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ONSOZ

“Disaridan Uygulanan L-Sistein’in Bor Toksisitesi Kosullarinda Karabugday Bitkisi
Uzerindeki Etkilerinin Arastirilmas1” baslikli bu calisma, Karadeniz Teknik Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisti, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda yiiksek lisans tezi
olarak hazirlanmistir.

Bu yiiksek lisans tezinin hazirlanmasinda bilgi ve tecriibeleriyle bana her asamada
rehberlik eden, bilimsel bakis agimi gelistirmeme katki saglayan, sabr1 ve destekleriyle
calismalarimi yonlendiren ¢ok degerli danismanim Prof. Dr. Aykut SAGLAM’a en igten
tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica, akademik katkilariyla tez calismama degerli katkilar sunan
Prof. Dr. Asim KADIOGLU na tesekkiir ederim.

Tez siirecim boyunca bilimsel ve akademik gelisimime 6nemli katkilar sunan, bilgi ve
tecriibesiyle her asamada yanimda olan, yonlendirmeleri ve yapici destegiyle ¢alismamin
sekillenmesine katki saglayan Arastirmact Dr. Dilek UNLUER BIRINCI’ye tesekkiir
ederim. Ayrica, laboratuvar ortamindaki katkilari, deneyimleri ve destekleriyle tez siirecine
degerli katkilar sunan Arastirma Gérevlisi Dr. Selda DURMUSOGLU, Arastirmaci Dr.
Asiye SEZGIN MUSLU ve Sebahat Duygu GUMRUKCU SIMSEK ’e tesekkiir ederim.

Deneysel stirecte birlikte calistigim, katki ve destegini her zaman yanimda hissettigim
sevgili arkadaglarim Ece Nisa IMAMOGLU, Emine AYDIN ve Ezgi KOCOGLU’na da
goniilden tesekkiir ederim.

Son olarak, hayatimin her asamasinda oldugu gibi bu siiregte de sevgileri, sabirlari ve
destekleriyle daima yanimda olan canim anneme ve babama; her zaman inancini ve destegini
hissettiren sevgili kardesime en derin siikranlarimi sunuyorum. Bu basari, onlarin sevgisi,
emegi ve inanciyla anlam kazanmaktadir.

Merve Miray ARDA
Trabzon 2025
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Yiiksek Lisans Tezi

OZET

DISARIDAN UYGULANAN L-SISTEIN’IN BOR TOKSISITESI KOSULLARINDA
KARABUGDAY BITKIiSi UZERINDEKI ETKILERININ ARASTIRILMASI

Merve Miray ARDA

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Aykut SAGLAM
2025, 77 Sayfa

Bor (B) toksisitesi, hiicre yapisini bozarak bitki biiyiime ve gelisimini sinirlayan énemli bir
abiyotik stres faktoriidiir. Bu calismada, karabugday (Fagopyrum esculentum Moench)
tizerinde digsal L-sistein uygulamasinin bor toksisitesinin olumsuz etkilerini hafifletici rolii
arastirilmistir. Fideler 2 giin boyunca 100 uM L-sistein ile muamele edilmis, ardindan 5 giin
siireyle 40 ppm borik asit uygulanarak bor stresi olusturulmustur. Bor toksisitesi, kok ve
govde uzunluklar ile klorofil a, b ve toplam klorofil igeriklerinde azalmaya yol agmistir. L-
sistein uygulamasi bu etkileri hafifletmis; lipid peroksidasyonu (MDA) ve hidrojen peroksit
(H20:) seviyelerini diislirmiistiir. Ayrica prolin, toplam seker ve toplam fenolik igerikler
artmis; antioksidan enzim aktiviteleri (siiperoksit dismutaz, katalaz, askorbat peroksidaz)
yukselmistir. Histokimyasal boyamalar, reaktif oksijen tiirlerinin birikiminde azalma
oldugunu gostermistir. Molekiiler diizeyde, LHCb ve AAO gen ekspresyonlarinin
uygulamalara bagli olarak degistigi belirlenmistir. Sonug olarak, L-sistein’in karabugdayda
bor toksisitesine karsi fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde etkili bir stres azaltici

oldugu ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Bor toksisitesi, L-sistein, Karabugday, Antioksidan enzimler, Gen
ekspresyonu
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Master's Thesis

SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF EXOGENOUSLY APPLIED L-CYSTEINE
ON BUCKWHEAT (FAGOPYRUM ESCULENTUM) UNDER BORON TOXICITY
CONDITIONS

Merve Miray ARDA

Karadeniz Technical University
Institute of Science and Technology
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Dr. Aykut SAGLAM
2025, 77 Pages

Boron (B) toxicity is a significant abiotic stress factor that disrupts cell structure and limits
plant growth and development. This study investigated how exogenous L-cysteine
application mitigates the adverse effects of boron toxicity on buckwheat (Fagopyrum
esculentum Moench).

Seedlings were treated with 100 uM L-cysteine for 2 days, followed by the application of
40 ppm boric acid for 5 days to induce boron stress. The boron toxicity treatment led to a
decrease in root and stem lengths, as well as chlorophyll a, b, and total chlorophyll content.
L-cysteine administration mitigated these effects by reducing lipid peroxidation (MDA) and
hydrogen peroxide (H:0:) levels. Additionally, proline, total sugar, and total phenolic
content increased, while antioxidant enzyme activities (superoxide dismutase, catalase, and
ascorbate peroxidase) rose. Histochemical staining also showed a decrease in reactive
oxygen species accumulation.

At the molecular level, the expression of LHCbh and AAO genes varied depending on the
treatment. In conclusion, L-cysteine effectively reduces stress caused by boron toxicity in

buckwheat, impacting  physiological,  biochemical, and molecular levels.

Keywords: Boron toxicity, L-cysteine, Buckwheat, Antioxidant enzymes, Gene expression
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Stres, bitkilerin fizyolojik ve biyokimyasal siire¢lerinde bozulmalara neden olarak

biiylime, gelisme ve verimlilik iizerinde olumsuz etkiler olusturan i¢ veya dis kaynakl

faktorlerdir (Taiz vd., 2015). Bu faktorler genel olarak abiyotik ve biyotik olmak tizere iki

ana grupta smiflandirilir (Sekil 1). Biyotik faktorler; mikroorganizmalar, yabani otlar,

patojenler ve bocekler gibi canli etmenlerden kaynaklanirken, abiyotik faktorler ise

yiiksek/diisiik sicaklik, kuraklik, tuzluluk ve oksijen yetersizligi gibi c¢evresel kosullara

baghdir (Umar vd., 2022). Bu stres faktorleri, bitkinin fizyolojik ve biyokimyasal

stireclerinde ciddi bozulmalara yol agarak biiylime ve gelisimini kisitlamakta, verim kaybina

neden olmakta ve siddetli durumlarda bitki 6liimiine sebep olabilmektedir. Bu nedenle, stres

faktorlerinin etkilerinin anlagilmas1 ve uygulanabilir yontemlerle etkilerinin azaltilmasi,

bitki sagliginin korunmasi ve tarimsal verimliligin siirdiiriilebilirligi a¢isindan kritik 6neme

sahiptir.

Abiyotik Stres Biyotik Stres

Kurakhk
Radyasyon
Yiksck Sicakhk
Dusuk Sicakhk

Oksidatif Stres 3 +

Isik Stresi %

ﬁ\’abam Bitkiler

« Tuduluk

« Su Fazlahin

« Afir Metal Stresi
» Besin Yetersizhi

Sekil 1. Abiyotik ve biyotik stresler hakkinda genel bakis



Abiyotik stres, ¢evresel etmenlerin yol a¢tigt olumsuzluklar nedeniyle bitki
performansini ve hayatta kalma kapasitesini 6nemli 6l¢lide sinirlayan bir stres bi¢imidir. Bu
cevresel etmenler arasinda hizla ilerleyen sanayilesme, niifus artisi ve kentlesme gibi
etkenler 6n plandadir. Fosil yakitlarin tiiketimi ve motorlu tasitlardan salinan egzoz gazlari,
madencilik faaliyetleri, atik su desarjlar1 ile tarimsal uygulamalarda asir1 giibre ve pestisit
kullanimi, hava, su ve toprakta agir metal birikimine yol agmakta; bu durum ekosistem
fonksiyonlarin1 olumsuz yonde etkileyerek biyolojik cesitlilik ve bitki sagligini tehdit
etmektedir (Zhou vd., 2023).

Toprakta dogal olarak bulunan ya da gevresel kirlenme sonucu biriken metaller,
bitkilerde yaygin goriilen abiyotik stres faktorlerinden birini olusturmaktadir. Demir, ¢inko,
bakir gibi bitki gelisimi i¢in gerekli elementler ile kadmiyum, kursun ve civa gibi toksik
metallerin yliksek diizeyleri, bitkilerde su alimi, besin taginimi, fotosentez ve solunum gibi
temel fizyolojik siiregleri olumsuz yonde etkilemektedir (Kiipper ve Andresen, 2016). Metal
iyonlarinin neden oldugu bu dengesizlikler, hiicresel diizeyde reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) birikmesine, membran yapisinda bozulmalara ve DNA hasarina yol agmakta; sonug
olarak oksidatif stres ve hiicre 6limili meydana gelmektedir. Bitkiler, metal toksisitesine
kars1 antioksidan savunma sistemlerini aktive ederek zarar1 azaltmaya g¢aligsada, metalin
tiirli, konsantrasyonu ve maruz kalma siiresi bu savunmalarin etkinligini belirlemektedir
(Tang vd., 2022). Metal toksisitesinin uzun vadede bitki biiylimesini siirladigi, verim ve
kaliteyi diislirdiigii, dolayisiyla tarimsal tiretimde ciddi kayiplara yol agtig1 bildirilmektedir.

Bor (B) elementi, dogal kosullar altinda genellikle borik asit (HsBOs) veya borat
formlarinda bulunan ve bitkisel fizyoloji lizerinde hem faydali hem de toksik etkileri olabilen
onemli bir mikro besin elementidir. Dar bir toksik-doz araligina sahip olmasi nedeniyle,
eksikligi kadar fazlalig1 da bitkilerde fizyolojik bozulmalara yol acabilmektedir. Periyodik
tabloda yar1 metal olarak siniflandirilmasina ragmen, ytliksek konsantrasyonlarda gosterdigi
toksisite nedeniyle cevresel risk degerlendirmelerinde siklikla agir metallerle benzer
kategoride ele alinmaktadir (Zhang vd., 2024). Ozellikle kurak ve yar1 kurak bdlgelerde,
endiistriyel, kentsel ve tarimsal kaynakli atik sularin sulama amaciyla kullanilmasi, toprakta
bor birikimine neden olarak toksik diizeylere ulagsmasina yol agmaktadir. Toprakta biriken
borun bu toksik seviyeleri, bitki gelisimini olumsuz etkileyerek biiylime, fotosentez ve
metabolik aktivitelerde ciddi bozulmalara neden olmaktadir (Archana ve Verma, 2017).

Ancak B, bitkiler agisindan yalnizca toksik etkileriyle degil; ayn1 zamanda biiyiime ve

gelisim siireclerinde oynadig1 yasamsal rollerle de 6nem tasimaktadir (Landi vd., 2019).



Optimum diizeyde bor, fenolik bilesiklerin ve niikleik asitlerin sentezi, karbonhidrat ve
protein metabolizmasi, seker taginimi, hiicre duvari olusumu ve biitlinliigii, lignifikasyon,
oksin metabolizmasi, polen ¢imlenmesi ve polen tiipii gelisimi gibi temel biyolojik
siireclerde dogrudan rol almaktadir (Zafar-ul-Hye vd., 2016).

Liebig’in Minimum Yasast ¢ercevesinde degerlendirildiginde, borun hem eksikligi
hem de fazlalig1, bitki gelisimi tizerinde sinirlayicr etkiler dogurabilmektedir. Borun bitkiler
icin gerekli minimum diizeyi ile toksik esik degeri arasindaki dar aralik, onu {iretim
agisindan riskli bir mikro besin elementi haline getirmektedir. Eksiklik durumlarinda siirgiin
ucu 6liimii, yaprak kivrilmasi, sararma, petiyollerin kirilganlagmasi, ¢iceklenme geriligi ve
kok gelisiminde duraksama gibi belirtiler goriiliirken; asir1 bor birikimi ise yaprak uglarinda
nekroz, yaniklik benzeri lekelenmeler ve erken yaprak dokiimii gibi semptomlarla kendini
gostermektedir (Brdar-Jokanovié, 2020).

Borun bitki biinyesindeki taginimi ve dagilimi da eksiklik veya toksisite durumlarinin
siddetini belirleyen onemli faktorlerdendir. Transpirasyon akimiyla taginan bor, genellikle
olgun yapraklarda birikir ve bu nedenle dokular arasinda [B]olgun yaprak> [B]geng¢ yaprak>
[B]govde = [B]kok seklinde bir dagilim gosterir. Bitki hiicrelerine bor alimi; pasif difiizyon,
secici/secici olmayan kanallar yoluyla gecis ve aktif tagima gibi ii¢c temel mekanizma ile
gerceklesmektedir (Garcia-Sanchez vd., 2020). Borun tasinimi ve dokular arasi mobilitesi,
bor dengesinin korunmasinda kritik rol oynamakta ve bu siirecler (Sekil 2) bitkinin eksiklik

ya da fazlalik durumuna verecegi yanit1 dogrudan etkilemektedir.
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Sekil 2. Borun bitkilerde taginimi ve fizyolojik etkileri

Borun bitkisel gelisim ve metabolik siirecler {lizerindeki olumlu etkileri, bir¢ok
arastirma ile ortaya konmustur. Ozellikle hiicre duvari stabilitesinin saglanmasi, hiicre
boliinmesi, polen tiipii gelisimi, karbonhidrat metabolizmas1 ve niikleik asit sentezi gibi
temel fizyolojik siireglerde borun 6nemli islevlere sahip oldugu bilinmektedir (Brown vd.,
2002). Tirkiye'de yiiriitiilen bir ¢caligmada, farkli bolgelerden alinan 298 toprak drneginde
ortalama B konsantrasyonunun 1,10 mg kg™ oldugu belirlenmis; bu seviyelerdeki borun, bu
topraklarda yetistirilen bitkilerin verimini olumlu yonde etkiledigi rapor edilmistir (Varol
vd., 2023). Benzer sekilde, Hindistan’da ytiriitiilen bir arastirmada farkli B kaynaklariin yer
fistig1 iizerindeki etkisi incelenmis ve B uygulamalarinin ¢igeklenme ile verim iizerinde
olumlu etkileri oldugu gosterilmistir (Singh vd., 2009). Ayrica, Saglam vd. (2023) tarafindan
yapilan ¢alismada, B stresine maruz kalan Arabidopsis thaliana fidelerinde melatonin
uygulamasinin malondialdehit (MDA), hidrojen peroksit (H20:), prolin ve fotosentetik
pigment igerikleri gibi stres gostergelerinde iyilestirici etkiler olusturdugu ve bu etkinin
antioksidan enzim aktiviteleri ile gen ekspresyonundaki degisimlerle desteklendigi
bildirilmistir.

Ote yandan, borun yiiksek konsantrasyonlar1 bitkilerde toksik etkilere yol
acabilmektedir. Bor toksisitesi, bitki tiirleri ve genotipleri arasinda farkli diizeylerde

hassasiyetle kendini gostermektedir. Kayihan (2020) orta ve siddetli B toksisitesi



uygulamasinda 4. thaliana’da miR393 ekspresyonunun ~2,7-2,9 kat arttigini; buna karsilik
kloroz ve biiylime geriligi gibi fizyolojik stres semptomlarinin gelistigini belirtmistir. Bu
mikroRNA aracilifiyla oksin sinyal yolagi ve transkripsiyon faktorleri (bHLH, MYB,
WRKY33 vb.) seviyelerinde gerceklesen diizenlemeler, B toksisitesinin bitkide stres yaniti
ve adaptasyonunda onemli rol oynadigini ortaya koymaktadir. Cervilla ve arkadaslar
(2007), bor toksisitesine karsi farkli tolerans diizeylerine sahip iki domates (Solanum
lycopersicum) genotipinde yaptiklar1 calismada, yapraklardaki siiperoksit anyonu,
antosiyanin, klorofil b ve prolin diizeylerinin 6nemli stres gostergeleri oldugunu ortaya
koymuslardir. Benzer sekilde, Landi ve arkadaglar1 (2013), farkli bor konsantrasyonlarinin
(0.2, 10 ve 20 mg L") kabak (Cucurbita pepo) ve salatalik (Cucumis sativus) bitkileri
tizerindeki etkilerini incelemis; yiiksek bor seviyelerinin oksidatif stresi artirdigini, yaprak
nekrozu, biiytime geriligi ve fotosentezde azalmaya neden oldugunu, buna karsilik
antioksidan enzim aktivitelerinde artis gozlendigini ve kabak bitkisinin salataliga kiyasla
daha hassas bir yanit verdigini bildirmislerdir. Yazic1 ve Korkmaz (2020), Fagopyrum
esculentum bitkisinin, toprak ortaminda bor ve potasyum mineral besinleri arasindaki
etkilesimi anlamak i¢in klasik bir tarimsal faktoriyel tasarim kullanarak; borun optimal ve
toksik seviyelerini belirlemigler ve potasyumun bor seviyelerini yonetmedeki roliinii
degerlendirmislerdir. Boylece pratik giibreleme stratejileri saglamay1 amaglamiglardir. S6z
konusu calisma toprakta besin yonetimi hakkinda degerli tarimsal veriler saglarken, bizim
tez calismamiz F. esculentum bitkisinin toksisiteyle basa ¢ikmak icin kullandig1 hiicresel ve
molekiiler stratejilere ve bunlarin digardan uygulanan bir biyokimyasal ajan olan L-sistein

ile nasil etkilenebilecegine dair ayrintili bir mekanistik bakis sunmaktadir.

