksek B seviyelerinde bitki 6liimlerine sebep oldugu
bildirilmistir (Khan ve ark., 1999).

Olusabilecek bir stres durumunda bitkilerde biyokimyasal ve fizyolojik olarak
birgok degisik tepkiler olusturularak stresin iistesinden gelinmeye ¢alisilmaktadir.

Bitkide olusan stres faktorleri bazi tepkilere neden olmaktadir (Bray ve ark., 2000).

Canhlarda biyolojik sistemlerin normal gelisimini engelleme yoniinde olusan
olumsuz bir kuvvet veya etkiye "Biyolojik stres" denir. Stres iki kisimda
incelenmektedir. Diger organizmalarin zararli etkisiyle olusan strese "Biyotik stres";
cevrenin fiziksel ve kimyasal etkileriyle meydana gelen strese de "Abiyotik stres”

denir. Abiyotik stres olan B stresi ile karsi karsiya kalan bitkilerde olumsuz degisimler



goriiliir. Baz1 bitki tiir ve ¢esitleri az diizeyde etkilenirken bazi tiirler ise Oliimciil

diizeyde zarar gormektedir (Bray ve ark., 2000).

Bitkiler stres faktorlerinin azaltilmasi1 veya Onlenmesiyle stresten
korunurlar. Bitkide stres goriildiigiinde bazi yapida bazi degisiklikler olur.
Bitkilerde strese tolerans mekanizmasi; doku ile organel seviyesinde ve molekiiler
olarak gergeklesir ve meydana gelen stres etkisinin azaltilmasini veya tolere edilmesini
icermektedir (Edreva, 1988). Bitkiler yaprak ayasi kalinligi, stoma biyikligi ve
siklig1, kiitikulanin kalinligint degistirerek strese tepki gosterirler (Acar, 1999).

Stres altindaki bitkilerde artan diizeylerde sentezlenen serbest radikaller hiicrelere
zarar vermekte, Ozellikle yavaslama siirecindeki fotosentezin hizin1 daha da
disirmektedir. Sentezlenen serbest oksijen radikalleri, protein membran lipitleri ve

niikleik asitler ile klorofil gibi hiicre komponentlerini de bozmaktadir (Davies, 1987)

Temel enerji iiretimi molekiiler oksijenin suya indirgenmesiyle gerceklesir.
Oksijenin indirgemesinde sorun yasanirsa biyolojik molekiilleri okside edebilen
aktif oksijen tiirleri meydana gelir (Segkin 2005). Aktif oksijen tiirleri “Siiperoksit
(O2) radikalleri, hidrojen peroksit (H20,), hidroksil radikalleri (OH"), tek degerlikli
oksijen (O2)” kloroplast, mitokondri ve peroksizomlarda gergeklesen oksidatif
reaksiyonlarla meydana gelir. Stresin olmadigi durumlarda bitkilerde bulunan
antioksidant savunma sistemleri, aktif oksijen tiirlerine karsi gerekli korumayi
gerceklestirmektedir (Cakmak, Strbac ve Marschner 1993). Stres kosullarinda aktif
oksijen tiirevlerinin arttig1 tespit edilmistir (Sairam ve Srivastava, 2002). Bitki
yapisinda dogal yollarla olusan aktif oksijen tiirevleri stresinde etkisiyle koruyucu
mekanizmalarin yeterli olamadigi durumlarda hiicre yap1 ve islevleri zarar gérmektedir
(Demiral, 2003).

Bitkiler abiyotik stres durumunda aktif oksijeni uzaklagtiran enzim
aktivitelerini arttirirlar. Enzim aktivitilerinin yiikselisi sonucunda enzimlere ait
proteinlerin ve mRNA'larin miktarlar1 da artar (Satoh ve Murata, 1998). Bitkiler
icerdikleri antioksidant enzimler sayesinde farkli cevresel streslere karsi cevap ve

tolerans saglamaktadirlar (Bor, Ozdemir ve Tiirkan, 2003; Tiirkan ve Demiral, 2004)



Bitkiler stres kosullarinda aktif oksijen tiirleriyle antioksidant enzimler ve gesitli
antioksidantlar meydana getirerek miicadele ederler. Antioksidantlar; aksorbat
peroksidaz (APX) , katalaz (CAT) , glutasyon rediiktaz (GR), siiperoksit dismutaz
(SOD), peroksidaz (POX) olarak siralanabilir. (Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Stiperoksit radikalleri cok kararsiz yapidadir. Siiperoksit radikalleri hiicre iginde
bulunan Fe** ve Cu?* iyonlarimi indirgeyip daha kararli olurlar. Tilakoid zarinda bulunan
bir metalloenzim olan siiperoksit dismutaz, siiperoksit radikallerinin, H,O, ve O, ye
donlistimiinii gergeklestiren antioksidant savunma sisteminin 6nemli bir enzimidir.
(Bowler ve ark., 1992).A¢iga ¢ikan hidrojen peroksit peroksidaz, katalaz ve askorbat-
glutasyon dongiisii enzimleriyle etkisiz hale getirilir (Fridowich, 1998).

Ulkemizin 3.5 milyon ha tarim arazisine sahip olan Orta-Giiney Anadolu bolgesi
(Konya, Afyon, Karaman, Aksaray, Nigde, Nevsehir ve Kayseri) tarim topraklarindan
alman oOrneklerde yapilan analiz sonuglarina gore topraklarin elverisli B miktarinin
0,01-63,9 mg kg™ arasinda degistigi, %26,6'snda B'ca yetersiz (<0,5 mg kg™?) ve
%18'ininde ise B’ca toksik (>3,0 mg kg?) diizeyde olduklar: bulunmustur (DPT.,
2002).

Orta Anadolu basta olmak iizere kurak-yar1 kurak bolgelerde B toksisite yaygin
goriilmekte ve bu nedenle bu bolgelerde yetistirilen iirlinlerde ciddi {iiriin kayiplari
olmaktadir. Ayrica jeotermal amagl kuyulardan ¢ikan atiklarin yer alt1 ve yer iistli su
kaynaklarinda ve boraks isletmelerinin bulundugu bélgelerde B konsantrasyonu yiiksek
olmakta ve sulama agisindan riskli sonuglar dogurabilmektedir. Sindirgi, Bigadi¢ ve
Balikesir ovalarmi sulayan Simav ¢ay1 etrafta bulunan boraks madenlerince birakilan
atiklarla B miktar1 yiikkselmis olup genis bir alanda B kirliligi goriilmektedir (Ural,
1995)

Fasulye Tiirkiye’ de nohut ve mercimekle birlikte en fazla iiretimi yapilan baklagil
bitkisi olup agirlikli olarak bodur fasulye olmak iizere yillik yaklasik 162 000 ha alanda
250 000 ton fasulye iiretilmekte ve dekara ortalama 154 kg verim almmaktadir. Ekim

alanlar1 diistiniildiigiinde Orta Anadolu Bolgesi 57 305 ha ve %31,8’lik pay ile en fazla



fasulye ekim alanina, tiretimde ise 108 424 ton ve %43,3’likk pay ile yaklasik yarisina
sahiptir (Cift¢i, 2004).

Calismamizda Orta Anadolu Bolgesinde en fazla yetistirilen baklagillerden fasulye
(Phaseolus vulgaris L.) bitkisinin bolgede iiretimi yapilan magnum ¢esidi iizerinde
olusan B toksisitesinin etkilerini fizyolojik ve biyokimyasal olarak inceledik. Kontrol
grubu ve 7,5, 15, 30, 60, 120, 250, 500, 1000 ppm B uygulanarak yaptigimiz
calismamizda bitkilerin tohumlarinin ¢imlenme yiizdeleri, kok ve gdvde uzunluklari,
bagil su igerikleri, klorofil miktari, protein miktari, antioksidan enzim aktiviteleri (APX,

CAT, SOD) incelenmistir.

1.2 Bor elementi

Bor saf element olarak ilk kez 1808 yilinda Fransiz kimyager J.L. Gay-Lussac ve
Baron L.J. Thenard ile Ingiliz kimyager H. Davy tarafindan elde edilmistir Yiiksek
safliktaki B, ancak bromit veya klorit formlarinin tantalyum flamenti araciligiyla
hidrojen ile reaksiyona sokularak elde edilmektedir. Bor ismi B’un tuzu olan borakstan

tiretilmistir (http://www.etimaden.gov.tr 2011).

Tablo 1.1 Bor Elementinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Atom agirhga : 10.811 + 0.005 g/mol
Kaynama noktasi: 2500° C
Yogunlugu : 2.34 g /cm’
Oksidasyon sayisi : 3
Elektronegatifligi : 2.0

Iyonlagma enerjisi : 191 k cal /g atom
Sertligi : 9.3 Mohs

Atom yarigapi : 0.98

Fusion Isis1 : 5.3 kcal/gatom
Buharlasma Isis1 : 128 k cal / g atom
Kristal Yapasi : Hexagonal
Erime Isis1 : 2200 °C




B, dogada °B (%18,98) ve 'B (%81,02) olmak iizere iki kararli izotop halinde
bulunmaktadir. Yerkabugunun yaklagik % 0,001'lik bir kismini olusturan B, element
halde iken amorf veya kristal yapida, suda c¢oziinmeyen, kahverengimsi-siyah
renginde ve toz seklinde olup normal sicakliklarda olduk¢a kararlhidir. Oksijene
egilimi olduk¢a fazla olan bir elementtir. Yeryiiziinde oksijen bilesikleri seklinde,
daha ¢ok da Ca ve Na boratlar halinde bulunurlar. En sik rastlanan B bilesigi;
borik oksit (B203) ve borakstir (Na;B4O7 -10H,0) (Adriano, 1986). B tabiatta
hi¢bir zaman serbest halde bulunmamaktadir. Dogada yaklasik 230 ¢esit B minerali

oldugu bilinmektedir (www.boren.gov.tr).

