KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

BOR STRESI ALTINDAKI BUGDAY FiDELERINE DISTAN UYGULANAN
PROLININ IYILESTIRICI ETKISININ ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZi

Ahmet Gencer YEDIYILDIZ

MART 2019
TRABZON



KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIMDALI

BOR STRESI ALTINDAKI BUGDAY FiDELERINE DISTAN UYGULANAN

PROLININ IYILESTIiRiCi ETKiSININ ARASTIRILMASI

Ahmet Gencer YEDIYILDIZ

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiince “DOKTOR (BIYOLOJT)”
Unvam Verilmesi i¢cin Kabul Edilen Tezdir.

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih  :23/01/2019
Tezin Savunma Tarihi :11/03/2019

Tez Damismam : Prof. Dr. Astm KADIOGLU

Trabzon 2019



ONSOZ

“Bor Stresi Altindaki Bugday Fidelerine Distan Uygulanan Prolinin lyilestirici
Etkisinin Arastirilmas1” isimli bu c¢aliyma Karadeniz Teknik Universitesi Biyoloji
Anabilim Dalinda “Doktora Tezi” olarak hazirlanmistir.

Bu c¢alismada danigmanlhigimi iistlenen, kiymetli hocam sayin Prof. Dr. Asim
KADIOGLU na ¢ok tesekkiirler ederim.

Calismalarim boyunca daima yanimda olan sayin hocalarim ve arkadaslarim Prof Dr.
Rabiye TERZI, Dog.Dr. Neslihan SARUHAN GULER, Dog¢.Dr. Aykut SAGLAM, Dr.
Ogr. Uyesi Mehmet DEMIRALAY, Dr. Ogr. Uyesi Fuat YETISSIN, Ogr. Gér. Asiye
SEZGIN ve Cansu ALTUNTAS a tesekkiir ederim.

Tez savunma smavimda bulunarak beni onurlandiran sayin hocalarim Prof. Dr.
Okkes ATICI VE Dog. Dr. Utku AVCI’ya tesekkiir ederim.

Yasamim boyunca bana giivenen, destekleyen ve yardimlarini esirgemeyen esim
Meral YEDIYILDIZ, oglum Arda ve kizim Asya’ya ve kiymetli annem, babam ve diger

aile iiyelerime sonsuz tesekkiir ederim.

Ahmet Gencer YEDIYILDIZ
Trabzon 2019



TEZ ETIK BEYANNAMESI

Doktora Tezi olarak sundugum “Bor Stresi Altindaki Bugday Fidelerine Distan
Uygulanan Prolinin Iyilestirici Etkisinin Arastirilmas1” isimli bu ¢alismanin tamamini
damismanim  Prof. Dr. Asim KADIOGLU’nun gozetiminde tamamladigimu,
verileri/Ornekleri  kendim  topladigimi, deneyleri/analizleri 1ilgili laboratuvarlarda
yaptigimi/yaptirdigimi, baska kaynaklardan aldigim bilgileri metinde ve kaynakcada
eksiksiz olarak gosterdigimi, calisma siirecinde bilimsel arastirma ve etik kurallara uygun
olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul

ettigimi beyan ederim. 11/03/2019

Ahmet Gencer YEDIYILDIZ



ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ oot I
TEZ ETIK BEYANNAMESLL. ..ottt \%
ICINDEKILER ......cocvoviiiititeietie ettt sttt V
OZET oottt ettt bbbttt VIl
SUMMARY ettt ettt e e bt s he e e bt e e bt e et e e sab e e beeaneeene e IX
SEKILLER DIZINT ...cocviiiiiiieieiee ettt en et en et X
TABLOLAR DIZINI....ooiiiiiiiiiiiiiiiciscisiss s Wl
KISALTMALAR DIZINI ....cooiiiiiiiiiiiiiss s X1V
1. GENEL BILGILER ......coctiiiiiiiiiniiisiss ettt 1
1.1. (€215 TSP TRTPPRRPRTRPR 1
1.2 BUGAAY ..t 4
1.3. Stresin Tanimi ve Stres CeSTtIETT...uuiiiiuiiiiiiiiiie i 6
1.3.1. MEtal TOKSISIEEST ....cuviuiciiiiiciciciees s 7
1.3.2. DBdaer..... ... A0 A0 9
1.4. BItKIIEr V& BOF ... 10
1.4.1. Borun Bitkilere Alinimi ve TagInImI........ccccveiiieiiiiiiniiieeiiie e siee e 10
O O I o T Ul T3 o V- PR RPRPOPPRPIS 11
1.4.1.2. NIP Kanallarinca Kolaylagtirilmis Taginim (diflizyon) .........cccceviiiiniiinnieninnnne 12
1.4.1.3. AKEE TASIMA.....tiiiiiiiiieiie ettt sttt st e e et e ant e e sbeesnbeesbeeeneee e 14
1.5. Bor Toksisitesi Ve Bitki Cevaplart ..........ccccooeiiiriiiiiinieieesescese e 15
1.6. PIOLIN 1o 17
1.6.1. Prolin SENEZ YOIU.....ccooiiiiiieiiiieee e 18
1.6.2.  Prolin ve Stres TOIETANSI .....cciviiiiiiiieiiie ettt 19
1.6.2.1. OZMOLIK AYArTamAa ......coviiiieiii ettt 20
1.6.2.2. Dehidrasyon Esnasinda Hiicresel Yapilarin Korunmasi .........ccoceviiiiiiciinnnn, 20
1.6.2.3. REAOKS TAMPONU.....ouiiiiiiiiiiiieiie ittt b e 20
1.6.2.4. Indirgeyicilerin (Rediiktanlarm)Tasinmasi ve Depolanmast .................cccueverannen. 21
1.6.2.5. Sinyal MOIEKUITAUL ......ccveiviiiiiiiiiiicie s 21
1.6.2.6. Diger Antioksidan Molekiiller Igin ONCUAIr ...........cevivevirireiiiereieeeeieie e, 22

\%



1.6.2.7.
1.6.2.8.
1.7.
1.7.1.
1.7.2.
1.7.3.
1.8.
1.8.1.
1.8.1.1.
1.8.1.2.
1.8.1.3.
1.8.1.4.
1.8.2.
2.

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.
2.7.
2.8.
2.9.
2.9.1.
2.9.2.
2.9.3.
294.
2.10.
2.10.1.
2.10.2.
2.10.3.
2.11.
2.12.

Metal Selatorii Olarak Prolin...........cccooiiiiiiiiiiieiiccc e 22
Reaktif Oksijen Turleri SUPUITCTST .. .vvvvereeriiriiiieiiie e 23
Serbest Oksijen Radikalleri (Oksidanlar)..........cccccevvviinieeniiii e 24
Proteinlerde Meydana Gelen Hasarlar .............cccccveveveiieic e, 26
DNA’da Meydana Gelen Hasarlar ............c.ccooiiiiiiiiiiiicec e 27
Lipitlerde Meydana Gelen Hasarlar ... 27
Antioksidan SavunmMa SIStEMI ........cccciiiiiiiiiie s 27
Enzimatik Savunma SIStEMi..........ccocoviviiiiiiiiiiie 28
Katalaz (EC 1. 11. 1. 6) ooveeeiieiieeie ettt 28
Stiperoksit Dismutaz (EC 1.15.1.1) i 29
Askorbat Peroksidaz (EC 1. 11. 1. 11) .cccciiiiiiiiicieieeie e 30
Glutatyon Rediiktaz (EC 1. 6. 4. 2) coooiiiiiiieeeee e 31
Enzimatik Olmayan Savunma SISTEMI .........cccoveiiriiiiiinieeee s 32
YAPILAN CALISMALAR ..ot 34
Bitkilerin Biiyiitiilmesi ve Yapilan Uygulamalar............cccoovvoiiiiiiiiiiiiiinn, 34
Su Potansiyeli OIGHMII.........c.vevrrriveiieciisiereisseee et 36
Lipid Peroksidasyonu TaYINT .........ccccuuieierieriniiinisisee e 36
IESEl PrOIIN TAYIN ...c.cvivviiiiececveteisicceete ettt 36
IcSel HoO2 TAYINI 1.vvvieivceceeecececeeteteeete ettt sttt ae ettt ettt ettt s eeseeas 37
Fotosentetik Pigmentlerin TayiNi.........ccccociiiiiiic i 37
Klorofil Floresans ANalizIeri ...........ccooviiiiiiiiiiiiiicee e 38
Toplam Protein Miktarinin Belirlenmesi ..........ccccooevviiiiiniiiiciceec e 38
Antioksidan Enzim Aktiviteleri Tayinleri........ccocoiiiiiiiii e 39
Katalaz AKLIVITESI........c.ceiiiiiiiciic e 39
Stiperoksit Dismutaz AKIVITEST .....eeiieiiiiiiiiiicicec e 40
Glutatyon Rediiktaz Aktivitesinin Belirlenmesi ...........ccocoooviiiiiiiiiiciccce 40
Peroksidaz AKLIVITEST .........ccoiiiiiiiiicesic e 40
MoleKUler CallSMAalar..........cocuuiiiiiieiiie i e e 41
Real Time PCR Analizleri I¢in Uygun Primerlerin Tasarlanmast........................ 41
Toplam RNA izolasyonu ve cDNA EIdesi........cccccvvieiviveiiiiiirereiereeseceeenenn, 42
Gen Ifadelerinin Real Time (RT) PCR Analizleri ile Belirlenmesi....................... 42
BOT IGOTIZ vttt bbb 43
IStatistik ANALZIET .......cvevevieeieeieteseeeeecee ettt 433



3. BULGULAR ..ottt sttt sbe et et nneente e e enes 45
3.1. Uygulama Yapilan Bor ve Prolin I¢gin Konsantrasyon Belirleme.......................... 45
3.1.1. Bor Konsantrasyonunun BelirleNMESi ..........ccccevveiieiiiiieiiiiie e 45
3.1.2.  Prolin Konsantrasyonunun Belirlenmesi ..........cccccoeveiieiiiiiiiie e 45
3.2. SU POLANSTYRIT. ... 48
3.3. Lipid PEroKSIAaSYONU...........oiuiiiiiiiiieiieie e 49
3.4. 00 LN (1S5 T AT 50
3.5. HoO0 T0ETIG cvvvviiiiecteteiieeccte ettt 52
3.6. Toplam Klorofil ve Karotoneid IgeriKleri.........coccvvvierircveiiierericeeicieeee e, 54
3.7. Klorofil a ve K1orofil b IgeriKIEri.........ovovviveiereeceeieieerececieeies et es e, 55
3.8. Klorofil Floresanst Parametreleri.........c.cooveiiriiiiiiciiiiie s 56
3.8.1. PS2 Maksimum Kuantum Verimi (FV/FM) ......ccccooviiiiiiiieiiece e 56
3.8.2. Fotokimyasal Olmayan Floresans Kullanimi (NPQ) ........ccccooiviiiiiiiniiniiciiien, 56
3.8.3. Fotokimyasal Floresans Kullanimi (QP)........c.cccccoiiriiiiiiiniiiiiiciieeeee e 57
3.8.4. PS 2 FOtoKimyasal VEriMi ..........cccoiiviiiiiiiiiiee ettt 58
3.9.  Antioksidan Enzim AKEIVItEIErT ........ccccoiviiiiiiiiiic 59
3.9.1. Katalaz ENzim AKEIVITEST ......ovviiiiiriieiiie e 59
3.9.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim AKtIVItEST ....ccoeviiveiiiiiiiieiieecieseee e 61
3.9.3.  Peroksidaz AKLIVITEST ........cccoiiieiiiiiiieisisee e 62
3.9.4. Glutatyon Rediiktaz (GR) Enzim AKEIVITEST .....ecvvviiiiiiiiiiie e 63
3.10.  Prolin Metabolizmasinda Gérevli Bazi Genlerin Ifade Diizeyleti...............c........ 64
3.10.1. Pirolin 5- Karboksilat Sentaz (P5CS) Geni Ifade Seviyesi .........cccccvveriviverrirennne, 64
3.10.2. Prolin 5 Karboksilat Rediiktaz (PSCR) Geni Ifade Seviyesi ..........c.cooeeviverrinnene, 65
B 1L, BOT IGEIIZI cooveviviiiicieiieie ettt 66
4. TARTISMA L. ettt b e b e b nneas 67
5. SONUCLAR ..ttt ettt te et e ne e teenseaseesaeeseeneesseenneens 77
6. ONERILER ....ocoitititetctctctcteteetete ettt sttt st ettt sttt st sesesesenas 79
7. KAYNAKLAR ...ttt ettt st sb et ne e b nne e 80
OZGECMIS

Vil



Doktora Tezi

OZET

BOR STRESI ALTINDAKI BUGDAY FIDELERINE DISTAN UYGULANAN
PROLININ IYILESTIRICI ETKISININ ARASTIRILMASI

Ahmet Gencer YEDIYILDIZ

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Asism KADIOGLU
2019, 88 Sayfa

Prolinin bitkilerdeki bor stresinin olumsuz etkilerini azaltabilecegi ve bitkinin
antioksidan sistemini etkileyecegi hipotezini test etmek icin bor stresi altindaki bugday
fidelerinde distan prolin uygulanmasiyla su potansiyeli, membran hasari, H,0O>, igsel prolin
ve fotosentetik pigment igerikleri, Klorofil floresans parametreleri ve antioksidan enzim
aktivitelerindeki (CAT, SOD, POD, GR) degisimler belirlenmistir. Ayrica prolin
biyosentezinde gorev alan Al-pirolin-5-karboksilat sentaz (P5CS) ve Al-pirolin-5-
karboksilat-rediiktaz (PSCR) enzimlerini kodlayan genlerin ifade seviyeleri incelendi ve
stresle birlikte gen ifadelerinin arttigi bununla birlikte prolin uygulamasi ile gen
ifadelerinin azaldig: tespit edildi. Yapilan analizlerde bor stresi altinda 5 mM prolin 6n
uygulamasinin bitki su durumunu iyilestirdigi belirlendi. Bor stresi kosullarinda artan
membran hasart ve Hy0, igeriginin prolin 6n uygulmasi yapilan fidelerde azaldig:
gozlendi. Fotosistem 2 maksimum kuantum verimi, klorofil ve karotenoid seviyeleri stresle
birlikte prolin 6n uygulmasi yapilan fidelerde sadece bor uygulanan fidelere gore artti.
SOD ve CAT aktivitelerinin bor stresi kosullarinda prolin 6n uygulamasi yapilan fidelerde
uygulama yapilmayanlara gore daha yiiksek, GR ve POD aktivitelerinin ise daha diisiik
oldugu goriildii.

Sonug olarak, prolin 6n uygulamasi yapilarak bor stresine maruz birakilan bugday
fidelerinde antioksidan sistemin uyarildig1 ve prolinin ozmotik diizenleyici ve antioksidan
olarak bor stresi etkilerinin yatistirllmasinda etkili bir bilesik oldugu ve fotosentetik

verimin devamliligini sagladig: sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan enzimler, bugday, bor, prolin, oksidatif stres, Triticum
aestivum L.
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PhD Thesis

SUMMARY

INVESTIGATION OF THE AMELIORATING EFFECT OF EXOGENUSLY APPLIED
PROLINE TO WHEAT SEEDLINGS UNDER BORON STRESS

Ahmet Gencer YEDIYILDIZ
Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Asim KADIOGLU
2019, 88 Pages

To test the hypothesis that proline may reduce the negative effects of boron stress
and affect the antioxidant system in plants, exogenous proline was applied to wheat
seedlings under boron stress and the changes in water potential, membrane damage, the
contents of H,0,, endogenous proline and photosynthetic pigment, chlorophyll
fluorescence parameters and antioxidant enzyme activities (CAT, SOD, POD, GR) were
determined. In addition, the expressions of genes coding A-1-pyrrole-5-carboxylate
synthase (P5CS) and A-1-pyrrole-5-carboxylate-reductase (P5CR) enzymes involved in the
proline biosynthesis were investigated. It was determined that the levels of gene
expressions increased under boron stress while the expressions decreased with proline
treatment under the stress. Proline pretreatment under boron stress was found to improve
the plant water status. Membrane damage and H,O, content increased in the seedlings
exposed to boron stress while they decreased in proline pretreated seedlings. Photosystem
2 maximum quantum vyield, chlorophyll and carotenoid levels increased in proline
pretreated seedlings as compared to only boron applied seedlings. SOD and CAT activities
were high in proline pretreated seedlings under boron stress conditions as compared to
proline un-treted seedling, while GR and POD activities were low.

As a result, it was concluded that the antioxidant system was stimulated in wheat
seedlings exposed to boron stress by proline pretreatment and that proline is an effective
compound in stabilizing the boron stress effects as an osmotic regulator and it provides the

continuity of photosynthetic efficiency.

Key Words: Antioxidant enzymes, wheat, boron, proline, oxidative stress, Triticum
aestivum L.
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Canlilar gevreleriyle ile siirekli iletisim igindedir. Bulunduklar1 ortamda olumsuz
kosullar olusmasina bagli olarak adaptasyon yeteneklerine gore streslerle karsilasirlar.
Stres, ¢evre kosullarinin bitkilerin biiyiime ve gelismesini negatif olarak etkileyecek
sekilde degismesi durumunda bitkide olusan olumsuz durum seklinde belirtilir. Diger bir
aciklamayla stres, bitkiler iizerinde negatif etkileri olan c¢evre faktorleri olarak da
tanimlanabilir (Ashraf, 1994; Biiyiik vd., 2012).

Bitkiler yasamlar1 boyunca cesitli stres faktorii ile karsilagirlar ve hayvanlardan farkl
olarak bu stres faktorlerine dogrudan maruz kalilar. Bu durum biiyime ve gelismeyi
negatif yonde etkilerken, bitki yapilarmin 6lmesine de sebep olabilir. Boyer’e gore (1982)
stres faktorleri tahil liretiminin %70°ni etkileyebilecegini one siirer. Birlesmis Milletler
Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) raporuna (2007) gore diinyadaki karasal alanin sadece
%3,5’inin herhangi bir ¢evresel stresten etkilenmedigi belirtilmistir (Boyer, 1982,
Velthuizen vd., 2007). Streslerin sebep oldugu yikim; bitkinin tiirine, tolerans ve
adaptasyon yetenegine gore farklilik olusturabilir (Biiyiik vd., 2012). Bitkiler, streslerin
neden oldugu olumsuzluklarla miicadele edebilmek igin g¢esitli mekanizmalar
gelistirmiglerdir (Hayat vd., 2012).

Stresler diinyada tarimsal {irlin kaybinin ana sebeplerinden biridir. Kiiresel iklim
degisiklikleri sebebiyle gelecekte abiyotik streslerin sikliginin ve siiresinin artacagi
belirtilmektedir. Bu sbebeple diinyadaki gida giivenliginin saglanmasi igin streslere
toleranshi tahil gesitlerinin elde edilmesi ¢ok sayida islah ¢alismalari i¢in 6nemli hale
gelmistir (Duque vd., 2013). Artan niifusla birlikte beslenme, iilkemizde ve diinyada
onemli bir sorun olarak belirmistir. Diinya {izerinde tarimsal alanlarin artirilmasinin s6z
konusu olmadig1 disiiniiliirse, niifusun artmasiyla birlikte ihtiya¢ duyulan besin miktarinin
karsilanmasi i¢in var olan tarimsal alanlardan daha fazla verimin alinmasi saglanmalidir.
Bu caligmalar ileri derecede gelistirilmis 1slah yontemleri ve genetik miihendisligi
uygulamalari ile istenilen Ozelliklere sahip bitkilerin elde edilmesidir (Mohammad vd.,

2014). Bitkiler, hayatlar1 siiresince dogada gesitli stres faktdrlerine maruz kaldiklart goz



Oniline alindiginda stresle alakali sistemlerin belirlenmesi ve direngli tiirlerin ve gesitlerin
tespit edilmesi ve gelistirilmesi deger kazanmaktadir (Biiyiik vd., 2012).

Bitkiler yasamalarmi devam ettirmeleri igin birgok ¢evresel faktore gereksinim
duyarlar. Bunlardan en énemlilerinden biri besin elementleridir. Bitki dokularinda dogada
bulunan elementlerin hemen hemen tamamini bulmak miimkiindiir. Bu elementlerin onalt1
tanesi (C,H, N, O, P, S, K, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn, Cu, B, Cl ve Mo) tiim bitkiler i¢in mutlak
gerekli besinlerdir. Diger alt1 elementler (Co, Al, Na, Si, Ni ve V) ise yalnizca bazi bitkiler
veya metabolik olaylar i¢in gerekli goriilen yararli elementlerdir (Okgu vd., 2009).
Metaller, elementlerin g¢ogunlugunu olustururlar ve tepkimelerde elektron verirler.
Bitkilerde olusturduklar1 zararlar incelenirken metal yerine “agir metal” terimi
kullanilmaktadir. Cinko (Zn), krom (Cr), kadmiyum (Cd), nikel (Ni), bakir (Cu), kursun
(Pb), civa (Hg) gibi metaller agir metal olarak tanimlanir. Bununla birlikte aliiminyum (Al)
gibi hafif metaller de aym zararlar1 olustururlar. Bazi metaller [Cu, Zn, Fe, Mn, Mo, Ni,
Co] bitkiler ve hayvanlar igin gerekli mikro besinlerdir. Mikro besin elementi olsun ya da
olmasin tiim metaller belli bir yogunlugun tizerinde canlilar i¢in zararlidirlar (Ayhan vd.,
2006).

Bitkiler igin gerekli olan mikro besin elementlerinden bir digeri de bordur (B). Bor,
bitkiler tarafindan iyon formlarda alinir. Bitkilerin, bor elementine oldukga diisiik
yogunlukta ihtiyaglar1 vardir (Tisdale ve Nelson, 1983). Bitkiler tarafindan alinan bor
elementinin biiyiik bir cogunlugu hiicre ¢eperinde toplanir ve bu yapinin kararliligini artirir
(Pan vd., 2012). Bor, niikleik asit ve protein sentezleri ile iliskili bir elementtir. Bor genel
olarak bitkilerde seker metabolizmasi ve tasginmasi iizerinde gorev alir. Ayrica kok
gelisimi, ¢icek ve meyve olusumu iizerinde fizyolojik goéreve sahiptir. Bor bakiminda
yetersiz beslenen bitkilerde bu olaylar azalir, bununla birlikte normalin iizerinde bor
beslenmesi de zararli etkiler olusturur. Bor toksisitesinin diinya capinda tarimsal
alanlardaki tiriin verimi sinirlayan bir problem oldugu kaydedilmistir. Bor toksik etkisi
nedeniyle ortaya c¢ikan oksidatif stres, bitkilerde kok hiicre boliinmesinde, lignin-siiberin
iceriginde, fotosentetik hizi gibi bircok metabolizma olaylarinda azalmalara neden olur
(Juan vd., 2008; Ardig, vd., 2008; Tanaka ve Fujiwara, 2008). Normal seviye iizerinde bor
beslenmesi solunum hizin1 arttirdigi, béylece mutlak assimilasyonu disiirdiigii ifade
edilmektedir. Bitkilerde dogal bor beslenmesi olaylarinda assimilasyon yapilarindaki bor
miktart genel olarak 2-100 ppm arasindadir (Uygan ve Cetin, 2004). Her bitkinin bor
ihtiyac1 ve bor igerigi degisiktir. Tek g¢enekliler, ¢ift ¢ceneklilerden daha az bora ihtiyag



hissederler. Ficus ve Papaya gibi bitkiler ise bora biiyiik 6l¢iide ihtiyag duyarlar. Bor
yogunlugunun belirli degerin iizerinde olmasi halinde bitki biliylimesi durur. Bitki
yapraginda sararmalar, yanmalar ve yaralanmalar, olgunlasmamis yapraklarda solma ve
dokiilme, biiyiime hizinin gerilemesi ile bitki veriminin distigi goriiliir (Wilcox, 1958).