1.2. Karabugday

Karabugday (Fagopyrum esculentum Moench), M.O. 1000°1i yillardan itibaren Cin’in
Tibet Ozerk Bélgesi ile Himalaya Daglari’nin yiiksek rakimli bolgelerinde yetistirilen, Asya
kokenli onemli bir tarimsal iiriindiir. Giiniimiizde Avrupa, Asya ve Amerika kitalarinda
yaygin olarak kiiltiire alinan bu tiiriin, 6zellikle Rusya ve Japonya’da tarimsal verim ve kalite
acisindan gelistirilmis cesitli genotipleri bulunmaktadir. Uretim faaliyetleri biiyiik 6lciide
kuzey yarimkiirede yogunlasmakta; kabugu ¢ikarilmis tohumlar1 Slovenya, Polonya,

Ukrayna ve Rusya’da genis c¢apta tiiketilmektedir (Ozyazici, 2020). Tiirkiye’de ise



karabugday yetistiriciligi basta Karadeniz, Marmara, I¢ Anadolu ve Ege bolgeleri olmak
tizere cesitli ekolojik alanlarda siirdiiriilmektedir (URL-1, 2023).

Taksonomik olarak Polygonaceae familyasina ait olan karabugday, tek yillik bir bitki
tiiriidiir ve yapisal olarak tahillardan farklilik gdstermektedir (Jiang vd., 2020). Ozellikle
piring, bugday ve arpa gibi tek ¢enekli (monokotiledon) tahillarin aksine, karabugday cift
cenekli (dikotiledon) yapiya sahiptir (Petrova vd., 2021).

Morfolojik olarak incelendiginde, bitki ana govde iizerinde uzanan yan dallara,
diizensiz iiggen formundaki yapraklara ve beyazdan pembeye veya kirmiziya kadar
degisebilen cicek renklerine sahiptir. Tarim1 en yaygin yapilan tiirler arasinda Fagopyrum
esculentum (yaygin karabugday) ile Fagopyrum tataricum (Tatar karabugday1) yer almakta
olup, her iki tiir de gida kaynagi olarak ekonomik degere sahiptir (Y1ldiz ve Yalgin, 2013).

Sekil 3. Fagopyrum esculentum Moench, Fagopyrum tataricum Gaertn bitkilerinin
anatomik goriiniimleri
Yaygin karabugday tiirli, iri tohum yapisi, kabugunun kolay soyulabilmesi ve
karakteristik hos aromasi sayesinde genis Olgekte tiiketilirken; Tatar karabugdayi, daha
kiiciik taneleri, sert kabuk yapisi ve belirgin aci tadi nedeniyle daha smirli bir kullanim
alanma sahiptir (Inanir vd., 2019).
Ayrica, karabugdayin zengin besin igerigi, 6zellikle insan sagligi acisindan 6nemli

biyolojik bilesikler barindirmasi nedeniyle dikkat cekmektedir. Ornegin, yiiksek protein ve



diyet lifi i¢eriginin yani sira flavonoidler ve diger fenolik bilesikler yoniinden de zengin

olmasi, karabugday1 fonksiyonel bir gida olarak dne ¢ikarmaktadir (Yavuz vd., 2016).

1.2.1. Karabugday’in Kimyasal Bilesimi ve Kullanim Alanlari

Karabugday; aminoasitler, demir, c¢inko, bakir, mangan ve magnezyum gibi
mineraller, ¢esitli vitaminler, yag asitleri, fenolik bilesikler ve antioksidanlar agisindan
zengin bir besin kompozisyonuna sahiptir. Demir icerigi bakimindan pek ¢ok tahil ve
baklagil tiirlinden daha yiiksek degerlere sahip olmasi, karabugday1 beslenme acisindan
onemli bir konuma getirmektedir (Alkay vd., 2023). Tablo 1°de bu bilesenlerin ortalama

degerleri sunulmaktadir.

Tablo 1. Karabugday’in ortalama mineral ve vitamin igerikleri (Y1ldiz ve Yal¢in, 2013)

Mineraller Miktari(mg/100g)
Kalsiyum 11.0-11.6
Demir 4.0-17.5
Magnezyum 173-390
Fosfor 330-426
Potasyum 450
Bakar 0.95
Mangan 3.37-14.3
Cinko 0.87-2.8
Vitaminler Miktari(mg/1000g)
Tiamin 33
Riboflavin 10.3
Tokoferoller 40.0
Kolin 440
Niasin 18.0

Mineral ve vitamin zenginliginin yan1 sira, karabugdayin protein bilesimi de beslenme
acisindan 6nemli bir nitelik tasgimaktadir. Albumin ve globulin oranlarimin yiiksek, glutelin
ve prolamin diizeylerinin ise diisiik olmast; lizin ve arjinin igerigiyle birlikte biyolojik

degerini %90’1n iizerine ¢ikararak anne siitii ve yumurta proteiniyle karsilastirilabilir hale



getirmektedir. Ancak bazi bireylerde alerjik reaksiyonlara neden olabilmesi ve protein
sindirilebilirliginin gorece diisiik olmasi, proteolitik enzimlere karsi sinirli duyarlilik ile fitik
asit ve proteaz inhibitorleri gibi sindirimi engelleyici bilesenlerin varligina baglanmaktadir

(Kog ve Coskun, 2025).

1.3. Sistein

Kiikiirt, bitkiler i¢in temel bir makrobesin olup, bitkilerin kuru agirliginin %0,3-
%0,5'1n1 olusturur. Dogada en yaygin kiikiirt formu olan siilfat, bitkiler tarafindan alinarak
indirgenmekte ve sisteine donistiiriilmektedir. Sistein, bitkilerde indirgenmis kiikiirt iceren
ilk organik bilesik olarak sentezlenir (Al-Maliky vd., 2019). Bu biyosentez siireci, sisteinin
bitkideki fonksiyonlarinin temelini olustururken, 6zellikle tiyol grubunun redoks 6zellikleri
sayesinde antioksidan savunma mekanizmalarinda kritik bir rol oynamaktadir.

Sisteinin tiyol grubu, oksidasyona karst duyarlidir ve proteinlerin yapisal ve
fonksiyonel biitiinliiglinii saglayan disiilfid kopriilerinin olusumunda rol oynar (Fra vd.,
2017). Ayrica, bazi proteinlerin fonksiyonlari, bu kopriilerin redoks diizenlemesi yoluyla
kontrol edilebilir. Bunun yani sira, sistein metiyonin, vitaminler, kofaktorler ve demir-kiikiirt
(Fe-S) kiimeleri gibi kritik metabolitlerin sentezinde de dncii bir bilesendir (Romero vd.,
2014).

Sistein, birgok 6nemli biyomolekiiliin sentezinde rol oynar ve 6zellikle antioksidan
glutatyonun (GSH) temel yap1 tasidir. Glutatyon, y-glutamil-sisteinil-glisin tripeptidi olarak
hiicresel redoks dengesinin korunmasinda kritik bir iglev goriir. Bu fonksiyon, glutatyondaki
sistein tiyol grubunun redoks diizenlenebilirligine dayanmaktadir. GSH, fitokelatinler
araciligiyla agir metal detoksifikasyonunda gorev alirken, biyotik streslere karsi savunmada
da 6nemli rol oynar (Soares vd., 2016; Biswas vd., 2023).

Sistein, bitkilerde 6nemli metabolik islevlere sahip olmasinin yani sira, farmasotik,
kozmetik, gida ve hayvan beslenmesi gibi ¢esitli endiistriyel sektérlerde de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Farmasotik alanda, asetaminofen toksisitesine karsi antidot olarak
kullanilir ve HIV, KOAH gibi hastaliklarin tedavisinde etkilidir (Atruki vd., 2007).
Kozmetik sektoriinde, keratin proteinindeki disiilfid baglarin1 kirarak perma islemlerinde
tercih edilir (Renneberg, 2008). Gida endiistrisinde, hamurun elastikiyetini artirir ve
kabarmasini saglar. Hayvan beslenmesinde, kiikiirt iceren aminoasit ihtiyacini karsilar ve

nitrat zehirlenmesine kars1 koruyucu etki gosterir. Sistein, tarimsal tiriinlerde gida katki



maddesi olarak ve taze kesilmis meyve ile sebzelerin korunmasinda yaygin sekilde
kullanilmaktadir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar, dissal L-sistein uygulamalarinin bitkilerde kuraklik,
tuzluluk, agir metal toksisitesi ve bor stresi gibi abiyotik stres kosullarina karsi toleransi
artirabilecegini gostermistir (Wang vd., 2023). Sistein, sliperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimatik
antioksidanlarin aktivitesini artirarak ROT’lerinin birikimini sinirlar; bdylece hiicresel
hasarin 6nlenmesinde énemli bir rol oynamistir (Foyer ve Noctor, 2005). Bunun yani sira,
enzimatik olmayan antioksidanlar {lizerinde de olumlu etkileri bulunmaktadir; 6rnegin,
misirda kuraklik ve tuz stresi altinda yapilan sistein uygulamasi glutatyon seviyelerini
yiikselterek oksidatif dengeyi saglamistir (Hasanuzzaman vd., 2018). Sistein krom
toksisitesine maruz kalan bitkilerde, ROT seviyelerini diisiirerek fotosentetik kapasitenin
korunmasima katki saglamistir. Transgenik bitkiler iizerinde yapilan g¢aligmalar, sistein
sentetaz kompleksinin kiikiirt metabolizmasinda kritik bir rol oynadigini ve stres toleransinin
artirilmasinda  onemli katkilar sagladigim gostermistir. Orneg@in, transgenik tiitiin
bitkilerinde sistein uygulamasi Cd toleransinda ve transgenik kavaklarda H.S (Hidrojen
Silfiir) ve SO: (Siilfiir Dioksit) toksisitesine karsit direncte etkili oldugu belirlenmistir
(Kawashima vd., 2004; Noji vd., 2001).

Bunun yan1 sira, sistein ve selenyum (Se) kombinasyonu, agir metal stresine karsi
sinerjik bir etki gostererek bitkilerin toksik iyonlar1 detoksifiye etmesine yardimci olur.
Prolin ve melatonin ile kullanimi, ozmotik stresin hafifletilmesine ve fotosentezin
tyilestirilmesine katki saglayabilir (Foyer ve Shigeoka, 2011).

Sonug¢ olarak, L-sistein uygulamasinin bitkilerde antioksidan kapasiteyi artirarak
abiyotik stres toleransini gili¢lendirdigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, tarimsal biyoteknoloji
ve bitki 1slah1 ¢aligmalarinda stres dayanikliligini artiran bir strateji olarak sisteinin daha
fazla arastirilmasi 6nerilmektedir (Mittler, 2002).

Yapilan literatlir taramas1 sonucunda, bor toksisitesine karsi sistein uygulamasinin
etkilerini Fagopyrum esculentum iizerinde inceleyen herhangi bir c¢aligmaya
rastlanmamustir. Bu bilgi eksikligi, calismanin 6zgiinliigiinii ve bilimsel katki potansiyelini
artirmaktadir. Bu nedenle, bu calismada bor stresine karsi bitkisel toleransin fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler diizeyde kapsamli bir sekilde degerlendirilmesi amaglanmistir.

Bu kapsamda;
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1. Genel stres tolerans diizeyini belirlemek amaciyla nispi su igerigi, toplam klorofil
miktari, lipid peroksidasyonu ile kok ve govde uzunlugu gibi temel biiylime ve fizyolojik
parametreler analiz edilmistir.

2. Ozmotik diizenleme mekanizmalarinin strese karsi1 dayanikliliktaki roliinii ortaya
koymak {iizere, prolin ve toplam ¢6zilinebilir seker icerikleri belirlenmistir.

3. Antioksidan savunma sisteminin katkisini degerlendirmek amaciyla SOD, CAT ve
APX enzim aktiviteleri ile askorbik asit diizeyleri 6l¢iilmiistiir.

4. Molekiiler diizeyde ise, bor stresine karsi gelisen yanitlarin anlasilabilmesi i¢in
askorbat oksidaz (440) ve 151k yakalayan klorofil a/b baglayici protein (LHCb) genlerinin
ekspresyon diizeyleri incelenmistir. LHCh geni, borun fotosentez verimliligi {izerindeki
etkilerini; 440 ise oksidatif stres karsisinda redoks dengesini koruma kapasitesini ortaya
koymak ac¢isindan ¢alismaya dahil edilmistir.

Yukarida belirtilen ama¢ ve hedefler dogrultusunda, bu tez calismasinda bor
toksisitesine maruz kalan bitkilerde meydana gelen fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
degisimler ¢cok yonlii olarak degerlendirilmistir. Bu kapsamda; nispi su igerigi, lipid
peroksidasyonu, H20O-, prolin, toplam ¢6ziinebilir seker, toplam klorofil ve toplam fenolik
bilesik icerikleri gibi stres gostergesi parametreler analiz edilerek, bor stresine kars1 gelisen
metabolik tepkiler belirlenmistir. Ayrica, SOD, CAT ve APX gibi anahtar antioksidan
enzimlerin aktiviteleri Olgiilerek, stres kosullarinda devreye giren oksidatif savunma
mekanizmalarinin etkinligi ortaya konmustur.

Bununla birlikte, stres yanitlarinin molekiiler diizeyde degerlendirilmesi amaciyla, 151k
hasadi1 ve redoks regiilasyonu ile iligkili oldugu bilinen LHCb ve AAO genlerinin ekspresyon
diizeyleri incelenmistir. Bu baglamda, ¢alismada degerlendirilen tiim bu parametreler

asagida ayr1 basliklar altinda sistematik olarak agiklanmustir.

1.4. Klorofil I¢erigi

Klorofiller, fotosentezde kritik rol oynayan ana pigmentlerdir. Klorofil i¢erigi, bitkinin
fotosentetik kapasitesini ve biyokiitlesini yansitan 6nemli bir gostergedir. Fotosentezde
baslica gorev yapan klorofil tiirleri olan klorofil a ve b, 151k enerjisinin kimyasal enerjiye
doniistimiinde hayati bir rol {stlenir. Ayrica, cevresel stres kosullarinin etkilerinin
degerlendirilmesinde klorofil icerigi ve floresans parametreleri giivenilir biyobelirteclerdir

(Cetin, 2016).
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Ote yandan, bor toksisitesi bitkilerde klorofil igerigini olumsuz ydnde etkileyerek
fotosentetik verimliligin diismesine neden olmaktadir. Bor dogrudan klorofil yapisinda yer
almasa da pigment sentezinde gorev alan enzim sistemleri ve mineral dengesini etkileyerek
klorofil miktarinda azalmaya yol agabilmektedir. Asir1 bor alimi1 sonucunda ROT’lerinin
birikmesi, klorofil molekiillerinde oksidatif hasara ve yapisal bozulmalara neden olmaktadir.
Bu durum, fotosentez hizinin azalmasina ve dolayisiyla bitkisel biyokiitlenin sinirlanmasina

yol agar (Choudhary vd., 2020).

1.5. Lipid Peroksidasyon

Yapilarinda birden fazla cifte bag igeren doymamis yag asitleri, biyomembranlarin
temel bilesenlerinden biridir. Bu ¢ifte baglar, membran1 oksidatif strese karsi daha duyarl
hale getirir. Oksidatif stres kosullarindaki doymamis yag asitlerinin lipid peroksidasyonuna
ugramasi, malondialdehit (MDA) gibi reaktif aldehitlerin olusumuna neden olur. MDA,
ozellikle proteinler ve niikleik asitler gibi biyomolekiillerle etkilesime girerek hiicresel
islevlerde bozulmalara sebep olur. Bu siirec, oksidatif stresin biyolojik sistemlerde neden
oldugu hasar1 degerlendirmede 6nemli bir gosterge olarak kabul edilmektedir (Mortensen
vd., 2023).