Topraktaki ¢oziinebilir B'un ¢ogunlugunu borik asit (H3BOj3) olusturmaktadir.
Borik asit, topraklarin ¢ogunda goriilen pH sinirlan i¢inde dissosiye olmadigi i¢in,
toprak kolloidlerine baglanamaz ve hizla yikanarak topragin alt horizonlarina dogru
inmektedir. Kurak bolge topraklarinda B, {ist toprak horizonlarinda birikir ve toksik

konsantrasyon degerlerine kadar ¢ikar (Bosgelmez ve ark., 2001).

Sekil 1.1 Bor Elementinin Kristal Yapis1



B, periyodik sistemde B simgesi ile gosterilen I1I-A Grubuna ait, atom numarasi
5, atom agirhigi 10,81 olan, bitki besleyici elementler iginde metal olmayan tek
elementtir (Bosgelmez ve ark., 2001). Elementler i¢inde 51. yaygin element olan B
yeryiiziinde toprakta, kayalarda ve suda yaygin olarak bulunan bir elementtir. Deniz
suyunda 0,5-9,6 ppm, tathi sularda 0,001-1,5 ppm ve topraktaki B igerigi genelde

ortalama 10-20 ppm, sinirlan igindedir.

Yiiksek konsantrasyonda ve ekonomik diizeydeki B kaynaklari B'un oksijenle
baglanmis bilesikleri olarak daha cok Tiirkiye ve Amerika'nin kurak volkanik ve
hidrotermal aktivitelerinin yiiksek oldugu bdlgelerde bulunmaktadir (Ediz ve Ozday,
2001).Dogada ¢ok sayida B bilesigi bulunmasina ragmen endiistriyel aolarak tinkal,
boraks, kolemanit, ileksit, kernit, probertit, boraks dekahidrat, boraks pentahidrat, susuz
boraks, borik asit, sodyum perborat ve hidroborasit onemli B bilesikleridir. B

madeninin degeri icerdigi boroksit (B2O3) miktari ile dl¢tilmektedir.

Tablo 1.2 Bor ve Tiirevlerinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri (WHO, 1998)

o Boraks Penta _
Bor Borik asit Boraks _ Bor oksit
Hidrat
Molekiil
B HsBO; Na,B,0;.10H,0 [ Na,B;0O;5H,0 B,O3
Formiilii
Mol. Agirlig
10,81 61,83 381,43 291,35 69,62
(g/mol)
Bor
, 100 17,48 11,34 14,85 31,06
[cerigi(%)
o ) Beyaz veya Beyaz veya Beyaz veya Beyaz veya
Fiziksel Siyah ) _ _ _
] Renkli Renkli Renkli Renkli
Sekli Kristal S S S
Kristalimsi Kristalimsi Kristalimsi Graniiler
Erime
2300 171 > 62 <200 -
Noktasi




Cesitli endiistri dallarinda kullanilan B; fiberglas, tip uygulamalar1 ve eczacilik
maddeleri, niikleer reaktorlerde koruyucu olarak, suni giibre yapimi, fotografcilik, cam
ve emaye gibi bazi sektorlerde baglica temel hammaddeyi olusturmaktadir. Boraks ve
borik asit gibi, basta en ¢ok bilinenleri olmak iizere, birgcok formda kullanilabilen B,
cok yonlii ve yararli bilesikler olusturmaktadir. S6z konusu bilesiklerin baslica
ozellikleri ise kuvvetli lehimlemede, kaynak islerinde, siirtiinmelerin azaltilmasinda ve
aritma islemlerinde biiyiik avantajlar saglamalaridir. Boraks ve borik asit, bakterileri
oldiirticii niteligi, su icinde kolay eriyebilmesi ve milkemmel su yumusatici
ozellikleriyle sabunlarda, temizleyicilerde, deterjanlarda, ¢ok cesitli ilaglarm yapiminda,
tekstilde kullanilan boyalarinin  yapiminda, c¢esitli malzemelerin uzun siire

korunmasinda ve tarim sanayinde ¢ok yaygin kullanim alanlarina sahiptirler.
Borik asit birgok mineralin bilesiminde mevcuttur ancak, ekonomik olarak en
onemli bilesikleri boraks, kolemanit ve iileksittir. Diinya B gereksiniminin biiylik bir

kismi bu ii¢ bilesik tarafindan karsilanmaktadir.

Tablo 1.3 Ticari Oneme Sahip Baz1 B Mineralleri, B Icerikleri ve Bulundugu Yerler

Mineral Formiilii % B,0O3; Bulundugu yer

Boraks (Tinkal) Na;B,07;.10H,0 36,6 Kirka, Emet,
Bigadi¢,A.B.D

Kernit(Razorit) Na,B407.H,0 51,0 Kirka, A.B.D.,
Arjantin

Uleksit NaCaBs0,.8H,O 43,0 Bigadig, Kirka, Emet,
Arjantin

Propertit NaCaBs0y.5H,0 49,6 Kestelek, Emet, A.B.D

Kolemanit CayBs01:.5H,0 50,8 Emet, Bigadig,
Kiigtikler, A.B.D

Pandermit(Priseit) Ca;B10049.7H,O 49,8 Sultangayir, Bigadig

Borasit MgsB7015ClI 62,2 Almanya

Szaybelit MgBO,(OH) 41,4 B.D.T.

Hidroborasit CaMgB0;:.6H20 50,5 Emet




Diinya borat iiretiminin %901t Amerika Birlesik Devletleri ve Tiirkiye tarafindan
gerceklestirilmektedir. Diinyada bilinen B  yataklarinin  %70'i  Tirkiye'de
bulunmaktadir (Helvaci, 2004).

Tirkiye'nin borat yataklar1 Marmara Denizi'nin glineyinde 300 km. dogu-bati,
150 km. Kkuzey-giiney yonlerinde uzanan bir alanda, Bati Anadolu'da goriiliir. Esas
olarak Bigadi¢, Kestelek, Sultancayir, Emet ve Kirka yurdumuzun baslica borat
alanlaridirlar (Kistler and Helvaci, 2004).

Tirkiye’de bilinen baslica borat yataklar1 Bati Anadolu’da yer almakta ve bu
yataklar diinya rezervinin % 60-70’ ine sahip bulunmaktadir. Tiirkiye rezervlerinin
% 37’si Bigadig, % 34> ii Emet, % 28 ‘i1 Kirka ve %1’ 1 Kestelek bdlgesinde

bulunmaktadir.

Tablo 1.4 Diinya B Rezervinin Ulkelere Gére Dagilimi (Garett, 1998; Roskil, 1999;
Kalafatoglu ve Ors, 2000)

% %
. Goriiniir Muhtemel Toplam
Ulke ] Goriiniir _ Toplam
milyon ton _ milyon ton  milyon ton )
miktar miktar
Tiirkiye 375 66.3 483 858 58.2
ABD 60 10.6 149 209 14.2
Kazakistan 54 9.5 82 136 9.2
Rusya 28 5.0 112 140 9.5
Cin 27 4.8 9 36 2.4
Diger 22 3.9 74 96 6.5
Toplam 566 100 909 1475 100

B, yeralt1 suyunda dogal olarak, yiizey sularmda endiistriyel kirletici olarak veya
tarimsal ylizey akislarin ve clirliyen bitki materyallerinin bir iirlinii olarak bulunabilir
(Provin ve Pitt, 2002). Deniz kokenli tortul kayalarda, deniz balgiklarinda, gol veya sel
alanlarindaki birikintilerde daha fazla oranda B bulunmaktadir (Ermis, 2002). Kurak ve

yar1 kurak bolgelerde yiiksek miktarda B igeren sularin, sulama suyu olarak kullanilmasi
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topraktaki B fazlaliginin diger bir nedenidir. Giibrelemenin normalden fazla uygulandigi
tarim alanlarindaki topraklarda da B artabilmektedir. Kirletilmis sular, B
maden isletmelerinden ¢ikan atiklar ve ugucu kiiller topraktaki B fazlaligina neden
olan diger kaynaklardir (Nable ve ark., 1997).

Son 60 yil icinde 80'den fazla iilke topraklarmin B minerali bakimindan fakir
oldugu bu nedenle giiniimiizde yilda yaklagik 15 milyon ha alana B uygulamasinin
yapildig1 bilinmektedir. B mineralinin yagmurla beraber B(OH)s seklinde topraklardan
hizlica uzaklagsmasi toprakta B eksikligine sebep olan faktdrlerden en Onemlisidir.
Ozellikle kalkerli topraklarda toprak pH'nin artmasima bagli olarak B(OH),'iin olusmasi
ve sonu¢ olarak topraktaki B miktarinin azalmasi diger bir etmendir. B eksikligi;
kumlu ve c¢akilli topraklarda da B'un yagmurlarla akip gitmesi sonucu meydana
gelmektedir. Killi topraklar B mineralini absorbe ettikleri i¢in ve kuru topraklarda su

azligindan dolay1 B miktar1 azalabilmektedir (Shorrocks, 1997).

Orta-Giiney Anadolu tarim bolgesinde 1999 yilindan beri arastirma yapan DPT
(Devlet Planlama Teskilat1) toprak analizleri ve farklh iirtinlere B uygulamasi olarak

yaptig1 aragtirmalarin sonuglari harita tizerinde goriilmektedir

1997-2002
"~ |%13.8 Toksisite

IGDE

%A4.0 Toksisite
9%36.0 Noksanlik

1800 ornek analizine gore
Toplam ekilebilir alan: 3.5 Milyon ha
Iiler Toksisite ortalamasi: %18.0

/,(“‘_,}-.s./—ﬁ ‘—"'*’"’/’I—/\'
filer Noksanlik ortalamas:: %27.0

<)
ZS;\" TURKIYE \
v ’-//-—/‘)
r\//\,(:;/\-/

~—

0 20 40 60 80 100
ey —

Sekil 1.2 Orta ve Giiney Anadolu Bélgesi Illeri Topraklarmin Genel B Haritasi
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Ulkemizin 3,5 milyon ha tarim arazisine sahip olan Orta-Giiney Anadolu bdlgesi
(Konya, Afyon, Karaman, Aksaray, Nigde, Nevsehir ve Kayseri) tarim topraklarindan
aliman orneklerde yapilan analiz sonuclarina gore topraklarin elverisli B miktarinin
0,01-63,9 mg kg™ arasinda degistigi, %26,6’smnda B’ca yetersiz (<0,5 mg kg?) ve
%18'inde ise B’ca toksik (>3,0 mg kg') diizeyde olduklar1 bulunmustur.
Topraklarin elverisli bor miktarinin toprak 6zelliklerine bagli olarak degistigi ve
ozellikle toprak tuzlulugu, sodyum ve organik madde miktar1 arttikga elverisli bor

miktarmnin da ¢ok dnemli diizeyde arttig1 belirlenmistir (Gezgin ve ark., 2002).