Bitkiler kendilerini agir metal stresinden korumak igin ¢esitli savunma yontemleri
gelistirmiglerdir. Bunlardan bazilar1; antioksidan enzim miktarlarinin ve faaliyetlerinin
artirilmasi, prolin, glisin betain, trehaloz, fenolik bilesikler, poliaminler ve tokoferoller gibi
disiik molekiil agirlikli bilesiklerin fazla miktarda {iretilmesi ve biriktirilmesidir
(Szafranska vd., 2011).

Optimal olmayan sicakliklar, agir metaller, kuraklik, tuzluluk ve yaralanmalar gibi
cesitli gevresel streslere cevap olarak hiicresel homeostasiyi ayarlamak i¢in bitkilerde
prolin birikiminin oldugu bir¢ok ¢alismada gosterilmistir (Alcazar vd., 2010; Minocha vd.,
2010; Szafranska vd., 2011). Ornegin bitkilerin bakir stresi kosullarinda gesitli osmolitler
biriktirdikleri bilinmektedir. Bu kapsamda prolin en iyi bilinen osmolitlerdendir. Ayrica
prolin dahil bu bilesiklerin antioksidan olarak gorev yaptiklart bazi ¢aligmalarla
gosterilmistir (Kadioglu ve Terzi, 2007; Tiirkan ve Demiral, 2009; Alcazar vd., 2010;
Minocha vd., 2010). Ornegin bakir stresine maruz kalan bitkiler, ¢esitli dokularinda prolin
konsantrasyonunu arttirarak strese cevap olustururlar (Ku vd., 2012). Yiiksek miktarda Bor
elementine maruz kalan bir¢ok bitkinin dokularinda prolin biriktigi gosterilmistir
(Leblebici ve Unal, 2017). Prolin bir amino asit olarak elektron kagaklariin énlenmesinde,
makromolekiillerin kararliligimin korunmasinda, hiicre g¢eperi bileseni olarak etkili bir
antioksidandir. Ayrica bitkilerde agir metal streslerinin azaltilmasinda ozmotik diizenleyici,
serbest radikalleri temizleyici, metal selatorii olarak gorev yaptigr kaydedilmistir
(Szafranska vd., 2011; Yang vd., 2011).

Bitkiler, antioksidan mekanizmalarla ¢evresel streslerin olumsuz etkilerini bertaraf
etmek konusunda yetersiz olabilirler. Bu nedenle arastirmacilar, genetik iyilestirme veya
kimyasal ~muamelelerle stres toleransinin  arttirllmasina  yonelik  caligsmalar
yuriitmektedirler. Bunlardan genetik miihendisligi yontemleriyle bitkilerde tolerans
gelistirmek daha uzun zaman alan ve daha kompleks islemlerdir (Ashraf ve Foolad, 2007).
Bitki biiylimesini ve gelisimini uyaran maddelerin bitkilere uygulanmasi stres toleransin
artirmak i¢in kolay, diisiik maliyetli, diisiik riskli ve etkili bir yaklagimdir. S6z konusu
kimyasallar arasinda 0Ozellikle antioksidanlar, sinyal bilesikler, bitki biiylime

diizenleyicileri ve osmoprotektanlar bulunmaktadir (He vd., 2009; Hamdia ve Shaddad,



2010). Bir amino asit olarak prolin bu ozmolitler arasinda en yaygin olanidir. Bakterilerden
bitkilere kadar bircok canlida hiicresel prolin seviyesinin artis1 ile cevresel streslerde
hayatta kalma arasinda giiclii bir iliski vardir.

Tahillar bora karsi hassas bitki cesitleridir (Eaton, 1944). Tahil c¢esitlerinin bor
toksisitesinden etkilenmelerinin sebebi, bugday ve arpanin topraktaki ve dokularindaki
bor’'un fazlahigma diger bitki c¢esitlerine gore biiyilk duyarlilik gostermesinden
kaynaklanmaktadir (Nebiler vd., 1999; Ozkurt, 2000; Basalp vd., 2011). Ulkemizde bor
yataklarinin yogun olarak bulundugu bdlgelerde bugday tariminin yapilmasi goz oniine
aliarak bor stresinin bugday lizerine toksik etkisi ve prolinin bu toksik etkideki iyilestirici
roliiniin belirlenmesi amaciyla ¢alismamiz i¢in bugday bitkisi se¢ilmistir.

Daha once ifade edildigi gibi agir metal stresi de dahil olmak {izere diger cevresel
stres durumlarinda prolin birikimi ve ozmoprotektan o6zelligi bircok caligmada
gosterilmistir (Abraham vd., 2010; Hasanuzzaman vd., 2014; Papon, 2015; Nounjan, 2015;
Bordo, 2015). Ancak bor stresi ile prolin birikimi ve prolinin antioksidan 6zelligi arasinda
iligkiyi gdsteren bir literatiir bilgisine rastlanmamistir. Prolinin bor stresinde diger metal
streslerinde de oldugu gibi koruyucu &zelligi olabilecegi ile ilgili bir hipotez gelistirilmis
ve bu hipotezi test etmek i¢cin bugday bitkisinde bor stresinde distan prolin uygulamasiyla
lipid peroksidasyonu, hidrojen peroksit ve pigment igerikleri analizleri yapilmistir. Ayrica
birgok c¢alismada prolinin ¢evresel streslerde hem antioksidan madde ve hem de
antioksidan sistemi uyaran molekiil oldugu gosterilmistir. Bu durumu net bir bigimde
ortaya koyabilmek amaciyla antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, CAT, GPX ve GR),
prolin, MDA, H,0,, pigment igerikleri ve klorofil floresanslar1 belirlenmistir. Ayrica
prolin biyosentezinde gorev alan Al-pirolin-5-karboksilat sentaz (P5CS) ve Al-pirolin-5-

karboksilat-rediiktaz (PSCR) enzimlerini kodlayan genlerin ifade seviyeleri incelenmistir.

1.2. Bugday

Tarim faaliyetlerinin  baglamas1 yaklastk 10.000 yi1l Oncesine dayandigi
belirtilmektedir. Bugdayin bu c¢aglarda ilk olarak iilkemizin giineydogusu, Suriye ve
[ran’ni belirli bdlgelerini igeren Mezopotmaya bdlgesinde yetistirilmeye baslandig
sOylenmistir. Kapali tohumlu ve tek ¢enekli olan bugdaymn (Tablo 1) Diinyada 20.000°den
fazla ¢esitinin bulundugu ifade edilmektedir. Bugday bitkisi tek yillik bir bitki olup



vejetasyon siiresi 120-150 giin ve giinliik ortalama optimum 20 °C sicaklikta yetisen bir
bitkidir.

Tablo 1. Bugdayn sistematik yeri

Alem : Plantae

Bolim : Kapali1 Tohumlu
Sinif : Tek Cenekli

Takim : Cyperales

Familya : Poaceae

Cins: Triticum

Tiir : Triticum aestivum L.

Diinya genelinde tahillar iiretim agisindan en yaygim iiriinlerdir. Ulkemizde tarimsal
{iretim bakimindan ekim alani iginde %70 payr bulunmaktadir. Insan ve hayvan
beslenmesinde 6nemli bir besindir. Endiistride ham madde seklinde kullanilmasi, son
yillarda tarim teknolojisindeki gelismelere ve bugday iiriinlerine olan talebin artisiyla
dogru olarak artmaktadir.

Bugdaym hammadde olmasi, adaptasyon alaninin genisligi, iiretiminin, taginmasinin,
depolamasinin ve isleme kolayliginin olmasi gibi sebepler nedeniyle diinya niifusunun
yaklasik %35-40" min temel besin maddesidir. Bugday tanesi ortalama %70 nisasta, %9-15
protein, %1-5 yag, %1,5-3 seker, %]1-2 kiil, %10-15 su igerir. Bugday tanesinde
karbonhidrat, yag ve proteinlerin yaninda, insan ve hayvan beslenmesinde 6nemli derecede
rolii olan vitaminler de bulunmaktadir (Kiin, 1983).

1802 yilinda bir milyardan fazla diinya niifusu, 1927 yilinda ortalama iki milyar
olmus ve 2020’de sekiz buguk milyar, 2030°da dokuz buguk milyar, 2050’de ise oniKki
milyar olacagi tahmin edilmektedir. Niifus artisi ile birlikte artan diinya bugday tiretimi de
1960’11 yillarda yaklasik 222 milyon ton, 2000’11 yillarda 585 milyon ton, 2010 yilinda ise
650 milyon ton olarak belirlenmistir. Diinyada kisi basina bugday tiiketimi giiniimiizde kisi
bas1 100 kg civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Diinya ortalama bugday verimi dekar
basina 300 kg’a yiikselmis, ancak 2010 yil1 itibariyla mevcut ekim alanlarinda ulasilabilen
potansiyelin yaklagik 1/5’ini iiretebiliyoruz demektir.

Ulkemizde, 1930’lu yillarda 2,5 milyon ton olan bugday iiretimi 1967 yilinda 10

milyon tona, 2009 yilinda ise 20,5 milyon tona ¢ikmistir. Bu dénemdeki bugday iiretim



artis orant %72°dir. Bu artigta liretimin yaninda ekim alanlarindaki artiglarin, uygulanan
tarimsal tekniklerin ve 1slah ¢alismalariin da rolii vardir. Nitekim 1930 yilinda 2,8 milyon
ha olan bugday ekim alanlari, 1967 yilinda 8 milyon hektara, yani 2010 yilindaki diizeyine
ulagmistir. Birim alandan elde edilen verim ise 1930 yilinda 92 kg/da iken, 1967 yilinda
%35,9 artigla 125 kg/da olmustur. 1967°den 2010’a ekim alanlarindaki artis %1,0 olurken
verimdeki artis %104,8 olarak gergeklesmistir. Tiirkiye’nin niifusu 1927 yilinda yaklagik
13,6 milyon iken, 2010 yil1 itibartyla 73,7 milyon olmustur. Buna gore 1930 yilindan 2010
yilina niifustaki artis oran1 %442 iken, bugday iiretimindeki artis oraninin %724 olmasi,
genel olarak iilkemizde bugday talebinin karsilanmasi konusunda bugiine kadar ciddi bir
sikintinin yaganmamasini saglamstir.

Diinyada ana bugday yetistiren iilkelerin son 10 yillik analizleri incelendiginde, 1999
yilinda 213 milyon ha olan ekim alanlarinin yillik %0,5 artis ile 2009 yilinda 225 milyon
ha’a ulagmistir. Bu siire i¢inde ekim alanlarindaki toplam artis %5,1 civarindadir. Bugday
tireten ilkelerin iretim Kkapasitelerinin oranlarina bakacak olursak %12,6’lik oranla
Hindistan, bu iilkeyi %11,80 ile Rusya, %10,74 ile Cin, %8,95 ile ABD takip etmektedir.
Tiirkiye yaklasik 8 milyon ha ekim alani ile Diinya bugday ekim alanlarinin %3,56'sin1
olusturmaktadir. Ote taraftan Avrupa Birligi iilkelerinin %11,37 orani ile 3.siradadrlar.

Bugday ekiminin kitalara gore en ¢ok bugday ekim alan1 %45,25 oraninda Asya
kitasinda, %27,10 oraninda Avrupa kitasinda ve %17,31 oranida Amerika kitasinda oldugu
goriilmektedir. Bu verilere gore bugday yetistirilen alanlarin biiyiik cogunlugu kuzey
yarimkiirede bulunmaktadir. Iliman iklim kusagimn tipik bitkisi olan bugday, Diinyada

hemen her yorede yetisebilmektedir (Serpi vd., 2011).

1.3. Stresin Tanim ve Stres Cesitleri

Bitkilerde metabolizma, gelisme ve bilyiimeye etki eden veya durduran, olumsuz
olan herhangi bir durum, etken veya madde stres olarak tanimlanir ve bitkilerin toleransi
ile yakindan alakalidir (Ozcan vd., 2001). Diger bir degisle organizmada dogal sistemin
calismasini durdurma egiliminde olan negatif etkilere ya da giiglere stres denir (Kadioglu
vd., 2011).

Levitt’e (1972) gore bitkileri etkileyen baslica stres faktorleri, canli (biyotik) ve
cansiz (abiyotik) olmak iizere ikiye ayrilir (Sekil 1). Abiyotik (cansiz) stres faktorleri:
yiksek veya diisikk sicaklik, tuzluluk, kuraklik, sel, zararli isinlar, ¢esitli kimyasal



maddeler, riizgar, oksidatif stres ve besin kitligi; biyotik (canli) stres faktorleri: virisler,
bakteriler ve funguslar gibi patojenler, bocekler ve herbivorlardir (Lichtenhaler, 1996;
Ashraf ve Foolad, 2007; Keles, vd., 2011; Yilmaz vd., 2011; Biiyiik vd., 2012). Strese
maruz kalan bir bitkide; hiicre zarinin yapisal biitiinliigii bozulur, proteinlerde aktivite
kayb1 meydana gelir ve oksidatif hasara neden olan reaktif oksijen tiirleri asir1 derecede
tiretilir. Bunun sonucunda fotosentez inhibisyonu, metabolik bozukluklar, biiyiime
bozukluklari, tiremede azalma, mitokondri ve peroksizomlarin yapisinda bozulma ve erken
senesens meydana gelir (Krasensky ve Jonak, 2012; Sharma vd., 2012). Bitkiler bu
durumda hayatta kalmay1 saglamak igin ¢esitli tolerans mekanizmalar1 gelistirirler (Sankar
vd.,, 2007). Bu mekanizmalar bitkilerde iki sekilde etkilidir. Birincisi 6nleyici

mekanizmalarla stres faktorlerinin olumsuz etkilerini onlemek ikincisi tolerans

mekanizmalariyla karsi koymak ve yasamlarin1 devam ettirmek (Sharma vd., 2012).
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Sekil 1. Bitkilerde stres ¢esitleri (Schulze vd., 2005; Yilmaz vd., 2011).

1.3.1. Metal Toksisitesi



Bitkilerin beslenmeleri i¢in ihtiya¢ duyduklar1 elementlere, “Bitki besin elementleri”
ad1 verilmektedir. Bunlar metaller ve ametallerdir (Brohi vd.,1994). Metaller igerisinde
agir metal olarak isimlendirilen, derisimi 5 g/cm®ten fazla olan elementlere denir. Bunlar
kursun, krom, kadmiyum, kobalt, demir, bakir, nikel, ¢inko ve civa olmak iizere 60’tan
fazla element igermektedir. Bu elementler dogada genellikl siilfiir, karbonat ve silikat
halinde stabil bilesik olarak veya silikatlar i¢inde bagli olarak bulunurlar (Kahvecioglu,
vd., 2007). Yiiksek derisimlerdeki bazi agir metaller, bitkileri insanlar1 ve hayvanlari
olumsuz olarak etkilemektedir. Agir metaller iginde en zararl olanlar Cd, Pb ve Hg’dir
(Okcu vd., 2009).

Metaller dogada kendiliginden olusur (Terzi ve Yildiz, 2013) ve bazilar1 yeryiizii
ekosistemlerinin gergek elemanlaridir. Bir kisim metaller gerekli yogunlukta bitkiler i¢in
faydali, bazilari ise faydali veya zararl olduklari heniiz belirlenememistir. Ornegin kursun
(Pb) ve civa (Hg) gibi metallerin bitkiler i¢in faydali olduklar1 bilinmemektedir. Bununla
birlikte bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) gibi metaller bitki yasami i¢in gereklidir. Cinko,
metabolizma olaylarinda gorev alan enzimler i¢in gereklidir. Yiiksek konsantrasyonda
zararli olmalarina karsin, bakir (Cu) ve ¢inko (Zn), fotosentetik elektron taginiminda gorev
alan molekiillerin pargasi ve enzimlerin aktiviteleri i¢in gerekli mikro besin elementleridir
(Raven vd., 1999; Okcu vd., 2009). Bu elementler madencilik, enerji ve petrol liretimi, giic
transferleri, askeri operasyonlar ve yogun tarim gibi insan faaliyetleri nedeniyle toprakta
birikmektedirler. Bu durum bitkiler, birincil ve ikincil tiiketiciler ve insanlar igin risk
olusturmaktadir. Cu ve Zn basta olmak iizere agir metaller proteinler ve bircok enzim igin
gereklidirler. Ancak agir metallerin gereginden fazla toprakta bulunmasi toksik etki
yapmakta ve metabolizma bozulmasina neden olarak bitkide iiriin verimini, biiyiime ve
gelismeyi inhibe etmektedir. Toksik etki, agir metallerin proteinlerin siilfirid gruplarina
baglanmas1 sonucu proteinlerin yapisin1 bozmasi ve aktivitelerini durdurmasi nedeniyle
olusmaktadir. Ayrica metallerin bitki dokularinda birikmesi sonucunda hiicrelerin farkli
yapilarinda serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin olusmasina neden olurlar.
Bunun sonucunda olugan oksidatif zarar nedeniyle fotosentez metabolizmasi ve elektron
tasima sistemi zararlar1 nedeniyle fotosentez hiz1 yavaslar. Ornegin bakir fotosentezde 151k
reaksiyonu {izerine olumsuz etkisi sonucu fotosistem II’de tilakoid membranlar ve klorofil
pigment igerikleri ve karbon fiksasyonu reaksiyonlarinin zarar gérmesine neden olmaktadir

(Okgu, vd., 2009).



Agir metallerin zararli etkisi; metal konsantrasyonuna, bulunus durumuna (metal,
Iyon, organik bilesik, vs.), ¢esidine, etki siiresine, bulundugu ortama vb. faktorlere gore
farklilik gostermektedir (Okgu, 2009).

Atom numarasi 20’den biiyiik olan elementler peryodik cetvelin ge¢is elementleri
olarak tanimlanirlar. Bu grupta 70 kadar element bulunur ve ekolojik olarak yirmisi de

onemlidir. Bu elementlerden biri de bor.

1.3.2. Bor

Bor metallerle ametaller arasinda metaloid grubundan bir elementtir (Stiles vd.,
2010). Peryodik tabloda 2. peryot 3/A grubunda yer almaktadir. Atom numarasi 5,
molekiiler agirligi 10,81 g mol™*dir. Bu grupta Silicon (Si), Arsenic (As) ve Germanyum
(Ge) gibi elementler yer almaktadir (Bolanos vd., 2004). Diger elementlerle kovalent
olarak baglanmaktadir. Dogada boraks, borik asit (H;BO3) ve boratlar olarak yer alir.
Ortam sicakliginda ¢ozeltilerde borik asit seklinde, renksiz, kokusuz, yarisaydam kristaller
veya beyaz graniiller halinde bulunur (O’Neil vd., 2004). Borik asit zayif bir asittir, pKa
degeri 9.2°dir (Tanaka and Fujiwara, 2008). Dogada az bulunmasina ragmen litosferde ve
hidrosferde dogada rastlanan bilesiklerinin (borat minerallerinin) suda ¢oziiniirliigii
nedeniyle belli yerlerde yiiksek yogunlukta bulunabilir. Noétral ¢ozeltilerde ve toprakta
genelde borik asit (B(OH)3) seklinde yer alir. Borik asit ti¢ degerlikli elektrona sahip kiigiik
bir molekiildiir. (Brown vd., 2002; Devirian vd., 2003).

Bor, mineral kayaglarin asinmasi, jeotermal kaynaklar, okyanuslar ve denizler
buharlagmalarla 6nemli bor kaynaklaridir (Tanaka ve Fujiwara, 2008). Tarimsal ve
endiistriyel faaliyetler, fosil yakitlarin kullanilmas: ve evsel atiklar sonucunda da g¢evreye
bor salimimi ger¢eklesmektedir. Ancak bu yolla salinan bor miktar1 diger bor kaynaklarina
gore daha azdir (Marco vd., 2012). Bor cevherinin esas maddesi Na,B405(OH)4.8H,0’dur.
Bu madde Diinya’da en yaygin olarak Kaliforniya ve Tiirkiye’de yer almaktadir. Tiirkiye,
Diinyanin en biiyiik bor yataklarma sahiptir. Ulkemizde &zellikle Bati Anadolu Bélgesi
diinyada genelindeki bor yataklarinin %61’ine sahip durumdadir. Ayrica yapilan
caligmalar, Orta Anadolu ve GAP bdlgelerindeki bor toksisitesinin optimum {iretimi
sinirlandiracak kadar yiiksek diizeylere ulastigini gdstermektedir (Alic1 ve Oncel, 2008).

Bor endiistride yaygin olarak kullanilir. Ticari iriinlerde ve materyallerde bor

pentahidrat, boraks, sodyum perborat, yalittm maddeleri, borsilikat cam, yangin onleyici
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tirlinler, cam elyafi, yiiksek teknoloji iriinleri, herbisit, kimyasal giibreler ve seramik gibi

birgok iirlinlerin iiretiminde kullanilmaktadir (Tanaka ve Fujiwara, 2008).

1.4. Bitkiler ve Bor

Borun bitkilerdeki temel gorevi 1923 yilinda bakla (Vicia faba) ile yapilan bir
calismada gosterilmistir (Bolanos vd., 2004; Zhao vd., 2010). O tarihten beri bitkiler i¢in
birgok metabolik olayda rol alan onemli bir mikrobesin elementi oldugu bulunmustur
(Bolanos, 2004; Kocabek vd., 2009; Zhao vd., 2010; Pang vd., 2010; Keles vd., 2011;
Lamdan vd., 2012). Bitkilerde bor elementi karbohidratlarin tasinmasinda, hiicredeki fenol
seviyesinin  kontroliinde ve kok gelismesinde, niikleik asit metabolizmasinin
uyarilmasinda, pektin ve lignin bilesiklerinin sentezlenmesinde ve bunlarla kompleks
olusturarak ince fakat dayanikli bir hiicre ¢eperinin olusumunun saglanmasinda, membran
fonksiyonlarinn muhafaza edilmesinde ve membran biitinliigii fonksiyonunda, enzimlerin
aktivasyonunda, ¢igeklerin agmasi ve polen tiretimim ve ¢imlenmesinde (Bowen ve Gauch
, 1965; Rerkasem, 1997; Toprak, 2001; Gezgin vd., 2005; Pan vd., 2012) protein, oksin
(indol asetik asit) ve azot metabolizmalarinda, hormonlarin hareketinde, meyvelerin
olgunlagmasinda, bitki-su iligkisinde, solunumda, hayvanlarda karbohidrat, mineral
metabolizmalarinda, enerji tiiketiminde ve bazi enzimlerin aktivitelerinin diizenlenmesi
gibi olaylarda rolii oldugu kabul edilmekle birlikte molekiiler temelleri tam olarak
anlagilamamustir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar borun hiicre ¢eperi yapisindaki pektin
capraz baglarinin olusumunda gérev aldig1 gosterilmistir (Alict ve Oncel, 2008; Tanaka ve
Fujiwara, 2008; Juan, vd. 2011).