MDA birikimi ile bor toksisitesi arasindaki iliski dikkate alindiginda bor toksisitesi,
bitkilerde ROT’lerinin asir1 iiretimine neden olarak oksidatif stres olusturur ve bunun en
belirgin sonuclarindan biri lipid peroksidasyonudur. ROT’leri, hiicre, zarlarindaki
doymamis yag asitlerine saldirarak zar biitlinliigiinii bozar, gegirgenligi artirir ve bu da
genellikle MDA birikimiyle olgiiliir. Cesitli bitki tiirlerinde yapilan ¢alismalar, bor
fazlaliginin MDA seviyelerini yiikselttigini ve bu yolla zar hasarina, biiylime geriligine ve
fotosentetik bozulmalara yol ag¢tifini ortaya koymustur. Bitkiler bu duruma karsi,
antioksidan enzimler (SOD, CAT, APX) ve bilesikler (askorbat, glutatyon) araciligiyla
savunma gelistirerek lipid peroksidasyonunu siirlamaya calisir (Khan vd., 2021; Giiliit,
2024). Nitekim, Esim ve arkadaslar1 tarafindan (2013), misir (Zea mays) bitkisinde agir1 bor
konsantrasyonlarinin MDA seviyelerinde anlamli bir artisa yol a¢tigin1 bildirmis, bu da lipid

peroksidasyonunun bor toksisitesiyle dogrudan iliskili oldugunu ortaya koymustur.
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1.6. Yaprak Su Potansiyeli

Yaprak su potansiyeli (RWC), bitki dokusunun mevcut su igeriginin tam turgor
halindeki maksimum su tutma kapasitesine oranini ifade eder. Bitkinin sulanma durumunu
yansitir ve su dengesi ile stres toleransinin dnemli bir gostergesidir (Hasanuzzaman vd.,
2020). Bu nedenle, RWC bitkilerin bor toksisitesine karst gelistirdigi fizyolojik yanitlarin
degerlendirilmesinde kritik bir parametre olarak kullanilmaktadir.

Bor toksisitesi, akvaporin genlerinin baskilanmasiyla su taginimini engelleyerek
transpirasyon ve stomatal iletkenligi azaltmakta, bdylece RWC’nin diismesine yol
acmaktadir (Macho-Rivero vd., 2018). Ayrica, borun neden oldugu oksidatif stres hiicre
zarlarina zarar vererek bitkinin su tutma kapasitesini olumsuz etkilemektedir. Orta diizey bor
uygulamalarinin RWC {izerinde belirgin bir etkisi goriilmezken, yiiksek dozlarda (>60
mg/kg) bu degerlerde anlamli azalmalar gézlemlenmistir; 6rnegin kavun (Cucumis melo)

bitkilerinde 80 mg/kg bor, RWC’yi %71,6’ya kadar diisiirmiistiir (Kaya, 2025).

1.7. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, tohum c¢imlenmesi, kok gelisimi, fotosentez, c¢iceklenme ve
yaslanma gibi bir¢ok fizyolojik sliregte gorev alan 6nemli bir reaktif oksijen tiiriidiir (Nazir
vd., 2020). Hiicre zarlarin1 gecebilen yapisiyla etkili bir sinyal molekiilii olan H20-, diisiik
diizeylerde savunma yanitlarin1 tetiklerken, yiiksek konsantrasyonlarda birikmesi
durumunda lipid peroksidasyonu, zar hasari, protein denatiirasyonu ve DNA tahribat1 gibi
ciddi hiicresel bozulmalara yol agabilir (Dat vd., 2000). Ozellikle ¢evresel stres kosullarinda
(yiiksek 151k siddeti, UV radyasyonu, sicaklik dalgalanmalari, kuraklik, tuzluluk ve agir
metal toksisitesi gibi) H20: bitki dokularinda belirgin sekilde birikir ve metabolik siirecleri
onemli dl¢iide etkiler (Krasensky ve Jonak, 2012).

Bu stres faktorlerinden biri olan bor toksisitesi de bitkilerde H>O- birikimini tetikleyen
baglica etmenlerden biridir. Borun asir1 alimi, ROT iiretimini artirarak oksidatif stresin
olusumuna neden olur ve bu stirecte H>O2 hem zararl etkilerin hem de savunma yanitlarinin
merkezi bir bileseni haline gelir. Yiiksek bor diizeyleri, hiicre zarlari, proteinler ve niikleik
asitlerde oksidatif hasara yol agan H-O: liretimini artirarak zar kararsizlig1 ve fizyolojik islev
bozukluklarina sebep olur (Kaya, 2025). Ote yandan, H.O. aym zamanda bitkilerde
antioksidan savunma sistemlerini aktive eden bir sinyal molekiilii olarak islev goriir; bor

toksisitesi kosullarinda CAT, peroksidaz (POX), SOD ve APX gibi antioksidan enzim
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aktivitelerinde artis gozlemlenir (Wang vd., 2016). Ayrica, hidrojen gazi (Hz) veya H.S
uygulamalar1 H-O: birikimini azaltarak bor toksisitesinin olumsuz etkilerini hafifletmektedir
(Li vd., 2016). Bu baglamda, bor toksisitesine bagli hasarin siddeti, H.O: iiretimi ile
antioksidan kapasite arasindaki dengeye bagli olup, bu dengenin korunmasi bitkide strese

tolerans ve iyilesme acisindan kritik 6neme sahiptir.

1.8. Prolin

Prolin hem normal hem de stres kosullarinda bitkilerde biriken, proteojenik bir
aminoasit olup, bitki biiyiimesi, gelisimi ve stres toleransinda dnemli roller {istlenir. Hiicre
duvari proteinlerinin yapisinda yer alarak mekanik destek ve sinyal iletimi gibi islevlerde
gbrev almasinin yani sira, hiicre duvari sentezine katkida bulunur (Kishor vd., 2015). Ayni
zamanda prolin, bir ozmoprotektan olarak abiyotik stres kosullarinda 6zellikle kuraklik,
tuzluluk ve toksisite altinda hiicresel su dengesinin ve turgor basincinin korunmasina
yardimci olur (Funck vd., 2012). Bu ¢ok yonlii islevleriyle prolin, bitkilerin gevresel streslere
kars1 verdigi fizyolojik yanitlarin 6nemli bir pargasidir.

Prolin, B toksisitesi dahil olmak {izere gesitli abiyotik stres kosullarinda bitkilerde
biriken 6nemli bir aminoasittir. Bor toksisitesi altinda prolin; ozmoprotektan, antioksidan ve
metabolik diizenleyici olarak islev gorerek hiicresel homeostazin korunmasina katki saglar.
Yaprak ve kok dokularinda farkli biyosentetik yollarla sentezlendigi belirlenen prolinin,
dokuya 6zgili diizenlemelerle yanit verdigi bildirilmistir (Yan vd., 2021). Dissal prolin
uygulamasi, bor birikimini azaltarak toksisite belirtilerini hafifletirken biiylimeyi de
destekler (Dominic ve Jithin, 2012). Ayrica glutatyon gibi antioksidanlarla birlikte ¢alisarak
ROT birikimini azaltir, enzim aktivitelerini artirir ve zar biitlinliigiinii koruyarak oksidatif

hasari1 sinirlar (Kohnehshahri ve Demir, 2022).

1.9. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, bitkilerde hidroksillenmis aromatik halkalar igeren genis bir
sekonder metabolit grubudur ve biyotik ile abiyotik streslere adaptasyonda kritik roller
istlenirler. Cevresel stres faktorleri, fenilpropanoid metabolizmasinin aktivasyonunu
tetikleyerek bu bilesiklerin birikimini artirir. Ozellikle agir metal toksisitesi altinda, fenolik
bilesikler metal iyonlarini selatlayarak ve ROT’lerini detoksifiye ederek oksidatif stresin

siddetini azaltirlar. Bu baglamda flavonoid ve diger fenilpropanoid tiirevlerinin, peroksidaz
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enzimi araciligiyla H>O: detoksifikasyonunda islev gordiigii ve antioksidan 6zellikleri
sayesinde cesitli stres kosullarinda sentezlerinin arttig1 gésterilmistir (Janczak-Pienigzek vd.,
2022; Kumar vd., 2023).

Stres kosullarindan biri olan bor toksisitesi, toplam fenolik bilesiklerin bitkilerde
savunma mekanizmast olarak Onemli bir rol oynamasina yol acar. Bor toksisitesi,
ROT’lerinin artisina neden olarak hiicre bilesenlerine zarar verirken, fenolik bilesikler bu
ROT’leri etkisiz hale getirerek oksidatif hasar1 6nler (Reid vd., 2020). Fenolik igerik, bitki
tiiri, doku ve borun bitki i¢indeki hareketlili§ine bagl olarak degiskenlik gosterir; bazi
bitkilerde artis, bazilarinda ise azalma gozlenir (Yildirim ve Turan, 2017; Kafkaletou vd.,
2021). Ayrica disaridan uygulanan glutatyon ve prolin gibi antioksidanlar, fenolik
seviyelerindeki azalmay1 tersine gevirerek bitkinin stres karsiti savunmasini giiglendirir ve

biiylimeyi destekler (Kohnehshahri ve Demir, 2022).

1.10. Coziinebilir Sekerler

Glikoz, fruktoz ve siikroz gibi ¢oziiniir sekerler, bitkilerin hem yapisal biitlinliigliniin
siirdiiriilmesinde hem de metabolik islevlerinin diizenlenmesinde kritik bir roller {istlenir.
Bu sekerler yalnizca enerji kaynagi olmakla kalmaz, ayn1 zamanda stres kosullarinda besin
ve metabolit islevlerinin diizenlenmesinde kritik roller iistlenir. Ozellikle oksidatif pentoz-
fosfat yolu ve karotenoid biyosentezi gibi temel metabolik yollarla iligkilidirler. Stres
kosullar1 (soguk, herbisit hasari, patojen saldirilar) altinda ¢6ziiniir sekerlerin ROT iiretimi,
mitokondriyal solunum, fotosentez ve antioksidatif savunma mekanizmalar1 ile olan
etkilesimi belirgin sekilde artar. Bu siireclerin diizenlenmesinde siikroz, 6zgiin sinyal
yolaklar1 araciligiyla gen ekspresyonu ve proteomik diizeyde anlamli degisiklikler
olusturmakta ve bitkinin stres yanitinin koordinasyonunda merkezi bir rol oynamaktadir
(Keunen vd., 2013).

Bor toksisitesi, bitkilerde ozmotik ve oksidatif stres yaratarak seker metabolizmasini
dogrudan etkiler. Bu kosullar altinda, bitkiler hiicre i¢i su dengesini korumak ve ROT
birikimini sinirlamak amaciyla indirgen sekerler ve toplam ¢oziiniir sekerler gibi uyumlu
¢oziicii bilesiklerin birikimini artirir. Bu artis, bor toksisitesine kars1 gelistirilen adaptif ve
koruyucu bir yanit olarak degerlendirilir. Dolayisiyla, ¢oziiniir sekerlerin hem stres algisi

hem de stres yanitlarinin diizenlenmesindeki islevi, bor toksisitesi gibi cevresel stres
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faktorlerine karsi bitki toleransinin olusumunda temel bir bileseni temsil etmektedir (Catav

vd., 2022).

1.11. Askorbik Asit

Askorbik asit (ASC), bitkilerin tiim dokularinda bulunan ve 6zellikle fotosentetik
hiicreler ile meristematik bolgelerde yiiksek konsantrasyonlarda yer alan temel bir
antioksidandir. Bu molekiil, H20: ve diger toksik oksijen tlirevlerine karsi metabolizmay1
koruyarak bitkisel savunma sisteminde kritik bir rol oynar. Indirgen 6zelligi sayesinde
stiperoksit anyonu, H-0: ve singlet oksijen gibi ROT’lerini etkili bir sekilde notralize eder.
Ayrica, a-tokoferoliin yeniden iiretilmesi ve ksantofil dongiisiindeki zeaksantin sentezi gibi
dolayli siireclerde de onemli katkilar saglar. ASC, enzim aktivitelerini diizenleyerek
oksidatif stres kaynakli hiicresel hasar1 azaltmakta ve diger antioksidan molekiillerle sinerjik
etkilesim i¢inde ¢alisarak bitkilerin biiylime, farklilasma ve metabolik siireclerinin saglikli
ilerlemesine destek olmaktadir (Akram vd., 2017).

Bor toksisitesi bitkilerde oksidatif stres yaratirken, ASC bu strese karsi 6nemli bir
savunma mekanizmasidir. Gfl¢li bir antioksidan olarak askorbik asit, ROT’lerini
temizleyerek hiicresel yapilari korur ve askorbat metabolizmasinda gorevli enzimlerin
aktivitesini artirir (Hasanuzzaman vd., 2020). Bor eksikliginde askorbik asit seviyeleri
azalirken, toksisite durumunda genellikle artis gosterir ve bu artig bitkinin oksidatif strese
kars1 direncinin bir gdostergesidir (Giiliit, 2024). Ayrica, askorbik asidin diger
antioksidanlarla birlikte redoks dengesinin korunmasinda rol aldigi ve bor toksisitesinin
olumsuz etkilerini azaltmada uygulamalarinin faydali oldugu deneysel olarak kanitlanmigtir

(El-Feky, 2012).

1.12. Antioksidan Enzimler

Bitkiler, cesitli cevresel stres faktorlerine karsi gelismis antioksidan savunma
mekanizmalart aracilifiyla ile diren¢ goOstermektedir. Bu savunma sistemlerine hem
enzimatik hem de enzimatik olmayan bilesenlerden olusan kapsamli ve koordineli bir yapiya
sahiptir. Bu sistem hem enzimatik hem de enzimatik olmayan bilesenleri igerir. Enzimatik
olmayan antioksidan bilesikler arasinda askorbik asit, tokoferoller (E vitamini),
karotenoidler, glutatyon ve ¢esitli fenolik bilesikler yer almaktadir. Enzimatik antioksidanlar

ise siiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz, glutatyon peroksidaz (GPX) ve katalaz gibi



16

enzimlerden olusmaktadir (Saglam vd., 2025). Bu bilesenler, ROT’lerinin neden oldugu
oksidatif hasar1 Onleyerek hiicresel biitlinliigiin korunmasin1 saglamakta ve bitkisel

metabolizmanin siirdiiriilebilirligi a¢isindan hayati bir rol oynamaktadir.

1.12.1. Askorbat Peroksidaz

APX, H:0: gibi reaktif oksijen tiirlerinin giderilmesinde goérev alan Onemli bir
antioksidan enzimdir. Askorbati elektron kaynagi olarak kullanarak H>O:’yi suya indirger
ve askorbat-glutatyon dongiisiinde merkezi bir rol {istlenir. Ayrica kdk olusumu, yaprak
yaslanmasi, ¢cimlenme gibi gelisimsel silireglerde de gorev aldigi; transgenik bitkilerde artan
ekspresyonunun stres toleransini yiikselttigi gosterilmistir. Ancak bazi ¢aligmalar, APX’in
etkilerinin stres tiirline ve gelisim evresine gore degisebilecegini ortaya koymustur (Li,
2023).

Bu enzim aymi zamanda cevresel stres kosullarina karsi savunmada da etkilidir.
Nitekim bor toksisitesi altinda APX aktivitesi ve gen ekspresyonunun genellikle arttigi,
bunun da ROT temizligi yoluyla hiicresel hasar1 sinirladig: bilinmektedir. Hassas ¢esitlerde
bu artis daha belirgin olurken, toleransli ¢esitlerde daha dengeli bir yanit gbzlenmektedir.
2017 yilinda arpa bitkisiyle yapilan bir calismada, bor uygulamas1 APX aktivitesini artirmais;
ancak borla birlikte sistein verildiginde bu aktivitenin azaldig1 raporlanmistir. Bu durum,
sisteinin bor kaynakl1 oksidatif stresi azaltarak APX diizeyini dengeledigini gostermektedir
(Akytirek, 2017). Dolayisiyla APX, bor toksisitesine kars1 bitki yanitlarin1 degerlendirmede

onemli bir biyobelirtegtir.