1.3 Canlilarda B ve Etkileri

Insan viicuduna besinler, solunum ve deri yoluyla aliman B’un %90-95 kadar1 24
saat igerisinde herhangi bir degisiklige ugramadan idrarla viicuttan atilmaktadir; ancak
cok az bir kismui sag, kemik, tirnak, karaciger ve dalakta birikmektedir (Greenwood,
1975). Metabolizmaya alinan yiiksek miktardaki B; karaciger, bobrek ve merkezi sinir
sisteminde anormalliklere,  kusma, ishal, bas donmesi, zehirlenme ve deride
dokiintiilere neden olmaktadir (Sayli, 2000).

B’un zehir etkisinin diisiik oldugu yapilan arastirmalarla ortaya konusmustur.
Cocuklarda 15-30 g boraks veya 2-5 g borik asit dogrudan alindig1 zaman havale, koma
ve beyin zar1 iltihabi yetiskinlerde ise bas agrisi, ishal, kusma gibi zehirlenme belirtileri

goriilebilmektedir (Cantiirk, 2002).

Uygun dozda alman B’un birgok faydasi oldugu tespit edilmistir. B; Kalsiyum, D
Vitamini ve bazi minerallerin diizenlenmesinde etkili oldugundan, kemik-kas yapisinin
korunmasi ve gliglenmesini saglamaktadir. Bununla birlikte giinliikk alman 3,25 gr B,

beyin fonksiyonlarini ve zihinsel performansini arttirmaktadir (Penland, 1994).

Hayvanlar iizerinde B’un uzun siireli etkilerinin arastirilmasi, fareler {lizerinde
gerceklestirilmistir. Bu arastirmalarin sonucuna gore, icme suyuna katilan 0,84 mg/kg
miktardaki B’un herhangi bir zararinin olmadig1 gozlenmistir. Basta lireme organlari
olmak tizere cesitli sistemler; miktarin artirilmasi ve siirecin uzatilmasi durumundan

olumsuz etkilenmislerdir. Akciger iltihabi artmis, gebelik bozulmus ve yavru zarar
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gormiistiir. Hayvanlar i¢in dldiiriicii doz, hayvan tiiriine, kilogram ve viicut agirligina
gore 1, 2, 3, 4 ve 5 g arasinda degismektedir. Farelerde 3-4 g gibi yiiksek dozlar kisa
stire icinde depresyon ve titremelere neden olup hayvani 6liime gotiirebilmektedir.

Kopeklerde ise kusma gibi belirtilerde gdzlenmistir.

Tablo 1.5 Giinliik alinmasi1 gereken B miktar1 (Priscilla, 1998).

Cocuklarda 1,5mg | Yetigkin bayanlarda 2mg

11-18 Yas Erkeklerde 2mg | Menopoz dncesi bayanlarda 3 mg

Yetiskin Erkeklerde 2mg | Hamile bayanlarda 2,5mg
Emziren bayanlarda 2,5mg

1.3.1 B ve Bitkiler

Bitkiler i¢in gerekli 16 temel mineralden biri olan B, mikrobesleyici 6zelliktedir.
B’un temel kaynagi topragin iist tabakalarindaki ¢iirtimiis bitki dokularidir. Optimum
diizeyde aliman B, koklerin biiylimesini, havadan emilen karbondioksit miktarmi ve
fotosentezi artirmaktadir. Diger yandan yiiksek dozlar1 ise bitkilerde toksik etkilere
neden olmaktadir (Garrett, 1998).

1.3.2 Bitki Metabolizmasinda Bor

Bitkiler B mineralini aktif ve pasif olarak alabilmelerine ragmen, yaygin olarak
pasif absorbsiyon yoluyla ve iyonlasmamis B(OH)3 seklinde alirlar (Nable ve ark.,
1997). B bitkiler tarafindan az da olsa, B(OH)s iyonlar1 seklinde de alinabilmektedir
(Hu ve Brown, 1997).

B, toprakta 2-200 ppm arasinda degisen miktarlarda bulunmaktadir. Bitkiler
topraktaki B’un %5’inden daha azmi kullanabilirler. Sulama suyunda ise normal
sartlarda en fazla 0,5 mg/L oraninda bulunmalidir. Hassas bitkilerde 0,5-1 mg/L,
toleranshi bitkilerde ise 4 mg/L’nin iistii toksisiteye neden olabilmektedir (Cantiirk,

2002).
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Her bitkinin ihtiya¢ duydugu B miktar1 ve bitki yapisinda bulunan B miktari
farklidir. Ornegin, B eksikligi olan topraklarda, bugdayda yapilan bir calismada 4
kgB/ha B uygulamas: ile verim Onemli oranda artmustir. Daha yiiksek B
uygulamalarinda ise verimde azalma goriilmiistiir (Giines ve ark., 2000). Tek ¢enekliler
cift geneklilerden daha az B ihtiyacit duymaktadirlar. Siit 6zsuyu sistemine sahip bitkiler

ise 6zellikle B mineraline olan gereksinimleri daha fazladir (Mengel, 1984)

Tablo 1.6 B ihtiyaglarina gore bazi bitkilerin gruplandirilmasi ve gereken B miktarinin

smir degerleri (Gezgin ve ark., 2005'ten alinmustir).

Hassas Bitkiler Yar1 Dayanikli Bitkiler Dayanikli Bitkiler
Bitki mgB/kg Bitki mgB/kg Bitki mgB/kg

Bugday 6-17 Ispanak 25 - 60 Seker pancari 35 - 200
Arpa 6-21 Biber 25-75 Elma 25 - 50

Yulaf 14-24 Domates 40 - 80 Yonca 35 - 80
Bugday(yazlik) 6-10 Marul 23 — 60 Hiyar 30- 100

Misir 5 — 25 Seftali 20 — 60 Kirmiz1 pancar 30 - 85
Soya fasulyesi 21-55 Armut 20 - 70 Kabak 25 - 75
Bezelye 30-70 Kiraz 20- 100 Lahana 25 - 75
Fasulye 25 — 80 Asma 30-60 Aycicegi 29 - 125
Cilek 23 —50 Sogan 25 - 75 Kereviz 25 - 50
Patates 21 -75 Kayis1 25 - 70 Turp 40-100

Celtik 5 -15 Havug¢ 30-100

B minerali ile yapilan bir diger caligmada ise B’un glukoprotein ve
glukolipitlerlere baglanmasinin 6nemli oldugu ileri siiriilmiistiir. Bitki hiicre zarlari
fosfolipit/glukoprotein bilesenleri galaktoz ve mannoz igeren zarda yerlesen sekerler,
borat ile kompleksler olusturma kapasitesine sahip serin ve tirozin gibi aminoasitleri
iceren cesitli hidroksilamin bilesenlerine sahiptir. Bu potansiyel durum cesitli B
baglayan molekiillerin zarmn kararliligmi, fonksiyonu ve olusumunda rol aldigini

gostermektedir (Parr ve Loghman., 1983).
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Bitkilerde primer ¢eper yapisi, hiicrenin smirmi ve seklini belirlemek i¢in biiylik
onem arz eder. Ceper gelistikce mekanik 6zelligi, bilesiminde bulunan seliilozik
polimerler, hemiseliillozik ve pektik polisakkaritlerin arasindaki ¢apraz baglarla

degistirilebilir.

B mineralinin hiicre duvarina etkisi uzun yillar arastirilmistir. Yapilan arastirmalar
gostermistir ki; B eksikligi hiicre ¢eperinin sentezi ve yapisal biitiinliigiiniin bozulmasini
takiben apikal meristemlerin biiylimelerinin durmasi, sert ve kirilgan yaprak
olusumlarma sebep olmaktadir. Ayrica olduk¢a ince ve yapist bozulmus hiicre duvari
olusumu goriilmiistiir. B mineralinin olmadig1 ortamda hiicre ¢eperinde degisimler

goriiliir ve ¢eper-zar arasinda vezikiiller olusur.

Bugdaygiller familyasinda eseysel gelisim icin gerekli B vejetatif gelisim i¢in
gerekli olan B’dan daha fazladir. Bunun sebebi ise hiicre ¢eperinin daha az B
icermesidir. Fakat eseysel gelisimdeki B miktarinin yiiksekliginin fizyolojik sebebi tam

olarak izah edilememistir.

B hidroksilce zengin sekerlere baglanabilmesinden dolay1 polen tiip duvarmin
olusumunda gerekli olabilecegi diisiinlilmektedir. Yapilan c¢alismalarda o6zellikle

cigekteki disi organ kisimlarinda B derisimi yiiksek bulunmustur (Schmacker, 1932).

Yapilan bir diger ¢alismada ise B’un seker tasmmasmi ve alinimini artirdigi
gosterilmistir yaptiklar1 ¢alismada Borik asidin elma, lahana ve turp soliisyonlarinda

fruktoz miktarin1 100 kat artirdigini tespit etmislerdir (Roush ve Gowdy., 1961).

Bor eksikliginde zar proteinlerinin aktivitesi, hiicre zarmmda madde tasinmasi ve
zar kompozisyonunda meydana gelen degisiklik iizerine ¢ok sayida calisma yapilmistir.
Misir tohumlarinin B eksikliginde ¢imlendirilmesi sonucunda fidelerde fosfat alinimi
azalmistir (Parr ve Loughman., 1983). Ayrica hiicre zarindan fosfor giris-¢ikismin B
eksikliginde azaldig1 (Goldbach ,1985) ve misir bitkisinde fosfor-rubidyum emilimi 2-4

glin i¢inde %25-54 oraninda azaldigmi belirlemistir (Robertson ve Loughman., 1974).
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Fasulye bitkisinde B eksikligine bagli olarak azalan fosfor-rubidyum emilimine
paralel olarak ATPaz azalmasi ile uyarilan potasyum iyonu aktivitesi B uygulanmasiyla
bir saat i¢inde tamamen normale donmiistiir (Pollard, Parr ve Loughman., 1977). Ayrica
domates ve havugla yapilan ¢alismalarda B’un eksikligi net H® salinimin1 3-4 saat
icinde yar1 yariya azalttigini tespit etmis ve bu durum bor ilavesi ile kisa siirede
giderilmistir (Blaser-Grill, Knoppik, ve ark., 1989; Goldbach, Hartmann ve Rotzer.,
1990).