1.4.1. Borun Bitkilere Alinimi ve Taginimi

Bor hareketli bir besin elementi olmadigindan yagh yapraklarda birikmekte ve
yapraklarda klorozis ve nekrozisler gibi tipik toksisite septomlarina neden olmaktadir
(Tanaka 2008; Keles vd., 2011; Masood vd., 2012). Uzun zaman bitkilerin boru topraktan
almalarinin tek yolu olarak pasif tagima diistiniilmekteydi (Raven, 1980; Hu ve Brown,
1997; Dannel vd., 2001; Kato vd., 2009). Daha sonraki ¢aligmalarla borun pasif

taginiminin disinda iki yolun daha oldugu gdosterilmistir. Koklerden alinan bor yapraklara
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ksilem veya floem yoluyla taginir. Ksilemde bor taginiminda terleme olay1 etkilidir ve
tasinan bor genel olarak yasli yapraklarda yapragin tabanindan ucuna dogru biriktirilir.
Floem yoluyla alinan bor ise aktivitenin yiiksek oldugu gen¢ yapraklar, meyve ve
tohumlara tasmir. Bazi bitki tiirlerinde bor dokulara alindiktan sonra yeniden dagitimi
yapilir (Dannel vd., 2001; Tanaka, 2008; Marco vd., 2012). Bir¢ok bitki tiiriinde bor
yetersizligi durumunda yasl yapraklarda biriktirilen bor ile giderilir. Elma, badem, seftali
ve erik gibi bitkilerde bor yetersizligi durumunda bor dokulara esit sekilde dagitilir. Hatta
bu bitkilerde bor konsantrasyonu geng¢ yapraklarda yasli yapraklara oranla daha fazla
bulunmustur. Bu durum borun bitkilerdeki dagiliminin sadece ksilemle terleme yoluyla
olmadigint gostermektedir. Bu tlir bitkiler mannitol ve sorbitol gibi seker alkollerini
yiiksek miktarda iiretirler. Bu seker alkolleri borik asite kolayca baglanan cis hidroksil
gruplar1 (Poli-B kompleks) igerir. Bu durum borun floemde tasinmasini saglar. Gergekten
de Hu ve vd. (1996) kerevizin floem 6zsuyunda poli-B komplekslerini 6l¢miisler ve borun
mannitol, sorbitol ve fruktoz gibi sekerlerle kompleks yaptiklarini gostermislerdir.
Transgenik tiitiin bitkisinde de sorbitol sentez geninin ifadesinin yabani tlire gore daha
fazla oldugu belirlenmistir (Tanaka, 2008; Dannel vd., 2001).

Borik asitin membrandan tasinmasinda ii¢ mekanizmanin oldugu bilinmektedir.

l. Pasif tagima (difiizyon)
Il. BOR tastyicilari ile aktif tagima
Ii. NIP (nodulin-link intrinsic protein) ile yapilan kolaylastirilmig tasima

(kolaylastirilmis difiizyon)

1.4.1.1. Pasif Tasima

Yiiksiiz bir molekiil olan borik asit, lipit membrandan ¢ok yiiksek bir gegirgenlik
katsayisina sahiptir. Raven (1980) teorik olarak borik asit i¢in lipid gegirgenlik katsayisini
8x10—6 cm S™* olarak tahmin etmistir. Hu ve Brown (1997) borik asit lipit gegirgenlik
katsayist ile ilgili yaptiklar1 c¢aligmada Raven’in sonuglarina benzer degerler elde
etmiglerdir. Bununla birlikte bu arastirmacilar sakiz kabaginin (Cucurbita pepo) kok
plazma membraninda ve Chara corallina alg hiicrelerinde yaptiklar1 borik asit gegirgenlik
katsayisi ¢alismalarinda Raven’in buldugu degerlerden daha diisiik degerler bulmuslardir.

Bu sonuglar pasif diflizyonun yiiksek borik asit konsantrasyonlarinda bor taginmasinda
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onemli oldugunu gostermektedir. Birgok calismada yliksek bor konsantrasyonunda borun
bitkilere pasif tagima yoluyla alindigi gosterilmistir (Dannel vd., 2001; Kato vd., 2012;
Tanaka ve Fujiwara, 2008) Diisiik bor konsantrasyolarinda ise bitkinin ihtiyac1 olan borun
karsilanmasinin agiklanmasi gerekir. Bu durumda bor tasinmasinda akuaporinlerin (AQP)

onemli bir rol oynadiklar1 bulunmustur (Hossain vd., 2014).

1.4.1.2. NIP Kanallarinca Kolaylastirilmis Tasinim (difiizyon)

Intrinsik proteinler (MIPs), Arabidopsis’te borik asit tasinmasinda en énemli kanal
proteinleri olarak ileri siiriilmiistiir. 2006’da Tanaka ve vd. Arabidopsis’te bor sinirlamasi
altinda normal biliyime doneminde borik asit alinimi i¢in NIP5:1 proteinini
tanimlamiglardir. Bu gen mikrodizin analizlerinde bor sinirlamasi altinda ifadesi artan
(upregulasyon) bir gen olarak tanimlanmistir. NIPS5:1 MIP ailesine ait bir aquaporindir
(Dannel vd., 2001; Tanaka ve Fujiwara, 2008; Juan vd., 2008; Kato vd., 2009; Pan vd.,
2012).

MIP memelilerde, ikiyagamlilarda, mayalarda, bakterilerde ve bitkilerde alt1 trans-
membran proteinine sahip bir membran proteinidir. Arabidopsis genomunda 35 MIP geni
tiyesi bulunmaktadir. Bitkilerde MIP’ler dort alt grup olarak yer almaktadir. Bunlar
tonoplast intriksik (gercek) proteinler, plazma membran intriksik proteinler, kii¢iik temel
intriksik proteinler ve nodulin 26 (NOD26) benzer intriksik proteinlerdir (Tanaka ve
Fujiwara, 2008; Kato vd., 2009).

NIP alt ailesi bitkiler igin spesfiktir. Soya (Glycine max) NOD26 NIP alt ailesinin ilk
tiyesidir. Arabidopsis’te NIP genlerinin sayist1 dokuzdur. Bazi NIP proteinleri coklu
fonksiyon yaptiklar1 gdsterilmistir. Gliserol ve iire gibi kiicilik yliksiiz molekiillere aracilik
ederler. Borik asitin taginmasinda NIP ailesinin diger liyeleri AtNIP2;1 OsNIP2, AtNIP1;1,
AtNIP1;2 ve CpNIP1’dir. AtNIP2;1 Arabidopsiste laktik asit kanali olarak tanimlanirken,
OsNIP2 geltikte silikon kanallar1 olarak, AtNIP1;1, AtNIP1;2 mayalarda gliserol kanallar
ve CpNIP1 yine mayada iire kanali olarak tanimlanmiglardir (Tanaka ve Fujiwara, 2008).

NIP’ler hayvanlarda bulunmamaktadir. MIP’lerin diger tiyelerinin hayvanlarda borik
asit tasinmasina katilip katilmadiklar1 da belli degildir. Insanlarda akuagliserolporinlerin
bazilart AQP3, AQP7 ve AQP9’dur. Bunlar su ve kii¢giik yiiksliz molekiillerin tasinmasinda

gdrev alirlar. Bu proteinlerden AQP9 genis substat dzgiinliigiine sahiptir. Ure, karbamidler,
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polioller, piirinler, pirimidinler ve arsenik gibi molekiillerin taginmasinda gorev alirlar
(Tanaka ve Fujiwara, 2008).

Bitkiler bor eksikliginde, boru simplastik olarak NIP5;1 aracilign 6zellikle
kolaylastirtlmis diflizyonla borik asit olarak alirlar. NIP5;1 epidermis, korteks ve
endodermiste bulunur. Bu hiicresel tabakalarda NIP5;1 tarafindan alinan borik asit
plazmodesmalar araciligiyla aktarilir ve perisikla gelir. Perisiklda yer alan BOR1 proteini
tarafindan aktif tasima ile apoplasta almir (Kato vd., 2009; Juan, 2008; Tanaka ve
Fujiwara, 2008; Pan vd., 2012; Hossain vd., 2014).
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1.4.1.3. Aktif Tasima

Dannel vd., (2001) yaptiklari ¢alismalara kadar uzun zaman boyunca bor taginiminin
pasif diflizyonla olduguna inaniliyordu. Bu arastirmacilar aygicegi bitkisinde yaptiklari
calismada bor taginmasinin konsantrasyon gradiyentine ters gergeklestigini gostermislerdir
(Sekil 2). Diisiik konsantrasyonda (1 pM) yetistirilen aygicegi bitkisinde dis ortama gore
bitki kok hiicreleri igerigi ve ksilem Ozsuyunda daha yiiksek bor konsantrasyonlari
Olgmiislerdir. Yapilan c¢alismaya gore bor eksikliginde bor alinimmin ve ksileme
yiikklenmesinin aktif tasima ile yapildigim ileri siirmiiglerdir (Dannel vd., 2001). 2002
yilinda diisiik bor kosullarinda ksilem yiiklenmesi i¢in borun hiicreden disar1 atilmasinda
ilk tanimlanan tasiyict BOR1’dir (Kocabek vd., 2009). BOR1 tasiyici proteini bikarbonat
tastyici st ailesine (SLC4) aittir. BOR1 plazma zarinda yer alir. Maya hiicreleriyle yapilan
calismada BOR1 ifadesi hiicrelerdeki borik asit konsantrasyonunu diisiirmiistiir. Bu
nedenle BOR1’in borun hiicreden ksileme atilmasinda rol aldigi ileri stiriilmiistiir. BOR1
kokiin ortasinda perisikl hiicrelerinde ifade edilir. BOR1 nokta mutasyonu Arabidopsis
bitkisinde bor eksikliginde biiyiimede ciddi azalmalarin oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar
birlikte ele alindiginda bor eksikliginde BORI proteininin borik asitin ksileme
yiikklenmesinde gorevli oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2) (Dannel vd., 2001;
Tanaka ve Fujiwara, 2008; Juan vd., 2008; Kato vd., 2009).

BOR1 genine benzer baska genler Okaryotik hiicrelerde bulunmustur. Son
zamanlarda celtikte boron alinmasi ve ksileme yiiklenmesi ile ilgili OSBOR1 geni,
Saccharomyces cerevisiae’de BOR1 homologu olan YNL275w geni ve memelilerde Na ile

baglanabilen NaBC1 geni tanimlanmistir (Juan, 2008; Hossain vd., 2014).
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Sekil 2. Borun bitkilere alinimi ve tasinimi (Tanaka ve Fujiwara, 2008)

1.5. Bor Toksisitesi ve Bitki Cevaplar:

Bor toksisitesi diinya genelinde tarimsal alanlarda iirin verimliligini sinirlayan
yaygin bir problemdir. Kurak ve yar1 kurak bolge topraklarinda yetisen bitkilerde bor (B)
toksisitesinin bitkisel liretime zarar verdigi bilinmektedir (Juan, 2008; Tanaka, 2008; Reid,
2009; Masood vd., 2012). Tirkiye’de o6zellikle Bati Anadolu bolgesinde B kirlenmesinin
su kaynaklarin1 ve tarim alanlarini etkileyen onemli bir problem oldugu bilinmektedir
(Kiin, 1988; Alici, 2008). Diinya genelinde Avustralya, Malezya, Kuzey Afrika, Misir,
Tiirkiye, Irak, Libya, Suriye, Californiya, Sili, Fas, Urdiin ve Bat1 Asya gibi bolgelerde
diisiik yagmur kosullarinda toprak tuzlulugu ile birlikte tanimlanmaktadir (Juan vd., 2008;
Tanaka, 2008; Stiles vd., 2010;). Bunlara ilave olarak asir1 giibreleme ve sulama suyunda
yiiksek seviyede bor bulunmasi topragin bor agisindan zengin olmasina neden olmaktadir.
Bor toksisitesi damarli bitkilerde farkli durumlarda farkl: etkiler gosterir. Bor toksisitesinin
yaygin gorillen semptomlart metabolizma degisimi, kok hiicrelerinin bdliinmesinin
yavaglamasi, kuru madde kaybi, tane veriminin azalmasi, meyve ciirlimesi, fotosentez

oraninin diismesi, yaprak klorofil igeriginin, lignin-siiberin seviyesinin, kok ve siirgiin
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biiyiimesinin azalmasi, (Juan 2008; Reid, 2009) yapraklarda oncelikle u¢ ve kenarlarda
baslayan kahverengi lekeler ile klorozla baslayip nekrozla devam eden bozulmalar, kabuk
nekrozlar1 ve kambiyum 6liimiine bagli gévde 6liimii, yash yapraklarin yanik bir goriiniim
alip erken dokiilmesi seklindedir (Soy, 2002; Alici, 2008; Juan vd., 2008). Ayrica
bugdayda ozellikle bitki boyunun uzamasinin ve yesil aksam gelismesini durduran,
biliylimeyi geciktiren ve kok gelisimini azaltan bir problem oldugu da ¢esitli ¢alismalar ile
gosterilmistir (Alict, 2008; Keles vd., 2011; Masood vd., 2012).

Borun bitkilerdeki optimum ve toksik konsantrasyonu arasindaki aralik son derece
dardir (Juan vd., 2008; Keles vd., 2011). Bitkilerdeki bor toleransi tiirden tiire ve ayni
tiiriin varyeteleri arasinda genis 6lgiide degiskendir. Ornegin sulama suyundaki yeterli bor
konsantrasyonuna duyarl tiirler i¢in 0,3 mg L™>’dan (Phaseolus vulgaris) 1-2 mg L™, yar
toleranslt bitkilerde (Zea mays and Solanum tuberosum) 2-4 mg L™, toleransh (Daucus
carota and Cuminos melo) ve yiiksek toleransli bitkilerde ise 4-6 mg L™’ dir. Ayni tiirlerin
daha toleransli varyeteleri, daha az toleransli varyetelerine gore daha az bor
konsantrasyonuna sahiptir. Bu durum toleransh bitkilerin boru kokiin disinda tutma

yetenekleri ile ilgili oldugu gosterilmistir. Bu bitkiler boru disarida tutmak i¢in:

I. Zar gecirgenliklerini azaltabilirler, veya
ii. Boru, BOR ve NIP gibi bor tasiyicilariyla sitoplazmadan disar1 atarak

birikimini diistirebilirler.

Borun igsel konsantrasyonu 1-5 mg arasinda artirildik¢a biiylimeyi engelledigi
goriilmekle birlikte bu durumun protein sentezi veya enerji metabolizmasiyla ilgili oldugu
tam olarak bilinmemektedir. Ancak bor toksititesi birgok hiicresel siireci zincirleme
geciktirdigi ve 1s1kta foto-oksidatif stresi artirdigi gosterilmistir (Marco vd., 2012).

Bitkilerde bor toksititesinin fizyolojik etkileri tam olarak aydinlatilamamakla birlikte

bu konuyla ilgili 3 hipotez ileri siiriilmiistiir:

I. Hiicre ¢eperinin yapisinda meydana gelen degisimler,

ii. ATP, NADH ve NADPH gibi molekiillerin riboz sekerlerine baglanmasiyla
olusan metabolik yikim,

iii. Serbest sekerler ve RNA riboz sekeri gibi sekerlere baglanarak hiicre

boliinmesi ve gelisimindeki bozulmalar,
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Bitkiler kendilerini  bor toksisitesinden korumak igin ¢esitli  stratejiler
gelistirmislerdir. Bu stratejilerden bazilar1 antioksidan enzim aktivitelerinin artirilmast,
prolin, fenolik bilesikler, poliaminler, tokoferoller, trehaloz ve glisin-betain gibi diisiik
molekiil agirlikli bilesiklerin fazla miktarda iiretilmesi ve biriktirilmesidir (Szafranska vd.,
2011).

1.6. Prolin

Bitkiler yasamalar1 boyunca tuzluluk, ultra viole 1smlar, yiiksek sicaklik, toksik
metal iyonlari, soguk ve kuraklik gibi ¢esitli tiplerde ¢evresel streslere maruz kalirlar. Bu
stresler bitkilerde biiyiime ve gelisimi, ¢igeklenmeyi, meyve verimini ve lireme gibi birgok
canlilik olaylarini olumsuz etkilerler (Deivanai vd., 2011; Hayat, 2012; Sharma vd., 2012).
Bitkiler bu tip abiyotik streslerin yikici etkilerine karsi koyabilmek icin ¢esitli fizyolojik
mekanizmalar gelistirmislerdir (Hossain vd., 2014). Optimal olmayan sicakliklar, agir
metaller ve yaralanmalar gibi ¢esitli ¢evresel streslere cevap olarak hiicresel homeostasiyi
ayarlamak i¢in bitkilerde prolin (Sekil 3-Tablo 2) birikimi bir¢ok ¢alismada gosterilmistir
(Szafranska vd., 2011; Hossain vd., 2014).

CH,——CH, O
| | V4
CHa~_ .~ CH—C

| \

H OH

Pro

Sekil 3. Prolinin yapis1 (URL-1)

Tablo 2. Prolinin kimyasal 6zellikleri

Molekiil formiul CsHgNO»,
Molekiil agirligt 115,13 g/mol
Erime noktast 205 °C

Molekiil kiitlesi 115,13 g.mol™
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Prolin Son zamanlarda yapilan proteomik, genomik ve metabolik ¢alismalar prolinin
islevinin baglangicta inanildig1 gibi basit olmadigini gostermistir. Yapilan molekiiler
calismalarda prolinin abiyotik streslere tolerans saglamada Onemli bir ozmolit oldugu
belirlenmistir (Hossain vd., 2014). Prolin bir amino asit olarak elektron kagaklarinin
onlenmesinde, makromolekiillerin sabitlenmesinde, hiicre duvari bileseni olarak etkili bir
antioksidandir. Bitkilerde agir metal streslerinin azaltilmasinda ozmo-redoks diizenleyici,
serbest radikalleri temizleyici, antioksidan sistem aktivatorii, sitoplazmik pH soliisyonu,
enerji, azot ve karbon kaynagi, hiicresel yapilarin kararliliginin saglanmasi, metal selatorii
gibi bir¢cok gorevi oldugu ileri siiriilmiistiir (Szafranska vd., 2011; Hossain vd., 2014).
Ayrica kuraklik ve tuzluluk gibi stres durumlarinda ozmotik ayarlayicit olarak rol
oynamaktadir (Parida vd., 2008). Bununla birlikte hassas proteinlerin etrafinda bir
hidrasyon kabugu olusturarak stres zararlarina karsi bu proteinleri korurlar (Hossain vd.,
2014). NaCl kaynakli potasyum akisini azaltarak Na® ve K' ayarlamasi yapmaktadir.
Ayrica bitki bliyime ve gelisiminde diizenleyici fonksiyona sahiptir. Prolin birikimi
cevresel streslerin belirlenmesinde bir indikatordiir ve 6nemli derecede koruyucu bir role
sahiptir (Kirbag Zengin ve Munzuroglu, 2006). Birgok yiiksek yapili bitkilerde agir metal
stresi prolin seviyesinde artisa neden oldugu belirtilmistir. Prolin ROS’larin neden oldugu

hiicresel zararlara karsi koruma saglar (Parida, 2008; Yang vd., 2011).

1.6.1. Prolin Sentez Yolu

Yiiksek yapili bitkilerde prolin biyosentezi iki yolla yapilir. Birinci yol glutamat yolu,
digeri ise ornitin yoludur. Glutamat yolunda iki enzim gorev alir: Al-pirolin-5-karboksilat
sentaz (P5CS; EC 2.7.2.11) ve Al-pirolin-5-karboksilat-rediiktaz (PSCR)’dir. Arabidopsis
thaliana’da glutamat yoluyla prolin biyosentezi, ¢ift islevli Al-pirolin-5-karboksilat sentaz
(P5CS) enzimi tarafindan denetlenir. PSCS enzimi glutamik asiti fosforile ederek glutamil-
5-semialdehit (G5SA)’e dondstiiriir. Bu enzimin P5CS1 ve P5CS2 olmak iizere iki
izoformu bulunur. Prolin, G5SA’den pirolin-5-karboksilat (P5C) araciligiyla Al-pirolin-5-
karboksilat-rediiktaz (P5CR; EC 1.5.1.2) enzimi katalizorligiinde sentezlenir. Bu
reaksiyonun hizin1 belirleyen basamak, P5CS enziminin y-glutamil Kinaz aktivitesidir.
Bitkiler {izerinde son yapilan ¢aligmalarda prolin artisinin glutamat artisina bagli oldugu
gosterilmistir. Ornitin {izerinden prolin biyosentezi ornitin- 6-amino transferaz (5-OAT)

enziminin katalizinde gergeklesir (Sekil 4). Prolin, sitozol ve kloropastlarda sentezlenirken
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oksidasyonu (yikimi) mitokondri organelinde iki enzimin ardisik caligmasi sonucu
gerceklesmektedir. Prolin burada tekrar glutamata yikilir. Prolin katabolizmasi enzimleri
prolin dehidrogenaz (PDH; EC 1.5.99.8) ve prolin-5-karboksilat dehidrogenaz (P5CDH,;
EC 1.5.1.12)’dir. PDH prolini P5C’ye doniistiirdiikten sonra PSCDH, P5C’yi glutamata
doniistiirtir (Sekil 4) (Kavi Kishor vd., 2005; Szekely vd., 2008; Parida vd., 2008; Abraham
vd., 2010; Liang vd., 2013; Singh vd., 2014; Hossain vd., 2014). Stres durumunda igsel
prolin seviyesinin birikimi yliksek oranda prolin biyosentezi ile prolin yikimindaki
degisimin toplam etkisi sonucudur. Bu nedenle hiicre i¢i prolin igerigi prolinin biyosentezi,

katabolizmasi ve bitkinin diger dokularindan taginmasina baglidir (Hossain vd., 2014).