1.12.2. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz, bitkilerde oksidatif stresle miicadelede merkezi rol oynayan bir
antioksidan enzim olup, siiperoksit radikallerini (O27) H20: ve oksijene doniistiirerek
hiicresel hasar1 6nlenmesine katki saglar. Metal kofaktorlerine bagli olarak Cu/ZnSOD,
MnSOD ve FeSOD olmak iizere ii¢ ana izoformlar1 seklinde siniflandirilan bu enzim,
fotosentez ve solunum gibi metabolik siirecler sirasinda olugan ROT’lerinin birikmini
engelleyerek hiicresel redoks dengesini korur. Ayrica, reaktif oksidanlardan biri olan
hidroksil radikalinin olusumunu simirlayarak bitkilerin g¢evresel streslere karsi direng

kazanmasina katkida bulunur (Aslankog vd., 2019).
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Bor toksisitesi, ROT lerinin birikimini artirarak SOD aktivitesini genellikle ytikseltir.
Bu artis, stiperoksit radikallerinin etkisiz hale getirilmesini saglayarak bitkinin oksidatif
stresle basa ¢ikmasina katki saglar. Ancak bu yanit, borun dozu, maruz kalma siiresi ve
genotipe bagli olarak degisebilir. Bazi durumlarda asir1 toksisite, SOD aktivitesinde
azalmaya yol acarak hiicresel hasar1 artirabilir. Ayrica bor stresi, SOD izoformlarinin gen
ekspresyon diizeylerini de etkileyerek molekiiler adaptasyon mekanizmalarini yansitir.
Nitekim Saglam ve arkadaslart (2023), Arabidopsis thaliana bitkisinde melatonin
uygulamasinin bor toksisitesi altinda SOD aktivitesini anlamli diizeyde artirdi§im1 ve
melatoninin antioksidan sistem iizerinde dogrudan uyarici etkiler gosterebildigini
bildirmistir. Benzer sekilde, Sarioglu ve Kaya (2022), melatonin uygulamasinin bor
toksisitesi altindaki bitkilerde SOD, POD ve CAT gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini
anlamli diizeyde artirdigini; bu etkinin ayn1 zamanda H>0. ve MDA seviyelerinin

diisiiriilmesiyle birlikte oksidatif hasar1 hafiflettigini bildirmistir.

1.12.3. Katalaz

Katalaz, bitkilerde ROT lerinin detoksifikasyonunda kritik bir rol oynar; H.O:’yi su
ve molekiiler oksijene parcalayarak oksidatif hasarin Onlenmesine katki saglar. ROT
birikimi, lipidler, proteinler ve DNA gibi hiicresel bilesenlerde ciddi yapisal ve islevsel
zararlara neden olabilir. CAT, bu zararli etkileri hizli ve etkili bi¢imde ortadan kaldirarak
hiicresel biitiinliigiin korunmasinda kilit gorev tstlenir (Mishra vd., 2023). Nitekim yapilan
arastirmalar, CAT aktivitesindeki degisimlerin, bitkilerin ¢esitli abiyotik stres kosullarina
kars1 gelistirdigi tolerans mekanizmalariyla yakindan iligkili oldugunu gostermektedir.

Bu stres kosullarindan biri de oksidatif hasari tetikleyici etkisiyle 6ne ¢ikan bor
toksisitesidir. Bor fazlaligi, ROT birikimine neden olarak oksidatif stres olusturur ve bu
durumda 6zellikle H-O2’nin giderilmesinde gorev alan katalaz enzimi hayati 6neme sahiptir.
Ancak yiiksek diizeyde bor birikimi, CAT enzim aktivitesinde azalmaya yol acabilir. Bu
durumun, borun dogrudan enzim yapisini bozmasit ya da ilgili gen ekspresyonunu
baskilamasiyla iligkili olabilecegi diistiniilmektedir (Kayihan, 2020). Nitekim Saglam ve
arkadaslarinin (2023) Arabidopsis thaliana tizerinde yiiriittiikleri ¢calismada, bor toksisitesi
altinda melatonin uygulamasinin C4A72 genine bagl olarak etkili oldugu; ancak CAT2

mutantlarinda bu etkinin belirgin sekilde azaldig1 gosterilmistir. Bu bulgular, bor
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toksisitesine karsi1 gelistirilen antioksidan savunma yanitlarinin, 6zellikle CAT enziminin

varlig1 ve iglevselligi ile dogrudan iliskili oldugunu ortaya koymaktadir.

1.13. Gen ifadeleri

Borun toksik diizeylerde uygulanmasi, 0Ozellikle fotosistem II (PSII) anten
komplekslerinde yer alan LHCb proteinlerinin ekspresyonunu azaltmakta; bu durum,
fotosentez verimliliginde belirgin bir diisiise yol agmaktadir. Nitekim, tahil benzeri bitki
tiirlerinde yiiriitiilen genetik ve transkriptomik analizler, bor stresinin “photosynthesis—
antenna proteins” yolaklarinda (6zellikle LHCh genlerinde) anlamli degisimlere neden
oldugunu ortaya koymustur (Li vd., 2023). Bu baglamda, LHCbh geninin ekspresyon
analizinin yapilmasi, borun 1sitk hasadi sistemine verdigi zararin molekiiler diizeyde
belirlenebilmesi acisindan ¢calismamiza dahil edilmistir.

AAO geni agisindan degerlendirildiginde ise, bor toksisitesinin ROT’leri {iretimini
artirarak bitkide oksidatif stres olugturdugu bilinmektedir (Zhang vd., 2024). 440, askorbat—
dehidroaskorbat dongiisiinde gorev alarak apoplastik redoks homeostazinin korunmasinda
kritik bir rol iistlenmektedir (Cervilla vd., 2007). Bu nedenle, A4O geninin ekspresyon
diizeylerinin incelenmesi, bor stresine maruz kalan bitkilerin oksidatif dengeyi yeniden

saglama kapasitesini degerlendirmek acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

1.13.1. Askorbat Oksidaz

Askorbat oksidazlar (440), bitkilerde ve bazi mantarlarda bulunan ¢ok bakirli oksidaz
enzimleridir ve apoplast alanda lokalize olurlar. Bu enzimlerin temel gorevi, askorbik asidi
(ASC) monodehidroaskorbata (MDHA) oksitlemek ve es zamanli olarak oksijeni suya
indirgemektir. Olusan MDHA, dehidroaskorbata (DHA) doniiserek sitoplazmaya tasinir ve
burada askorbat-glutatyon (ASC-GSH) dongiisii araciligi ile yeniden ASCte indirgenir.
AAQOar, apoplastik redoks dengesini diizenleyerek ROT lerinin seviyelerinin kontrol altina
almmasina katki saglar. Ayn1 zamanda, bitki biiylimesi, gelisimi ve cevresel stres
yanitlarinin diizenlenmesinde rol alarak hiicresel redoks homeostazinin korunmasina
yardimci olurlar. Bu 6zellikleri nedeniyle, askorbat oksidazlar stres toleransinin artirilmasi

acisindan 6nemli potansiyel olarak degerlendirilmektedir (Xu vd., 2024).
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1.13.2. Isik Yakalayan Klorofil b Baglayic1 Protein

LHC (light-harvesting complex) siiper ailesi, bitkilerde dort ana alt aileye
ayrilmaktadir: klorofil a/b baglayan proteinler (LHC), 151k yakalama proteinleri (light-
harvesting-like), fotosistem II alt {initesi S (PsbS) ve ferroselataz II (FCII). Bu siiper ailenin
en bilinen alt grubu olan LHC ailesi ise LHCa ve LHCD olmak iizere iki gruba ayrilir. LHC
ailesi tiyeleri, 151k enerjisinin yakalanmasinda gorev almanin yani sira, bitki biiyiimesi ve
gelisiminin diizenlenmesinde de onemli roller Ustlenir. LHC siiper ailesinin iiyeleri,
Arabidopsis thaliana, piring, kivi, domates ve elma gibi ¢esitli bitkilerde tanimlanmustir.
Model bitki Arabidopsis thaliana’da LHCb geninin baskilanmasi, daha kii¢iik yaprak
olusumu ve azalmis klorofil icerigi ile sonuglanirken, AgLHCbI geninin kerevizde asiri
ekspresyonu fotosentetik verimliligine katki saglamistir. Benzer sekilde, Sedum alfredii
tiiriinde yiiriitiilen ¢calismalar ise, SaLHCbH2 geninin asir1 ifadesinin, bitkide siirgiin ve kdk
biyokiitlesinde artisa neden oldugunu gostermistir. Bu durum, LHCb genlerinin yalnizca
fotosentezle sinirli kalmayip, bitkinin genel biyokiitle tiretimi ve muhtemel stres toleransi

tizerinde de etkili olabilecegini diisiindiirmektedir (Zhang vd., 2011; Li vd., 2023).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitkinin Biiyiitiilmesi, Borik Asit ve Sistein Uygulamasi

Bitkinin biiyiitiilmesi, borik asit ve sistein uygulamasi kullanilan bu g¢alismada
Fagopyrum esculentum Moench, yaygin olarak bilinen karabugday bitkisi Hiidaverdi
Aricilik’tan temin edimistir.

Ekim oOncesinde tohumlar, Jabeen ve Ahmad (2012) yontemine gore sterilizasyon
islemine tabi tutulmustur. Bu kapsamda, tohumlar %10’luk sodyum hipoklorit (NaOCl)
cozeltisinde 10 dakika bekletilmis, ardindan saf su ile 10 dakika boyunca yikanmis ve son
olarak karanlik 24 saat saf suda inkiibe edilmistir. Calismada ticari olarak temin edilen
General Hydroponics Flora Series besin ¢ozeltisi kullanilmugtir. Ilk olarak 1976 yilinda
formiile edilen FloraSeries, FloraGro, FloraBloom ve FloraMicro’dan olusan orijinal 3
bilesenli hidroponik besin sistemidir (URL-2, 2025):

e FloraGro: Bitkilerin erken gelisim asamalarinda ihtiya¢ duydugu azot (N), fosfor

(P) ve potasyum (K) gibi makro besin maddelerini igerir.

e FloraMicro: Bitkilerin saglikli biiylimesi i¢in gerekli olan demir (Fe), mangan
(Mn), bor (B), ¢inko (Zn), bakir (Cu) ve molibden (Mo) gibi mikro besin

elementlerini saglar.

e FloraBloom: Cigeklenme ve meyve verme donemlerinde bitkilerin yiiksek oranda

P ve K ihtiyacini karsilar.

Flora Series besin ¢ozeltisi ortaminda, vermikiilitle dolduran viyollere 4’er adet
karabugday tohumlar1 ekilmistir. 10 giiniin sonunda fidelenen karabugday tohumlar1 dort
deney grubuna ayrilmistir (Tablo 2). Bu gruplar kontrol, sistein, bor ve sistein+bor’dur. 2
giin boyunca sistein ve sistein+bor gruplarina 100 uM L-sistein uygulamasi yapilmistir
(Imamoglu,2024). Sistein uygulamasi sonrasinda 5 giin boyunca bor ve sisteint+bor
gruplarina 40 ppm borik asit (H:BOs) uygulamasi yapilmistir. Literatiirde yapilan
aragtirmalarda, borik asit konsantrasyonunun 40 ppm’in karabugdayda bor toksisitesini

aragtirmak i¢in uygun bir doz oldugu goriilmiistiir (Yazict ve Korkmaz, 2020).
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Fideler, 151k yogunlugunun 400 umol foton m= s™!, sicakliklarin giindiiz 25 °C ve gece 22
°C, nem oraninin ise %6042 oldugu kontrollii ortam kosullarinda bitki biiyiitme odasinda
yetistirilmistir (Saglam vd.,2011).

Tablo 2. Deney gruplari ve uygulamalari

Gruplar Yapilan Uygulamalar Siire

e Deney siiresi boyunca fideler besin ¢ozeltisinde )
Kontrol tutulmustur. 17 glin

¢ Sistein ve borik asit uygulamasi yapilmamaistir.

¢ 10 giin boyunca besin ¢ozeltisinde bekletilmistir.

e 2 giin boyunca besin ¢ozeltisine 100 pM sistein
eklenmistir. Hazirlanan bu ¢ozelti, borik asit
icermemektedir.

¢ 2 giinilin sonunda besin ¢ozeltisine tekrar alinarak 5 giin
bekletilmistir.

Sistein 17 giin

¢ 12 giin boyunca besin ¢ozeltisinde bekletilmistir.

e Besin ¢ozeltisine 40 ppm borik asit eklenerek 5 giin
Bor boyunca bekletilmistir. Hazirlanan bu ¢6zelti, sistein
icermemektedir.

17 giin

¢ 10 giin boyunca besin ¢ozeltisinde bekletilmistir.
e 2 giin boyunca besin ¢ozeltisine 100 uM sistein
Sistein+Bor eklenmistir. 17 giin

e Besin ¢ozeltisine 40 ppm borik asit eklenerek 5 giin
hoviinea hekletilmictir

17. giinde bitki yapraklari hasat edilmistir. Sonrasinda s1vi azottan gegirilip morfolojik,
biyokimyasal, antioksidan enzim arastirmalar1 ve molekiiler analizler icin -20 °C de

saklanmustr.
2.2. Biiyiime Parametreleri ve Morfolojik Degisimlerin Incelenmesi

Kontrol, sistein, bor ve sisteint+bor olarak olusturulan dort farkli deney grubundaki
karabugday bitkileri 17 giin biyiitiiliip hasat edilip ardindan asagidaki Olgiimler
gergeklestirlmistir.
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2.2.1. Kok ve Govde Uzunluklari

Olusturulan dort deney grubundaki fidelerden her gruptan {icer adet 6rnek alinmis ve

ardindan her bitki i¢in ortalama kok ve siirgiin uzunluklar1 alinmistir.

2.3. Biyokimyasal Parametrelerin incelenmesi

2.3.1. Nispi Su icerigi

Bor stresine maruz kalan fidelerde sistein uygulamasinin su dengesine etkisini
degerlendirmek amaciyla, nispi su igerigi (RWC %) oOlglimleri gerceklestirilmistir. Bu
amagla Castillo (1996) tarafindan tanimlanan yontem kullamilmistir. Fidelerin
yapraklarindan alinan 0.1 g’lik 6rneklerin taze agirliklart belirlendikten sonra, drnekler 4
°C’de saf su iginde 24 saat bekletilerek turgor agirliklari 6l¢lilmiistiir. Ardindan, 6rnekler 95

°C’de 48 saat kurutularak kuru agirliklar1 elde edilmistir.

2.3.2.Klorofil Tayini

Klorofil igerigi, Arnon (1949) yontemine gore belirlenmistir. 0,1 g bitki dokusu
%380'lik aseton ile homojenize edilmistir. Homojenize edilen 6rnekler 4 °C'de 10.000 g’de
15 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant, kla, klb ve toplam klorofil

miktarlarimi belirlemek i¢in 663 nm ve 645 nm’de spektrofotometrik olarak analiz edilmistir.

2.3.3.Lipid Peroksidasyon Tayini

Lipid peroksidasyonu, Heath ve Packer (1968) yontemine gore belirlenmistir. Bitki
dokusu 9%0,1 trikloroasetik asit (TCA) ile homojenize edildikten sonra 15.000 g’de 15
dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatanta, %20 TCA ve %0,5 tiyobarbitiirik asit
(TBA) igeren ¢ozelti eklenmis ve karisim 95 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan
ornekler 10 dakika siireyle buz banyosunda sogutulmustur. Absorbans degerleri 532 nm ve

600 nm dalga boylarinda spektrofotometrik olarak dl¢tilmiistiir.
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2.3.4.Prolin Tayini

0,2 g bitki dokusu homojenizatorde parcalandiktan sonra %40’lik etanol ile ekstrakte
edilmistir. Elde edilen karisim, 24 saat boyunca +4 °C’de, 12 rpm hizla mikrokaristiricida
calkalanmistir. Siipernatant kisma, ninhidrin ¢6zeltisi (%1 ninhidrin, %60 asetik asit ve %20
etanol) eklenmis ve ornekler 95 °C’de 30 dakika etiivde inkiibe edilmistir. Ardindan oda
sicakligma getirilen Orneklerin absorbansi 520 nm’de Olgiilerek prolin konsantrasyonu

hesaplanmistir (Carillo vd., 2008).

2.3.5. Toplam Fenolik Tayini

Singleton ve Rossi (1965)'e dayal1 olarak, toplam fenolik bilesiklerin Folin-Ciocalteu
yontemi ile belirlenmistir. 0,1 g bitki dokusu, %95°1lik metanol ile homojenize edilmistir.
Olgiim icin 2N folin ve %?2’lik sodyum karbonat (Na.COs) ¢ozeltisi hazirlanmustir.
Hazirlanan 6rnekler, 20 dakika siireyle karanlikta bekletilmis ve absorbans degerleri 765

nm’de Ol¢tilmiistiir.