B eksikliginin eseysel gelisime etkileri; tahillarda tohum kalitesinin azalmasi,
hardal ve domateste tomurcuklarin dokiilmesi, karnabahar bitkisinde ¢icek baslarinin
kurumasi seklindedir ( Gupta 1993). Birgok agagta cigeklenmenin erken olmasi, meyve
veriminin diismesi bugdayda ve kaba yoncada erkek organda kisirlik, misirda disi
organda kisirlik ve eseysel gelisimde diizensizlikler goriilmektedir (Vaughan, 1977;
Misra ve Patil., 1987; Dell ve Huang., 1997)

B noksanliginda, kabak bitkisinin kok uglarinda soya fasulyesinin yapraklarinda
bu dongliyii saglayan APX ve GR enzimlerinin inhibisyonuna neden olmustur. Ayrica
askorbat, glutatyon diizeyinde azalma ve yapilan ¢alismalarda B ve askorbat/glutatyon
dongiisii arasinda yakin bir iliski tespit edilmistir. (Lukaszewski ve Blevins 1996;
Cakmak ve Romheld; 1997; Liu ve Yang., 2000)

1.3.3 Borun Bitkilerde Tasinmasi

Bitki besin elementi olan B’un diisik miktarlar1 bile bitki i¢in zaral
olabilmektedir. Genel bir kural olmamakla birlikte kurak ve yar1 kurak bolgelerde tuzlu

topraklarda B fazlalig1 gériilmektedir (Sezen, 1988).

Vaskiiler bitkilerde B’un koklerden terleme etkisiyle hareket ederek, yapraklarin
biiyiime bolgelerine ulagmaktadir. Fakat burada biriken B’ un translokasyonu c¢ok fazla
degildir. *°B izotopuyla yapilan ¢alismalarda sonbahar mevsiminde meyve agaclarinda
B miktarinin zamanla arttig1 gosterilmistir. Fakat kig mevsimine dogru B kabuga dogru
yonelmistir. Ilkbaharda ise kabuktan ¢igek kisimlarina ydnelip meyve olusumunda rol

oynadigi tespit edilmistir (Hu ve ark., 1979).
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Bazi armut, elma ve erik cinslerinde B tasmimi degerlendirilmistir. Ayrica seftali
bitkisinin floeminden mannitol-B-mannitol kompleksi izole edip karakterize etmistir.

Bu ¢alismayla bitkilerde ilk B transport molekiilii izole edilmistir.

1.3.4 Bitkilerde Bor Kirliligi ve Toksisitesi

B’un bitkiler i¢in gerekli olan miktar1 ve toksik seviye arasindaki fark ¢ok diisiik
oldugu i¢in, B miktarin1 ayarlamak c¢ok zordur. Bu sebeple noksanlik ve toksisite
belirtileri en yaygin goriilen elementlerden birinin B oldugu bilinmektedir. B’un
fazlalig1r da noksanliginda oldugu gibi bitki i¢in tehlikelidir. B mineralinin sularda ve
toprakta belirli bir miktar iizerinde olmasi B toksisitesine sebep olmaktadir. (Goncti,

1982; Keren ve Bingham., 1985; Sakal ve Singh., 1985; Goldberg., 1997 )

B minerali dogal sulama sularinda az miktarda bulunmaktadir. Fakat B
bilesiklerinin suda kolayca ¢oziinebilmesinden dolayr B endiistri atiklarinin c¢evreye
olan etkileri sulama sular1 yardimiyla genis bir cografyada etkisini gostermektedir. B
bilesikleri ozellikle sulama sulariyla topraga gecerek burada agir metallerle bilesik

yaparak zararh etkilerini artirmaktadir (Boncukguoglu, 2003 ).

B’un sulama suyu ve topraktaki yiiksek dozlar1 toksisiteye sebep olmakta bu da
ciddi iiriin kayiplarina sebep olmaktadir. Ozellikle kurak-yar1 kurak bdlgelerde toksisite
daha ¢ok goriilmektedir (Staiger ve Machelet., 1984)

Sulama suyundaki B miktar1 ozellikle bitkiler i¢in 6nemli bir parametredir.
Sulama suyu ve bununla taginarak topraktaki B fazlalig1 tosisiteye sebep olmaktadir. Bu
durum bitkilerde yaprakta sararma, u¢ yanmalar1 ve yarilmalara, olgun yapraklarda ise
dokiilme ve biiylime hizinin yavaslamasi ile {iriin veriminin azalmasi gibi morfolojik
etkilere neden olmaktadwr. Ayrica yliksek B miktar1 bitkide stres mekanizmasiin
calismasi, terleme, pigment miktari, genotoksisite gibi ¢ok cesitli etkilere sebep

olmaktadir (Boncukguoglu, ve ark. 2003).
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Antioksidant savunma mekanizmasinin ilk basamagi siliperoksit dismutaz
enziminin siiperoksit radikalini oksijen ve hidrojen peroksite doniistiirmesiyle
gerceklesir. Siiperoksit dismutaz enzimi serbest oksijen radikalinin H,O, ve Oy’ ye
doniisiimiinii gergeklestiren antioksidant sisteminin en dnemli enzimi olarak kabul edilir

(Bowler ve ark.,1992).

Bundan sonraki asamada a¢iga ¢ikan hidrojen peroksit peroksidaz, katalaz ve
askorbat-glutasyon dongiisii enzimleriyle etkisiz hale getirilir (Foyer ve ark., 1994;
Fridowich, 1998)

Abiyotik
Stres
Enzimatik
{} H20 olmayan yol
O,
2 MDHA DHA
Q
9 a
“« <
H,0, AA
=
L=
¥ 0,+H,0

Sekil 1.2 Antioksidant Enzim Mekanizmasi

1.4  Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)

Tiirkiye’de nohut ve mercimekle birlikte en fazla iiretimi yapilan baklagil bitkisi
olup daha ¢ok bodur fasulye olmak iizere yillik yaklagik 162 000 ha alanda 250 000 ton
fasulye iiretilmektedir. Bir dekarda ortalama 154 kg verim alinir. Orta Anadolu Bdlgesi
57 305 ha ve %31,8’lik pay ile en fazla fasulye ekim alanin oldugu bolgedir. 108 424
ton ve %43,3’liik pay ile liretimin yaklagik yarismna sahiptir (Cift¢i, 2004). Fasulye
yetistiriciliginde Onemli bir bolge olmasma ragmen verimin diisiik oldugu

goriilmektedir. Bu durumun en 6nemli nedenlerinin basinda uygun iiretim tekniklerinin,
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bilingli giibrelemenin ve ayni zamanda fasulye tarim1 yapilan alanlarda yeterli seviyede

mikro besin elementi glibrelemesinin yapilmamasi diisiiniilebilir.

Modern tarimda basar1 bir¢ok faktdre baghdir. Bu faktorlerden en Onemlisi
kimyasal giibreler olup teknigine uygun kullanilmadig:1 takdirde bir¢ok yan etkileri
goriilmektedir. Tarimsal ve ekonomik agidan siirdiiriilebilir, yenilenebilir yeni
yontemler gelistirilmelidir. Makro ve mikro besin elementleri olmak {izere tarimda
kullanilan tiim kimyasallarin kontrolsiiz bir sekilde kullanim1 verimde biiyiik azaliglara
neden olmakla birlikte tarimsal ekosistemine de zarar vermektedir. Kimyasal giibrelerin
gereginden fazla kullanimi gidalarda yol ac¢tig1 kirliligin (nitrat ve nitrit birikimi) yani
sira, insanlarda da saglik sorunlarma yol agtigir bilinmektedir. Son yillarda yapilan
calismalarda, Diinya ve Tiirkiye topraklarinda mikro besin elementleriyle ilgili yaygin

beslenme problemlerinin oldugu ortaya konulmustur (Eyiipoglu ve ark., 1995).

Orta Anadolu tarim topraklarmim biiyiik bir kisminda ¢inko (Zn), bor (B) ve
demirin (Fe) noksanlig1 ve B toksisitesi ile bunlarin hem bitkilerde hem de besin zinciri
yoluyla insan ve hayvanlarda olumsuz etkileri ¢ok yaygin olarak goériilmektedir (Gezgin
ve ark., 2002). Yetersiz mikro element beslenmesi durumunda 6liim oranlar1 artmakta,
ozellikle ¢ocuklarda zeka gelisimi gerilemekte ve tiim giinlik yasamda verimlilik
diismektedir. Bunun yaninda ¢esitli organlarda hastaliklar da farkinda olmadigimiz
sorunlara yol agabilmektedir. Bu nedenle 6zellikle gida amagli yetistirilen triinlerin
icerik bakimindan zenginlestirilmesi amaciyla ya yeterince giibrelemenin yapilmasi ya
da topraktan daha iyi besin maddesi alip depolayabilen, ayrica giibreleme yapilmadigi
durumlarda noksanlik sartlarinda daha az verim kaybina sahip bitki genotiplerinin

secilip tohum gelistirme programlarinda kullanilmasi gerekmektedir (Cakmak, 2002;

Welch, 2002).

Tiirkiye topraklarinin besin elementlerinin alimini etkileyen yiiksek kil ve kireg
miktary, diisiik organik madde miktar1 ve yliksek pH gibi nedenlerle cogu kez
farkliliklar arz etmesi diinyada farkli sartlarda yapilan caligmalarin Tirkiye’de
kullanilabilirligini smirlamaktadir. Ulkemizde énemli bir bitkisel protein kaynagi olan

fasulye ile ilgili detayli caligmalar yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.