Sitozol
/ Mitokondri Kloroplast \
Glutamat
H | NADPH + H* ‘ NADPH +He
—— ZATP
PSCS1 PSCS1
NADP" NADP*
l ADP+ Pl | focon ADP+P| —>

ajsues) uosaly
=
Hasuel] voIN g

P5C e psc
NADPH + H'g—
DP*

v
\f‘ NA NADP*  —3
Prolin :
\ Protem
Arginin /

Sekil 4. Bitkilerde prolin metabolizmasi (Szabados ve Savoure, 2010)

A

1.6.2. Prolin ve Stres Toleransi

Bitkilerde cevresel streslerin zararli etkilerine karsi igsel prolin seviyesinin artisi
onemli bir fizyolojik tepkidir. Birgok c¢alismada prolin birikimi ile cevresel streslere
tolerans arasinda pozitif bir iliski oldugu goriilmiistir. Bu durum ilk olarak solmus

cimlerde gozlenmistir. Bitkilerde tuzluluk, kuraklik, soguk, sicak, agir metal gibi bir¢ok
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abiyotik stres kosullarinda ¢oziilebilir maddelerin  birikimi genel bir koruyucu

mekanizmadir (Kavi Kishor vd., 2005; Hayat vd., 2012; Hossain vd., 2014; Yaish, 2015).
Prolin bitki abiyotik stres fizyolojisinde yaygin olarak caligilan bir molekiildiir.

Biyotik ve abiyotik stres tolerans ile ilgili cok sayida islevi oldugu belirtilmistir (Sekil 5).

1.6.2.1. Ozmotik Ayarlama

Prolinin ozmotik ayarlamadaki temel rolii tuzluluk, kuraklik ve asir1 sicaklik
kosullarinin neden oldugu hiicresel dehidrasyona karsi direng yetenegini artirmasidir.
Prolin gibi sitoplazmik ozmolitlerin hiicrelerde birikimi hiicre su potansiyelinin diismesi ile
ortaya ¢ikan zararlarin minimize edilmesinde rol oynar. Bitkiler prolini genel olarak
sitoplazma ve kloroplast stromasinda biriktirir (Sekil 5). Buralarda biriken prolin miktari
bitkinin tiim dokularinda biriktirilen prolin miktarindan daha fazladir. Prolinin sitozolik
seviyesindeki ¢ok kiigiik bir degisimi osmotik ayarlamada oldukga etkilidir (Kavi Kishor
vd., 2005; Hayat vd., 2012; Liang vd., 2013; Hossain vd., 2014).

1.6.2.2. Dehidrasyon Esnasinda Hiicresel Yapilarin Korunmasi

Dehidrasyon, bitki biiyiime ve gelisiminde en onemli ¢evresel sinirlayicidir. Prolin
ozmotik stres durumunda proteinler ve membranlar gibi hiicresel yapilarin sabitlenmesi,
hiicresel fonksiyonlarin korunmast ve ROS’larin temizlenmesi gibi birgok isleve sahiptir
(Sekil 5). Hiicrelerde su igerigi diistligi zaman prolin hidrofilik etkilesimler yaparak ve
hidrojen baglar1 kurarak ozmotik ayarlama yapar ve hiicresel yapilart dehidrasyondan
korur. Stres altinda fotosentetik aktivitenin ve mitokondride elektron tagima kompleksi-
II’nin korunmasim saglar (Hayat vd., 2012; Liang vd., 2013; Hossain vd., 2014). Ornegin
polen ve tohumlarda dehidrasyon esnasinda osmolit olarak prolin birikimi gdsterilmistir
(Hayat vd., 2012; Liang vd., 2013; Hossain vd., 2014).

1.6.2.3. Redoks Tamponu

Cevresel stres durumunda redoks dongiisii bitkilerin antioksidan savunmalarinda

hayati bir bdoliimdiir. Prolin biyosentezi sirasinda NADP+ iiretilirken, oksidasyonu
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sirasinda NADPH meydana gelir. Bu nedenle farkli hiicresel organeller, sitoplazma ve
plastitlerde prolin yikimi ve sentezi dongiisii redoks i¢in ¢ok Onemlidir (Sekil 5).
Dolayisiyla bu durum prolinin stres toleransinda Onemli bir rol oynadigini
diistindiirmektedir. Kuraklik stresinde yiiksek seviyede prolin birikiminin redoks tamponu
olarak onemli bir fonksiyon yaptigi ileri siiriilmustiir. Titiin bitkisinde ve fasulye
fidelerinde prolin, glutatyon redoks durumunu koruyarak tuz ve kadmiyum stres toleransini
tyilestirdigi gosterilmistir. Prolinin antioksidan o6zellikleri yaninda hiicre i¢i glutatyon
havuzlarint korur. Prolin metabolizmasi redoks dengesinin siirdiiriilmesinde hayati bir
oneme sahiptir. Stres kosullarinda kloroplastlarda prolin biyosentezinin artirilmasi, diisiik
NADPH/NADP+  oranmnin silirdiiriilmesine, redoks dengelenmesine, fotosentez
inhibisyonunun ve fotosentetik kisimlarin zararlarinin azaltilmasina yardimci oldugu

gosterilmistir (Hossain vd., 2014).

1.6.2.4. indirgeyicilerin (Rediiktanlarin)Tasinmasi ve Depolanmasi

Prolin ozmotik ayarlamadaki osmolit roliine ek olarak enerjinin transferi veya
depolanmasinda ve azalan potensiyelde hayati bir role sahiptir. Bu olay prolinin
sentezlendigi yere ve doneme baghdir ve bitkinin ihtiyaci olan enerjiyi dogru yerde ve
dogru zamanda kullanmasina yardimci olur (Sekil 5). Stres sonrasi biiylime ve gelisimin
tekrar devamu i¢in azalan azot ve karbon kaynaklarimin tedarikgisi olarak depolandigi kabul
edilmektedir. Stresin ortaya ¢ikmasindan sonra prolin icerigindeki hizli azalma stres
sonrast gelisimin tekrar baglamasi i¢in 6nemlidir. Bu durum stres toleransi i¢in énemli bir

belirleyicidir (Hossain vd., 2014).

1.6.2.5. Sinyal Molekiiliidiir

Stres kosullarinda prolin metabolizmasi ve prolinin ¢ok sayida islevi 45 yildir
calisilmasina ragmen, sinyal yollar1 ile iliskili metabolizmas1 hakkinda bilgiler oldukca
siirhdir. Son yapilan proteomik ve metabolik ¢alismalar gortermektedir ki prolin
metabolizmas1 biiyiik oranda stres sinyalleri tarafindan diizenlenmektedir (Sekil 5). Uzun
zamandir prolin sadece ozmolit olarak diisiiniilmesine ragmen; son yapilan ¢alismalar stres
durumunda adaptasyon, iyilesme ve sinyal molekiil gibi fonksiyonlara sahip oldugunu

gostermistir. Biyotik ve abiyotik stres durumunda metabolit havuzlarinin diizenlenmesi,
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redoks dengesinin saglanmasi, stres ile ilgili genlerin ifadesinde, bitki biiyiime ve
gelisiminde bir sinyal molekiil olarak gérev yaptigi bir¢cok calismada ortaya konmustur.
Bunlara ek olarak stres durumunda alternatif enerji kaynagi ve birgok stres tepkisinin hizl
bir sekilde aktivasyonunda hayati onemi olan diizenleyici bir sinyal molekiildiir. Ayn1
zamanda stres sonrasi iyilesmede, mitokondriyal fonksiyonlarin, hiicre boliinmesinin ve
hiicre 6liimiiniin, gen ifadelerinin, bitki biiyiime ve gelisiminin, ¢igeklenmenin ve protein
sentezinin diizenlenmesinde sinyal molekiil ve ozmolit olarak gorev yaptigi belirtilmistir.
Tim bu sonuglar prolinin hiicrelerde ¢ok yoOnlii bir sinyal molekiil olarak birgok
fonksiyona sahip oldugunu gostermektedir (Kavi Kishor vd., 2005; Hayat vd., 2012; Liang
vd., 2013; Hossain vd., 2014).

1.6.2.6. Diger Antioksidan Molekiiller i¢cin Onciidiir

Abiyotik stres nedeniyle prolin birikimi uyarilmasinin ayn1 zamanda ¢ok fonksiyonlu
antioksidan olan glutatyonun biyosentezini de etkiledigi bulunmustur. Ciinkii her iki
molekiil de glutamattan sentezlenmektedir. Prolin seviyesinin genetik diizenlenmesinin
GSH igerigini de degistirdigi bulunmustur (Sekil 5). Kuraklik stresinde antisense
transformant bitkilerde prolin iceriginin diiserken, GSH igeriginin arttigini, sense
transformant bitkide ise GSH igeriginin diiserken prolin igeriginin arttigi gosterilmistir.
Benzer iligski prolin ve poliaminlerin sentezinde de bulunmustur. Hem prolin hem de
poliaminler glutamattan sentezlenir. Sicaklik stresi altinda asir1 prolin {ireten transgenik
bitkilerin yapraklarinda prolin igerigindeki artisin az olmasina ragmen putresin igeriginde
anlamli bir artisin oldugu gosterilmistir.  Muhtemelen stres baglangicinda prolin
oksidasyonun poliamin sentezi i¢in bir kaynak saglamasindan kaynaklanmaktadir (Hossain

vd., 2014).

1.6.2.7. Metal Selatorii Olarak Prolin

Metal toleranst olan bitkilerin olmayanlara goére hem normal hem de stres
kosullarinda daha fazla prolin biyosentezi yaptiklart goriilmiistiir. Bunun sonucunda
prolinin metal iyonu selatori oldugu ileri striilmistir (Sekil 5). Distan prolin
uygulamasinin Zn ve Cd streslerinde nitrat rediiktaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz

enzimlerini korudugu gosterilmistir. Bu durumun olusmasi muhtemelen prolin-metal
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kompleksinin olusmasi ile saglanmistir. Ayrica Armaria maritima’da Cu stresinde prolinin
metal selatlama islevi gozlenmistir. Bununla birlikte prolin 6nemli bir metal iyonu
baglayicisi olabilir ancak bitki selatlariyla kompleks olusturmaz (Hayat vd., 2012; Liang
vd., 2013; Hossain vd., 2014).

1.6.2.8. Reaktif Oksijen Tiirleri Siipiiriiciisii

Abiyotik stresler nedeniyle hiicrelerde reaktif oksijen tiirleri (ROS) meydana gelir.
ROS’lar DNA, proteinler ve lipidlerde oksidasyonlara neden olurlar. Bitkilerde stres
durumunda singlet oksijen (‘O ve hidroksil (OH) radikali olmak iizere iki ROS meydana
gelir. Cok ¢esitli ozmolitler arasinda ve OH™ gibi ROS’lar1 temizleyerek hiicreleri oksidatif
zararlardan koruyan tek molekiiliin prolin oldugu bir¢ok c¢alismada gosterilmistir (Sekil 5).
Bu c¢alismalar prolinin bitki hiicrelerinde stres durumunda enzimatik olmayan bir
antioksidan olarak gérev yaptigini ortaya koymaktadir. Matysik ve vd. (2002) yaptiklar
calismada prolinin bitkilerdeki 'O, temizlemede olduke¢a etkili bir rol aldigimi ileri
siirmiislerdir. Alia ve ark (2001) prolinin *O;’i siiperoksit anyonuna [O-O]Z‘ doniistiirmekle
temizledigini ileri strmislerdir. Rustgi vd. (1977) prolinin OH ile reaksiyona
girebilecegini sOylemislerdir. Bunlara ek olarak Fenton reaksiyonundan kaynaklanan ¢ok
sayida metal iyonu radikalini prolin baglayarak OH™ karst korumada yardimci oldugu
belirtilmistir (Hayat vd., 2012; Liang vd., 2013; Hossain vd., 2014).

Matysik vd. (2002) yaptiklart calismada abiyotik stres kosullarinda prolinin
antioksidan kapasiteyi artirmada daha az rol oynadigini belirtmislerdir. Arastirmacilar
stresin prolin gibi aminoasitlerin birikimini uyardigini1 ve bunun sonucunda stresle ilgili
poliamin gibi diger molekiillerin biyosentezinde ©ncii olan maddelerin sentezini
sagladigini ileri siirmiiglerdir. Poliaminler ornitin veya arjininden sentezlenir. Ornitin ise
glutamattan sentezlenir. Bu nedenle prolin ve poliamin yolu birbiri ile iligkilidir. Bitkilerde
prolin metabolizmasi abiyotik stres sinyali i¢in dnemlidir ve bu durum bircok calismada

gosterilmistir (Hayat vd., 2012; Liang vd., 2013; Hossain vd., 2014).



24

Prolince zengin
protein
e.g, SIC protein

Enzimleri
APX, DHAR, MDHAR, GR,
GST,GPX,CAT,
Gly |, Gly Il

- - Embriyo gelisimi
Metabolizma Mltokl;?ndr; Kok blylmesi
e.g. Karbonhidrat Fonksiyonian § uo ciceklanme

Amina asit NADPH/NADP* Redoks ayarlama ] ROS and PCD

Sekil 5. Prolinin bitkilerdeki fonksiyonlar1 (Hossain vd., 2014)

1.7. Serbest Oksijen Radikalleri (Oksidanlar)

Kimyasal bilesikler iki veya daha ¢ok elementin aralarinda kimyasal bag olusturmasi
ile meydana gelir. Bu baglar negatif yiiklii elektronlarla sarilmistir ve elektronlarin bu
diizeni bilesige kararlilik saglar. Kararli bilesiklerin elektronlar ¢iftlenmis halde bulunur.
Eger elektron c¢iftlenmemis ise molekiil daha reaktif ve kararsiz duruma gecer. Bir ya da
daha fazla sayida ¢iftlenmemis elektrona sahip element veya bilesiklere “serbest oksijen
radikalleri” (SOR) denir.

Serbest radikallerdeki ciftlenmemis elektronlar kararli duruma ge¢mek ister ve
kararli halde bulunan bir bilesikten elektron alarak, bu bilesigi yeni bir radikal haline
dontstiiriir. Serbest radikallerin baglattigi bu zincirleme reaksiyonlar dizisi, antioksidanlar
tarafindan durduruluncaya kadar devam eder. Oksidasyon olayr aslinda hayatin her
evresinde yasanmakta olan bir siirectir. Glinliik hayatimizda, 6rnegin kabugu soyulan bir
elmanin bir siire sonra kahverengilesmesini oksidasyon olayina bir 6rnek olarak verebiliriz.
Canlilarda SOR’lar eksojen ve endojen, fizyolojik veya endojen patolojik mekanizmalar

sonucu olusabilir (Sekil 6).
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Molekiiler oksijen, yasam i¢in vazgecilmez bir molekiil olmasina ragmen, yapisinda
bulunan iki tane eslesmemis elektronu olan biradikal bir molekiil olup ayni zamanda
canlilarda reaktif oksijen tiirlerinin olusmasima neden olur. Reaktif oksijen tiirleri
metabolizmaya zarar verebilecek bir dizi reaksiyonu baglatir ve bunlar canli i¢in ayni
zamanda bir tehdit unsuru haline gelir.

Organizmada serbest radikaller gerek normal metabolik faaliyetlerin bir yan iiriini
olarak, gerekse biyotik ve abiyotik stres faktorlerin etkisi ile olusur. Metabolizma yan
tirlinleri olarak oksijen tiirevli serbest radikaller; siiperoksit anyonu (O37), singlet oksijen
(*0,), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikallerini (OH) icerir. Ayrica NADPH
oksidaz gibi bazi enzimler kii¢iik miktarlarda ROS’lar iiretir (Sekil 6). Hiicre i¢ci ROS un
%090’nindan fazlas1 aerobik solunum reaksiyonlar1 zincirinde mitokondri i¢ membraninda
iiretilir (Gong vd., 2005; Prochazkova, 2001; Wei ve Pang, 2005; Agarwal vd., 2005). iki
tarafi keskin bir bicak gibi kabul edilen ROS, diisiik dozlarda gesitli stres tepkimelerinde
sinyal gibi rol oynarken, yiiksek dozlarda (oksidadif stres gibi) hiicresel zararlara yol agar.
Oksidan ve mutajen 6zelikte olan bu metabolizma yan {iriinleri DNA, proteinler, lipidler ve
diger makro molekiillerde hasarlara hatta hiicrenin 6limiine neden olur (Prochazkova,

2001; Martin ve Baret, 2002).
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Sekil 6. Bitkilerde SOR {iretim alanlari ve kaynaklari (Hossain vd., 2014)

1.7.1. Proteinlerde Meydana Gelen Hasarlar

Proteinlere yapilan oksidatif saldirilar spesifik aminoasit modifikasyonlarina, peptit
zincirlerinin pargalara ayrilmasina, ¢apraz bag kurmus iirlinlerin kiimelesmesine, elekriksel
yiikk degisimlerine, par¢alanmalara duyarliligin artmasina neden olur. Proteinlerin primer,
sekonder ve tersiyer yapisi ve aminoasitlerin g¢esidi proteinlerin reaktif saldirilara karsi
duyarhligmi degistirir ve peptidin reaktivitesini etkiler. Ozellikle kiikiirt igeren
aminoasitler ve tiol gruplart olduk¢a duyarli olanlardir (Cicerli, 2004).

Proteinlerin oksidatif olarak zarar gormesi, Fe™ gibi redoks déniisiimii yapabilen
metal kofaktorlerin varliginda artar. Boyle durumlarda metal, proteinin iki degerlikli
katyonlar1 baglayan bolgesine baglanir ve hidrojen peroksit ile reaksiyona girer. Reaksiyon
sonunda hidroksil radikali meydana gelir ve bu radikalde aminoasit dizilerini oksitler
(Cicerli, 2004)
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1.7.2. DNA’da Meydana Gelen Hasarlar

DNA diger makromolekiillere nazaran oksidatif hasarlara karsi daha az toleransa
sahiptir. Aktif oksijen tiirleri DNA’da mutasyona kadar bir¢ok dliimciil etkinin olusumunu
tetikler. DNA’nin seker ve bazlari oksidasyona karsi olduk¢a hassastir ve oksidasyon,
bazlarin degredasyonuna, tek zincirde kirilmalara ve proteinlere baglanmalara sebep olur

(Davies, 2000; Cicerli, 2004).

1.7.3. Lipitlerde Meydana Gelen Hasarlar

Serbest oksijen radikalleri, hiicresel membranlara lipit peroksidasyonu yoluyla zarar
verir. Peroksidasyon reaksiyonlar1 yag asitlerinin agil zincirindeki ¢ift baglarla serbest
oksijen radikalleri arasinda gergeklesir (Cicerli, 2004).

Lipitlerin peroksidasyonu ii¢ farkli adimda gergeklesir. Bu asamalar baslangig,
uzama ve sonlanma basamaklaridir. Reaksiyonun baslama basamagi doymamis yag asitleri
ve hidroksil radikalleri arasinda olur. Uzama basamaginda ise ilk basamakta meydana
gelen yapi triplet oksijenle reaksiyona girer ve ilerleyen reaksiyon basamaklarinda lipit
peroksitler olusur. Bu reaksiyonlarda hidroksil radikallerinin rolii yangini baslatan kivilcim
gibidir. Lipit sistemlerinde hidroksil radikallerinin sira dig1 reaktivitesinin temelinde ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda bir zincir reaksiyonu baglatabilmesi yatar. Meydana gelen lipit
peroksitler metal katalizleyicilerin varliginda oldukga kararsizdir. Membran lipitlerindeki
peroksidasyon reaksiyonu radikal olmayan konjuge iiriinleri meydana getirmek i¢in karbon
veya peroksi radikalleri ile capraz bag kuruldugunda sonlanir. Reaksiyon sonunda
malondialdehit gibi aldehitler ve ethan ve etilen gibi hidrokarbonlar lipit
peroksidasyonunun son iiriinleri olarak ortaya ¢ikar (McKersie, 2000).

Insanlarinda iginde bulundugu tiim aerobik canlilar oksidatif dzellikteki bilesiklerin

verecegi hasarlara kars1 bir savunma sistemine sahiptir.

1.8. Antioksidan Savunma Sistemi

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engellemek, bu maddelerin meydana getirdigi

hasarlar1 6nlemek ve detoksifikasyonu saglamak iizere viicutta gorev yapan savunma
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sistemlerine “antioksidan savunma sistemleri” ya da “antioksidanlar” adi wverilir.
Antioksidan savunma sistemi, enzimatik ve enzimatik olmayan iki savunma sisteminden
olusur (Sekil 7).

1.8.1. Enzimatik Savunma Sistemi

1.8.1.1. Katalaz (EC 1. 11. 1. 6)

Hidrojen peroksit (H,O;) reaktif bir oksijen tiirii olup hiicreler tarafindan yag
asitlerinin peroksizomlarda P—oksidasyonu, fotorespirasyon ve piirin katabolizmasi gibi
normal aerobik reaksiyonlarda olusturulur ve farkli konsantrasyon seviyelerinde mitojenik
bliylimeden apoptosise kadar bir¢ok hiicresel cevap mekanizmasinda etkinlik gosterir.
Katalaz ¢esitli streslere kars1 gelistirilen cevap mekanizmalarindandir. Ayrica patojenlerin
oldirilmesinde de savunma sistemi hiicreleri tarafindan  iretilir.  Yiiksek
konsantrasyonlardaki H,O, hiicrelere zarar verir ve hiicrelerde birikimi protein, lipit ve
DNA gibi hiicresel hedeflerin oksidasyonuna yol acar. Bu durum ise mutasyonlarin
olugsmasina ve/veya hiicre Oliimiine yol acar. Bu sebeple H;O;’nin hiicreden
uzaklastirllmasi1 oksidatif hasardan korunmak i¢in Onemlidir ve bu gorevde katalaz
tarafindan yiiritilir (Bergmeyer ve Grabl, 1983).

Hidroperoksidaz olarak da isimlendirilen katalaz, aerobik mikroorganizmalarin
hepsinde, omurgalilarda, omurgasizlarda, bitkilerde ve mantarlarda bulunan ve H,O,’in su

ve oksijene parcalanmasini katalizleyen 6zel bir proteindir (Sekil 7) (Creighton, 1999).

2H,0, —AT 5 21,0+0,(1)

Hidrojen peroksitin (H,0) bu sekilde uzaklastirilmasi sayesinde daha reaktif olan
hidroksil radikallerinin olusumu Onlenmis olur. Bu reaktif oksijen tiirlerinin
uzaklastirilmasi aerobik ortamda yasamay1 kolaylastirir (Creighton, 1999).

Katalaz kararli bir enzim degildir. Yiiksek 151k yogunlugu ve stresli bitki
hiicrelerinde olusan H»O,’nin yiiksek konsantrasyonlariyla inhibe edilebilir (Feierabend
vd., 1992; Streb vd., 1993). Ayrica H,O;’ye olan zayif affinitesi bu enzimin etkinligini
kisitlamaktadir (Foyer vd., 1994). Katalazin biiyiik bir kismi peroksizomlarda ¢ok az
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miktarda da mitokondri matriksinde bulunur. Katalazin bitki dokusunda H,0,’in
uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir (Patykowski ve Urbanek, 2003).
Katalazin temel fonksiyonu, molekiiler oksijen mevcudiyetinde H,O,’in ve ROOH gibi bir
peroksitin radikalligini gidererek, Ozellikle membranlarda olusturabilecekleri geri
doniistimsiiz hasarlar1 engellemektir (Chaudiere ve Ferrari-llioui, 1999). Bakir stresi
altindaki Spirodela polyrhiza (Upadhyay ve Panda, 2010), Atriplex halimus (Brahim ve
Mohamed, 2011) ve fasulye (Andrade vd., 2010) bitkilerinde CAT aktivitesinin uyarildigi
bildirilmistir.