2.3.6. Toplam Seker Tayini

Toplam seker miktarinin belirlenmesinde, 0,1 g kuru bitki 6rnegi %70’lik etanol ile
homojenize edilerek 95 °C’de 1sitilmis ve ardindan 4 °C’de 15.000 g’de 30 dakika santrifiij
edilmistir. Ol¢iim i¢in elde edilen siipernatanta %5°lik fenol ve siilfiirik asit eklenmis, ¢dzelti
oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildikten sonra 490 nm’de absorbans o6l¢iimi

yapilmistir. Sonuglar, glikoz standardina gore hesaplanmistir (Dubois vd., 1956).

2.3.7. Hidrojen Peroksit icerigi

Bitki dokusu (0,1 g), %0,1 TCA ile homojenize edilmis ve +4 °C’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Elde edilen siipernatanta 1 M potasyum iyodiir (KI) eklenmis ve ardindan pH 7’ye
ayarlanan 10 mM potasyum fosfat tamponu ilave edilmistir. Karanlikta bekletilen 6rneklerin

absorbansi 390 nm’de dl¢iilmiistiir. Bu yontem, Velikova (2000) tarafindan gelistirilmistir.
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2.3.8. Askorbik Asit Icerigi

Askorbik asit igerigi, Jagota ve Dani (1982) yontemine gore belirlenmistir. Bu amagla,
0,1 g bitki dokusu %10’luk TCA c¢ozeltisi ile ekstrakte edilmis ve +4 °C’de 15.000 g’de 15
dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatanta %10’luk Folin ¢6zeltisi eklenmis, karisim

20 dakika karanlikta bekletildikten sonra absorbans 760 nm’de 6lgiilmiistiir.

2.3.9. DAB Boyama Yontemi ile Hidrojen Peroksit Belirlenmesi

Hidrojen peroksit birikimini belirlemek amaciyla 3,3’-diaminobenzidin (DAB)
boyama yontemi uygulanmistir. Bu kapsamda, 50 mg DAB, 50 mL steril suda ¢oziilerek pH
3.8'e ayarlanmistir. Tiim gruplardan benzer boyutlarda secilen yapraklar saf suyla
yikandiktan sonra falkon tiiplere alinmis ve her birine 20 mL DAB ¢ozeltisi eklenmistir.
Numuneler mikrokaristiricida 24 saat inkiibe edilmistir. Boyama sonrasi, yapraklar 95
°C’deki su banyosunda 12 mL absolute etanol ile renk agilmasi gézlenene dek kaynatilmis;
ardindan %60 gliserol ile islatilmis filtre kagidina yerlestirilerek +4 °C’de muhafaza
edilmistir (Kumar vd., 2014).

2.3.10. NBT Boyama Yontemi ile Siiperoksit Radikali Belirlenmesi

Stiperoksit radikali birikiminin tespiti i¢in Nitro Blue Tetrazolium (NBT) boyama
yontemi uygulanmistir. Bu amagla, 0,1 g NBT, pH 7.5’e ayarlanmis 50 mL sodyum fosfat
tamponu i¢inde ¢Oziilmiistiir. Boyama isleminde yaprak ornekleri hazirlanarak ¢ozeltide
inkiibe edilmis, ardindan su banyosuna alinarak renk degisimi gozlemlenmistir (Kumar vd.,

2014).

2.3.11. Protein Icerigi

Protein miktari, Bradford (1976) yontemine gére Coomassie Brilliant Blue G-250
boyasi kullanilarak 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Elde
edilen protein konsantrasyonu (mg) enzim aktivitelerinin hesaplanmasinda referans olarak

kullanilmistir.
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2.5. Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Antioksidan enzim analizleri i¢in 0,1 g bitki dokusu homojenize edildikten sonra,
50 mM potasyum fosfat tamponu ((pH 7; 1 mM etilendiamintetraasetik asit (EDTA); %]l
polivinilpolipirolidon (PVPP), 0,590 g dipotasyum hidrojen fosfat (K:HPO4) ve 0,2192 g
monopotasyum fosfat (KH2PO.)) ile ekstrakte edilmistir. APX analizi i¢in ekstraksiyon
tamponuna ayrica S mM askorbik asit ilave edilmistir. Homojenatlar +4 °C’de 15.000 g’de
20 dakika santrifiijlenmis, elde edilen siipernatant antioksidan enzim aktivitelerinin
belirlenmesinde kullanilmistir. Siipernatantlar analizlere kadar —20°C’de saklanmistir

(Angelini vd., 1990).

2.5.1. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

Siiperoksit dismiitaz aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich (1971) metoduna gore
gergeklestirilmistir. Potasyum fosfat tamponu (pH 7.8), 13 mM metiyonin, 0,1 Mm EDTA
ve NBT ile hazirlanmistir. 2 mM riboflavin 1 L saf suda ¢oziilmiistiir. Ol@mler i¢in 50 pl
ekstraksiyon sivist kullanilmistir. Reaksiyon olusumu i¢in riboflavin ¢dzeltisi en son ilave
edilmistir. Beyaz 151k kaynagi (375 pmol m™ s 1g1k siddeti) altinda reaksiyon baslatilarak,
10 dakika sonra 151k kaynagi uzaklastirilip olusan {iriin 560 nm dalga boyunda ol¢iilmiistiir

(Saglam vd., 2025).

2.5.2. Katalaz Aktivitesi

CAT aktivitesi, Aebi (1983) yontemine gore belirlenmistir. Bu amacla, pH 7.0 olacak
sekilde 50 mM potasyum fosfat tamponu hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi 30 mM HO:
icermekte olup, reaksiyon 50 pL enzim ekstraktinin eklenmesiyle baslatilmigtir.
Absorbansdaki azalma, 240 nm dalga boyunda ve 25°C sicaklikta 3 dakika boyunca

izlenmistir.

2.5.3. Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

APX aktivitesi, Nakano ve Asada (1987) yontemine gore tayin edilmistir. Reaksiyon
karisimi, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7) igerisine 0.1 mM EDTA, 0.5 mM askorbat
ve 0.1 mM H:O: eklenerek hazirlanmistir. Reaksiyon, 50 pL bitki ekstraktinin eklenmesiyle
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baslatilmistir. Askorbatin H-O: ile oksidasyonu sonucu meydana gelen absorbans azalmasi,

290 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir.

2.4. Molekiiler Analizler

2.4.1. Total RNA izolasyonu

Bitki 6rneklerinden yiiksek verimli ve saf RNA elde etmek amaciyla Favorgen RNA
Izolasyon Kiti kullanilmistir. izolasyon siirecinde, 0,1 g yaprak dokusu sivi azotta ezilmis
ve homojenizatorde On isleme tabi tutulmustur. Elde edilen homojenata, B-merkaptanol
iceren FARB tamponu eklenmis ve karisim kisa siire inkiibe edilmistir. Numuneler filtre
siitunlara aktarilarak santrifiij edilmis, elde edilen siipernatanta etanol ilavesiyle RNA’nin
baglanmasi saglanmistir. Karistm mini kolona aktarilmis ve yiiksek hizda santrifiyj
edilmistir. Ardindan kolonlar sirasiyla Wash 1 ve iki kez Wash 2 tamponlari ile yikanmigtir.
Kolonlar kurutulup yeni tiiplere yerlestirilmis ve RNA, RNAase-free su ile eliie edilmistir.
Elde edilen RNA ornekleri buz iizerinde toplanarak, saflik ve konsantrasyonlar1 Nanodrop

cihazi ile 6l¢ililmiis ve -20 °C’de saklanmustir.

2.4.2. ¢cDNA Sentezi

RNA'nn kalitesinin ve miktarinin belirlenmesi i¢in Thermo Scientific Nanodrop 2000
cihazinda 260/280 nm dalga boyunda absorbans ol¢limleri gergeklestirildi. Bu asama, cDNA
sentezine uygun konsantrasyonda RNA elde etmek icin 6nem arz etmektedir. RNA
orneklerinden cDNA sentezi, “High Capacity c¢cDNA Reverse Transcription Kit”
kullanilarak, tiretici firmanin talimatlarina gore gerceklestirildi.

RNA olglimii, steril tiiplere nanodrop cihazi ile belirlenen RNA miktarlarinin
eklenmesiyle baslatildi. Toplam hacmin 50 pL olmasi saglamak amaciyla, her tiipe yeterli
miktarda su ilave edildi. Daha sonra, reaksiyon karisiminin hazirlanmasi asamasina gecildi.
Bu asamada, her tiipe sirasiyla 42 pL Nuclease free H20, 2 uLL 10X RT Buffer, 0.8 uL 25X
dNTP mix, 2 pL 10X Random Primers ve 1 pL Multiscribe Reverse Transkriptaz eklendi.
Bu eklemeler sonucunda, tiiplerdeki toplam hacim 10 pL’ye ayarlandi.

Reaksiyon karigiminin olusturulmasinin ardindan, her tiipe 25 pLL RNA ve saf su
eklenerek toplam 50 pL hacim elde edildi. Karistm homojen hale gelmesi icin dikkatlice

karistirildi ve ardindan 20 saniye boyunca santrifiij islemi gerceklestirildi. Son olarak, ters
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transkripsiyon siireci i¢in 1s1 dongii cihazina yerlestirilen tiipler, 42 °C’de 140 dakika siireyle
isitilarak RNA’nin ¢cDNA’ya doniistiiriilmesi saglandi. Bu islemler, cDNA sentezi igin
gerekli kosullar1 olusturdu. Hazirlanan cDNA’lar ile gen ekspresyon analizleri i¢in temel bir

kalip olusturuldu.

2.4.3. Real Time PCR

Real-time PCR reaksiyonu i¢in her biri 1 puL olacak sekilde forward ve reverse
primerler ile 1 uL cDNA 06rnegi, 10 uL SsoFast Evagreen mix ile karistirilmistir. Niikleaz
icermeyen su eklenerek toplam hacim 20 pL'ye ayarlandi ve reaksiyon baslatilmistir.
Referans gen olarak f-aktin kullanildi (Saglam vd., 2025). Real-time PCR sonrasi, stres
altinda birakilan yapraklardan elde edilen 6rneklerde 440 (L-Askorbat Oksidaz) ve LCHb
(Chlorophyll a/b Binding Protein) genlerinin ekspresyonu polimeraz zincir reaksiyonu ile es
zamanh olarak izlendi. Bu ¢alismada kullanilan primer dizileri Oligomer Biyoteknoloji
tarafindan temin edildi ve primerlerin sulandirilmasi steril kabin igerisinde gerceklestirildi.
Cozilinen primerler -20°C’de saklanilmistir Gen isimleri, baz dizileri ve sayis1 tablo 3’de

gosterilmektedir (F: Forwad, R: Reverse).

Tablo 3. Gen ve baz dizileri

Gen Baz Dizisi 5°-3° Baz Sayisi
AAOF CAAACAACTTACTCCTCCCT 20
AAOR ATCCCGTAGTGGTATGACC 19
LHCbH F GTGACTACGGCTGGGACA 18
LHCb R CATGGATCAAGCTAGGGTTT 20
p-aktin F AACTGCTGAACGGGAAAT 18
p-aktin R TGAAGGCTGGAAGAGGAC 18
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2.5. listatistiksel Analizler

Elde edilen sayisal ve oransal veriler, Windows isletim sistemi {izerinde ¢alisan lisanslh
bir program olan Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) kullanilarak bilgisayar
ortaminda ANOVA varyans analizi yontemiyle degerlendirilmistir. Analiz siirecinde
SPSS’in kapsamli istatistiksel fonksiyonlari, elde edilen sonuclarin dogruluk ve

giivenilirliginin artirilmasina 6nemli katkilar saglamistir.



3. BULGULAR

Karabugday tohumlari, ekiminden sonraki yaklasik on giin igerisinde ¢imlenme
siirecini tamamlamis; kotiledonlarin gelisimini takiben ilk gerg¢ek yapraklarin olusmasiyla
birlikte bitkiler vejetatif gelisim evresine gecis yapmistir. Bu evre, vejetatif biiylimenin
baslangici olarak kabul edilmektedir. Cimlenmeden hasada kadar yapilan diizenli gézlemler
sonucunda, tiim uygulama gruplarindaki fidelerin saglikli bir sekilde gelisim gosterdigi
belirlenmistir. Ozellikle bor uygulamasi yapilan gruplarda, uygulamanin olusturdugu stres
kosullaria ragmen kloroz, nekrotik leke, yara dokusu olusumu veya gelisimsel bir anomali
gibi belirgin morfolojik bozukluklar gozlemlenmemistir. Bitkilerin genel morfolojik
goriintimleri, yapisal biitiinliiklerini koruduklarin1 ve bor toksisitesinin belirgin bir etkiye
olusturmadigini ortaya koymaktadir. Bu durumu destekleyen temsili goriintiiler Sekil 4°te
sunulmus olup; farkli uygulamalar arasindaki morfolojik benzerlikler, bor uygulamasinin
bitki formunda gozle goriilir bir deformasyona yol agmadigmmi gorsel olarak da

dogrulamaktadir.

Sistein

Sekil 4. Sistein ve bor uygulamalarinin karabugday fidelerinin morfolojik gelisimi
izerine etkileri.
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3.1. Sistein Uygulamasimi Bor Stresi Kosullarinda Biiyiime ve Gelisme Uzerine
Etkileri

Sisteinin, bor toksisitesine kars1 bitkisel dayaniklilig1 artirmadaki potansiyel etkisini
degerlendirmek amaciyla, Fagopyrum esculentum bitkileri 40 ppm konsantrasyonunda bor
uygulamasina tabi tutulmustur. Karabugday bitkileri, “Yapilan Calismalar” basliginda
ayrintili olarak tanimlanan kontrollii ¢evresel kosullarda yetistirilmistir. Bitkilerde bor
toksisitesinin morfolojik ve fizyolojik etkilerini degerlendirmek amaciyla, uygulama siireci
sonunda kok ve govde uzunluklar ile kla, klb ve toplam klorofil igerikleri temel biiylime-

gelisme parametreleri olarak 6l¢iilmiistiir.

3.1.1. Kok-Govde Uzunlugunun Belirlenmesi

Kok ve govde uzunluklarina iliskin analizler, sistein ve bor uygulamalarinin bitki
gelisimi lizerinde istatistiksel olarak anlamli etkiler olusturdugunu ortaya koymustur (Sekil
5a). Yalnizca sistein uygulanan grupta, gévde uzunlugu tiim gruplar arasinda istatsitiksel
olarak en yiiksek ortalama deger gostermis ve kontrol grubuna kiyasla yaklasik 1,3 kat artig
gostermistir. Sistein+bor uygulanan grupta ise govde uzunlugu, kontrol grubuna gore
yaklasik 1,2 kat artmis, ancak yalnizca sistein uygulanan grup ile istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmamustir.

Kok uzunlugu acisindan da benzer bir egilim saptanmistir. En uzun kok gelisimi,
yalnizca sistein uygulanan grupta gézlenmis ve bor uygulanan gruba kiyasla yaklasik 1,6 kat
daha yiiksektir. Sistein+bor grubunda belrlenen kok uzunlugu da yalnizca bor uygulanan
gruba gore yaklagik 1,5 kat daha fazladir. Sistein uygulamasi, borun kok geligsimi iizerindeki
baskilayici etkisini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltmis, ancak sistein ve sistein+bor
gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamastir.

Elde edilen veriler, sisteinin hem kok hem de govde gelisimini destekledigini ve bor
toksisitesinin olumsuz etkilerini kismen azaltabildigini diislindiirmektedir. Morfolojik
gozlemlerle desteklenen bu sonuglar, Sekil 5b’de sunulan temsili bitki goriintiileriyle de

uyumludur.
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Sekil 5a. Bor toksisitesi ve sistein uygulamasinin kok ve gévde uzunluklarina
etkisi. Stitunlardaki hata ¢gubuklari standart sapmay1(n=3), tizerlerindeki harfler ise
p <0,05 diizeyinde istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.

I
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Sekil 5b. Sistein ve bor uygulamalarinin karabugday fidelerinin gelisimi lizerindeki
morfolojik etkileri.
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3.1.2. Klorofil iceriginin Belirlenmesi

Kontrol, bor, sistein ve sistein+bor uygulama gruplar1 arasinda, karabugday bitkisinin
kla, klb ve toplam klorofil igerikleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
saptanmistir (Sekil 6).

Gruplar arasinda kla icerigi degerlendirildiginde, en yiliksek deger sistein+bor
grubunda belirlenmis; bu grubu sirasiyla sistein, kontrol ve bor gruplar1 izlemistir. Bor
uygulamasi, kontrol grubuna kiyasla kla diizeyinde yaklasik 1,9 katlik bir azalmaya neden
olmustur. Buna karsilik sistein+bor uygulamasi, yalnizca bor grubuna gore kla miktarini
yaklagik 1,8 kat artirarak anlamli bir iyilesme saglamistir. Tek basina sistein uygulamasi ise
kontrol grubuna kiyasla kla iceriginde sinirli fakat istatistiksel olarak anlamli bir artig
gostermistir.