BOLUM-2

MATERYAL VE METOT

Bu c¢aligmada B’un bitkilerin fizyolojik ve biyokimyasal yapilarina etkisinin
kontrolii, fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisinin magnum genotipi kullanilarak
gercgeklestirildi. Caligmada B kaynagi olarak borik asit (H3BO3) kullanilda.

2.1  Bitki se¢imi

2.1.1 Phaseolus vulgaris L. Ev. Magnum

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisinin ticari bir ¢esidi olan ‘Magnum’ Orta
Anadolu Bolgesinde tarimi yapilmaktadir. Bitki tohumlar1 Altinekinli tohumculuktan
A.S firmasindan almmustir. Uzun baklal, bodur ve yliksek verime sahiptir. Baklalar1
diizgilin, yesil renkli ve kilgiksiz olup tohum yatagi belirsizdir. Tohumlar kahverengi

olup fasulye mozaik viriisiine kars1 dayaniklidir.
B uygulamalarinin bazi bodur fasulye genotiplerinin kuru madde miktari, tane
verimi ve B konsantrasyonu tizerine etkisinin yapildigi ¢alismada magnum genotipinin

B toksisitesine karsi téleransli bir genotip oldugu goriilmiistiir (Gokmen ve ark., 2005).

Tablo 2.1 Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisinin Magnum ¢esidinin fizyolojik

ozellikleri

Bitki Ozellikleri Bakla Ozellikleri

Olgunlagma o Bakla | Bakla
Bitki Bakla _ Bakla | Tohum
Zamant v Boyu (cm) Eni Dane Rengi | Rengi
apisi oyu (cm. engi | Rengi

(Giin) P (cm.) Sayis1

49 -51 | Gigla 18 - 20 1.8 6-7 Yesil | Kahverengi

19
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2.2 Borik Asitin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Petri kaplarinda yapilacak ¢imlendirmeler i¢in dncelikle stok olarak 1 M borik asit
¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu stok ¢dzeltiden seyreltme islemiyle 0, 7,5, 15, 30, 60,
120, 250, 500, 1000 ppm konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlandi. Kontrol grubu igin
ise saf su kullanildi. Toprakta yapilan ¢alismada ise 1 M borik asit ¢ozeltisi kullanilarak
lkg toprak basmna 0, 7,5, 15, 30, 60, 120, 250, 500, 1000 mg B icerecek sekilde

hazirlanan ¢ozeltiler topraga sulama suyuyla verilmistir.

2.3  Ekimi Yapilacak Tohumlarin Sterilizasyonu

Tohumlar da ekilmeden dnce sterilize edildiler. Sterilizasyon i¢in 6nce 20 dk. yar1
yaritya seyreltilmis klorak kullanilip, sonra tohumlar 3 kez distile suyla yikandilar;
ardindan 3 dk. %96°lik etil alkol kullanild1 ve tohumlar yine 3 defa distile suyla yikandi.

Tohum ekimi islemleri steril kabinde gergeklestirildi.

2.4  Tohumlarin Cimlendirilmesi

Yeterince alinan fasulye tohumlar1 her bir petri kabma 10’ar olacak sekilde 0, 7,5,
15, 30, 60, 120, 250, 500, 1000 ppm konsantrasyonlarindaki borik asit ¢ézeltileri igeren
saf su ile nemlendirilmis kurutma kagitlar1 arasinda ¢imlendirilmistir. Petri kaplarinin
icine once bir miktar pamuk, daha sonra da kuruma kagitlar1 yerlestirilip kurutma
kagitlar1 borik asit igceren su ile nemlendirildikten sonra aralarima tohumlar
yerlestirilmistir. Petri kaplarinin agizlar1 kapatilarak ¢imlenme i¢in steril olan iklim

dolabma birakildilar.
Tohumlarin ¢imlenmesi ve ¢imlenme sonrasi geng fidecikleri, biiyiime ve gelisme
sliresince % 55-60 nem, 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperyodlarda, 21+2 °C

sicaklik ile giin 15131nda yetistirilmislerdir.

2.5  Cimlenen Tohumlarda K6k Uzunluklarinin Olciilmesi
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Kontrol grubu ve her bir konsantrasyondaki petri kaplarinda ¢imlenen
tohumlardan gelisen koklerin uzunluklar1 72 saat sonra beyaz bir kagit {izerine alinip
Olgtimleri yapildi. Uzunluk 6lgiimleri her bir petri kabindaki tohumlar 6l¢iildiikten sonra
aritmetik ortalamalar1 alinip kaydedildi. Fotograf c¢ekimi i¢in kok uzunluklari

ortalamalara en yakin olan 6rnekler segildi.

2.6 Bagl Su iceriginin Ol¢iilmesi

Yeterli olgunluga ulagsmis bitkilerin her bir gruptaki bitkilerden en geng
stirgiinlerden sonra gelen lateral yapraklarinin u¢ kisimlarindan secilen yaprak ornegi
almarak yas agirliklart Ol¢iildii. 6 saat boyunca dd-H;O iginde petri kaplarinda
bekletilerek turgor haline gelmeleri saglandi. 70 C’ de 72 saat etiivde kurutulduktan
sonra kuru agirliklar saptandi. Her bir gruba ait yaprak orneklerinin bagil su igerigi

asagidaki formiile gore % olarak hesaplanmistir.

Bagil Su Igerigi (%) = [(YA - KA) / (TA - KA)]x 100

YA=Yas Agirlik
KA=Kuru Agirlik
TA=Turgorlu Agirlik

2.7  Terleme Miktarmmn Olciilmesi

Bitkiler bir hafta susuz birakildiktan sonra olgun yapraklar segilerek Steady state
porometer (LI-COR ) LI-1600 cihaziyla giin igerisinde terlemenin ve metabolizma
hizinin en fazla oldugu diisliniilen 6glen vakitinde 14.00 ile 14.30 saatleri aras1 yapilan
dlciimler kaydedilmistir. Olglimler ii¢ kez tekrarlanip degerler kaydedilip farkli B

konsantrasyonlarina bagli olusan terleme grafikleri hazirlanmistir.

2.8  Klorofil Miktan Tayini

Kontrol gurubu ve farkli B konsantrasyonlarinda yetistirilip dort hafta sonunda

hasat edilen bitkilerin yapraklarindaki fotosentetik pigment tayini (Witham, Blayles ve
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Levlin., 1971)’na gore yapilmustir. 0,1 gr taze yaprak ornegi alinip dnce 10 ml asetonda
ezilmistir. Filtre kagidindan siiziilerek elde edilen siliziintiinin hagmi 6lgiiliip
kaydedilmistir. UV spektrofotometrede klorofil a i¢in 663 nm, klorofil b i¢in 645 nm ve
toplam klorofil icin 450 nm dalga boyunda okunan degerler kaydedilmistir. Bu
absorbans degerleri daha sonra asagidaki formiiller uygulanarak bitki yaprak dokusunun
1 graminda bulunan klorofil a, klorofil b ve klorofil t miktarlar1 mg cinsinden

hesaplanmigtir.

Mg klorofil a/g doku=[12,7 (D63)- 2,69 (D45)].(\VV/1000.B)
Mg klorofil b/g doku=[22,9 (D45)- 4,68 (D63)].(\V/1000.B)
Mg klorofil t/g doku=[20,2 (D45)+8,02 (D63)].(\V/1000.B)
(D: bitki ekstraktinin belirtilen dalga boyundaki absorbans degeri, V: %80lik

asetonun son hacmi, B: ekstre edilen yaprak dokusunun g olarak taze agirligi)

2.9  Toplam Protein Tayini

Yapraklardaki ¢oziinebilen protein miktar1 (Bradford, 1976) yontemine gore
yapilmistir. Bu yontem proteine coomassie-brillant blue G-250’nin baglanmasi esasina
dayanip olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans gostermektedir.

Bitki dokular1 agirliklarmin 10 misli 0,05M fosfat tampon ¢ozeltisinde (pH=6,5)
soguk bir havanda ezilerek homojenize edilmistir. Homojenat filtre kagidinda
stiziildiikten sonra siiziintii 4500xg doniis hizinda 20 dk siire ile santrifiij edilmistir.
Tiplerden siipernatant alinip protein tayininde kullanilmistir. Standart grafik i¢in 1ml’
sinde 1 mg protein iceren standart sigir alblimin ¢6zeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100 pg protein icerecek sekilde pipetlendikten sonra saf su ile toplam
hacimleri 0,1 ml’ye tamamlanmistir. Bu tiiplere 5 ml coomassie reaktifi ilave edilip bir
vortex yardimi ile iyice karistirilmistir. Kor olarak 0,1 ml tampon ve 5 ml coomassie
reaktoriiniin karigimi kullanilmistir. Her bir numunenin spektrofotometrede 595 nm de

absorbans degerleri okunarak standart grafik ¢izilmistir.

Bitki dokularindan alman oOrnekler santrifiijlendikten sonra elde edilen

slipernatantlar benzer sekilde coomassie reaktifi ile muamele edildikten sonra 595
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nm’de absorbansi dl¢iiliip, standart grafik {izerinden protein miktarlar1 mg protein/g taze

yaprak olarak verilmistir.

2.10 Antioksidan Enzim Aktivitesi

2.10.1 Enzim Ekstratinin Hazirlanmasi

Swi-N i¢inde 1 g iyice ufalanan yaprak Ornekleri 5 ml soguk ekstraksiyon
¢ozeltisi [0,1 M Na-fosfat (pH 7,5), 0,5 mM Na-EDTA ve 1 mM askorbik asit] ile
homojenize edilmistir. Daha sonra homojenatlar 4°C’de 30 dakika 18000 g’de santiriij
edilmistir. CAT, SOD ve APX belirlenmesi i¢in ekstrakti -20°C’de bekletilmistir
(Jebara, ve ark., 2005).