1.8.1.2. Siiperoksit Dismutaz (EC 1.15.1.1)

Stiperoksit dismiitaz (SOD), ilk kez Mann ve Keilis (1938) tarafindan izole edilmis
ve yliksek derecede reaktif olan aktif oksijen tiirlerinden siiperoksit anyon radikallerini
(O2") katalizleyerek organizmalara oksijen varliginda hayatta kalma imkanini veren bir
enzimdir. Bu reaksiyon oksijen metabolize eden tiim organizmalarda ve bazi anaerobik
canlilarda gergeklesir ve sonucunda molekiiler oksijen (O2) ve hidrojen peroksit (H,0,)
aci8a cikar. Bu katalitik mekanizma metal iyonunun ardisik oksidasyon ve rediiksiyonuna
dayanir (Sekil 7). SOD prostetik grup olarak demir, manganez, bakir veya ¢inkoyu tagiyan
bir metalloproteindir. Bu metal iyonlar1 siiperoksit radikallerinin enzim aktif bdlgesine
elektrostatik olarak yonlendirilmesini saglar. Bu enzim genelde aktif oksijen olusturan
hiicre kompartmanlarinda bulunur. Cu-Zn igeren SOD bir¢ok Okaryotik canlidan izole
edilmistir. Ayrica sasirtict  sekilde birkag bakteride de rastlanmistir. Mn-SOD
prokaryotlarda ve Okaryotlarin mitokondrilerinde tespit edilmistir. Fe-SOD ise birkag
prokaryotik organizmada bulunmustur (Oztiirk vd., 1999).

Canlilar SOD ile siiperoksiti uzaklastirir ve Haber-Weiss reaksiyonuyla hidroksil
radikalinin olusum riskini azaltir. SOD, siiperoksit anyonlarin1 uzaklastirmasina ragmen
toksik bir oksijen tiirevini (O;") digerine (H,O;) déniistiiriir (Sekil 7) (Mehlhorn vd.,
1996). Bu reaksiyon sonucu olusan H,O,, fotosentezin gii¢lii bir inhibitoriidiir ve
kloroplast fonksiyonu ig¢in risk olusturur. Bu toksik iirlin peroksidazlar tarafindan

temizlenebilir.

20, +2H" _SOP , H,0,+ O (2)
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SOD biitlin aerobik organizmalarda ve aktiflesmis oksijen lireten biitiin hiicre alt
yapilarinda bulundugu i¢in oksidatif strese karsi savunmada merkezi bir roliiniin oldugu
distiniilmektedir (Bowler vd., 1992). Lolium perenne L. bitkisinin koklerinde SOD
aktivitesinin bakir konsantrasyonundaki artisa paralel olarak uyarildig: bildirilmistir (Zhao
vd., 2010). Yapilan ¢aligmalarda SOD aktivitesinde tek basina meydana gelen artislarin
reaktif oksijen tiirlerine kars1 yeterli koruma saglayamayacagi ve oksidatif stresi tek basina

engelleyemeyecegi ileri stiriilmiistiir (Pitcher vd., 1991).

1.8.1.3. Askorbat Peroksidaz (EC 1. 11. 1. 11)

Askorbat peroksidaz hem peroksidaz enzim ailesinin bir {iyesi olup mayadan insana
kadar pek ¢ok canlida bulunur. Askorbat peroksidaz hidrojen perokside bagli olarak farkli
substratlar1 katalizler. Fakat enzimin fizyolojik substrati askorbattir (vitamin C).

Askorbatin disinda bazi aromatik substratlarin (AHy) da oksidasyonunu katalizler (Sekil 7).

2Askorbat + H,O, —— 2monodehidroaskorbat radikali + 2H,0 (3)

H,O, + 2AH; ——» 2H,0 + 2AH (4)

Askorbata bagli askorbat peroksidaz aktivitesi ilk olarak 1979 yilinda bulundu. Bu
enzim sif I peroksidaz enzim ailesine ait olup bitkilerde, alglerde ve sadece
siyanobakterilerde hidrojen perokside bagli askorbat oksidasyon reaksiyonunu katalizler
(Sharp ve Raven, 2003).

Askorbat peroksidaz sitozolde, kloroplastlarda, peroksizomlarda bulunur (Arora vd.,
2002). Biitiin askorbat peroksidaz enzimleri elektron vericisi olarak askorbata yiiksek
Ozgiilliik gosterir. Fakat enzimin fizyolojik kosullarda bulunmayan substratlar1 da okside
etme yetenegi de vardir (Raven, 2003). Sitoplazmada bulunan askorbat peroksidazlar,
kloroplastakine benzer ancak askorbat yoklugunda daha fazla kararli olup askorbattan
bagka elektron vericilerini de kullanabilir. Uzun siire bakir muamelesine maruz birakilan
Solanum lycopersicon bitkilerinde APX aktivitesinde 6nemli bir azalma oldugu rapor
edilmistir (Chamseddine vd., 2009).
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1.8.1.4. Glutatyon Rediiktaz (EC 1. 6. 4. 2)

Glutatyon rediiktaz, okside glutatyonun (GSSG) glutatyona (GSH) indirgenmesini
katalizleyen bir enzimdir (Sekil 7). Glutatyon rediiktaz, redoks dongiisiinde 6nemli bir
enzim olup, indirgenmis hiicresel GSH’1n hiicrede yeterli seviyede kalmasini saglar. GSH,
antioksidan olarak gorev yapar ve serbest radikal ve organik peroksitlerle reaksiyona girer,
amino asit tastniminda gorev alir. Ayn1 zamanda organik peroksitlerin detoksifiyesinde ve
zenobiyotiklerin metabolizmasinda gorevli glutatyon peroksidaz ve glutatyon S-transferaz

enzimlerinin substratidir (Meister, 1983).

GSSG + NADPH + H* —2R 5 2 GSH + NADP* (5)

GSH’in antioksidan 6zelliginden dolayi, glutatyon rediiktaz hiicrenin antioksidan
kapasitesinin devamliligi i¢in onemlidir (Meister, 1983; Creissen vd., 1994). GR, bitkilerin
kuraklik, ytliksek oksijen basinci ve hava kirleticileri tarafindan {iretilen oksidatif stresin
olumsuz etkilerinin diizeltilmesine ve strese karsi direng saglanmasina katkida bulunur
(Sairam vd., 1997). GR diger enzimlerle birlikte HO,’nin temizlenmesinde de gorev alir.

Bitkilerde oksitlenmis askorbik asiti (dehdroaskorbat) tekrardan askorbik asite
indirgeyen dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) enzimi de GSH’1 kullanmakta ve reaksiyon
sonucu GSSG olusmaktadir. Ayrica GR enzimi GSSG’yi GSH’a indirgerken, NADPH"1
kullanmakta ve bdylece CO, fiksasyonu azaldig1 zamanlarda, NADPH/NADP" oraninin
ayarlanmasina yardimci olmaktadir (Sekil 7). Bu nedenle GR tarafindan GSSG’nin GSH’a
indirgenmesi, oksidan temizlenmesinde biiyiik bir adim olarak kabul edilmekte (Creissen
vd., 1996) ve oksidatif strese karsi korunmada GR’nin 6nemli bir enzim oldugu
diistiniilmektedir (Aono vd., 1995). Farkli bakir konsantrasyonlarina maruz birakilan misir
bitkisinde GR aktivitesinin dnemli miktarda arttig1 belirlenmistir (Tanyolag vd., 2007).

Glutatyon rediiktaz hayvanlarda, bitkilerde ve bakterilerde bulunur. Bu enzim
askorbat glutatyon reaksiyon yolunda gorevli 6nemli bir enzimdir. Bu sistem sayesinde
memeliler hemoglobin ve diger proteinlerini peroksitlerin verebilecegi zarardan korur.

Glutatyon rediiktaz mitokondri ve peroksizomlarda bulunmustur (Hou, 2004).



32

1.8.2. Enzimatik Olmayan Savunma Sistemi

Enzimatik olmayan savunma antioksidan maddeler olarak bilinen salisilik asit (SA),
poliaminler, prolin, glutatyon, askorbat (vitamin C), tokoferol (vitamin E) ve flavonoitler,
lignin, tanin gibi bilesikler tarafindan yiritiiliir (Sekil 7) (Senaratna vd., 2000; Szekely vd.,
2008; Alcazar vd., 2010; Minocha vd., 2010).

Damarli bitkilerde yaygin olarak bulunan SA bitki biliyime ve gelisiminin
diizenlenmesinde ve bitkilerin gevresel streslere cevap olusturmasinda onemli bir gorev
yapmaktadir (Senaratna vd., 2000). SA etilen sentezini gecikmesine neden olur, membran
depolarizasyonunu etkiler, fotosentezi, protein sentezini uyarir ve klorofil igerigini artirir
(Khan vd., 2003; Shakirova vd., 2003). Ayrica SA’nin agir metal, herbisist, diisiik sicaklik
ve tuzluluk gibi bazi abiyotik strese karsi bazi alisma cevaplarma aracilik ettigi
belirlenmistir (Janda vd., 1999; Metwally vd., 2003).

Poliaminler (PA) biitiin bitki hiicrelerinde bulunurlar ve biyotik ve abiyotik stres
altinda savunmada rol oynadiklar1 kadar biiylime ve gelisimde de etkilidirler (Alcazar vd.,
2010; Minocha vd., 2010). PA’larin hiicre boliinmesi, DNA replikasyonu, hiicre
farklilagmasi gibi bir¢ok olayda ve sinyal iletiminde ikincil mesajc1 olarak gorev yaptiklar
bilinmektedir (Galston ve Sawhney, 1990). Yiiksek bitkilerde yaygin olarak bulunan
poliaminler; bir diamin olan putresin (Put), triamin olan spermidin (Spd) ve tetramin
spermin (Spm)’dir (Gill ve Tuteja, 2010).

Prolin birikimi stres toleransini birgok yoldan etkileyebilir (Szabados ve Savoure,
2010). Yapilan calismalarda bir¢ok bitki cesidinde strese toleranshi bitkilerde hassas
olanlara gore prolin miktar1 fazla bulunmustur (Ashraf v Foolad, 2007). Ayrica prolin
kuraklikta lipid peroksidasyonun dnlenmesinde de rol oynamaktadir (Molinari vd., 2007).

Bir tripeptit olan glutatyon (y-Glu- Cys-Gly, GSH) diisiik molekiiler agirliga sahip
olup dokuda, hiicrede ve hiicresel kompartmanlarda bulunur. GSH en ¢ok kloroplastlarda
mevcuttur, ancak onemli seviyede de sitozolde bulunur. GSH’in antioksidan o6zelligi
sisteinin siilfidril grubundan kaynaklanir. GSH ikinci bir GSH molekiilii ile siilfidril
grubundan baglanarak bir disiilfit bagi olusturur ve okside glutatyon (GSSG) meydana
gelir (Sekil 7).

GSH kimyasal olarak singlet oksijen ile siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile

reaksiyona girerek ROS’lan etkisiz hale getirmede direk gorev alir. Ayrica lipit
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peroksidasyonu sirasinda aciga ¢ikan acil peroksitleri uzaklagtirarak membran yapisinin
kararliligina katki saglar (Kanber vd., 1992; Davies, 2000).

Askorbik asit (vitamin C) hayvan ve bitki dokularinda bulunan énemli antioksidan
bilesikler igerisinde bulunur. Askorbat indirgeyici olarak g¢alisarak oksidatif hasara karsi
koruma saglar. Ayrica askorbat bir¢ok reaksiyonda elektron vericisi olarak da rol oynar.

Hidrofobik dogasindan o6tiirli a-tokoferol membranda yer alir ve iyi bir membran
stabilizasyonu gergeklestirir. Serbest yag asitleri ile kompleks olusturabilme
Ozelliklerinden dolayr da membranda deterjan gibi davranarak lipit tabakasinin

dagilmasina ve membran biiziilmesine neden olabilir (McKersie, 2000).
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Sekil 7. Bitkilerde SOR’larin temizlenmesi (Hossain vd., 2014)




2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitkilerin Biiyiitiilmesi ve Yapilan Uygulamalar

Denemelerde bitkisel materyal olarak kullanilan Altindane bugday ¢esidi (Triticum
aestivum L.) tohumlar1, Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nden temin edildi. Bitki
tohumlar sivi besin soliisyonu (Hoagland) igerisinde ¢imlendirildi. Prolin ve bor
konsantrasyonlarinin belirlenmesi igin literatiire uygun olarak prolin (Lima-Costa vd.,
2010) ve bor (Reid, 2007) uygulamalar1 gerceklestirildi. Ilk olarak en uygun bor
konsantrasyonunu belirlemek i¢in 2mM, 5SmM ve 10 mM bor konsantrasyon denemeleri
yapildi. Bitki 6rneklerinde 6zellikle yaprak uglar1 ve kdklerde meydana gelen morfolojik
degisimler gozlemlendi. Bunun sonucunda 5 mM bor uygulamasma karar verildi. Daha
sonra 5 mM bor konsantrasyonu ile birlikte uygulanacak en uygun prolin konsantrasyonu
tespit edildi. Bunun i¢cn 2 mM, 5 mM ve 10 mM prolin konsantrasyonlar1 denendi. Bu
konsantrasyonlarda yetistirilmis bitki 6rneklerinde MDA, klorofil a, klorofil b, toplam
pigment ve karotenoid analizleri yapildi. Analizler sonucunda 5 mM bor konsantrasyonu
ile birlikte uygulanacak en uygun prolin konsantrasyonunun 5 mM oldugu goriildii.
Ardindan deney ¢alismalar i¢in tohumlar, sivi besin soliisyonu (Hoagland) igeren plastik
biiyiitme kaplarina 35 adet tohum olacak sekilde ekildi (Sekil 8-9). Tohumlar sivi besin
ortaminda 22-25 °Cde, 16/8 1sik/karanlik ortaminda, %50-60 oranda nem igeren yetistirme
odasinda ¢imlendirilip biyitildi (Sekil 9) (Rizwan vd., 2016). Cimlenen tohumlara
oncelikle 3 giin boyunca 5 mM prolin uygulamasi yapildi ve sonrasinda 5 giin siireyle 5
mM bor stresine maruz birakildi. Calismada gergeklestirilen uygulamalarin  hepsi
Hoagland besin soliisyonu ortaminda yapildi. Deney gruplart kontrol, prolin, bor ve prolin-
bor seklinde diizenlendi (Tablo 3). Orneklemeleri takiben yapraklar ve kokler, siv1 azottan

gegirilerek -80 °C de saklandi. Su potansiyeli i¢in taze yaprak numunesi kullanildi.

Tablo 3. Deney seti

Kontrol 5 mM Prolin 5 mM Bor 5 mM Bor-5 mM prolin
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2.2. Su Potansiyeli Ol¢iimii

Yaprak su potansiyeli C-52 termocouple psikometre cihazi ile belirlendi (Wescor,
Inc., Logan, UT USA). Bitkinin 3. yapragmin genis ylizeyinden 6 mm c¢apinda alinan
diskler, cihazin C52 6rnek odacigina yerlestirildi. Numunelerin yaprak su potansiyelleri

belirlenmeden Once cihaz 45 dakika kalibre edildi.

2.3. Lipid Peroksidasyonu Tayini

Lipid peroksidasyon miktari, lipid peroksidasyonun bir {irlinii olan tiyobarbiitirik asit
reaktiflerinin igerigine dayanarak Heath ve Packer (1968), metoduna gore tayin edildi.
Ekstraksiyon %0,1 trikloro asetik asit (TCA) igerisinde gerceklestirildi. Homojenat 15000
g’de 5 dk santrifiij yapildi. Siipernatantin 1 ml’sine 4 ml, %20 TCA igerisinde hazirlanmis
%0,5 tiobarbiturik asit ilave edildikten sonra, siipernatantin absorbansi 532 nm de
kaydedildi. 600 nm de spesifik olmayan absorbsiyon i¢in okunan deger hesaptan ¢ikarildi.
Elde edilen sonu¢ formiilde (A = €.c.1) yerine konularak tiyobarbitiirikasit reaktifleri

(TBARS) konsantrasyonu hesaplandi. (€ =155 mMtem™).

2.4. i¢sel Prolin Tayini

Bitki orneklerinden taze agirlik olarak 0,2 g alinarak 10 ml %3’liik siilfosalisilik asit
ile homojenizasyonun ardindan filtre edildi. Siizlintii 22 °C’de 5000 rpm’de 5 dk santrifijj
yapildi. Siipernatant kisimlarindan 1 ml alinarak iizerine 1 ml asetik asit ve 1 ml ninhidrin
ilave edildi. Ninhidrin, asetik asit ve orto-fosforik asit kullanilarak hazirlandi. Daha sonra
tiiplere konulan ornekler 1 saat 100 °C’de su banyosunda tutuldu ve reaksiyon buz
tizerinde sonlandirildi. Soguyan Orneklerin iizerine 3 ml toluen eklenerek, vorteksle
karistirildi. Agz1 kapakli tiiplere alinan o6rnekler 4000 rpm’de 5 dk santriflij yapildi.
Santrifiij sonrast pipetle iist faz sarsilmadan kiivete alimdi ve 520 nm’de
spektrofotometrede okundu (Bates vd., 1973). Prolin hesaplamasi Sekil 10’a gore yapildi.
Sonuglar gram kuru agirlik (KA) basina pg olarak ifade edildi.
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x=(y-0,0157)/(0,0061)
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Sekil 10. Prolin hesaplamasinda kullanilan standart egrisi ve formiili.

2.5. ig:sel H,0O, Tayini

H,0; icerigi Velikova vd. (2000), metoduna gore belirlendi. Yaprak numunelerinden
0,25 g alinarak, 5 ml %0,1 TCA igerisinde homojenize edildi. Homojenat 15000 g’de 4
°C’de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatanttan 1000 pl alinarak iizerine 1000 pl 10 mM
potasyum fosfat tamponu ve 1500 pl 1 M KI ilave edildikten sonra olusan sar1 renk 390

nm’de spektrofotometrede olusturulan standart grafikten okundu.

2.6. Fotosentetik Pigmentlerin Tayini

Fotosentetik pigmentlerin (karotenoid ve klorofil) tayini Arnon (1949)’a gore
yapildi. Taze yaprak ornekleri (0,1 g) 5 ml %80 aseton icerisinde homojenize edildi.
Homojenat 5000 g’de oda sicakliginda 5 dk santrifiij edildi. Siipernatantin absorbansi1 663,
645 ve 450 nm’ lerde spektrofotometrede (Nicolet evolution 100, Thermo Scientific, USA)
Olciildii. Pigment iceriklerinin belirlenmesi i¢in Lichtenthaler (1987), tarafindan gelistirilen

denklemler kullanildi.
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2.7. Klorofil Floresans Analizleri

Klorofil floresans Olgtimleri OS1-FL, florometre ile Nar vd., (2009)’a gore
gerceklestirildi (OptiScience Corporation, Tyngsboro, MA, USA). Olgiimler, karanlik
adaptasyon klipsi ile 30 dakika karanliga maruz birakilan bitki 6rneklerinden
gerceklestirildi. Minimum klorofil floresansi (Fp) modiile edilmis, zayif 151k (A660, <0,1
umol m > Sfl) altinda ol¢iildii. Maksimum klorofil floresansi (Fr), PS2’yi doyuran A690
beyaz 151810 (8000 pmol m 2 s%), 0,8 s uygulanmast ile belirlendi. Karanlik 8l¢iimlerinin
ardindan, yapraklara giines 15181 ile beraber aktinik 151k (5,5 W’a halogen lamp, ML S990,
Micron, Tokyo, Japan) uygulanarak kararli hal klorofil floresans1 (Fs) elde edildi. Aktinik
15181 yogunlugu 120 umol m?Zs? di Aydinliktaki maksimum klorofil fluresansini (Fyy)
belirlemek i¢in doyurucu beyaz 151k (8000 pmol m?s'),08s stireyle uygulandi. Klorofil
floresans parametrelerinin tanimlart Van Kooten ve Snel (1990) tarafindan belirtildigi gibi
kullanild1. F/Fy, ve ®psy, sirasiyla PS2’nin maksimum ve etkili kuantum verimliligi olarak
kabul edildi. NPQ (Fm—Fm)/Fn denklemi ile Bilger ve Bjorkman (1990)’a gére hesaplandi.
Fu/Fm ve ®PS2 ise florometre cihazi tarafindan, (Fv/Fm = (F—Fo)/Fm ve ®ps; = (FM'—
Fs)/Fry) denklemleri kullanilarak Genty vd., (1989)’a gore hesaplandi.

2.8. Toplam Protein Miktariin Belirlenmesi

Antioksidan enzim aktivitelerinin hesaplanmasi1 amaciyla; protein tayini Bradford
(1976)’a gore spektrofotometrik olarak yapildi. Enzim aktivitesi dlgiimleri i¢in hazirlanan
ekstraktlardan numune basma 30 ul 6rnek, 170 pl distile su ve 1000 pl protein boyasi
kullanildi. Bovin serum albumin (BSA) standartlar1 hazirlanarak (Sekil 11), Coomassie
Brillant Blue G250 boyar maddesi ile proteinlerin olusturdugu kompleks 595 nm olciildi
(Tablo 4). Protein konsantrasyonu mg cinsinden hesaplanarak, enzim aktivitelerinin
belirlenmesinde kullanild: (Sekil 11).
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Tablo 4. Bradford Standartlarinin Hazirlanmasi.

Standartlar 1 mg/mL stok dH,0 (uL) 1X Bradford
BSA Ayiract (mL)
(ub)
Kor 0 500 5
0,01 mg/mL 5 495 5
0,02 mg/mL 10 490 5
0,03 mg/mL 15 485 5
0,04 mg/mL 20 480 5
0,05 mg/mL 25 475 5
y = 0,0316x + 0,0516
0.25 R2 = 0,9998
— A
= 0,2
=
20,15
w- ¢ Serii
Z
g 0,1 S
2
20,05
<
O I I
0 2 4 6
Protein Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 11. BSA standartlarindan elde edilen grafik.

2.9. Antioksidan Enzim Aktiviteleri Tayinleri

Calismanin bu asamasinda bazi antioksidan enzimlerin (Katalaz, peroksidaz,

glutatyon rediiktaz ve siiperoksit dismutaz) aktiviteleri belirlendi.