KIb miktar1 incelendiginde, bor uygulamasinin bu parametre iizerinde de belirgin
olumsuz etkiler yarattigi, kontrol grubuna kiyasla yaklasik 2,3 katlik bir azalmaya neden
oldugu saptanmustir. Sisteintbor uygulamasi, yalnizca bor grubuna gore klb diizeyini
yaklagik 1,9 kat artirarak toksik etkinin hafifletilmesinde etkili olmustur. Tek basina sistein
uygulamasi ise kontrol grubuna kiyasla klb iceriginde sinirli fakat istatistiksel olarak anlaml
bir artig saglamistir.

Toplam klorofil icerigi degerlendirildiginde, bor uygulamas: kontrol grubuna gore
yaklasik 2 katlik bir diisiise yol agmistir. Bu azalma, sisteint+bor uygulamasiyla belirgin
sekilde hafiflemis ve bor grubuna kiyasla toplam klorofil miktarinda yaklasik 1,8 kat artis
kaydedilmistir. Tek basina sistein uygulamasi ise kontrol grubuna kiyasla toplam klorofil

iceriginde hafif fakat anlamli bir artis gostermistir.
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Sekil 6. Bor toksisitesi ve sistein uygulamasinin klorofil i¢erigine etkisi. Siitunlardaki hata
cubuklar1 standart sapmay1(n=3), lizerlerindeki harfler ise p <0.05 diizeyinde istatistiksel
farkliliklar1 gostermektedir.

3.2. Sistein ve Bor Stresi Uygulamasimin Oksidatif Stres Gostergeleri Uzerine
Etkileri

Bor toksisitesinin Fagopyrum esculentum bitkisinde olusturdugu oksidatif stres
diizeyi; H20: icerigi, MDA diizeyi ve histokimyasal boyama analizleri kullanilarak kapsamli
sekilde degerlendirilmistir. Bu baglamda, H>O: birikimi DAB boyama yontemiyle; Oz~
radikali birikimi ise NBT boyama yontemiyle tespit edilmistir. Elde edilen kantitatif
Olctimler ve histokimyasal analiz sonuglari, bor uygulamasiin karabugday bitkilerinde
oksidatif stres gostergelerini istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide artirdigini ortaya koymustur.
Bu bulgular, bor toksisitesinin bitki dokularinda ROT’lerinin birikimini tetikleyerek

hiicresel zar biitlinliiglinde bozulma ve oksidatif hasara yol agtigin1 desteklemektedir.

3.2.1. Lipid Peroksidasyon Iceriginin Belirlenmesi

Kontrol, bor, sistein ve sistein+bor uygulama gruplart arasinda MDA igerigi agisindan
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir (Sekil 7). En yliksek MDA igerigi,
kontrol grubuna kiyasla yaklasik 2,4 kat artig gosteren bor grubunda saptanmistir. Sistein
grubundaki MDA igerigi ise, kontrol grubuna gore yaklasitk 1,6 kat daha yiiksek
bulunmustur. Sistein+bor grubunda MDA igerigi, bor grubuna kiyasla yaklasik 1,2 kat daha

diisiik olmasina ragmen hem kontrol hem de sistein gruplarindan anlamli derecede yiiksektir.
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Sekil 7. Bor toksisitesi ve sistein uygulamasinin MDA igerigine etkisi. Siitunlardaki hata
cubuklari standart sapmay1(n=3), lizerlerindeki harfler ise p <0,05 diizeyinde istatistiksel
farkliliklar1 gostermektedir.

3.2.2.Hidrojen Peroksit Iceriginin Belirlenmesi

Uygulama gruplart arasinda H.O: igerigi bakimindan istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar saptanmistir (Sekil 8). En yiiksek H:20: igerigi yalnizca bor uygulanan grupta
6l¢iilmiis ve kontrol grubuna kiyasla yaklasik 1,2 kat artig gostermistir. Bu grup, tiim diger
gruplardan istatistiksel olarak anlamli bigimde ayrilmistir. Yalnizca sistein uygulanan grupta
H:0: igerigi, kontrol grubuna gére 1,5 kat daha diisiik bulunmustur. Sistein+bor grubunda
da H:0: seviyesi, yalnizca bor uygulamasina kiyasla yaklasik 1,5 kat azalmis ve sistein
grubuna benzer bir diizeyde Olciilmiistiir. Her iki grup da bor grubundan anlamli diizeyde
ayrilirken, aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur. Kontrol ve sistein+bor

gruplar1 benzer diizeyde H20: igerigine sahip olup ayni istatistiksel grupta yer almistir.
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Sekil 8. Bor toksisitesi ve sistein uygulamasinin H>O» igerigine etkisi. Siitunlardaki hata
cubuklari standart sapmay1(n=3), lizerlerindeki harfler ise p <0,05 diizeyinde istatistiksel
farkliliklar1 gostermektedir.

3.2.3.DAB Boyama Yontemi ile H>O: Birkiminin Tespiti

H-0: birikimi, DAB boyasi kullanilarak yapilan histokimyasal analizle gorsel olarak
degerlendirilmistir. Sekil 9°da goriildiigii izere, bor uygulanan gruba ait yaprak dokularinda
DAB boyasina bagli ortaya ¢ikan kahverengi renklenme, diger gruplara kiyasla belirgin
sekilde daha yogun olup bu grupta H.O: birikiminin en yiiksek seviyede oldugunu
gostermektedir. Sistein+bor grubunda renklenme yogunlugunun bor grubuna gore daha
diisiik olmasi, sistein uygulamasinin H>O: birikimini azaltict etkisini gorsel olarak da
dogrulamaktadir. Kontrol ve sistein gruplarinda ise kahverengi renklenmenin oldukea diisiik
diizeyde kaldig1 gézlemlenmistir. Elde edilen bu gorsel bulgular, biyokimyasal analizlerden

elde edilen H-0: igerigi verileriyle (Sekil 9) uyumlu bir sonug ortaya koymaktadir.
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Sekil 9. Bor toksisitesi ve sistein uygulamasinin DAB boyama y6ntemi ile H>O- birikimi
igerigine etkisi.

3.2.4.NBT Boyama Yontemi ile Siiperoksit Radikalinin Belirlenmesi

Stiperoksit radikali birikimi, NBT boyasi kullanilarak yapilan histokimyasal analizle
gorsel olarak degerlendirilmistir. Sekil 10°da goriildiigii lizere, yalnizca bor uygulanan
grupta NBT boyasina bagli olarak ortaya ¢ikan mavi renklenme en yogun seviyede
gdzlenmis ve bu durum borun yaprak dokularinda asir1 stiperoksit birikimini tetikledigini
gostermektedir. Sistein+bor grubunda renklenme yogunlugu belirgin sekilde azalirken, bu
azalma sistein uygulamasinin siiperoksit birikimini baskilayict etkisini gorsel olarak da
dogrulamaktadir. Kontrol ve sistein gruplarinda ise NBT kaynakli mavi renklenmenin diisiik

diizeyde oldugu belirlenmistir.

O.Q.
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Sekil 10. Bor toksisitesi ve sistein uygulamasinin O, birikimine etkisi.

3.3. Bor Stresi ve Sistein Uygulamasimin Ozmotik Denge Uzerine Etkileri

Karabugday bitkisinde bor toksisitesinin ozmotik denge {izerindeki etkilerini
degerlendirmek amaciyla prolin ve toplam ¢6ziiniir seker icerikleri analiz edilmistir. Bu iki

parametre, stres kosullarinda hiicre i¢i su potansiyelinin diizenlenmesinde gérev alan baslica
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osmolitler arasinda yer almaktadir. Deneysel siiregte farkli uygulamalara maruz birakilan
bitkilerde prolin birikimi, ¢oziiniir seker miktar1 ve nispi su igerigi Olgiilerek, sistein
uygulamasinin bor kaynakli ozmotik stres iizerindeki potansiyel koruyucu etkisi
incelenmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda, sisteinin stres kosullarinda ozmotik
dengeyi destekleyici bir rol iistlenip iistlenmedigi, bu iki fizyolojik gostergeler iizerinden

degerlendirilmistir.

3.3.1. Prolin iceriginin Belirlenmesi

Prolin birikimine yonelik analizler, farkli uygulamalarin karabugday bitkisinde
ozmotik yanit iizerinde istatistiksel olarak anlamli etkiler olusturdugunu ortaya koymustur
(Sekil 11). En yiiksek prolin igerigi sistein+bor grubunda saptanmis ve bu deger, bor
uygulama grubuna gore yaklasik 1,25 kat, kontrol grubuna gore ise yaklasik 1,3 kat artis
gostermistir. Sistein uygulama grubu, bor grubuna kiyasla 1,04 kat daha yiiksek prolin
icerigine sahiptir. Kontrol grubu, tiim gruplar arasinda en diisiik prolin seviyesini

gostermistir.
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Sekil 11. Bor toksisitesi ve sistein uygulamasinin prolin igerigine etkisi. Stitunlardaki hata
cubuklari standart sapmay1(n=3), lizerlerindeki harfler ise p <0,05 diizeyinde istatistiksel
farkliliklar1 gostermektedir.



38

3.3.2.Céziinebilir Seker Iceriginin Belirlenmesi

Coziiniir seker icerigine yonelik analizler, farkli uygulamalarin karabugday bitkisinin
karbon metabolizmasi iizerinde istatistiksel olarak anlamli etkiler olusturdugunu ortaya
koymustur (Sekil 12). Kontrol ve yalnizca sistein uygulanan gruplar ayni istatistiksel grupta
yer almakta ve aralarinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. En yiiksek ¢oziiniir seker
igerigi, bor uygulanan grupta tespit edilmis ve kontrol grubuna kiyasla yaklasik 1,4 kat artis
gostermistir. Sistein+bor grubunda, ¢ozliniir seker diizeyi kontrol grubuna gore yaklasik 1,26
kat daha yiiksek, ancak bor uygulama grubuna kiyasla yaklasik 1,1 kat daha diisiik
bulunmustur. Ayrica, sistein+bor grubundaki ¢éziiniir seker miktari, yalnizca sistein grubuna

kiyasla anlamli diizeyde yiiksektir.
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Sekil 12. Bor toksisitesi ve sistein uygulamasinin ¢oziinebilir seker igerigine etkisi.
Siitunlardaki hata ¢ubuklar1 standart sapmay1(n=3), tizerlerindeki harfler ise p
<0,05 diizeyinde istatistiksel farkliliklar1 gdstermektedir.

3.3.3.Nispi Su Iceriginin Belirlenmesi

Sistein ve bor uygulamalarinin, karabugday bitkisinin nispi su igerigi iizerinde
istatistiksel olarak anlamli etkiler olusturdugu belirlenmistir (Sekil 13). Bor uygulama
grubunda RWC degeri, kontrol grubuna kiyasla yaklasik 1,08 kat azalma gostermistir.
Sistein+bor grubunda RWC, bor uygulama grubuna kiyasla yaklasik 1,07 kat artig gostererek
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kontrol grubuyla ayni istatistiksel grupta yer almistir. Sistein uygulama grubunda ise RWC
degeri, bor grubuna gore yaklasik 1,03 kat artig gostermesine ragmen, kontrol ve sistein+bor

gruplarina kiyasla daha diistik kalmistir.
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Sekil 13. Bor toksisitesi ve sistein uygulamasinin nispi su igerigine etkisi. Stitunlardaki
hata ¢ubuklari standart sapmay1(n=3), lizerlerindeki harfler ise p <0,05 diizeyinde
istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir. Kiiciik farklarin daha net gosterilebilmesi i¢in y-
ekseni 80'den itibaren kirilmistir.

3.4. Sistein Uygulamasimin Bor Stresi Kosullarinda Antioksidan Savunma
Sistemine Etkisi

Bor toksisitesinin karabugday bitkisinde olusturdugu oksidatif stres yanitini
degerlendirmek amaciyla, bitkinin antioksidan savunma sistemi bilesenleri hem enzimatik
hem de enzimatik olmayan parametreler iizerinden analiz edilmistir. Enzimatik
antioksidanlar olarak SOD, CAT ve APX enzimlerinin aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Enzimatik
olmayan bilesenler arasinda ise askorbik asit ve toplam fenolik madde igerikleri
belirlenmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, farkli uygulamalarin karabugday bitkisinin
antioksidan savunma sistemi tizerindeki etkileri karsilastirilmis ve sistein uygulamasinin bor

kaynakl1 oksidatif strese kars1 potansiyel koruyucu etkisi degerlendirilmistir.
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3.4.1. Askorbik Asit Iceriginin Belirlenmesi

Bor toksisitesinin, karabugday bitkisinde ASC igerigi lizerinde istatistiksel olarak
anlaml artislara neden oldugu belirlenmistir (Sekil 14). En yiiksek ASC birikimi bor
uygulama grubunda tespit edilmis ve kontrol grubuna kiyasla yaklasik 2 kat artis
gostermistir. Sistein uygulanan grupta, ASC igerigi kontrol grubuna gore yaklasik 1,75 kat
artmistir. Buna karsilik, sistein+bor grubunda ASC diizeyi, bor uygulama grubuna kiyasla
yaklasik 1,7 kat azalmis ve kontrol grubuna yakin bir deger gostermistir. Kontrol grubuna

kiyasla sistein+bor grubu yaklasik 1,1 kat artig belirlenmistir.
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Sekil 14. Bor toksisitesi ve sistein uygulamasinin askorbik asit icerigine etkisi.
Stitunlardaki hata ¢ubuklari standart sapmay1(n=3), lizerlerindeki harfler ise p
<0,05 diizeyinde istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.

3.4.2. Toplam Fenolik I¢eriginin Belirlenmesi

Toplam fenolik igerik, karabugday bitkisinde farkli uygulamalar sonucunda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gostermistir (Sekil 15). En yiiksek
toplam fenolik icerik sisteint+bor grubunda tespit edilmis olup, kontrol grubuna kiyasla
yaklasik 4,4 kat artis gdstermistir. Bu grubu sirastyla bor uygulama grubu (yaklasik 3,4 kat
artig) ve sistein uygulama grubu (yaklasik 1,8 kat artig) takip etmistir. Sistein grubundaki
fenolik icerik, kontrol grubuna gore artis gostermesine ragmen bor uygulama grubuna

kiyasla yaklasik 1,9 kat daha diisiik diizeyde bulunmustur. Bor uygulanan bitkilerde fenolik
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birikimin hem kontrol hem de yalnizca sistein uygulanan gruplara kiyasla anlamli derecede

yiiksek oldugu belirlenmistir. En diisiik fenolik igerik ise kontrol grubunda saptanmustir.
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Sekil 15. Bor toksisitesi ve sistein uygulamasinin toplam fenolik icerigine etkisi.
Siitunlardaki hata ¢ubuklar1 standart sapmay1(n=3), tizerlerindeki harfler ise p
<0,05 diizeyinde istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.

3.4.3. Askorbat Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Bor toksisitesinin, karabugday bitkisinde APX aktivitesi lizerinde istatistiksel olarak
anlamli diizeyde farklilik olusturdugu belirlenmistir (Sekil 16). En yiiksek APX aktivitesi
kontrol grubunda gozlenmis, en diisiik aktivite ise sistein uygulama grubunda tespit edilmis
ve kontrol grubuna kiyasla yaklasik yaklasik 2,3 kat daha diisiik bulunmustur. Bor uygulama
grubunda APX aktivitesi, sistein grubuna gore yaklasik 1,5 kat daha yiiksek, ancak kontrol
grubuna gore yaklasik 1,5 kat daha diisiik olarak 6l¢iilmiistiir. Sistein+bor grubunda ise APX
aktivitesi, bor grubuna kiyasla yaklagik 1,2 kat artig gdstermistir.
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Sekil 16. Bor toksisitesi ve sistein uygulamasinin APX aktivitesine etkisi. Stitunlardaki
hata ¢ubuklar1 standart sapmay1(n=3), iizerlerindeki harfler ise p <0,05 diizeyinde
istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.

3.4.4. Katalaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Sistein ve bor uygulamalarimin karabugday bitkisinde CAT aktivitesi iizerinde
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar olusturdugu belirlenmistir (Sekil 17). En yiiksek CAT
aktivitesi yalnizca sistein uygulanan grupta saptanmis olup, kontrol grubuna kiyasla yaklagik
1,4 kat, bor uygulama grubuna gore ise yaklagik 1,5 kat daha yiliksek bulunmustur.
Sistein+bor grubunda CAT aktivitesi, bor uygulama grubuna kiyasla yaklasik 1,2 kat artmas,
ancak yalnizca sistein uygulanan gruptan daha diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir. Kontrol
ve bor gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir; her iki grup

benzer CAT aktivitesi diizeylerine sahiptir.
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Sekil 17. Bor toksisitesi ve sistein uygulamasimnin CAT aktivitesine etkisi. Stitunlardaki
hata ¢ubuklar1 standart sapmay1(n=3), lizerlerindeki harfler ise p <0,05 diizeyinde
istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.