2.10.2 SOD (Siiperoksit Dismutaz) Aktivite Tayini

Nitroblue tetrazolium (NBT)’un 560 nm’de indirgenmesinin engellenmesi ile
belirlenmistir. Reaksiyon ¢ozeltisi (50 mM Na-fosfat tampon ¢6zeltisi (pH 7,0), 0,1 mM
Na-EDTA, 33 mM NBT, 5 uM Riboflavin, 13 mM methionin) 2.5 ml ve 0.2 ml enzim
ekstrakti1 vorteks yardimiyla iyice c¢alkalandi. Reaksiyon 25°C’de (40 W)
75 umol m’sV’de 10 dakika bekletilerek saglanmistir. Kontrol ¢ozeltisi (enzimsiz
olarak) ayn1 siire karanlikta bekletilmistir. Kontrol ve reaksiyon ¢ozeltisi 560 nm’de
okunmustur. SOD aktivitesi birim olarak NBT nin % 50’sini indirgeyen aktivite olarak

belirlenmistir (Rahnama ve Ebrahimzadeh, 2005).

2.10.3 APX (Askorbat peroksidaz) Aktivite Tayini

Askorbat peroksidaz enzim aktivitesi askorbik asite bagli H,O;’in indirgenmesiyle
Olgtilmiistiir. Reaksiyon ¢ozeltisi igerisine 0.1 ml enzim ekstraktinin ilavesi ile reaksiyon
baslamistir. Daha sonra olusan karisimlar spektrofotometre cihazinda 290 nm’de
Ol¢timler yapilmistir. Degerlendirme, 1 g yas agirlik i¢in 1 dakika iginde absorbansdaki
degisim olarak hesaplanmistir. Reaksiyon ¢ozeltisi: 3 ml 50 mM K-fosfat tampon
¢ozeltisi (pH 7,0), 0,5 mM askorbik asit, 0,1 mM EDTA, 1,5 mM H,0O, (Sairam ve
Srivastava., 2002).
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2.10.4 CAT (Katalaz) Aktivite Tayini

Katalaz enzim aktivitesi H,O;’in kaybolmasmin izlenmesi ile belirlenmistir.
Reaksiyon ¢ozeltisi: 2,5 ml 0.05 M fosfat tampon (pH 7,0), 1,5 mM H,0; ve 0,2 ml
enzim ekstraktidir. Olusturulan karigimlar sirasiyla 240 nm’de spetrofotometre cihazina
yerlestirildi ve absorbans degerleri kaydedildi. Degerlendirme 1 g yas agirlik igin 1
dakika i¢inde absorbansdaki degisim ile hesaplanmistir (Jebara ve ark., 2005).



BOLUM-3

BULGULAR

Fasulye bitkisinin magnum c¢esidine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki B
toksisitesini fizyolojik ve biyokimyasal analizlerle incelenmistir. Calismamizda farkli
konsantrasyonlarda B minerali uygulanmistir. Kontrol grubu, 7,5, 15, 30, 60, 120, 250,
500, 1000 ppm B uygulanarak yaptigimiz calismamizda bitkinin ¢imlenmesi, kék ve
govde uzunluklari, terleme miktari, bagil su icerikleri, klorofil miktari, protein miktari,

antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, APX, CAT) incelenmistir.

3.1  Farkh Konsantrasyonlardaki B Toksisitesinin Cimlenme Uzerine Etkisi

100
Il o
75
15
53 | S P s B 30

Cimlenme Yuzdesi

Oppm 75ppm 15ppm 30ppm 60 ppm 120 ppm 250 ppm 500 ppm 1000 ppm

mg B / kg toprak

Sekil 3.1 Farkli B konsantrasyonlarinda gergeklesen ¢imlenme yiizdeleri

25
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Fasulye bitkisinin magnum c¢esidinin farkli B konsantrasyonlarinda g¢imlenme
yiizdelerini hesaplamak i¢in petri kaplarina ektigimiz tohumlar1 0, 7,5, 15, 30, 60, 120,
250, 500 ve 1000 ppm B konsantrasyonlarinda ¢imlenmeye birakip 72 saat sonra

saymmlar yapildi ve ¢imlenme yiizdeleri grafik haline getirildi. 25

Kontrol grubunu ¢imlenme yiizdesi % 75 olarak hesaplanmistir. En iyi ¢imlenme

yiizdesi % 81 ile 15 ppm degerinde goriimli

stiir. Artan konsantrasyonlardaki ¢imlenme yiizdeleri kademeli olarak diismiis ve

en diisiik deger % 8 olarak 1000 ppm’de goriilmiistiir.

1000 ppm 500 ppm 250 ppm 120 ppm 60 ppm 30 ppm 15ppm 7.5ppm O ppm

Sekil 3.2 Farkli B konsantrasyonlarmin ¢imlenme iizerine etkisi

3.2  Farkh Konsantrasyonlardaki B Toksisitesinin Kok Gelisimlerine Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda yetistirilen fasulye bitkisinin magnum c¢esidinin kok
Olgiimlerinde kok gelisimi yiiksek konsantrasyonlarda yavaglamakta oldugu grafik

yapilarak sekilde gosterilmistir.

0 ve 7,5 ppm B konsantrasyonlu petrilerdeki kdk uzunlugu en yiiksek diizeyde
olup 6,7 cm uzunlugundadir. 15 ppm de 4,35 cm olan kok uzunlugu 30 ppm de 3,9
cm’ye kadar diigmiistiir. 60 ve 120 ppm degerlerinde kok uzunluklar1 30 ppm’e yakmlik

gostermesine ragmen 250 ve 500 ppm degerlerinde kontrol grubuna goére % 20
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degerinde olmustur. K6k uzunlugu 1,40 cm olarak Olgiilmiistiir. 1000 ppm setinde

Olclim yapilamamustir.

KOK UZUNLUKLARI (cm)

Oppm 7,5ppm 15ppm 30ppm 60 ppm 120 ppm 250 ppm 500 ppm

mg B / kg Toprak

Sekil 3.3 Farkli B konsantrasyonlarmin kok gelisimine etkileri

1000 ppm 500 ppm 250 ppm 120 ppm 60 ppm 30 ppm 15ppm 7.5ppm O ppm

ety X BF 2

b l/ B\ he

Sekil 3.4 Farkli B konsantrasyonlarmin ¢imlenen tohumlar iizerine etkileri

Bitkiye farkli konsantrasyonlarda B minerali uygulandiginda kok gelisimi ile
cimlenme yiizdeleri karsilastirildiginda pozitif bir kolerasyon goriilmektedir. Cimlenme
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yiizdelerinin yiiksek oldugu 0, 7,5, 15 ppm degerlerinde ayni zamanda kok
gelisimlerininde iyi oldugu goriilmiistiir. 250 ve 500 ppm degerlerinde ise hem kok
gelisimi olumsuz etkilenmis hemde ¢imlenme yiizdeleri diisiik ¢ikmigtir

8,00 - y=-0,8077x +7,4786
R?=0,9394
7,00 -

6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00 -

kok uzunluklari

2,00 ~

1,00 -

0,00 T T T T T T T 1
75,00 78,33 81,67 71,67 58,33 48,33 41,67 23,33

¢imlenme yiizdesi

Sekil 3.5 Kok uzunlugu ve ¢imlenme yiizdesi aras1 kolerasyon grafigi

500 250 120 60 30 15 75 0
ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm

Sekil 3.6 Farkli B konsantrasyonlarinin bitki gelisimine etkileri ve yaprakta

olusturdugu hasarlar

Bitkilerin toprak tistii aksamlarmin karsilastiriimasinda en iyi gelisim gosteren 7,5
ve 15 ppm konsantrasyonlarindaki fasulyelerde goriilmiistiir. 30 ppm’den sonraki

konsantrasyonlarda yapraklarda asir1 miktarda nekrozlar goze carpmaktadir. Ve bitki
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yapraklarmi biiyiikliikleri giderek azalmakadir. En kisa gévde ve en kiiciik yapraklar
500 ppm degerinde goriilmiistiir. 1000 ppm’de ise gdvde ve yapraklar olusmamastir.

3.3  Farkh Konsantrasyonlardaki B Toksisitesinin Bagil Su Miktar1 Uzerine
Etkisi

Calismamizda kontrol grubu ve dort farkli konsantrasyonda yetistirilen fasulye
bitkilerinin olgunlasmis yapraklarindan secilerek alinan yaprak orneklerinin bagil su

miktarlar grafikte gosterilmistir.

100

I O ppm
s 7,5 ppm
15 ppm
80 EEEE 30 ppm
I 60 ppm

60 |-

40 |-

bagil su orani Yiizdesi

20

14.30

Olciim saati

Sekil 3.7 Farkli B konsantrasyonlarinin bagil su oranlarina etkisi

Kontrol grubuna gore tiim konsantrasyonlarda yaprak bagil su oranlarinmn yiiksek
oldugu goriildii (%57). Kontrol grubuna gére 7,5 ppm’de 6nemli bir artig olmamustir (%
3). 15 ppm degerinde % 10 olan bu artig 30 ppm’degerinde yine aynidir. Son olarak 60

ppm degerinde de 6nemli bir artis goriilmeyerek % 73 degerleri tespit edimistir.

3.4  Farkh Konsantrasyonlardaki B Toksisitesinin Terleme Uzerine Etkisi

Dort hafta boyunca farkli B konsantrasyonlarinda birakilan fasulye bitkilerinin

terleme Olglim sonuglar1  Sekil-3.6’da  goriilmektedir. Kontrol grubuna gore
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karsilastirildiginda 7,5 ppm’de hafif bir artis (% 3-4) goézlemlenmistir. Artan

konsantrasyon degerlerinde ise ( 15, 30, 60, ve 120 ppm) kontrol grubuna gore terleme

miktarlarinda azalma goriilmektedir.

50

I O ppm

s 7.5 ppm
40 15 ppm
I 30 ppm
I 60 ppm
N 120 ppm

30

20

Terleme miktarimmol H,0 m*?s™

10

14-30

Olgiim Saati

Sekil 3.8 Farkli B konsantrasyonlarmin terleme miktar1 iizerine etkisi

15 ppm’de %93 olan terleme (kontrol grubuna gore) 30 ppm’de % 60 seviyelerine
distiigii gorilmiistiir. 60 ppm’ de ciddi bir diislis goriilmezken son olarak 120 ppm’de

% 51 seviyesinde olmustur.