2.9.1. Katalaz Aktivitesi

Katalaz (EC 1.11.1.6) aktivitesi, Aebi (1983) yontemine gore belirlendi. Enzim
aktivitesi, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 30 mM H;0; ve 20 pl enzim

ekstraktt iceren 1 ml’lik reaksiyon karsiminin 240 nm’de 5 dakika siireyle dl¢iilmesiyle



40

belirlendi. Katalaz aktivitesi, H,O, i¢in €=394 mM lem™? ekstraksiyon katsayisinin

kullanilmastyla hesaplandi. Sonuclar EU. mg ™ protein olarak sunuldu.

2.9.2. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

Stiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1) aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich (1971)
metoduna gore belirlendi. 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,8), 0,1 mM EDTA, 13
mM metiyonin, 75 uM nitro blue tetrazolyum ve 50 pl ekstrakt ihtiva eden 1 ml reaksiyon
ortamina 2 uM riboflavin ilave edilerek reaksiyon baslatildi, bu karigim 10 dakika boyunca
375 umol m™ s siddetinde beyaz 1s13a maruz birakildiktan sonra 560 nm’de absorbans

degerleri belirlendi. Sonuglar U. mg ™ protein olarak sunuldu.

2.9.3. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) aktivitesi spektrofotometrik olarak Foyer ve
Halliwell (1976)’e gore belirlendi. Substrat olarak 0,25 mM NADPH ve 1 mM oksitlenmis
glutatyon (GSSG) kullanildi. Yiikseltgenmis glutatyonun enzim tarafindan indirgenmesi
icin indirgeyici faktor olarak NADPH kullanildi. Aktivite tayini i¢in, 200 pl 0,5 mM
EDTA igerisinde hazirlanmis 50 mM Tris-HCI (pH 7,8), 250 pul GSSG ve 500 ul NADPH
ihtiva eden karisima 50 pl enzim ekstrakti ilave edildi. NADPH in oksidasyonu 340 nm’de
5 dakika boyunca azalmanin 6lciilmesiyle belirlendi. Sonuclar U. mg ™ protein olarak

sunuldu.
2.9.4. Peroksidaz Aktivitesi

Peroksidaz (EC 1.11.1.7) aktivitesi, Urbanek vd., (1991) yontemine gore belirlendi.
Enzim aktivitesi, 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 0,1 mM EDTA, 5 mM
guaiakol, 15 mM H,0; ve 50 pul enzim ekstrakti iceren 2 ml’lik reaksiyon karsiminin 470
nm’de 1 dakika siireyle Olclilmesiyle belirlendi. Guaiakol peroksidaz (GPX) aktivitesi
€=26,6 mMcm™ ekstraksiyon katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi. Sonuglar U. mg ™

protein olarak sunuldu.
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2.10. Molekiiler Calismalar

Calismanin bu asamasinda toplam RNA izolasyonu, ¢cDNA eldesi ve genlerin
ekpresyon seviyesinde analizleri yapildi. RT PCR analizleri ise, kullanilan sistemin lisansl
yazilimi olan ve cihazla birlikte tiimlesik olarak ¢alisan Bio-Rad CFX Manager 3.1 ile

gerceklestirildi.

2.10.1. Real Time PCR Analizleri i¢cin Uygun Primerlerin Tasarlanmasi

Ekspresyon seviyesi belirlenecek genler igin gerekli primerler, NCBI veritabanindaki
gen sekanslar1 kalip olarak kullanilarak, Primer 3 plus programi ile tasarlandi (Primer3
Plus, URL-2). Tasarlanan primerler, NCBI veritabanin1 kullanan “primer3 plus” programi
kullanilarak blast yapildi ve primerlerin, eslesme oranlarina bakilarak, istenen gen
bolgelerine dogru bir sekilde baglanabildigi belirlendi. Gen ifadelerinin referansi igin
AKTIN 1 genine ait primerler tasarlandi. Calismada ekpresyonu hedeflenen genler ve bu

genlere ait primerler Tablo 5’te gosterildi.
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Tablo 5. Ifadeleri belirlenen genlere ait primerler
Gen Ad1 NCBI Erisim No Primer Adi ve Sekansi
Aktin KC775782.1 ACTINTaF:“GCGAATTTTGCCCCAATGGT”
ACTINTaR: “GAAGCACTTCCTGTGGACGA”
P5CRTa AY880317.1 P5CRTaF: “GGTAAACATCCAGGGCAGCT”
P5CRTaR: “GCATCTTGTTGTGGCAGCAA”
P5CSTa AY888045.1 P5CSTaF: “TGAAATGGCTGTTGCTGCAC”
P5CSTaR: “TGCCTCTAAAGCATCCGCAA”

2.10.2. Toplam RNA izolasyonu ve cDNA Eldesi

Toplam RNA izolasyonu i¢in -80 °C’de muhafaza edilen numunelerden 0,1 g
kullanildi. S1v1 azot ile dondurulan 6rnekler, doku homojenizatorii ile par¢alandiktan sonra
Toplam RNA izolasyon Kiti (RNeasy Plant Mini Kit 74904, Qiagen Hollanda) kullanilarak
ve ireticinin yontemlerine uyularak Toplam RNA izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen
RNA o6rneklerinin miktar1 ve safligt nanodrop spektrofotometre (Thermo Scientific,
Nanodrop 2000, Amerika) ile olgiildii. Miktar1 ve safligi belirlenen toplam RNA 6rnekleri
cDNA eldesi i¢in -80 °C’de saklandh.

Izole edilen Toplam RNA 6rneklerinden grup basina 2000 ng olacak sekilde cDNA
eldesi yapildi. ¢cDNA sentezi i¢in Applied marka (High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit 4368814, Applied Biosystems Amerika) cDNA sentez kiti kullanildi.
Sentezlenen cDNA’lar Real Time PCR analizleri gergeklestirilene kadar -20 °C’de

muhafaza edildi.

2.10.3. Gen ifadelerinin Real Time (RT) PCR Analizleri ile Belirlenmesi

Bir 6nceki asamada orneklerden elde edilen cDNA’lar, gen ifadelerinin belirlenmesi
icin Real Time PCR analizlerinde kullanildi. Analizler i¢in 5x HOT FIREPol Eva Green
gPCR Supermiks (08-36-00008, Solis Biodyne, Estonya) ve CFX Connect Real Time PCR
System (BioRad, Amerika) cihazi kullanildi. RT PCR protokolii ise Solis Biodyne
yontemleri modifiye edilerek; 95 °C’de 12 dakika, 95 °C’de 15 saniye 45 dongii, 60.0
°C’de 30 saniye, 72.0 °C’de 30 saniye, melt curve i¢in 65.0 °C’den 95 °C’ye 0,5 °C’lik
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artiglarla olacak sekilde gergeklestirildi (Tablo 6). Her biyolojik tekrar, 3 teknik tekrar
seklinde analiz yapildi. Ortalama teknik hata 0,5(=1) Cq values seklinde belirlendi. Ayrica
referans geni icin AKT/N I genine ait primerler kullanildi (Tablo 5).

Tablo 6. RT PCR protokolii

Adim Sicaklik Siire Dongii
Baslangi¢c Aktivasyonu 95,0 °C 12 dk 1
Denaturasyon 95,0 °C 15sn 44
Baglanma 60,0 °C 30 sn
Uzama 72,0 30 sn
Plate Okuma - -

Melt Curve Analizi 65,0 °C -95,0 °C aras1 0,5 °C’lik artiglar -

5 sn araliklarla plate okuma

RT PCR reaksion ortami miks iireticisinin yontemlerine gore hazirlandi. Reaksiyon

ortaminda kullanilan bilesikler ve oranlar1 Tablo 7°de verildi.

Tablo 7. RT PCR reaksiyon ortami1

Reaksiyon Bileseni Miktar1 (ul)
Siiper Miks 4
Forward Primer 1
Reverse Primer 1
cDNA 1
Niikleaz igermeyen su 13
Toplam 20

2.11. Bor Icerigi

Bor igeriklerinin belirlenmesi amaciyla kuru bitki 6rnekleri Istanbul Universitesi,
Cevre ve Enstriimental Analiz Laboratuvarma yollandi. Orneklerin B icerikleri, Elveren
vd. (2015)’ e gore belirlendi. Bunun igin yaprak ornekleri etiivde 80 °C’de 72 saat
kurutuldu. Kurutulan 6rnekler havanda doviilerek toz haline getirildi. Toz haline getirilmis
ornekler ayr1 posetlere konup isimlendirilerek saklandi. Bitki 6rneklerinden 0,5 gr tartilip
teflon hiicrelere konularak, mikrodalga firinda 6rnekler i¢ine 10 mL %65°lik HNOj3 ilave
edildikten sonra bir mikrodalga firinda 280 PSI basingta ve 180 °C’de 20 dakika yakildi.
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Hiicreler mikrodalgadan ¢ikarilarak sogumaya birakildi. Hiicreler icerisindeki Ornekler,
deiyonize su ile 50 mL’ye tamamlandi. Filtre kagidindan siiziildiikten sonra PERKIN-

ELMER marka ICP-OES OPTIMA 7000 DV cihazinda uygun dalga boylarinda okundu.

2.12. istatistik Analizler

Ug tekrarl olarak yapilan ekstraksiyon ve analizlerin sonucunda elde edilen verilerin
varyans analizi Statistical Package for Social Sciences (SPSS for Windows 16.0) paket

programi icerisinde yer alan Duncan Coklu Karsilagtirma Testi’ne gore belirlendi.



3. BULGULAR

3.1. Uygulama Yapilan Bor ve Prolin icin Konsantrasyon Belirleme

3.1.1. Bor Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Literatiire paralel olarak yapilan c¢alismalarda bor stresi uygulanan bitkilerin
fidelerinin kok ve yapraklart morfolojik olarak gozlemlendi. Calismamizda 2 mM, 5 mM
ve 10 mM bor uygulamalarindan sonra, 2 mM bor ile kontrol grubu arasinda belirgin bir
fark gozlenmezken, 5 mM bor uygulamasinin bitki biiyiimesini azalttigr, 10 mM’n ise
yaprak senesensini uyardigi goriildii. Yapilan gézlemler sonucunda 5 mM borun bitkilerde

stres uygulamalar1 i¢in en uygun konsatrasyon olduguna karar verildi.

3.1.2. Prolin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Bitkilerde strese neden olan bor konsantrasyonu ile birlikte uygulanacak prolin
konsantrasyonu belirlemek igin yapilan denemeler sonucunda genel olarak en yiiksek
pigment igeriklerinin ve en diisik TBARS seviyesinin kontrol grubunda oldugu tespit
edildi. Bununla birlikte en diisiik pigment seviyeleri ve en yiikksek TBARS igeriginin
sadece bor uygulanan grupta oldugu goriildi (Sekil 12-16). Bor uygulamas ile birlikte
yapilan 2 mM, 5 mM ve 10 mM prolin uygulamalarinda pigment iceriginde iyilesmenin ve
TBARS igeriginde bir diislisiin oldugu belirlendi. Ancak yaprak pigment analizleri ve
TBARS seviyesine bakildiginda iyilesmenin en iyi oldugu konsantrasyon 5SmM bor stresi
ile birlikte 5 mM prolin uygulamas: yapilan grupta oldugu goézlendi (Sekil 12-16). Bu
sonuglar 1sinda galigmalara sivi besin ortami olan Hoagland besin ortaminda; kontrol, 5
mM prolin, 5 mM bor ve 5 mM prolin-5 mM bor seklinde gruplar olusturularak devam
edildi.
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Sekil 12. Belirlenen konsantrasyonlara ait Klorofil a igerigi. Sekilde kolonlar
tizerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Aymi harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
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Sekil 13. Belirlenen konsantrasyonlara ait klorofil b igerigi. Sekilde kolonlar
iizerindeki barlar standart sapmayi gostermektedir (n=3). Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %35 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
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Sekil 14. Belirlenen konsantrasyonlara ait toplam klorofil igerigi. Sekilde kolonlar
iizerindeki barlar standart sapmayr gostermektedir (n=3). Ayni harfle
gosterilen silitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
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Sekil 15. Belirlenen konsantrasyonlara ait toplam karotenoid igerigi. Sekilde kolonlar
iizerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle gosterilen
situnlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
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Sekil 16. Belirlenen konsantrasyonlara ait toplam TBARS igerigi. Sekilde kolonlar
tizerindeki barlar standart sapmayr gostermektedir (n=3). Aymi harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde onemsizdir.

3.2. Su Potansiyeli

Deney gruplarinda yapilan yaprak su potansiyeli 6l¢iimleri g6z 6niine alindiginda,
bor stresi kosullart altinda su potansiyelinin diger gruplara gore anlamli sekilde diistiigu
gozlendi. Prolin 6n uygulamasinin ise bor stresi kosullarinda sadece bor uygulanan gruba
kiyasla, bitki su durumunu iyilestirdigi belirlendi. Kok su potansiyeline bakildiginda ise
yaprak su potansiyeline benzer sekilde, prolin 6n uygulamasinin bor stresine kars1 bitki su
durumunu iyilestirdigi bulundu. Bor stresinde ise strese bagli olarak su potansiyelinin
azaldig1 belirlendi (Sekil 17).
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Sekil 17. Yaprak ve kok su potansiyellerindeki degisimler. Sekilde kolonlar
iizerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde

Onemsizdir.
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3.3. Lipid Peroksidasyonu

Hiicrede lipit peroksidasyonun bir gostergesi olan TBARS igerigine bakildiginda,
prolin 6n uygulamasi sonucunda bor grubuna kiyasla yaprak TBARS seviyesinin azaldigi
tespit edildi. Bununla beraber, kontrol grubu ve sadece prolin uygulamasi yapilan grup
arasinda istatistiksel olarak bir fark gozlenmedi. Kok MDA igerigi analiz edildiginde ise

sadece bor uygulanan grubun diger uygulama gruplarina goére daha yiliksek TBARS
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icerdigi tespit edildi. Buna karsin prolin 6n uygulamasi ile kontrol ve bor-prolin

uygulamari arasinda anlamli bir fark gézlenmedi (Sekil 18).
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Sekil 18. Yaprak ve kok TBARS igeriklerindeki degisimler. Sekilde kolonlar
tizerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni harfle

gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
TA: Taze agirlhik

3.4. Prolin fcerigi

Caligmanin bu asamasinda yapraklardan prolin igerigi ol¢iildii. En yiiksek yaprak
prolin igerigi sadece bor uygulanan grupta belirlendi. Ayrica bor stresi uygulanmayan
kontrol ve prolin gruplarinda, diger gruplara gore daha diisiik prolin seviyelerine
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rastlanmistir. Kok prolin igerikleri incelendiginde en yiiksek igerigin yine bor grubunda
oldugu saptandi. Bor-prolin grubunda o6lgiilen prolin miktarinin kontrol grubuna kiyasla

daha yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 19).
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Sekil 19. Yaprak ve kok prolin igeriginin degisimi. Sekilde kolonlar {izerindeki
barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen
stitunlar arasindaki fark %35 (P<0.05) seviyesinde Oonemsizdir. TA: Taze
agirhik
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3.5. H,O; Icerigi

Yaprak H,O; seviyesi, mevcut ¢alismada en fazla olarak bor stresine maruz kalmis
grupta en fazla olarak tespit edildi. Bununla birlikte prolin 6n uygulamasi i¢sel H,0,
seviyesini sadece bor uygulanan gruba gore istatistiksel olarak azaldi. Kok H,O, seviyesi
ise, yaprak analizlerine benzer sekilde bor uygulanan grupta diger gruplara gore daha
yiiksekti. Yine benzer sekilde prolin 6n uygulamasmin gergeklestirildigi gruptaki H,0,

seviyesi, bor uygulanan grup hari¢ diger uygulama gruplari ile benzer sekildeydi (Sekil
20).
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Sekil 20. Yaprak ve kok igsel H,O; igeriklerindeki degisimler. Sekilde kolonlar
iizerindeki barlar standart sapmayi gostermektedir (n=3). Ayni harfle
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gosterilen siitunlar arasindaki fark %35 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
TA: Taze agirlik.



54

3.6. Toplam Klorofil ve Karotoneid Icerikleri

Yapilan analizler sonucu toplam klorofil igeriginin bor stresi kosullarinda kontrol,
grubuna goére dnemli derecede diistiigii belirlendi. Diger taraftan bor ile birlikte prolin
uygulamasi yapilan grupta klorofil igeriginin bor stresli gruba gore arttigi goriildii. En
yiiksek klorofil iceriginin ise kontrol ve prolin gruplarinda oldugu ve bu gruplarin
aralarinda anlamli bir farkin olmadigi tespit edildi. Karotenoid igeriginde en yiiksek
icerigin prolin grubunda oldugu goriildii. Kontrol grubunda ise icerigin proline gore daha
az degerde oldugu goriiliirken, bor ve bor-prolin gruplarina goére daha yiiksek oldugu
belirlendi. Bor-prolin grubunda karotenoid igeriginin bor grubuna gore daha yiiksek oldugu

tespit edildi. En diisiik pigment igeriginin bor grubunda oldugu gozlendi (Sekil 21).
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Sekil 21. Toplam klorofil ve toplam karotenoid igeriklerindeki degisimler. Sekilde
kolonlar iizerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni
harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %35 (P<0.05) seviyesinde
onemsizdir. TA: Taze agirlik
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3.7. Klorofil a ve Klorofil b I¢erikleri

Klorofil a igerigi incelendiginde, bor stresine maruz kalan grupraki kolorofil a
iceriginin diger gruplardan daha oldugu gozlendi. Bor-prolin grubunda ise bor grubuna
gore daha az bir yikim goézlendi. Bununla birlikte calismanin kontrol ve prolin gruplar
arasinda, s6z konusu klorofil a icerigi yoniinden anlamli bir fark olmadig1 saptandi. Deney
gruplarinda kolorofil b miktar1 6l¢iildiiglinde, en fazla indirgemenin yine bor grubunda
oldugu gozlendi. Bor-prolin grubunda sadece bor uygulanan gruba gore anlamli bir

yiikselis gozlendi. Mevcut ¢alismada kontrol ve sadece prolin uygulanan gruplar arasinda

anlaml1 bir fark gézlenmedi (Sekil 22).
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Sekil 22. Klorofil a ve Klorofil b igeriklerindeki degisimler. Sekilde kolonlar
iizerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Aym harfle

gosterilen stitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde
onemsizdir. TA: Taze agirlik
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3.8. Klorofil Floresans1 Parametreleri

3.8.1. PS2 Maksimum Kuantum Verimi (Fv/Fm)

Mevcut ¢alismada, PS2 maksimum kuantum verimi goz oOniine alindiginda, bor
stresinin F,/F, oranini diger gruplara gére énemli derecede diistirdiigii tespit edildi. Buna
karsin prolin 6n uygulamasinin bor stresi etkilerini yatistirdigi ve F/Fy, oranin1 yiikselttigi
kaydedildi. Ayn1 zamanda kontrol ve prolin gruplar1 arasinda istitastiksel olarak fark
olmadigi tespit edildi (Sekil 23).
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Sekil 23. PS2 maksimum kuantum verimi degisimi. Sekilde kolonlar tizerindeki
barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Aymi harfle gosterilen
stitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir. TA: Taze
agirlik

3.8.2. Fotokimyasal Olmayan Floresans Kullanimi (NPQ)

Mevcut calismada fotokimyasal olmayan floresans kullanimi (NPQ) degerlerine
bakildiginda, bor stresinin diger gruplara gore en yiiksek degere sahip oldugu belirlendi.
Bununla birlikte bor prolin uygulamasinin NPQ degerini bor grubuna gore diislirdiigi
gozlendi. Ayni zamanda kontrol ve sadece prolin uygulanan gruplar arasinda NPQ

degerleri agisindan anlamli bir fark gozlenmedi (Sekil 24). Sekil 12-33 arasindaki tiim
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sekillerde kolonlar tizerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle

gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
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Sekil 24. Fotokimyasal olmayan floresans kullanimi degisimi. Sekilde kolonlar
tizerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %35 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.

3.8.3. Fotokimyasal Floresans Kullanimi (QP)

Floresansin fotokimyasal olarak kullanimi (Qp) degerlerine bakildiginda, bor stresine
maruz kalmis grupta en diisiik Qp oranina rastlanildi. Bununla birlikte prolin 6n
uygulamasi yapilan ve bor stresine maruz kalan gruptaki Qp degerinin bor grubuna gore
onemli derecede yiiksek oldugu gozlendir. Ek olarak, kontrol ve prolin gruplar1 arasinda

Qp degerleri yoniinden anlamli bir fark gézlenmedi (Sekil 25).
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Sekil 25. Fotokimyasal floresans kullanimi degisimi. Sekilde kolonlar {izerindeki
barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen
stitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.

3.8.4. PS 2 Fotokimyasal Verimi

Fotosistem 2 (PS 2)’nin fotokimyasal verimi (®psy) degerleri incelendiginde, bor
stresine maruz kalmis grupta en diisiik ®ps, oranina rastlanildi. Bununla birlikte prolin 6n
uygulamasi yapilan ve bor stresine maruz kalan gruptaki ®ps, degerinin bor grubuna gore
onemli derecede yliksek oldugu gozlendi. Ek olarak, kontrol ve prolin gruplar1 arasinda

®ps, degerleri yoniinden anlamli bir fark gézlenmedi (Sekil 26).
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Sekil 26. Deney gruplarinda fotokimyasal verim seviyesinin belirlenmesi. Sekilde
kolonlar iizerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni
harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %35 (P<0.05) seviyesinde
onemsizdir.