3.4.5. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Sistein ve bor uygulamalarinin, karabugday bitkisinde SOD aktivitesi lizerinde anlaml1
etkiler olusturdugu belirlenmistir (Sekil 18). Kontrol grubuna kiyasla, tim uygulama
gruplarinda SOD aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli artiglar gdzlenmistir. Sistein ve
bor uygulama gruplarinda, kontrol grubuna gore sirasiyla yaklasik 1,5 kat ve 1,6 kat artis
meydana gelmistir. En yiiksek SOD aktivitesi, sistein+bor uygulanan grupta tespit edilmis
olup, kontrol grubuna kiyasla yaklagik 1,9 kat, yalnizca sistein grubuna gore 1,2 kat, yalnizca

bor grubuna gore ise 1,2 kat artis géstermistir.



44

-
5
]

-

o
1
o

i =

(3]
1

SOD aktivitesi (U.mg™! protein)

o

T T T T
Kontrol Sistein Bor Sistein+Bor

Sekil 18. Bor toksisitesi ve sistein uygulamasinin SOD aktivitesine tkisi. Siitunlardaki
hata ¢ubuklar1 standart sapmay1(n=3), lizerlerindeki harfler ise p <0,05 diizeyinde
istatistiksel farkliliklar: gostermektedir.

3.5. Yapraktan Bor Analizi

Kontrol, bor, sistein ve sistein+bor uygulama gruplarina ait karabugday yapraklarinda
bor birikimi kantitatif olarak analiz edilmistir. Yaprak dokularindaki bor miktarinin
belirlenmesi i¢in Indiiktif Eslesmeli Plazma—Optik Emisyon Spektrometresi (ICP-OES)
yontemi kullanilmistir. Bu analiz, uygulamalarin yaprak bor birikimi tizerindeki etkilerini
istatistiksel olarak degerlendirmek ve sistein uygulamasinin bor stresi altindaki diizenleyici

roliinii ortaya koymak amaciyla yapilmaistir.

3.5.1. Sistein Uygulamasi ile Bor Birikimi Iliskisi

Sistein ve bor uygulamalarinin karabugday bitkisindeki bor birikimi iizerinde
istatistiksel olarak anlamli etkiler olusturdugu belirlenmistir (Sekil 19). Yaprak dokularinda
ICP-OES yontemiyle yapilan analizler sonucunda, en yiiksek bor birikimi yalnizca bor
uygulanan grupta saptanmis ve kontrol grubuna kiyasla yaklasik 3,2 kat artis géstermistir.
Bu grubu, sistein+bor uygulama grubu izlemis ve bu gruptaki bor diizeyi kontrol grubuna
gore yaklasik 2,8 kat daha yiiksek bulunmustur. Sistein+bor grubu, yalnizca bor uygulanan

gruba kiyasla yaklagsik 1,15 kat daha diisiik bor icerigine sahiptir. Kontrol ve yalnizca sistein
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uygulanan gruplarda ise bor birikimi benzer diizeylerde dl¢lilmiis ve diger iki gruba kiyasla

anlamli sekilde diisiik bulunmustur.

Kontrol Sistein Bor SisteintBor

Sekil 19. Bor toksisitesi ve sistein uygulamasinin yapraktan bor analizi. Stitunlardaki
hata ¢ubuklar1 standart sapmay1(n=3), lizerlerindeki harfler ise p <0,05 diizeyinde
istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.

3.6. Sistein Uygulamasimnin Bor Stresi Kosularinda Gen ifade Diizeyleri Uzerine
Etkileri

Sisteinin bor toksisitesine karsi etkilerini degerlendirmek amaciyla, Fagopyrum
esculentum bitkileri kontrol, bor, sistein ve sistein+bor uygulama gruplarina ayrilmistir. Bu
dogrultuda, fotosentez verimliligi lizerindeki etkileri degerlendirmek tizere LHCD geni;
oksidatif stres kosullarinda redoks homeostazini saglama kapasitesini ortaya koymak
amaciyla ise 440 geni calisgmaya dahil edilmistir. Gen ifade diizeylerini belirlemek
amaciyla, LHCbh ve AAO genlerinin ekspresyonlart Real-Time PCR yontemi kullanilarak
analiz edilmistir. Bu analizler, farkli uygulamalarin ilgili genlerin transkripsiyonel aktivitesi
tizerindeki etkilerini ortaya koymak iizere gerceklestirilmis ve elde edilen veriler uygulama

gruplar1 arasinda karsilastirmali olarak sunulmustur.

3.6.1.440 Geninin Ifade Diizeylerinin Belirlenmesi

Sistein ve bor toksisitesi uygulamalart altindaki karabugday yapraklarinin 440 gen
ekspresyon diizeyleri incelendiginde, yalnizca sistein ve bor uygulama gruplarinin benzer
diizeyde yiiksek ekspresyon sergiledigi belirlenmistir. Bu iki grupta, kontrol grubuna kiyasla
yaklagik 2,3 kat artis tespit edilmis ve aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli
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bulunmamistir. Kontrol ve sistein+bor uygulama gruplarinda ise 440 gen ekspresyon
diizeyleri belirgin sekilde diisiik olup, bu iki grup arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir.
Ayrica, sistein+bor grubunun ekspresyon diizeyi, bor uygulama grubuna kiyasla yaklasik 2,2

kat daha diisiik bulunmustur (Sekil 20).
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Sekil 20. Bor toksisitesi ve sistein uygulamasinin 440 geni ekspresyonu seviyesinde
meydana gelen degisimler. Siitunlardaki hata gubuklar1 standart sapmay1(n=3),
tizerlerindeki harfler ise p <0,05 diizeyinde istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.

3.6.2. LHCb Geninin ifade Diizeylerinin Belirlenmesi

Yapilan gen ekspresyon analizleri, LHCh geninin ifade diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli farkliliklarin bulundugunu gostermistir (Sekil 21). Sistein uygulama
grubunda LHCbh gen ekspresyon seviyesi, kontrol grubuna kiyasla yaklasik 4 kat artis
gostererek tiim gruplar arasinda en yiiksek degere ulagmistir. Bor uygulama grubunda,
kontrol grubuna gore yaklasik 2,5 kat daha yliksek ekspresyon belirlenmistir. Sistein+bor
uygulanan grupta LHCb ekspresyonu, bor grubuna gore (yaklasik 1,3 kat) daha diisiik,
kontrol grubuna gore ise yaklasik 2 kat daha yiiksek bulunmustur. Kontrol grubu ise en

diisiik ekspresyon seviyesine sahiptir.
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Sekil 21. Bor toksisitesi ve sistein uygulamasimnin LHCb geni ekspresyonu seviyesinde
meydana gelen degisimler. Siitunlardaki hata gubuklar1 standart sapmay1(n=3),
izerlerindeki harfler ise p <0,05 diizeyinde istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.



4. TARTISMA

Bor, bitkilerde hiicre duvar1 biyogenezi, karbonhidrat ve niikleik asit metabolizmasi
gibi temel fizyolojik siireglerde kritik bir mikrobesin elementidir ve abiyotik stres
kosullarinda fizyolojik bozulmalar1 hafifletmede 6nemli bir diizenleyici rol oynar (Landi vd.,
2019; Oosterhuis vd., 2001). Ancak, borun eksikligi veya toksik birikimi, biiylime geriligi,
iriin kalitesinde diisis ve verim kayiplarina yol acar (Shah vd., 2017). Fagopyrum
esculentum, yliksek besin degeri, glutensiz yapis1 ve fenolik bilesiklerce zenginligiyle tarim
ve saglik agisindan One ¢iksa da su stresi, tuzluluk ve besin dengesizlikleri gibi ¢evresel
faktorlere karsi duyarlidir; bu faktorler bitylime ve verimi olumsuz etkiler (Zhou vd., 2024;
Antala vd., 2025). Bor, karabugdayda hem eksikligi hem de toksisitesiyle metabolik dengeyi
bozarak hiicre duvari stabilitesini, membran gegirgenligini ve fotosentetik performansi
etkileyebilir (Brdar-Jokanovi¢, 2020). L-sistein, GSH biyosentezini destekleyerek oksidatif
stresle miicadelede 6nemli bir diizenleyici olarak one ¢ikar (Hasanuzzaman vd., 2020). Bu
calismada, bor toksisitesine maruz birakilan karabugdayda L-sistein uygulamasinin
fizyolojik (nispi su igerigi, klorofil, kok ve gévde uzunlugu), biyokimyasal (prolin, MDA,
H:20., fenolik madde, seker miktari, antioksidan enzim aktiviteleri) ve molekiiler (440 ve
LHCD gen ekspresyonu) parametreler iizerindeki koruyucu etkileri aragtirilmistir.

Cimlenme asamasindan hasada kadar yapilan diizenli gézlemler sonucunda, uygulama
gruplarinda gozle goriiliir yapisal bir bozukluk (6rnegin kloroz, nekroz veya deformasyon)
tespit edilmemistir. Ancak morfolojik gelisim parametrelerine iligkin 6l¢iimler, uygulamalar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklarn bulundugunu ortaya koymustur. Ozellikle
yalnizca bor uygulanan grupta kok ve govde uzunluklarinin belirgin sekilde azaldig:
gbzlenmis; buna karsin, bor stresine maruz birakilan ve es zamanli olarak L-sistein
uygulanan bitkilerde her iki parametrede de anlamli artis tespit edilmistir. Bu bulgu, borun
bitki biiylimesi lzerindeki baskilayic1 etkisinin sistein uygulamasiyla belirli oOlcilide
dengelenebilecegini ortaya koymaktadir. Nitekim Ruiz ve arkadaslar1 (2003), ay¢igegi
(Helianthus annuus) bitkisinde aliiminyum stresine karsi bor uygulamasmin glutatyon
sentezini artirdigini ve oksidatif strese karsi toleransit gelistirdigini bildirmistir. Bu durum,
glutatyon metabolizmasinin 6nciilii olan sisteinin, bor kaynakli oksidatif stresin azalmasinda

dolayli koruyucu rol oynayabilecegi yoniindeki degerlendirmeyi desteklemektedir.
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Calismada oncelikle morfolojik biiytime parametreleri (kok ve govde uzunlugu) analiz
edilmis, ardindan fotosentetik pigment diizeylerindeki degisimler ayrintili sekilde degerlen
ardindan  fotosentetik  pigment  diizeylerindeki  degisimler ayrintili  sekilde
degerlendirilmistir. Literatiire gore, bor toksisitesi bitkilerde kok ve govde gelisimini
baskilayarak fitotoksik etkiler olusturabilmektedir (Sarioglu vd., 2023). Sistein uygulanan
grupta bu parametrelerin kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek seyretmesi, bu bilesigin bitki
bliylimesini dogrudan tesvik edici potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Sistein+bor
grubunda gozlenen orta diizeydeki gelisim degerleri ise bu iki uygulamanin birlikte
fizyolojik dengeyi diizenleyici bir etki olusturabilecegine isaret etmektedir.

Borun bitki gelisimi {izerindeki etkisinin doza bagimli oldugu birgok calismada
vurgulanmaktadir. Ornegin Yaman ve arkadaslar1 (2012), aspir (Carthamus tinctorius)
bitkisi {lizerinde diisiik bor dozlarinin (7.5-22.5 ppm) biiylimeyi tesvik ederken, yliksek
dozlarin (90 ppm) kok ve govde gelisimini baskiladigini raporlamistir. Farag ve Fang (2014)
ise karpuz (Citrullus lanatus) bitkisinde yliksek bor seviyelerinin ¢imlenme ve kok uzamasi
gibi erken gelisim evrelerini olumsuz etkiledigini gdstermistir. Oz ve arkadaslar1 (2014)
tarafindan ylriitilen bir ¢alismada, bor toksisitesine maruz kalan iki bugday (7riticum
aestivum L.) ¢esidinde kok ve govde uzunlugunda azalma kaydedilmis; bu azalmanin boru
yapraklara daha fazla tasiyan duyarl Atay-85 ¢esidinde daha belirgin oldugu bildirilmistir.
Benzer sekilde, Farooq ve arkadaslar1 (2015) tarafindan ¢eltik (Oryza sativa) bitkisiyle
yiiriitiilen arasgtirmada da ytliksek bor birikiminin kok gelisimini ve toplam biyokiitleyi
azaltici etkiler olusturdugu belirtilmistir.

Bu bulgular, ¢alismamizda bor uygulamasi sonucunda goézlemlenen morfolojik
gerilemelerle Ortiismektedir. Ancak bu baskilayict etki, L-sistein uygulamasiyla onemli
Olciide dengelenmistir. Nitekim Y1ldiz ve Terzi (2021), kanola (Brassica napus) fidelerinde
L-sistein uygulamasinin krom toksisitesine karsi kok gelisimini destekledigini ve oksidatif
stres diizeylerini azalttigin1 bildirmistir. Benzer sekilde Kim ve arkadaslart (2022),
Arabidopsis thaliana lizerinde gergeklestirdikleri calismada, 50 uM sistein uygulamasinin
civa (Hg) stresine kars1 morfolojik parametrelerde iyilesme sagladigini raporlamislardir. Bu
dogrultuda, ¢aligmamizda bor toksisitesi altinda L-sistein uygulanan gruplarda gézlenen kok
ve govde uzunlugundaki artis, bu aminoasitin stresin zararli etkilerini hafifletici bir
potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Bu etkinin biiytik olasilikla sisteinin antioksidan
savunma sistemlerini aktive etmesi ve ROT birikimini azaltmasiyla iliskili oldugu

diisiiniilmektedir. GSH biyosentezinin temel onciilii olan sistein, GSH diizeylerini artirarak



50

hiicre i¢i redoks dengesinin korunmasina katki saglamakta ve oksidatif zararin Oniine
geemektedir (Ruiz vd., 2003). Bu mekanizmalar ¢ergevesinde elde edilen bulgular, sisteinin
bor toksisitesi kosullarinda hem biiyiime siireclerini destekledigini hem de bitkinin stresle
bas etme kapasitesini artirdigini ortaya koymaktadir.

Fotosentetik pigment analizleri, bor uygulamasinin Fagopyrum esculentum
bitkilerinde kla, klb ve toplam klorofil diizeylerinde anlaml1 azalmalar meydana getirdigini
ortaya koymustur. Bu bulgu, bor toksisitesinin fotosentetik sistem iizerindeki baskilayici bir
etki olusturdugunu ve pigment sentezini dogrudan etkiledigini gostermektedir. Literatiirde
de benzer sekilde, bor stresinin gesitli bitki tiirlerinde klorofil i¢erigini azalttig1 bildirilmistir.
Omegin, kabak (Cucurbita pepo) (Lovatt ve Bates, 1984), biber (Capsicum annuum)
(Supanjani vd., 20006), yer fistig1 (Arachis hypogaea) (Cikil1 vd., 2015) gibi tiirlerde yapilan
calismalar, bor toksisitesine bagli olarak klorofil igeriginde diisiis yasandig1 rapor edilmistir.

Caligmamizda ise yalnizca bor uygulanan grupta klorofil icerigi anlamli sekilde
azalirken, L-sistein uygulamasinin bu etkiyi 6nemli Olglide hafiflettigi belirlenmistir.
Ozellikle sistein+bor kombinasyonu, klorofil diizeylerinin korunmasina katki saglarken,
yalnizca sistein uygulanan grupta ise kontrol grubuna kiyasla kismi bir artig saptanmistir. Bu
durum, sisteinin fotosentetik pigmentleri koruyucu ve bor kaynakli oksidatif hasar1 azaltici
potansiyel bir rol iistlendigini diisiindiirmektedir. Nitekim Hussein ve Alshammari (2022),
keten (Linum usitatissimum) bitkisine yapraktan uygulanan 0.8 ve 1.6 mM sistein
cozeltilerinin, NaCl kaynakl1 pigment kaybini smirlayarak klorofil diizeylerini artirdigini
bildirmistir. Benzer sekilde, Durmusoglu (2024), yiiksek sicaklik stresine maruz birakilan
Arabidopsis thaliana Col-0 bitkilerinde sistein uygulamasinin klorofil igerigini koruyucu
etkide bulundugunu raporlamistir.