3.5  Farkh Konsantrasyonlardaki B Toksisitesinin Klorofil Miktar1 Uzerine
Etkisi

Saksilarda yetistirilen fasulyeler dort hafta sonra yeterli biiyilikliige ulagmasimnin
ardindan bitkilerin olgun yapraklarindan alman orneklerde yapilan analiz sonuglari

grafikte goriilmektedir.
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0,7

mg/g Y.A.

Klo-a Klo-b Klo-t

Pigmentler
Sekil 3.9 Farkli B konsantrasyonlarmin klorofil pigmenti miktar1 tizerine etkisi

Alman orneklerdeki klorofil a, Klorofil b ve toplam klorofil miktarlar1 sekilde
gosterilmistir. Her ti¢ durumda da klorofil miktarlarinda kontrol grubuna gére azalma
goriilmiistiir. Klorofil b miktari, klorofil a’ya goére miktarca daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Kontrol grubunda klorofil a 0,385, klorofil b ise 0,1195 mg/g Y.A. olarak
tespit edilmistir. 7,5 ppm’de ise klorofil a miktarinda kontrol grubuna oranla % 3
miktarinda bir artis tespit edilmistir. Yaklasik ayni oranlardaki artislar Klorofil b ve
klorofil t’de de goriilmiistiir. 15, 30 ve 60 ppm degerleri kontrol grubuna oranla daha
diisiik seviyede olmasina ragmen ciddi bir fark goriilmemistir. 60 ppm degerindeki
klorofil miktar oranlar1 (kontrol grubuna gore) klorofil a i¢in %87, klorofil b % 70 ve

klorofil t i¢in % 81 civarlarinda oldugu goriilmiistiir.

3.6  Farkh Konsantrasyonlardaki B Toksisitesinin Protein Miktar1 Uzerine
Etkisi

Fasulye bitkisinde yapraklarinda yapilan protein miktar analizinde kontrol grubu

yapraklarindaki protein miktar1 5,5 mg/g yas bitki seviyesinde oldugu goriilmistiir.
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onemli bir artisin olmadig1 protein miktarlar1 diger konsantrasyonlarda kontrol

gurubuna gore daha fazladir.

10

Toplam protein miktari mg/g yas agirlik

0 ppm 7,5 ppm 15 ppm 30 ppm 60 ppm 120 ppm

mg B / kg Toprak

Sekil 3.10 Farkli B konsantrasyonlarinin toplam protein miktari tizerine etkisi

Kontrol gruna gore 7,5 ppm B konsantrasyonundaki artis ¢ok onemli degildir
(% 1). 15 ppm degerindeki artis % 19 olarak goriilmekte ve protein miktar1 6,63 mg/g
yas bitki olarak ol¢tilmiistiir. 30 ppm B konsantrasyonunda ise artis % 32 seviyesinde
goriilmekte ve protein miktar1 7,38 mg/g yas oldugu gorilmiistiir. 60 ve 120 ppm B
konsantrasyonu igeren bitkilerdeprotein miktarlarinda hafif azalmalar goriilmektedir.
Kontrol grubuna gore %22 fazla olan 120 ppm de 6,84 mg/g yas bitki miktari

saptanmigtir

3.7  Farkh Konsantrasyonlardaki B Toksisitesinin SOD Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Fasulye bitkisinin magnum c¢esidinin farkli konsantrasyonlardaki SOD enzim
aktivitesi degerlerinde olusan degisimlere bakildiginda B konsantrasyon degerleri

arttikca enzim aktivite degerlerinde 7,5 ppm’de bir artiy gozlenirken, sonraki
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konsantrasyonda genel bir azalma goriilmektedir. Kontrol grubundaki aktivite seviyesi
50,16 U/mg Y.A. diizeyindedir.

60

SOD enzim aktivitesi U / mg YA

0 ppm 7,5 ppm 15 ppm 30 ppm 60 ppm

mg B/ kg Toprak

Sekil 3.11 Farkli B konsantrasyonlarinin SOD enzimi aktivitesi iizerine etkisini

7,5 ppm’de % 10 artma goriilerek aktivite diizeyi 55,43 U/mg Y.A. olarak
Olciilmiistiir. Daha sonraki konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore diisiis goriilmiistiir.
15 ppm B konsantrasyonunda % 76 olan oran son olarak 60 ppm’de % 57 seviyelerine

kadar diiserek 28 U/mg Y.A aktivite dl¢limil yapilmstir.
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3.8 Farkh Konsantrasyonlardaki B Toksisitesinin APX Aktivitesi Uzerine
Etkisi

0,6
O ppm
s 7,5 ppm
0,5 | P 15 ppm
I 30 ppm
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

O ppm 7,5 ppm 15 ppm 30 ppm 60 ppm

mg B / kg Toprak

Sekil 3.12 : Farkli B konsantrasyonlarmin APX enzimi aktivitesi tizerine etkisi

Fasulye bitkisine uygulanan farkli diizeylerdeki B konsantrasyonlarinda
yapraklarda strese karsi olusan antioksidant enzim metabolizmalarindaki degisimi
gbézlemlemek icim APX aktiviteleri incelenmis ve elde edilen sonuclar grafikte

gosterilmistir.

Kontrol grubuna goére 7,5 ppm’de % 8 seviyesinde bir artis meydana gelmistir.
Gorililen bu artisin  ardindan  tekrar aktivite miktarlarinda azalmalar dikkat
cekmektedir.15 ppm’de kontrol grubunun hafif tizerinde (% 2) goriilen aktivite degeri
30 ppm ve 60 ppm konsantrasyonlarinda kontrol grubundan daha diisiik seviyede tespit
edilmistir. 60 ppm B konsantrasyonu igeren bitkilerde aktivite seviyesi % 92 civarinda

(kontrol grubuna gdre) goriilmiistiir
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3.9  Farkh Konsantrasyonlardaki B Toksisitesinin CAT Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda borik asit uygulanan fasulye bitkisindeki katalaz
aktivitesi analizlerinde kontrol grunubundaki katalaz aktivitesinin 1,3 mmol/dk/L
degerle ve en az seviyede oldugu goriilmektedir. Artan konsantrasyonlarda katalaz

aktivitesindeki artiglar 6nemli gériilmektedir.

7.5 ppm’de kontrol grubuna gore yaklasik ik kat artigla 2,93 mmol/dk/L degeri
goriilmiistiir. 15, 30, 60, ppm degerinde saksilardaki fasulye Dbitkilerindeki katalaz
aktivitelerinin konsantrasyonla dogru orantili olarak arttigi gézlemlenmistir. 60 ppm
degerindeki artis kontrol grubunun ii¢ kati miktarinda 3,78 mmol/dk/L. olarak

hesaplanmastir.

mmol/dk/L

0 ppm 7,5 ppm 15 ppm 30 ppm 60 ppm

mg B / kg Toprak

Sekil 3.13 Farkli B konsantrasyonlarinin CAT enzimi aktivitesi iizerine etkisi



BOLUM-4

TARTISMA VE SONUC

B iizerine yapilan bir¢ok ¢alisma; B elementinin bitkiler i¢in temel elementlerden
biri oldugunu, tiirden tiire degismekle birlikte eksikligi veya fazlaligmin cesitli olumsuz
etkilere yol agtigmmi ortaya koymaktadir (Kekeg, 2010; Goldgerg, 1997). B toksisitesi
bitkide morfolojik, fizyolojik ve genotoksik gibi etkilere yol actigi goriilmiistir. B
miktarinin yliksek oldugu topraklarda yetisen bitkilerde verim disiisleri goriilmekle
birlikte,ileri B kirliligi durumunda bitkinin 6liimiine neden olabilecekleri cesitli

arastirmalarda rapor edilmistir.(Nable ve ark., 1997; Khan ve ark., 1999)

Bu calismada fasulye bitkisinde yiiksek B konsantrasyonunda meydana gelen
strese bagli ¢cimlenme ve fide gelisimi, bagil su orani 6l¢limii, terleme miktar1 6lgtimii,
Klorofil miktar1 6l¢iimii toplam protein miktar1 6lglimii ve antioksidan enzim aktivite

degisimleri (SOD APX, CAT) incelenmistir.

B toksisitesiyle ilgili misir (Giines ve ark., 2000), domates (Soy ve Giines, 2003),
bugday (Reid ve ark., 2004), asma (Giines ve ark., 2006) ¢esitli ¢alismalar yapilmustir.
Bunlara ek olarak salatalik (Alpaslan ve Giines, 2001), havug¢ (Eraslan, 2007), malta
erigi (Lopez-Gomez ve ark., 2007) ve asma (Ersoz ve ark., 2009; Giines, 2006) bitkileri
tizerinde, tuzla birlikte B stresinin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal etkileri
incelenmistir. Ayrica (Camas, 2006; Kekec ve ark., 2010) yiiksek seviyedeki B’un,
bugday bitkisinde genotoksik etkilerinin oldugu rapor etmislerdir. Yiiksek seviyedeki
B’un, bitki gelisimini yavaslattigi, kok ve govde uzunluklarinin azalttigi, kuru ve yas
agirligr disiirdiigt, yaprak deformasyonuna ve yapraklarin erken dokiilmesine neden

oldugu goriilmektedir.

36
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Yapilan ¢imlenme deneylerinde konsantrasyona bagli olarak ¢imlenme
yiizdelerinin  diistiigii tespit edilmistir. Ozellikle baslangic konsantrasyonlarmda
%85’lerde olan ¢imlenme 1000 ppm’de % 5’e kadar diismiistiir. Bu degerler daha 6nce
yapilan ¢imlenme calismalariyla paralellik gostermistir (Camas, 2006). Kok ve g 36
uzunluklar1 ¢imlenmeyle karsilastirildiginda ise yiiksek kolerasyonda goriilmel
(r=~0,92).