3.9. Antioksidan Enzim Aktiviteleri

3.9.1. Katalaz Enzim Aktivitesi

Yapraklardaki katalaz aktivitesi olgiildiigiinde, kontrole gore prolin ve bor uygulama
gruplarinda daha diisiik enzim aktivitesi gozlenirken, en yiiksek enzim aktivitesinin bor-
prolin uygulama grubunda oldugu gozlendi. Sadece prolin uygulamasinin yapildigi grupta
ise en diisiik enzim aktivitesi belirlendi. Koklerdeki aktivite ele alindiginda ise bor
uygulamasinin yapildiginda gruptaki enzim aktivitesinin prolin ve kontrol gruplarindan
yiiksek, bor-prolin uygulamasindan ise daha diisiik oldugu goriildii. En yiiksek enzim
aktivitesi bor-prolin grubunda 6lgiildii (Sekil 27).
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Sekil 27. Yaprak ve kok katalaz aktivitelerinin degisimi. Sekilde kolonlar tizerindeki
barlar standart sapmayi1 gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen
stitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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3.9.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi

Deney gruplarinda yaprak siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi 6l¢iildiiglinde,
en yiiksek aktivitenin bor-prolin grubunda oldugu gozlendi. En diisiik SOD aktivitesinin
bor grubunda oldugu goriildii Prolin ve kontrol gruplarinda SOD aktivitesi acisindan
onemli bir fark belirlenemedi. Kok siiperoksit dismutaz aktivitesini inceledigimizde en
yiikksek SOD aktivitesinin bor-prolin uygulamasinda oldugu belirlendi. Kontrol ve prolin
gruplar1 arasinda ise dnemli bir fark tespit edilemedi. Bor uygulamasinda aktivitenin bor-
prolin uygulamasina gore diisiik, kontrol ve prolin uygulamalarina goére daha yliksek

oldugu tespit edildi (Sekil 28).
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Sekil 28. Yaprak ve kok siliperoksit dismutaz aktivitelerinin degisimi. Sekilde
Kolonlar tizerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni
harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde
onemsizdir. TA: Taze agirlik.
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3.9.3. Peroksidaz Aktivitesi

Yapraklarda gruplar arasindaki en yiiksek peroksidaz atvitesinin bor stresi
uygulanmig grupta oldugu tespit edildi. Bununla birlikte prolin 6n uygulamasi yapilan grup
ve kontrol grubu peroksidaz aktivitesi agisinda karsilastirildiginda istatistik olarak énemli
bir fark bulunmadi. K&k peroksidaz aktivitesi ele alindiginda kontrol, prolin ve bor-prolin
uygulamalarinda aktivitenin diisiik oldugu, bor uygulamasinda ise enzim aktivitesinin daha

yiiksek oldugu goriildii (Sekil 29).
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Sekil 29. Yaprak ve kok peroksidaz aktivitelerinin degisimi. Sekilde kolonlar
iizerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
TA: Taze agirlik
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3.9.4. Glutatyon Rediiktaz (GR) Enzim Aktivitesi

Yaprak glutatyon rediiktaz enzim aktiviteleri Sekil 30’ da verildi. Buna gore en
yiiksek GR aktivitesi sadece bor uygulamasi yapilan grupta gozlendi. Kontrol ve sadece
prolin uygulamalar1 arasinda anlamli bir fark gdzlenmezken, prolin 6n uygulamasi
yapilmis bor grubunda, kontrol ve sadece prolin grubuna gore daha yiiksek bir aktivite
saptandi. Kok glutatyon rediiktaz enzimi aktivitesi dl¢iildiigiinde ise en yiiksek aktivitenin
yine bor grubunda oldugu bulundu. En disiik enzim aktivitesi ise kontrol grubunda
gozlendi. Bor-prolin grubunun GR aktivitesinin ise kontrol ve prolinden yiiksek, sadece
bor grubundan diisiik oldugu belirlendi (Sekil 30).
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Sekil 30. Yaprak ve kok glutatyon rediiktaz aktivitelerinin degisimi. Sekilde
kolonlar iizerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni
harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %35 (P<0.05) seviyesinde
onemsizdir.



64

3.10. Prolin Metabolizmasinda Gorevli Baz1 Genlerin ifade Diizeyleri
3.10.1. Pirolin 5- Karboksilat Sentaz (P5CS) Geni ifade Seviyesi

Yaprak P5CS ifade diizeyi incelendiginde, en yiiksek ifade diizeyi Bor grubunda
gbzlendi. Bor-prolin uygulamasi yapilan gruplarda ise ifade seviyesi Bor grubuna kiyasla
daha diisiik, kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek P5CS gen ifade seviyesi gozlendi.
Koklerdeki en yiiksek P5CS geni ifade seviyesi, bor stresine maruz kalmig grupta gozlendi.
Bununla birlikte ikinci en yliksek gen ifade seviyesine, prolin 6n uygulamasi yapilmis ve

bor stresine maruz kalmig grupta saptandi (Sekil 31).
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Sekil 31. Yaprak ve kok prolin karboksilat sentaz (P5CS) geni ifade seviyesi
degisimi. Sekilde kolonlar {izerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark

%5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
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3.10.2. Prolin 5 Karboksilat Rediiktaz (PSCR) Geni ifade Seviyesi

Hiicresel prolin seviyesinin enzimatik olarak sentezlenmesinden sorumlu Kkilit
enzimlerden birisi olan P5CR geninin ait ifade seviyeleri Sekil 32’de verildi. Buna goére
sadece yapraklar i¢in, Bor grubunda en yiiksek gen ifade seviyesinin oldugu saptandi.
Buna karsin diger gruplarda s6z konusu PSCR geni ifade seviyesi bakimindan anlamli bir
fark olmadig1 belirlendi. Koklerdeki PSCR gen ifadesi incelendiginde, yapraklardaki ifade
seviyesinin aksine en yiiksek ifadenin bor-prolin grubunda oldugu saptandi. Bor

grubundaki gen ifade diizeyi kontrol grubuna gére daha yiiksek bulundu (Sekil 32).
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Sekil 32. Yaprak ve kok prolin 5 karboksilat rediiktaz (PSCR) geni ifade seviyesi
degisimi. Sekilde kolonlar {izerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle gdsterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.
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3.11. Bor Icerigi

Yaprak B igerigi incelendiginde, en yiiksek B igeriginin bor-prolin grubunda oldugu
saptandi. Bor grubundaki B igeriginin, kontrol grubundakinden daha yiiksek oldugu
belirlendi. Prolin grubunun B igeriginin de kontrol grubundan daha yiiksek oldugu
gozlendi (Sekil 33).
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Sekil 33. Yaprak Bor igeriklerinin degisimi. Sekilde kolonlar iizerindeki barlar
standart sapmayr gostermektedir (n=3). Aymi harfle gosterilen
stitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde onemsizdir. KA:
Kuru agirlhik



4. TARTISMA

Calismanin amaci, prolinin agir metal stresindeki iyilestirici roliiniin bilinmesine
ragmen bor stresiyle ilgili herhangi bir literatiir bilgisine rastlanamamistir. Bu nedenle
prolinin bor stresinde iyilestirici etkisinin olabilecegi diisiinlilerek bu etkisinin hangi
metabolik olaylar1 etkileyerek gergeklestirdigi arastirilmistir. Bu amagla, deney materyali
olarak bugday (T. aestivum cv. Altindane) fideleri kullanilmistir. Bor stresi olusturmak i¢in
bitkilere borik asit uygulanmistir. Bor stresi kosullarinda prolinin etkisini gézlemlemek
icin disariddan prolin 6n uygulamasi yapilmistir. Uygulamalar sonucunda prolin 6n
uygulamasinin iyilestirici etkisinin gozlemlenebilmesi i¢in bugday yapraklarinda ve
koklerinde su durumu, biyokimyasal parametreler (MDA, prolin ve H0;), bazi
antioksidan enzimler (CAT, SOD, GR ve POD) ve prolin sentezi ile ilgili genlere ait ifade
seviyeleri (P5CS, P5CR) ol¢iilmiistiir. Ayrica yapraklarda fotosentetik pigmentler ve bor
icerikleri belirlenmistir.

Yapilan calismada en uygun bor ve prolin konsantrasyonlari belirlenmistir. Bor i¢in
yapilan 6n c¢aligmada morfolojik olarak kok ve yapraklar incelendiginde 5 mM bor
konsantrasyon olarak belirlenmistir. 5 mM bor stresi kosullarinda 2 mM, 5 mM ve 10 mM
prolin uygulamalarinda pigment igeriginde iyilesmenin ve MDA igeriginde bir diisiisiin
oldugu belirlendi. Ancak yaprak pigment analizleri ve MDA seviyesi incelendiginde
lyilesmenin en iyi oldugu konsantrasyon 5SmM bor stresi ile birlikte 5 mM prolin
uygulamasi yapilan grupta oldugu goézlendi (Sekil 12-16). Bu nedenle calismamizin
bundan sonraki asamalarinda 5 mM bor ve 5 mM prolin konsantrasyonlar: ile devam
edilmistir.

Calismamizda bor stresine maruz kalmis bugday fidelerinde yaprak ve kok su
potansiyeli incelenmistir. Bor stresi uygulanan gruptaki yaprak ve kok su potansiyelinde
diger gruplara gore anlamli diigiisler gozlenmistir (Sekil 17). Benzer sekilde, Hugo vd.
(2013) zeytin bitkisiyle yaptiklari ¢calismada bor stresi altinda su potansiyelinin diistiigiinii
tespit etmiglerdir. Bitkilerde borik asit stresi hiicre duvarinda lignin-siiberin yapilarinin
bozulmasina neden oldugu ve bunun sonucu bitkide su kaybinin arttig1 rapor edilmistir
(Aquea vd., 2012). Bununla birlikte mevcut ¢alismada, prolin 6n uygulamasi yapilan deney
grubunda, sadece bor stresi uygulanan gruba kiyasla hem yaprak hem de kok su potansiyeli

degerlerinde iyilesmeler belirlenmistir (Sekil 17). Calismamizi destekler nitelikte baska bir
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calismada (Ahmed vd., 2010), zeytin bitkisinde disaridan prolin uygulamasinin tuz stresine
kars1 su potansiyelini iyilestirici etkileri oldugunu rapor etmislerdir. Costa ve Morel (1994)
Lectuca sativa L. bitkisinde Cd stresinde yaptiklar1 ¢alismada bitkide Cd ile birlikte prolin
birikiminde artis oldugunu ve bu durumunda bitkide su durumunu iyilestirdigini rapor
etmislerdir. Su potansiyelinde gézlenen bu artis, prolinin ozmotik diizenleyici 6zelligi ile
ilgili olabilir. Kuznetsov ve Shevyakova (1997) stres toleransl bitkilerde prolin miktarinin
arttigini bu durumun protein ve enzimlerin denatiirasyonunu korudugunu ve ayni zamanda
ozmoregiilasyonu sagladigini agiklamislardir. Ayrica, yine pekcok calismada gevresel stres
kosullarinda bitkilerde i¢sel prolin birikimi ile ¢evresel streslere tolerans arasinda pozitif
bir iligski oldugu gosterilmistir (Kavi Kishor vd., 2005; Hossain vd., 2014; Yaish, 2015).
Bitkilerin stres durumunun diger bir belirleyicisi lipid peroksidasyonu iiriinii olan
tiyobarbiitirik asit reaktifleri (TBARS)’dir. Calismamizda bor stresi kosullarinda bugday
fidelerinde yaprak ve koklerde lipid peroksidasyonunun arttigi tespit edilmistir.
Calismamizi destekler nitelikte, Cervilla vd. (2007) yiiksek bor toksititesi kosullarinda
domates g¢esitlerinde lipid peroksidasyonunun arttigini belirlemislerdir. Benzer sekilde
Molassiotis vd. (2006) elma anaclart ve Giines vd. (2006) {liziim bitkisinde bor stresi
kosullarinda TBARS seviyesinin arttigmni rapor etmislerdir. Bu c¢aligmada disaridan
uygulanan prolinin, bor stresi kosullarinda lipid peroksidasyonu iizerine iyilestirici etkileri
tespit edilmistir (Sekil 18). Buna benzer olarak mevcut tez g¢alismasinda, prolin 6n
uygulamasi yapilmis ve bor stresine maruz kalmis fidelerde TBARS igeriginin sadece bor
stresine maruz kalmis fidelere oranla daha diisiik seviyelerde seyrettigi belirlenmistir
(Sekil 18). Rasheed vd. (2014) bugday bitkisinde yaptiklar1 g¢alismada Cd stresi
kosullarinda, Aggarwal vd. (2011) selenyum (Se) stresinde malondialdehid (MDA)
seviyesinin arttigini, her iki caligmada da digardan prolin uygulamasinin MDA seviyesini
azalttigin1 belirtmislerdir. Benzer sekilde Sorkheh vd., (2012) badem bitkisinde H,0,
neden oldugu oksidatif stres durumunda disardan prolin uygulamasinin MDA seviyesini
diisiirdiigi gostermislerdir. Benzer sekilde Kumar ve Yadav (2009) ¢ay tomurcuklarinda
soguk stresi kosullarinda (+4 °C) MDA seviyesinin arttigim ve prolin uygulamasi ile MDA
seviyesinin diistiigiinii tespit etmiglerdir. Bu nedenle mevcut c¢alismada prolin
uygulamasinin bor stresi altindaki uygulamada membran biitiinliigiinii korudugunu ve
bitkide su kaybini azalttig1 sonucuna varilmistir. Yukarida anlatildigi gibi bitki igsel su
durumunun korunmasinda prolin tesvikli membran biitiinliigiiniin de etkisi oldugu

sOylenebilir.
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Bitkilerin ¢ogunda biyotik ve abiyotik streslere karsi prolin birikimi yaygin bir
fizyolojik bir cevaptir. Yapilan c¢alismada Ol¢iimii yapilan parametrelerden bir digeride
igsel prolin seviyesidir. Yaprak prolin igerigine bakildiginda en diisiik seviyenin kontrol
grubunda, en yiiksek seviyenin ise bor stresi kosullarinda oldugu goriilmiistiir. En yiiksek
ikinci seviyenin bor-prolin grubunda, en diisiik ikinci seviyeninde prolin grubunda oldugu
belirlenmistir. Kok prolin seviyesinde yaprak prolin seviyesine benzer olarak en yiiksek
seviyenin bor uygulamasinda oldugu Olgiilmiistiir. Bor-prolin uygulamasinda ikinci
enyliksek seviye tespit edilmistir. Kontrol ve prolin uygulamalarinda ise benzer sekilde en
diisiik prolin seviyesi gézlenmistir (Sekil 19). Birgok ¢alismada tuz stresi, agir metal stresi,
yiiksek ve diisiik sicaklik stresleri, besin kitligi stresi, atmosfer kirligi stresi, UV 1s1k stresi
ve patojen stresi gibi stres kosulart altinda prolin birikimi rapor edilmistir. Prolin birikimi
stres kosullarinda bitkileri streslere karsi uyarmaktadir. Prolin ozmolit olarak bitkiler i¢in
azot ve karbon kaynagidir (Verbruggen ve Hermans, 2008) ve cesitli oksidatif stres
kosullarinda antioksidan sistemi uyarir (Demiral ve Tiirkan, 2004). Prolinin, bitkilerde Cd
stresi dahil bircok agir metal streslerinde koruyucu mekanizmalar1 oldugu bilinmektedir
(Islam vd., 2009). Bu veriler gostermektedir ki prolin hem bir antioksidan hem de
ozmoprotektan olarak bor uygulmasinda stresin etkisinin azaltarak i¢sel prolin seviyesinin
diismesini sagladig diisiiniilebilir. Ayn1 zamanda bir sinyal molekiilii olarak antioksidan
sistemi uyarmak suretiyle bor stresinin etkisini azalttigi soylenebilir.

Calismamizda bor stresi kosullarinda yapraklardaki H,O, analizi sonucuna gore
kontrol grubunda en diisiik seviye gozlenirken, en yiiksek H,O, seviyesinin sadece bor
stresi uygulamasi yapilan grupta oldugu belirlenmistir (Sekil 20). Bununla birlikte prolin
On uygulamasinin yapildigi bor stresi grubunda ise sadece bor stresi uygulanan gruba gore
H,O, seviyesinin Onemli derecede diistiigii goriilmistiir. Benzer sekilde kok Hy0;
seviyesine bakildiginda yine en yiiksek H,O; seviyesinin bor stresi altinda olan grupta
oldugu saptanmistir. Kontrol, prolin ve bor-prolin gruplarinda ise sadece bor grubuna gore
daha diistik H2O; seviyesi tespit edilmistir. Bor stresi ile birlikte prolin 6n uygulamasinin,
kokte de HoO, seviyesini bor grubuna kiyasla diisiirdiigii gézlenmistir. Bagka bir calismada
benzer olarak, (Aggarwal vd., 2011) selenyum stresinde H,O, seviyesinin arttigini,
disardan prolin uygulamasi ile selenyumun toksik etkisini azalttigin1 ve H,O, seviyesini
diisiirdligiinii tespit etmislerdir. Kaushal vd. (2011) nohut bitkisinde sicaklik stresi altinda
H20, seviyesinin arttigint 10 uM prolin uygulamasi ile H2O; seviyesinin diistiiglinii

gostermislerdir. Bu raporlara ve mevcut calisma sonuglarina gore HpO, seviyesini
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diistiriilmesinde, prolinin ROS temizleyici 6zelliginin rol aldigi diisliniilebilir. Buna
ilaveten prolinin antioksidan sistemi uyararak ve dolayisi ile H;O, igerigini azaltmis
olabilecegi de sOylenebilir. Calismamizda da prolin uygulamasi yapilan gruplarda
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttig1 belirlenmistir. Benzer olarak, Islam vd. (2009)
tiitlin hiicre kiiltiirleri ile yaptiklart bir ¢calismada, disaridan uygulanan prolinin Cd stresi
kosullarinda antioksidan sistemi uyardigini rapor etmislerdir.

Bitkilerde bor stresinin klorofil iceriginde azalmaya, yapraklarda kloroza ve
nekrozlara neden oldugu literatiirde ¢esitli ¢alismalarla bildirilmistir (Juan, 2008; Reid,
2009). Bu sebeple mevcut calismada bor stresinin fotosentetik pigmentler iizerindeki
etkilerini belirlemek amaciyla fotosentetik pigment igerigi Olglilmiistiir. Bor stresi
kosullarinda toplam klorofil ve toplam karotenoid seviyelerinin azaldigi, buna karsin prolin
on uygulamas ile toplam klorofil ve toplam karotenoid seviyelerinin artigi belirlenmistir.
En yiikksek toplam klorofil ve toplam karotenoid seviyelerinin kontrol ve prolin
uyguslamalarinda oldugu goriilmiistiir (Sekil 21). Benzer sekilde klorofil a ve klorofil b
icerikleri Ol¢lilmiis ve bor stresi uygulmasinda en diisiik icerik oldugu goriilmiistiir. Bor
stresi ile birlikte prolin 6n uygulmasi yapilan grupta klorofil igeriklerinin arttig1 tespit
edilmistir. En yiiksek klorofil igerikginin ise prolin ve kontrol uygulamalarinda oldugu
belirlenmistir (Sekil 22). Bugday bitkileri ile yapilan baska bir caligmada ise benzer olarak
Cd stresi uygulanan ¢esitlerde pigment igeriginin kontrol grubuna gére anlamli derecede
azalig gosterdigi ve bununla birlikte disaridan yapilan prolin uygulamasinin s6z konusu
stres etkilerini yatigtirdigi bildirilmistir (Rasheed vd., 2014). Ayni aragtirmacilar, Cd
etkisiyle gerceklesen pigment yikiminin prolin uygulamasi tarafindan engellenmesini,
prolinin hiicre i¢i redoks etkilesimini diizenlemesine ve detoksifikasyon mekanizmalarini
uyarmasina baglamiglardir. Mevcut ¢alismada da benzer bir sekilde prolin uygulamasinin
bor stresi kosullarinda pigment yikimini engelledigi soylenebilir.

Bitkiler strese maruz kaldiklarinda klorofil flouresansi parametreleri olumsuz yonde
etkilenir (Ekmek¢i vd., 2008). Mevcut calismada bor stresi kosullarinda kolorofil
flouresans1 parametreleri analiz edilmistir. Calisma sonuglarina bakildiginda PS2
maksimum kuantum veriminin (F,/Fy) bor stresi kosullarinda diistiigii gozlenmistir.
Bununla birlikte prolin 6n uygulamasi, bor stresi kosullarinda sadece bor stresi uygulanan
gruba gore Fv/Fm oranini iyilestirmistir (Sekil 23). Benzer sekilde, bakir ve diger agir
metal streslerinin Fv/Fm oranini azalttigin1 bildiren birgok calisma mevcuttur (Tanyolag

vd., 2007; Ekmek¢i vd., 2008). Literatiirde bor stresi kosullarinda digsaridan uygulanan
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prolinin F,/Fy, orani iizerine etkisini inceleyen bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Bununla
birlikte prolinin ¢esitli stres kosullarinda s6z konusu fotosentetik verim agisindan etkilerini
arastiran bazi ¢alismalar mevcuttur. Omegin Kavi Kishor vd. (2005) oksidatif stres
kosullarinda prolin uygulamasimnin F,/Fp, degerini iyilestirdiklerini gostermislerdir.
Fotosentetik verimin bitkilerde su kaybi ile olduk¢a diistiigii bilinmektedir (Sharma vd.,
2012). Mevcut tez cgalismasinda bor stresi kosullarinda bitki su durumunun prolin
uygulamasi ile korundugunu goriilmektedir. Bu durum prolinin bor stresi kosullarinda hem
bir antioksidan hem de osmoprotektan olarak gérev yapmasi sonucu tilakoid membranlarin
biitiinliigli korudugu disiiniilebilir. Ciinkii bitki de su kaybinin azalmasi dogal olarak
fotosentetik aygitlarin daha saglikli calismasina sebep olmaktadir (Ozfidan, 2010).
Calismamizda analizi gergeklestirilen diger bir parametre de fotokimyasal olmayan
floresans kullanimi (NPQ)’dir. Cesitli arastirmalar NPQ oraninin birgok stres durumunda
arttigin1 gostermistir (Kavi Kishor vd., 2005). NPQ oraninin yiiksek olmasi fotosentetik
aygitin meveut 15181, enerji ¢evrimine sokamadigi anlamina gelir. Bu sebeple fotosentez
yavaglar. Mevcut ¢aligmada bor stresine maruz kalmis bugday fidelerinde NPQ degerinin
arttigl gozlenmistir. Bununla birlikte, prolin 6n uygulamasi bor stresinin NPQ orani
tizerindeki olumsuz etkisini azaltmis ve sonug olarak bu oran sadece bor uygulanan gruba
kars1 diismiistiir (Sekil 24). Buna ek olarak etkin fotosentez oranini gosteren fotokimyasal
floresans kullanimi (Qp)’dir. Bor stresi ile Qp oranmin diistiigii goriiliirken, bor stresi ile
birlikte prolin 6n uygulamasi yapilan grupta bor stresi ile karsilastirildiginda bir
iyilesmenin oldugu tespit edilmistir (Sekil 25). Bunlara ek olarak PS 2’nin fotokimyasal
verimine bakildiginda diger fotosentetik parametrelere benzer sekilde en yiiksek verimin
kontrol ve prolin uygulamalarinda oldugu, bununla birlikte bor stresinde kosullarinda en
diisiik seviyenin meydan geldigi ve bor ile birlikte prolin 6n uygulamas: yapilan grupta
sadece bor uygulmasma gore fotokimyasal verimde iyilesmenin oldugu belirlenmistir
(Sekil 26). Bizim g¢alismamiza benzer olarak Noreen vd. (2018) bakir stresi kosullarinda
prolin 6n muamelesi yaptiklar1 bugday fidelerinin Qp degerlerinin bakir uygulanan fidelere
gore artis gosterdigini, prolinin uygulamasi yapilan fidelerin bakir stresi altindaki NPQ
degerlerinin ise sadece bakir stresi uygulananlara kiyasla azaldigini rapor etmislerdir.
Ancak bu iyilestirici etkinin nasil saglandigini agiklamak oldukc¢a zordur. Prolinin basl
basina bir antioksidan ve osmoprotektan olmasit onemlidir (Chen vd., 2005; Hayat vd.,
2012). Bu sayede fotosentetik aygittaki ROS’larin temizlenmesine yardimei olur ve hiicre

membran kararliliginin saglanmasina katkida bulunur. Bunun sonucunda hiicrede fazla su
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ve iyon kaybi meydana gelmez ve nihayi olarak fotosentetik aygitin 1s1k enerjisi
kullanimimni kolaylastirir. Boylece NPQ seviyelerinde sadece bor stresi uygulanan gruba
kars1 belirgin bir azalmanin meydana gelmesi miimkiin olabilir.

Hiicrede ROS {iretimi ile temizlenmesi durumu denge halinde iken, hiicre igi
hemoostasinin korundugu kabul edilir. Strese dayaniklilik ise hiicrenin ROS temizleme
kabiliyetine baglidir (Pastori ve Trippi, 1993). Hiicrede ROS’larin temizlenmesinden ise
antioksidan sistem sorumludur (Sharma vd., 2012). Mevcut c¢alisma da antioksidan
sistemin onemli bilesenlerinden olan CAT, SOD, POD ve GR enzim aktiviteleri ile igsel
prolin seviyeleri incelenmistir. Onemli bir ROS kaynagi olan ve hidrojen peroksiti
parcalayan CAT enzimi mevcut ¢alismada ol¢iilmistiir. Buna gore disaridan uygulanan
prolin, bor stresi kosullarinda s6z konusu enzim aktivitesinin diger gruplara gore dnemli
derece arttirmistir (Sekil 27). Ayni1 durum hem yaprak hem de kok CAT aktivitesi i¢inde
benzerlik gostermektedir. Benzer sonuglar Aggarwal vd. (2011) fasulye (Phaseolus
vulgaris L.) fidelerinde selenyum stresi altinda, Singh vd. (2010) nohut ¢esitlerinde (Cicer
arietinum L.) bakir stresi altinda yaptiklari g¢aligmada prolin uygulamasiyla CAT
avtivitesinin arttigini rapor etmislerdir. Bircok c¢alismada da bor stresi altinda hidrojen
peroksit seviyesi ve antioksidan enzim aktivitelerinin arttigi gosterilmistir (Keles vd.,
2011; Landi vd., 2012; Masood vd., 2012). Bu durumda bor stresinin 6nemli derecede
hidrojen peroksit iiretilmesine neden oldugunu ve temizlenmesi i¢in de CAT aktivitesinin
arttigin1 gostermektedir. Ayn1 zamanda, prolin 6n uygulamasi yapilmis bor stresi grubunda
ise CAT aktivitesinin diger gruplara gore daha yiiksek Olgiilmesi de prolinin antioksidan
sistemi uyararak enzim aktivitelerinin arttirilmasina katkida bulundugunu gosterir. Nitekim
disaridan prolin uygulamasimin denendigi bir¢ok stres caligmasinda, prolin etkisiyle
antioksidan sistemin aktive oldugu bildirilmistir (Singh vd., 2010; Hayat vd., 2012;
Hossain vd., 2014). Mevcut ¢alismada igsel hidrojen peroksit seviyeleri incelendiginde,
bor grubundaki hidrojen peroksit miktarinin diger gruplardan daha fazla oldugu
gorilmektedir. Prolin 6n uygulamasinin yapildig1 bor grubunda ise s6z konusu miktar
sadece bor grubuna kiyasla daha diisiik bulunmustur (Sekil 19). CAT aktivitesi ise prolin-
bor grubunda yiiksek olmasina karsin (Sekil 27), bu grupta igsel hidrojen peroksit daha
diistiktiir (Sekil 19). Bu sonuglar prolin 6n uygulamasinin katalaz enzimini uyardigini
gostermektedir.

Bitkilerde stresle birlikte ortaya ¢ikan ROS’larin temizlenmesinde gorev alan bir

diger antioksidan enzim de SOD’dir (Sharma vd., 2012; Siddiqui, 2013; Hossain vd.,
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2014). Buna gore bor stresi uygulanan grupta yaprak SOD aktivitesinin diger gruplara gore
daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Buna karsin prolin 6n uygulamasi yapilan bor
grubunda ise en yiiksek aktivite saptanmustir (Sekil 28). Kok SOD aktivitesinde ise sadece
bor uygulanan gruptaki aktivite kontrol ve sadece prolin 6n uygulamasindan yiiksek
olmakla birlikte, prolin on uygulamasi yapilmis bor-prolin grubundan daha disiik
bulunmustur (Sekil 28). Bulgularimiza benzer olarak yapilan bir¢ok ¢alismada dissal prolin
muamelesi ile SOD aktivitesinin artirildigr tespit edilmistir (Aggarwal vd., 2011; Singh
vd., 2010; Hayat vd., 2012; Hossain vd., 2014). SOD enzimin hiicrede meydana gelen
stiperoksiti temizleyerek hidrojen peroksit iirettigi bilinmektedir. Boylece ortaya cikan
fazla hidrojen peroksit ise CAT, prolin ve diger antioksidan sistem bilesenleri tarafindan
temizlenmektedir (Sharma vd., 2012). Calismamizda disaridan uygulanan prolinin bu
sekilde bir sinyal gibi davrananrak antioksidan sistemin uyarici etkisinin sonucunda bitkiyi
bor stresine kars1 yanitta desteklemis oldugu sonucuna varilabilir.

Hiicrede antioksidan sistemin bir bileseni olarak hidrojen  peroksitin
parcalanmasindan sorumlu bir diger enzim de peroksidaz (POD)’dir (Tanyolag vd., 2007;
Siddiqui, 2013; Thounaojam vd., 2012). Mevcut ¢alismada hem yaprak hem de kok POD
aktivitesi izlenmistir. Buna gore sadece bor stresine maruz kalan grupta (hem yaprak hem
de kok) POD aktivitesinin diger gruplara gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil
29). Mevcut bulgulart destekler nitelikte, Thounaojam vd. (2012), bakir stresi altindaki
celtik fidelerinde, Tanyolag vd. (2007) bakir stresi altindaki musir fidelerinde, Siddiqui,
(2013), kursun stresi altindaki bir ¢esit bezelye olan Vigna radiata’da POD aktivitesinde
O6nemli bir artisin oldugunu rapor etmislerdir. Yapraklara ait prolin 6n uygulamasinin
yapildig1 bor gruplarinda gézlenen POD aktivitesinin sadece bor stresi uygulanan gruba
gore daha disik oldugu belirlenmistir (Sekil 29). POD aktivitesindeki bu azalmanin
prolinin bor stresine karst iyilestirici etkisinden oldugu diisiiniilebilir.

Glutatyon reduktaz (GR) bitkilerde bir antioksidan bilesik olan GSH’in
tiretilmesinden sorumlu oldugu bilinen bir enzimdir (Hou vd., 2004; Hossain vd., 2014).
Enzim okside olmus glutatyonun (GSSG) glutatyona (GSH) ¢evrimi islemini yerine getirir
(Hou vd., 2004). GSH hiicrede ROS’larin temizlenmesinde ve redoks dengesinin
diizenlenmesinde gorev aldigr i¢cin 6nemli bir bilesiktir. Bu amagla mevcut c¢alismada
(vaprak ve koklerdeki) bor stresi kosullarinda GR enzimi incelenmis ve bor stresi
kosullarinda prolin 6n uygulamasinin GR enzimi {izerindeki etkileri arastirilmistir. Calisma

bulgularimiza bakildiginda, GR aktivitesi hem yaprakta hem de kokte en yiiksek olarak bor
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stresi uygulanan grupta gozlenmistir (Sekil 30). Bu sonuglari destekler nitelikte Keles vd.
(2011) aygcicegi bitkisinde 20 pg bor konsantrasyonundan 40 pg bor konsantrasyonuna
kadar GR aktivitesinin arttigin1 40 pug’dan itibaren azaldigini gOstermislerdir.
Calismamizda prolin 6n uygulamasi yapilan bor grubunda bahsi gegen enzim aktivitesi,
sadece bor grubuna gore diismiistiir (Sekil 30). Bu ilging durum prolin 6n uygulamasi
yapilan bor gruplarinda stres hasarinin CAT ve SOD tarafindan yatistirilmasi ile s6z
konusu enzim aktivitesinin diismesine neden oldugu seklinde yorumlanabilir. Literatiirde
de bu duruma benzerlik gosteren ¢esitli calismalar mevcuttur. Bir¢ok stres ¢esidinde igsel
miktar1 artan antioksidan maddelerden birisi de prolindir (Yaish, 2015). Prolin nerdeyse
tim canli sistemlerde var olan, siirekli sentez edilen ve c¢ogu stres kosullarinda igsel
seviyesi artarak stres yanitinda énemli rolleri olan bir bilesiktir (Kumar vd., 2008; Hayat
vd., 2012).

Hiicrede prolin sentezinde kilit rol oynayan sentez enzimlerinden en 6nemlileri PSSC
ve P5CR enzimleridir (Hayat vd., 2012; Liang vd., 2013; Hossain vd., 2014;). Mevcut
calismada bor stresi kosullarinda yaprak ve koklerdeki prolin dlgiimleri gergeklestirilmis;
buna ek olarak prolin biyosentezinde gorev alan PSCS ve PSCR enzimlerini kodlayan gen
bolgelerinin ekspresyon seviyesinde analizleri yapilmistir. Bulgularimiza gore bor stresi
prolin igerigini hem kok hem de yaprakta uyarmistir. Bu durum hem igsel prolin
miktarinda hem de ilgili gen ifadelerinde kendini gostermistir. P5CS gen ifadesine
bakildiginda hem yaprak hem de kokte disaridan prolin uygulamasi yapilmis stres
grubunda gen ifadesi sadece bor uygulanan gruba gore azalmistir. Kontrol grubunda en
diisiik gen ifadesi olusmusken, sadece prolin uygulanan grupta kontrole goére dah yiiksek
bir gen ifadesi meydan gelmistir (Sekil 31). P5CR gen ifadesini inceledigimizde yaprak ve
kokte bor-prolin uygulamasi hari¢ benzer sonuglar ortaya ¢ikmistir. Yaprakta en diisiik gen
ifadesi kontrol ve prolin uygulmalarinda gozlenmistir. Bor stresi uygulanan grupta ise en
yiiksek gen ifade diizeyi belirlenirken, bor stresi ile birlikte prolin uygulmasi yapilan
grupta gen ifadesinde azalma meydana gelmistir. Kokte PSCR gen ifadesinde ise en
yiiksek seviye bor-prolin uygulmasinda belirlenmistir. Bor uygulanan grupta bor-prolin
grubuna gore daha diisiikk gen ifadesi olgiilmiistiir. Kontrol ve prolin gruplarinda ise en
diisiik gen fadeleri goriilmistiir (Sekil 32). Bu durumu; prolinin strese karsi yanitta bitkiye
tyilestirici etki yaptig1 ve stres etkilerinin azalmasi ile bahsi gecen gen ifadelerinin azaldigi
seklinde agiklanabilir. Bu azalisi su sekilde aciklamak da miimkiindiir; hiicre iginde prolin

havuzunun sabit degeri vardir. Mevcut havuza disaridan eklenen prolinin, igsel prolin
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seviyesinin belirli bir sabitede devam ettirilmesi i¢in devam eden gen ekspresyonunun
(yukarida anlatilana benzer bir sekilde) negatif bir geri besleme mekanizmasi ile
diismesine neden oldugu sonucuna varilabilir. Ronde vd., (2000, 2001) transgenik
bitkilerle yaptiklar1 ¢alismalarda p5cr mutantlarinin kuraklik streslerinde duyarliliklarinin
arttigin1 gostermislerdir. Siripornadulsil vd. (2002) agir metal stresi altinda yiiksek prolin
biriktiren mikro alglerle yaptiklar1 ¢alismalarda prolin birikiminin abiyotik streslerin
oksidatif zararlarini azalttigini belirtmislerdir.

Yaprak bor igerigi olglimii incelendiginde en diisiik seviyenin kontrol grubunda
oldugu goriilmistiir. Bor stresi kosullarina gére bor-prolin uygulmasinda daha ytiksek,
prolin uygulmasinda ise daha diisiik bor igerigi tespit edilmistir (Sekil 33). Burada dikkat
¢ekici durum bor uygulmasma gore bor-prolin uygulmasinda yaklasik ii¢ kat bor igerigi
belirlenmis olmasi prolinin borun hiicre i¢ine tasinmasinda ve hiicrede birikmesine neden
olmus olacag fikrini olusturmustur. Prolinin bu olay1 hiicrede bulunan bor tasiyci kanallari
uyararak borun hiicrede birikmesine neden oldugu ya da metal selatorii olarak boru
baglayarak hiicreye tasidig1 ve hiicrede birikmesine neden oldugunu diistindiirmektedir.

Bitkilerin bor toksisitesine verdikleri cevaplar yapilan pek ¢ok calismada genel
olarak hassas kiiltivarlar ile kiyaslandiginda, toleranshi kiiltivarlarin daha disiik
konsantrasyonlarda B biriktirdigi ve bunun da daha c¢ok etkili bir boru disar1 atic1 tipteki
tastyic1 (transporter) sistemle iligkili oldugu, bor baglayici komplekleslerin ve borun
vakuol gibi organellerde biriktirilmesi yollarinin bitkiler tarafindan daha az tercih edildigi
sonuglarina varilmistir (Reid, 2007). Hepsi birlikte ele alindiginda, B toksisitesine tolerans
icin B’un almiminda bir azalma veya hiicre i¢i boru disariya atacak aktif bir sistemin
varligina gereksinim vardir (Reid, 2007). Mevcut calismada genel olarak bitkide prolin
icerigi arttikca B igeriginin arttigini gostermektedir. Prolin igerigi en yiiksek olan bor
uygulanmig bitkilerde, diger bitkilere kiyasla en yiiksek B igerigi belirlenmistir. Bu da
borun hiicre disina pompalanmasindan sorumlu tasiyict proteinlerin  fonksiyon
gorebilecegini gostermektedir. Buna ilaveten P5CS’yi fazlaca ifade eden ve prolin igerigi
yiiksek olan Chlamydomonas reinhardtii’in yabani tipe oranla yiiksek oranda kadmiyum
biriktirebildigi rapor edilmistir (Siripornadulsil vd., 2002). Bizim ¢alismamizda da P5CS
gen ifadesinin en yliksek oldugu bor uygulanmis bitkilerde en faz bor seviyesi ol¢iilmiistir.
Bu durum prolinin bor tasiyici proteinleri uyarmasinin yanisira prolin metal baglayici
bilesiklerin sentezini de uyararak borun hiicre digina atilmasini ya da depo edilmesini

saglayarak onun toksisitesini azaltmasiyla agiklanabilir.
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Mevcut calismada bor stresi ile disaridan uygulanan prolin arasindaki iliski
incelenmistir. Bulgularimiz bize, prolinin bor stresinde de diger oksidatif stres
durumlarinda oldugu gibi ROS temizleyici, sinyal molekiilii ve osmotik diizenleyici olarak
gorev yapabilecegi fikrini olusturmustur. Disaridan uygulanan prolin oncelikli olarak
membran biitiinliigiinii ve osmotik dengenin devamini saglamis ve bunun sonucunda bitki
su durumunun korunmasina yardimci olmustur. Bu sayede bitki su durumunun ve
membran biitiinliigiiniin korunmasi ile fotosentik aygit ve pigmentler korunmus, fotosentez
hasar1 azaltilarak reaksiyonun devami saglanmis ve bitkilerin iiriin kaybina ugramasi da en
aza indirilmistir. Bdylece bitkinin bor stresine karsi yanitta tolerans kabiliyetini arttirmisgtir.
Buna ek olarak, prolinin osmoprotektan etkisinin yaninda antioksidan etkileri de
unutulmamalidir. Bitkilerin tiim stres kosullarinda ikincil olarak oksidatif strese maruz
kaldig1 bilinmektedir. Bor stresinde de ortaya ¢ikan ROS’larin temizlenmesi i¢in, prolin
baslt basina antioksidan olarak hareket ettigi gibi antioksidan sistemin de uyarilmasina
sebep olmustur. Bu sebebledir ki; calismanin bitki materyali olan bugday fideleri bor stresi
kosullarinda prolin uygulamasi ile daha iyi bir tolerans kabiliyeti gdstermislerdir.

Sonug olarak, bor stresine maruz birakilan bugday fidelerinde digsaridan prolin 6n
uygulamasinin antioksidan sistemi uyararak, antioksidan madde ve ozmotik diizenleyici
olarak bor stresi etkilerinin yatistirilmasinda etkili bir bilesik oldugu sdylenebilir. Elde
ettigimiz verilere gore bu sekildeki bir etki fotosentetik verimin devamliliini da
saglayacagi sOylenebilir. Ayni zamanda borun hiicrede birikmesine neden olmasi

nedeniyle metal selatorii ve 6zelde bor selatorii oldugu fikrini olusturabilir.



. SONUCLAR

Bor stresi altinda bugday fidelerinde yaprak ve koklerde su potansiyelinin
azaldig1, digsal prolin uygulamasi ile su potansiyellerinde iyilesmenin oldugu
gozlendi.

Stresle birlikte lipid peroksidasyonu artarken, dissal prolin uygulamasi ile
azaldig goriildii.

. Bor stresi altinda prolin igerigine baktigimizda stresle birlikte yaprak ve kokte
prolin seviyeleri onemli derecede artarken, stres kosullarinda digsal prolin
uygulamast ile bu seviyenin diistiigii gozlendi.

. Bor stresi kosullarinda H,O, seviyesi yaprak ve kokte artarken, prolin 6n
uygulamasi ile azaldigi tespit edildi.

. Bor stresi altinda bugday fidelerinde toplam klorofil, kartenoid, klorofil a ve
klorofil b igeriklerinin azaldig1 ancak prolin 6n uygulamas: ile bu azalmada bir
tyilesmenin oldugu belirlendi.

. Bor stresi kosullarinda PS2’nin maksimum fotokimyasal etkinliginin (Fv/Fm),
fotokimyasal verimin (®psy) Ve fotokimyasal floresans kullaniminin (QP)
azaldigi, fotokimyasal olmayan floresans (NPQ) kullaniminda ise artisa neden
oldugu, bor stresi ile birlikte digsal prolin uygulamasiyla PS2’nin maksimum
fotokimyasal etkinliginde (F,/Fy), fotokimyasal veriminde (®psy) Ve
fotokimyasal floresans kullaniminda (QP) iyilesmelerin oldugu, fotokimyasal
olmayan floresans (NPQ) kullaniminda ise azalma oldugu gozlendi.

CAT aktivitesine bakildiginda bor stresi kosullarinda yaprak ve kokte daha diistik
bir aktivite gosterdigi, prolin 6n uygulamasi ile enzim aktivitesinin arttig
goriildii.

SOD aktivitesinde de CAT aktivitesine benzer sekilde stres kosullarinda hem
yaprak hem de kokte daha diisiik aktivite gozlenirken, prolin 6n uygulamasi ile
bu aktivitenin artt1g1 tespit edildi.

GPX ve GR aktivitelerinin CAT ve SOD aktivitelerine zit bir durum ortaya
koydugu goriildii. Yaprak ve kokte GPX ve GR aktivitelerinin bor stresi

kosullarinda arttig1 ancak stresle birlik prolin 6n uygulmasi ile azaldig: belirlendi.
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Bor stresine maruz kalan bugday fidelerinde P5CS gen ifadesinin hem yaprak
hem de kokte kontrole gore onemli oranda arttii, bununla birlikte prolin 6n
uygulamasi ile bu genin ifadesinde azalmalarin oldugu goriildii.

P5CR geninin ifadesine bakildiginda ise durumun biraz daha farkli oldugu
gozlendi. Yaprakta stres altinda P5CR ifadesinin artarken, stresle birlikte prolin
uygulmasinda bu genin ifadesinin diistligii belirlendi. Kokte bor stresi uygulanan
grupta genin ifadesinin daha diisiik oldugu, prolin 6n uygulamasi yapilan grupta
ise genin ifadesinin arttig1 tespit edildi.

Yaprak hiicre bor igerigi incelendiginde en diisiik bor i¢eriginin kontrol grubunda
en yiiksek bor igeriginin bor-prolin uygulmasinda oldugu belirlendi. Ikinci en
yiiksek seviyenin bor uygulmasinda oldugu goriildii. Sadece prolin uygulmasinda

ise kontrole gore iki kat bir bor icerigi tespit edildi.



6. ONERILER

Bu tez c¢alismasi sonucunda prolinin, su igeriginin korunmasinda ve
osmoregiilasyonda fonksiyon gorerek B stresine toleransta dnemli rol oynadigi kanisina
vartlmistir. Ancak prolinin antioksidan sistem tizerindeki etkisini daha kapsamli olarak
aydinlatmak amaciyla; B stresi altinda bugday bitkilerinde Asada-Halliwell yolunun
enzimleri olan monodehidroaskorbat rediiktaz ve dehidroaskorbat rediiktaz aktivitelerinin
ve onlar1 kodlayan genlerinin ifade diizeylerinin, askorbik asit ve glutatyon igeriklerinin,
belirlenmesi o6nerilmektedir. Buna ilaveten, prolinin bugday bitkilerinde metal stresi
kosullarinda sentezlendigi bilinen metallotiyoneninler ve fitoselatinler iizerinde prolinin
etkisinin belirlenmesi onun selatlamadaki roliiniin tespiti agisindan énemli olacaktir. Ote
yandan, B’un bitkiye alinimi, tasinimi ve gesitli hiicresel kompartmanlarda tutulmasi gorev
yapan tasiyict kanal protenlerini kodlayan genlerin ve prolinin yikiminda gérev alan PDH
ve P5DCH enzimlerinin ifade diizeylerinin incelenmesi de prolinin buradaki rollerinin
aydinlatilmasi icin faydali olacaktir.

B’un bitkilerdeki seker metabolizmasi iizerinde de etkili oldugu bilindiginden,
prolinin fotosentez iizerindeki etkisinin fotosentetik gaz degisimi parametreleri agisindan
da calisilmas1 nemli olacaktir. B bitkilerde meyve iiretimini de etkiledigi bilinmektedir.
Bu sebeple prolinin ¢igeklenme, meyve verimi ve tohum sayist gibi parametler tizerindeki
etkisi de B stresi kosullarindaki bugday bitkilerinde ¢aligilmalidir.

Prolinin B stresi altindaki bugday bitkilerine sagladigi tolerans oldukca karmasiktir. B
stresi kosullar1 altinda prolininin uyardig: sinyal yollarinin aydinlatilmasi stresin olumsuz
etkilerinin nasil azaltildiginin anlasilmasina katki saglayacaktir. Bu bilgiler 1s1ginda
bitkiler ilizerinde yapilabilecek birtakim degisiklikler ile B stresi yiiziinden dogan {iriin
kayiplarinin oniine gecilebilir. Bunu i¢in 6rnegin mikrodizilim yontemini kullanarak B
stresi altinda prolin ile iliskili olabilecek genler belirlenebilir ve s6z konusu genler
tizerinden yeni caligmalar tasarlanabilir. Ya da daha sonraki g¢alismalarda prolininin
transkripsiyon faktorlerini etkileyerek genlerin ifade diizeylerini degistirip degistirmedigi

belirlemek amaciyla transkriptom profilleme analizini yapilabilir.
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