Terleme miktar1 ve yaprak su potansiyeli, bitkilerde, B toksisitesiyle birlikte
degisen diger unsurlardir. Glines ve ark. (2006)., asmada yliksek miktarda B aliminin
(20 ve 30 mg kg™ B) yapraklarda stoma direncini arttirdigin ortaya koymuslardir. Ayni
sekilde, B toksisitesinin mandarin bitkisinde, stoma direncini arttirdigi belirtilmistir
(Papadakis ve ark., 2004). Diger yandan Ardig (2006), B toksisitesinin nohutta, bagil su
miktarmin degistirmedigini gozlemlemistir. Bu calismalar neticesinde elde edilen
veriler, fasulye bitkisinin magnum c¢esidinde genel olarak stoma direncinin arttig1 tespit
edilmistir. Buna bagli olarak terleme miktarmin 7,5 ppm degerinde hafif bir artis
gozlenip daha sonra 120 ppm’de kontrol grubuna gore yaklasik %95 diizeyinde bir
azalis ve yaprak su potansiyelinde kontrol grubuna gére 60 ppm de %50 oraninda bir
artis goriilmektedir. Elde edilen bu sonuglar literatiir bilgileri ile karsilastirildiginda,
(Giines ve ark., 2006) ile (Papadakis ve ark., 2004)’nin yaptiklar1 ¢alismalarla
uyumluluk  gostermektedir. fakat (Ardig., 2006)’in arastirmasiyla uyumluluk

gostermemektedir.

Birgok stres faktorii klorofil miktarlarindaki 6nemli degisiklikler olusturmaktadir
(Sivritepe ve Eris, 1999; Sairam ve Saxena, 2000; Sairam ve Srivastava, 2002; Charbaji
ve Ayyoubi, 2004; Demiray ve Esiz Dereboylu, 2005; Sotiropoulos ve ark., 2006).
Havu¢ ve arpa bitkileri tiizerinde (Nable, 2004), bitkiye yiiksek oranda B
uygulanmasmin klorofil miktarma etkisi incelenmistir. Bu incelemeye gore; klorofil
miktarmin, yiiksek oranda B uygulanmasi neticesinde diistiigii gozlenmistir. Yaptigimiz
caligmada, yiiksek B uygulamasinda toplam klorofil miktarlarmda kontrol gurubuna
gore 7,5 ve 15 ppm’de artis olmasmna ragmen 60 ppm’de yaklasik % 20’lik bir diisiis
goriilmiistiir. (Nable, 2004; Demiray ve Dereboylu, 2005)’in arastirma sonuglari, bu

calismada ¢ikan sonuglarla benzerlik gostermektedir. Klorofil miktarindaki azalma artan
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reaktif oksijen tlirevlerinin  klorofilin  yapisin1  bozmasindan  kaynaklandigi

disiiniilmektedir.

Total protein miktarlar1 kontrol grubundan yliksek B konsantrasyonlarma dogru
gidildikge, 6zellikle 30 ppm’e kadar bir artis (% ~17) daha sonraki konsantrasyonlarda
ise diisiis goriilmesine ragmen bu diisiis kontrol grubundan daha asagida olmamistir. Bu
sonucun; misir bitkisinde farkli stres durumlarindaki total protein miktarini inceleyen
(Koskenoglu, 2006) ile uyumlu oldugu; ancak (Canakg¢i ve Munzuroglu, 2007)’nun
calismalari ile uyumlu olmadig1 gériilmiistiir. Protein miktarinda meydana gelen artisin
sebebi olarak stres mekanizmasinda gorevli enzimlerin ve hiicre zarindan madde

gecisini saglayan proteinlerin miktarindaki degisim olabilecegi diisiiniilmektedir.

Antioksidant savunma sistemi; enzimatik ve enzimatik olmayan savunma
mekanizmalar1 sayesinde, bitkiler i¢in toksik olan oksijen ara tiriinlerinin zararsiz hale
getirilmesinde, hiicreleri oksidatif zararlara karsi korumaktadir. Siiperoksit dismutaz
(SOD), peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT) ve glutatyon
rediiktaz (GR) enzimatik antioksidantlar olarak sayilabilirler (Halliwell ve Gutteridge,
1989; Bowler, Van Montagu ve Inze, 1992; Cakmak ve ark., 1993; Rascio ve ark.,
1994; Lopez ve ark., 1996; Renard ve Guerrier, 1997; Asada, 1999). Bu enzimlerin,
birbirinden farkli stres kosullarinda yapilan ¢alismalarda, farkli sekilde etkinlik
gosterdigi tespit edilmistir.

Giines ve ark. (2006); asma bitkisinde, deney grubu yani B uygulanan bitkilerle
kontrol grubu yani B uygulanmayan bitkileri karsilastirdiklarinda, SOD ve CAT
aktivitelerinin arttigini, APX aktivitesinin ise azalis gosterdigini belirlemislerdir. Ers6z
(2009) calismasinda, yiiksek tuz ve disiik tuzla birlikte B uyguladiginda; SOD
aktivitesinin azaldigin1 ve diisiikk tuz uygulamasi ise artis gosterdigini belirlemistir.
Gokmen (2006) domateste, uzun siireli diisiik sicaklik uygulamasi sonucunda, SOD ve
APX enzimlerinin aktivitesinin arttigini, CAT aktivitesi ise azaldigini ortaya koymustur.
Lopez-Gomez ve ark. (2007) B’un antioksidan sistemlerle birlikte tuza toleransinin
etkilerini, yenidiinya bitkisi iizerinde aragtirmiglardir. Bu arastirmaya gore, orta diizeyde
tuz uygulamasi sonucunda APX artarken, yiiksek tuzlulukta SOD aktivitesi azalmustir.

Karabal ve ark. (2003) arastirmalarinda, B uygulamasinin, B toksisitesine hassas
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Hamidiye arpa kiiltiir ¢esidinin koklerinde SOD ve CAT aktivitesini arttirdigini ortaya
koymuslardir. B'a toleransli arpa kiiltiir ¢esidi Anadolu'nun koklerinde ise; CAT’mn
arttigin;, APX’in azaldigim1 ve SOD miktarlarinda degisim olmadigini

belirlemiglerdir.

Calismamizda, fasulye bitkisinin magnum c¢esidine uyguladigimiz yiiksek
konsantrasyonlarindaki B toksisitesinde SOD aktivitesi 7,5 ppm degerinde 55,8
U/mg Yas agirlik seviyesinde goriiliirken 120 ppm’de yariya kadar diismistiir. CAT
aktivitesi tiim konsantrasyon degerlerinde kontrol grubuna gore artis goriilmiis ve
120 ppm degerinde kontrol grubuna gore dort kat artig goriilmiustiir. APX aktivitesi,
7.5 ppm’e kadar kontrol grubuna gore artig; daha sonra yiiksek konsantrasyon
degerlerindeki azalis goriilmiistiir. CAT, SOD ve APX aktivitesindeki artig (Giines
ve ark., 2006; Gokmen, 2006; Lopez-Gomez, 2007; Ersdz, 2009; Karabal, Yiicel ve
Oktem, 2003)’in yapmis oldugu ¢alismalar ile uyumluluk gdstermektedir.

Asir1 B toksisitesine bagli olarak antioksidan enzim aktivitelerinin bozulmus ya da
bir enzim inhibitériiniin aktiviteyi azaltmis olabilecegi, SOD ve APX aktivitelerindeki
yilksek konsantrasyonlardaki azalisinin nedeni olarak distiniilmektedir. SOD
aktivitelerinin yiiksek konsantrasyonlardaki azalisinin nedeni asir1 bor toksisitesine
bagl olarak antioksidan enzim aktivitelerinin bozulmus olabilece§i ya da bir enzim
inhibitoriiniin  aktiviteyi azaltmis olabilecegi diisiiniilmektedir. APX aktivitesinde
goriilen azalma yiiksek B’un glikoz 6 fosfat dehidrogenaz enzimini inhibe etmesinden
dolayt NADPH miktarinin azalmasi (Roush ve Gowdy, 1961) ile glutatyonun tekrar
indigenememesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. CAT aktivitesinde goriilen artis
ozellikle H»O, miktarindan  kaynaklanabilecegi  diisiiniilmektedir. ~ Ayrica
peroksizomlarda lokalize olmasindan dolayr CAT, diger enzimlere gore toksisiteye
bagli artan radikallerden daha az etkilendigi diisiiniilmektedir.

Sonu¢ olarak; fasulye bitkisinin magnum c¢esidinde yaptigimiz bu calismada,
yiksek B konsantrasyonlarinm bitki biliylimesini yavaslattigi, bitkide morfolojik
bozukluklara sebep oldugu, protein miktarini artirdigi, terleme miktarini azalttigi,
yaprak su potansiyelini arttirdig1, antioksidant enzim sistemini harekete gecirdigi tespit
edilmistir. Bu sonuglar gdz Oniine alinarak fasulye bitkisinde B mineralinin bitki

iizerinde fizyolojik degisimler yaptig1 bir kez daha gozlenmis ve bu degisimlere neden
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olan biyokimyasal etkilerin anlasilabilmesi {izerinde durulmustur. Calismamizin
sonucunda; fasulye bitkisinin diisiikk seviyelerden baslayarak, yliksek seviyede B
muamelesine tepki olarak SOD, APX, CAT enzimlerini aktivitelerini artirdigi
anlasilmistir. Enzim sistemlerinin harekete ge¢mesinin yaninda bitkinin su aliminin
yiiksek seviyede B’ da ne derece etkilendigi yapilan terleme ve bagil su icerigi ile analiz
edilmeye calisilmis ve sonug¢ olarak bitkinin yiiksek seviyede B’ a tepki olarak
stomalarmi kapatarak terleme oraninn azaldigi tespit edilmistir. Bitkinin terleme
oranini azaltarak, topraktan su ile birlikte ¢6ziinmiis halde aliman B mineralinin ve su
aliminin azaltilmasi ile bitkiye daha az B mineralinin girmesini saglayacak sekilde tepki
olusturdugu diistiniilmektedir. Bunun yaninda B elementinin bitkide en Onemli
fonksiyonlarindan birisi olan hiicre duvar: sertliginin yiikksek B iceren bitkilerde fazla
olmasindan yola ¢ikarak yiliksek diizeydeki B, bitkinin stoma elastikliginin azalmasina
ve terleme oranmin azalmasma neden olmaktadir. Bu c¢aligma B-hiicre duvari

iligkilerinin arastirmasina yonelik calismalara yol gosterici nitelikte olacaktir.
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