Sisteinin bu koruyucu etkisi biiyiik olasilikla antioksidan sistemin modiilasyonu
yoluyla gerceklesmektedir. Bilindigi iizere bor toksisitesi, ROT birikimini artirarak
kloroplast yapisinda bozulmalara ve buna bagl olarak pigment sentezinin baskilanmasina
yol agmaktadir (Cervilla vd., 2007). Sistein, GSH biyosentezinin onciilii olmasi nedeniyle
hiicresel redoks dengesinin saglanmasinda kritik bir rol oynamakta, GSH seviyelerini
artirarak oksidatif stresin etkilerini azaltmakta ve dolayisiyla pigment yikimini
sinirlandirarak fotosentetik kapasitenin korunmasina katki sunmaktadir. Bu baglamda elde
edilen veriler, sisteinin bor toksisitesi altinda klorofil diizeylerini stabilize edici etkisini
acikca ortaya koymakta; bu etkinin muhtemelen GSH {izerinden antioksidan savunma

sistemlerinin aktive edilmesiyle iligkili oldugu degerlendirilmektedir.
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Fotosentetik pigment diizeylerindeki degisimlerin yani sira, bor toksisitesinin yalnizca
morfolojik gelisimi ve pigment sentezini degil, ayn1 zamanda hiicresel diizeyde oksidatif
dengenin bozulmasma bagli olarak lipit peroksidasyonunu ve ROT birikimini de
tetikleyebilecegi bilinmektedir. Bu dogrultuda, bor kaynakli stresin hiicresel hasar
tizerindeki etkilerini daha iyi anlamak amaciyla MDA ve H-O: diizeyleri ve histokimyasal
analizler degerlendirilmistir.

Malondialdehit, lipid peroksidasyonunun bir son iiriinii olarak hiicre zarinda olusan
yapisal bozulmalari; hidrojen peroksit ise ROT’lerinin birikimini yansitarak hiicredeki
oksidatif stres diizeyini gostermektedir (Kar ve Oztiirk, 2020). Bu tez ¢alismasinda, bor
toksisitesine maruz birakilan Fagopyrum esculentum bitkilerinde MDA ve H:0:
diizeylerinde anlamli artiglar goézlemlenmistir. Bu bulgular, borun bitki hiicrelerinde
oksidatif hasar tetikledigini acik¢a ortaya koymaktadir. L-sistein uygulanan gruplarda ise
hem MDA hem de H:0: diizeylerinde anlamli azalmalar kaydedilmis, bu da sisteinin
oksidatif stresin hafifletilmesinde etkili bir savunma bilesigi olabilecegini gostermistir.
Benzer sonuglar, bor toksisitesi altindaki domates (Farghaly vd., 2021), bugday (7riticum
aestivum) (Karabal vd., 2003), arpa (Hordeum vulgare) (Tepe ve Aydemir, 2011), elma
(Malus domestica) kok siirgiinleri (Molassiotis vd., 2006) ve asma (Vitis vinifera L.) (Giines
vd., 2006) gibi tiirlerde yapilan c¢alismalarda da MDA birikiminin baskilandigini
gostermektedir.

Ote yandan, sisteinin H>02 seviyelerini diisiiriicii etkisi ise tuz stresi altindaki soya
fasulyesi (Glycine max) (Sadak vd., 2020), civa stresine maruz kalan misir (Zea mays)
fideleri (Aysin vd., 2020) ve kadmiyum stresi altindaki Arabidopsis Thaliana (Jia vd., 2016)
gibi ¢esitli bitkilerde farkl: stres kosullarinda dogrulanmistir. Ayrica Li ve arkadaslar1 (2021)
tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada, bor toksisitesine maruz birakilan marul (Lactuca sativa)
bitkisine uygulanan melatoninin H-O: diizeylerini azaltarak oksidatif stresi hafiflettigi ve
buna bagl olarak bitki gelisimini olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir. Benzer sekilde,
Saglam ve arkadagslar1 (2023), Arabidopsis thaliana’da melatonin uygulamasinin hem MDA
hem de H:0: seviyelerini anlaml1 diizeyde azaltarak bor toksisitesine kars1 oksidatif stres
parametrelerini diizenledigini raporlamistir. Bu veriler hem MDA hem de H>O:’nin bitkisel
stresin 6nemli biyobelirtegleri oldugunu ve bu gostergelerin sistein gibi biyokimyasal
diizenleyiciler araciligiyla azaltilabilecegini desteklemektedir. Sisteinin etkisi, biiyiik dl¢iide
tiyol grubunun ytiiksek reaktivitesine baglanabilir. Bu fonksiyonel grup, ROT’leri dogrudan

notralize edebilmekte ve bodylece hiicresel yapilart oksidatif hasardan korumaktadir
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(Zagorchev vd., 2013). Bu mekanizma, Azarakhsh ve arkadaglar1 (2015) tarafindan feslegen
(Ocimum basilicum L.) bitkisi lizerinde yapilan c¢aligmayla da desteklenmektedir.
Aragtirmada hem tohum hem de vejetatif donemde uygulanan sisteinin, kobalt stresine bagl
artan MDA ve aldehit seviyelerini anlamli sekilde azalttigi gosterilmistir. Nasibi ve
arkadaslar1 (2016) ise bugdayda tuzluluk stresine kars1 sistein uygulamasinin hem H20: hem
de MDA diizeylerini diisiirdiigiinii bildirmistir. Bu etki, sisteinin glutatyon biyosentezini
desteklemesi ve glutatyonun ROT detoksifikasyonundaki merkezi rolii ile iliskilidir.
Nitekim glutatyonun, Brassica napus L. bitkisinde tuzlulugun zararli etkilerini azaltarak
fenol peroksidaz aktivitesini artirdigi ve dogrudan H:O:.'yi uzaklastirarak membran
biitiinligiinii korudugu bildirilmistir (Sadak vd. 2017). Bu tez ¢alismasinda da benzer
sekilde, L-sistein uygulamasinin bor toksisitesine maruz birakilan karabugday bitkilerinde
MDA ve H:0: diizeylerini anlamli sekilde diisiirdiigli tespit edilmistir. Bu etki, sisteinin
GSH iiretimini artirarak antioksidan savunma kapasitesini giiclendirmesi ve serbest
radikalleri dogrudan etkisiz hale getirmesiyle agiklanabilir. Sistein, GSH biyosentezinde hiz
kisitlayici bir substrat olup, diisiik sistein seviyeleri GSH iiretimini sinirlandirmaktadir.

Hacham ve arkadaglar1 (2024) tarafindan yapilan ¢alismada da sistein uygulamasinin
GSH/GSSG oranlarin1  artirarak oksidatif yiikii azalttiZim ve redoks homeostazi
destekledigini gostermektedir. Sekil 5b’de sunulan veriler de bu bulgular1 destekler nitelikte
olup, H20: diizeylerindeki diisiisiin gorsel olarak da dogrulandigini gostermektedir. Genel
olarak, elde edilen sonuglar sisteinin bor toksisitesine karsi bitkisel savunma
mekanizmalarini destekleyerek oksidatif stresi azaltmada etkili bir diizenleyici oldugunu
ortaya koymaktadir.

Histokimyasal analizler, bor toksisitesinin karabugday yapraklarinda H.O: ve
stiperoksit radikali birikimini artirdigin1 gorsel olarak dogrulamistir (Sekil 9, 10). DAB
boyama sonuglari, bor uygulanan grupta yaprak damarlarinda ve mezofil hiicrelerinde yogun
kahverengi renklenme gostererek H.O: birikiminin bu bélgelerde daha fazla oldugunu ortaya
koymustur. Bu, borun damar dokularindaki tasinim siireglerini etkileyerek oksidatif stresi
artirdigini diisiindiirmektedir (Reid vd., 2004). Buna karsilik, sistein+bor grubunda damar
dokularindaki renklenme yogunlugunun azalmasi, sisteinin bor taginimini diizenleyici bir rol
oynayabilecegini ve GSH biyosentezini artirarak H>O: detoksifikasyonunu destekledigini
gostermektedir (Foyer ve Noctor, 2005). NBT boyama sonuglar1 da benzer sekilde,
stiperoksit radikalinin 6zellikle mezofil hiicrelerinde biriktigini ve sistein uygulamasinin bu

birikimi azalttigin1 dogrulamaktadir. Bu bulgular, klorofil kayb1 (Sekil 6) ve LHCbH gen
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ekspresyonundaki artig (Sekil 21) ile uyumludur; sisteinin fotosentetik dokular1 koruyarak
oksidatif hasar1 hafiflettigi sonucunu desteklemektedir.

Bu oksidatif stres bulgularini, yaprak dokularinda bor birikimi diizeyleriyle
iliskilendirmek amaciyla, yapraklarda bor konsantrasyonu da analiz edilmistir (Sekil 19).
Yapraklarda bor uygulamasi, kontrol grubuna kiyasla belirgin sekilde daha yiiksek bor
birikimine neden olmustur. Sistein+bor grubunda ise bor birikimi, bor grubuna goére daha
diisiik bulunmustur. Bu durum, sisteinin borun yapraklarda birikimini sinirlayici bir rol
oynadigim gostermektedir. Bu etki, birka¢ olas1 mekanizma iizerinden agiklanabilir. Ilk
olarak, sisteinin kiikiirt metabolizmasimni diizenleyici etkisi, bor transporter genlerinin
(BORI, NIP5; 1) ekspresyonunu modiile edebilir. Takano ve arkadaslar1 (2010), yiiksek bor
kosullarinda BORI geninin baskilanmasinin yapraklarda bor birikimini azalttigin
bildirmistir; sisteinin GSH biyosentezini artirarak redoks sinyallemesi yoluyla bu genlerin
ekspresyonunu etkiledigi diistiniilebilir. Ruiz ve ark. (2003), ayciceginde GSH sentezinin
bor stresine karsi toleransi artirdigini gostermistir; bu, karabugdayda sisteinin bor
detoksifikasyonundaki roliinii desteklemektedir. Bulgularimiz, sisteinin GSH yoluyla
oksidatif stresi hafifleterek (Sekil 9, 10) bor birikimini dolayli olarak azalttigini da
gostermektedir. Ancak, bor transporter genlerinin ekspresyon analizlerinin yapilmamis
olmasi, bu mekanizmalarin tam olarak aydinlatilmasini sinirlamaktadir.

Ote yandan, oksidatif stresin baskilanmasiyla paralel sekilde, bitkilerin ozmotik
dengesini korumak amaciyla gelistirdigi savunma stratejileri de degerlendirilmis; bu
kapsamda prolin, ¢oziinilir sekerler ve nispi su igerigi gibi ozmolit parametreler analiz
edilmistir.

Stres kosullarinda biriken 6nemli osmolitlerden biri olan prolin, bitkilerde cevresel
streslere kars1 ¢cok yonlii koruyucu islevler iistlenmektedir. Prolin artisinin ozmotik dengeyi
saglama, hiicresel yapilar1 stabil tutma, serbest radikalleri temizleme, enerji
metabolizmasina katki saglama ve ayni1 zamanda bir stres sinyal molekiilii olarak islev gérme
gibi cesitli rollerle iligkili oldugu bilinmektedir (Saglam vd., 2025). Prolin, bor toksisitesine
yanit olarak hem ozmotik denge hem de antioksidan savunma rollerini {istlenmektedir.
Ozmotik potansiyeli diiglirerek su alimini1 kolaylastirir ve bor toksisitesinin neden oldugu
nispi su icerigi azalmasina (Sekil 13) kars1 hiicreleri korur (Hayat vd., 2012). Catav ve ark.
(2022), biberde bor stresinin prolin birikimini ozmotik denge i¢in artirdigini bildirmistir.
Ayrica prolin, ROT’lerini temizleyerek oksidatif stresi hafifletir ve antioksidan enzimlerle

(6rn. SOD, CAT; Sekil 16, 17) sinerjik calisir (Szabo vd., 2022). Signorelli ve ark. (2013),
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prolinin singlet oksijenle reaksiyona girerek oksidatif hasar1 azalttigini gostermistir.
Sistein+bor grubunda prolin diizeyinin en yiliksek olmasi, sisteinin GSH biyosentezini
artirarak redoks dengesini diizenledigini ve prolin sentezini destekleyen enzimlerin (6rn.
pirolin-5-karboksilat sentetaz, P5CS) transkripsiyonunu uyardigini diistindiirmektedir (Guo
vd., 2024). Kohnehsharhi ve Demir (2022) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, glutatyon ve
prolin uygulamalarmin bor toksisitesi altindaki bugday bitkilerinde prolin diizeyini
yukselttigi ve oksidatif stres toleransini artirdigi bildirilmistir. Bulgularimiz karabugdayda
prolinin bor toksisitesine karsi ¢ift yonlii bir rol oynadigin1 gostermektedir: ozmotik dengeyi
saglayarak su kaybini onler ve ROT temizleyici olarak oksidatif stresi azaltir (Ashraf ve
Foolad, 2007).

RWC, bitkilerin su durumunu ve dokularindaki su tutma kapasitesini yansitan énemli
bir fizyolojik parametredir (Hasanuzzaman vd., 2020). Stres kosullarinda pigment diizeyleri,
ozmolit birikimi ve biiyiime parametreleri ile yakindan iliskili olup, bitkinin genel fizyolojik
dayaniklilig1 hakkinda bilgi vermektedir (Basu vd., 2016).

Bu tez kapsamimnda RWC oOlciimlerinden elde edilen bulgulara gore, bor
uygulamasinin RWC’yi anlamli diizeyde azalttgini; sistein + bor uygulamasinin ise en
yliksek RWC degerine ulastigini gostermektedir. Bu durum, sisteinin bitkide su kaybini
sinirlayarak su tutma kapasitesini destekledigine isaret etmektedir. Benzer etkiler, Terzi ve
Yildiz (2020) tarafindan krom stresi altindaki misir fidelerinde ve Elkelish ve arkadaslari
(2021) tarafindan bugday bitkisinde rapor edilmistir. Ayrica, Celik ve arkadaslar1 (2019) ve
Arslan ve arkadaslar1 (2022) da borun artan dozlarinin aspir ve keten (Linum usitatissimum)
gibi tiirlerde RWC’y1 azalttigini bildirilmistir.

Sisteinin RWC {izerindeki bu olumlu etkisi, yalnizca antioksidan kapasitesine degil,
ayn1 zamanda prolin ve ¢Oziiniir seker gibi osmolitlerin diizenlenmesine bagli olabilir
(Elkelish vd., 2021). Bu osmolitler sayesinde hiicre i¢i ozmotik potansiyel dengelenmekte
ve suyun tutulmasi kolaylagsmaktadir. Sonug olarak, elde edilen RWC bulgulari, sisteinin bor
kaynakl1 su kaybin1 sinirlayarak bitkisel su dengesini korudugunu gostermektedir. Bitkilerde
oksidatif stres kosullarinda toplam ¢6ziiniir seker birikiminin, sekerlerin hem osmoprotektan
hem de sinyal molekiilii olarak islev gormesi nedeniyle onemli bir adaptif savunma
mekanizmasidir. Sekerler ayn1 zamanda ROT dolayli etkilerini azaltarak hiicresel diizeyde
oksidatif hasarin sinirlandirilmasina katkida bulunurlar (Jeandet vd., 2022).

Caligmamizda, en yiiksek ¢0ziiniir seker icerigi yalnizca bor uygulanan grupta tespit

edilmistir. Bu durum, borun neden oldugu ozmotik stres karsisinda bitkinin seker birikimi
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yoluyla savunma tepkisi gelistirdigini gostermektedir. Bu bulgu, Alkharpotly ve arkadaslari
(2018) tarafindan patates bitkisi iizerinde ve Catav ve arkadaslar1 (2022) tarafindan biber
bitkisi iizerinde yapilan ¢alismalarda bildirilen benzer egilimlerle 6rtlismektedir.

Buna karsilik, sisteintbor uygulanan grupta ¢oziiniir seker igeriginde anlamli bir
azalma gozlenmistir. Bu azalma, sistein uygulamasinin ozmotik yiiklenmeyi dengeleyerek
asir1 seker birikimini sinirlandirdigini ve muhtemelen oksidatif stresi hafiflettigini
diistindiirmektedir. Hussein ve Alshammari (2022), keten bitkisinde NaCl kaynakli tuz
stresinde sistein uygulamasinin seker diizeylerini azalttigini bildirmistir. Bunun aksine Li ve
arkadaslar1 (2019), bugday bitkisinde kuraklik stresi altinda sistein uygulamasinin seker
icerigini artirdigini raporlamistir. Bu geligkili bulgular, sisteinin etkisinin bitki tiiriine, stres
tipine ve uygulama kosullarina bagl olarak degisebilecegini gdstermektedir.

Bu baglamda, ¢calismamizda gozlenen ¢oziiniir seker azalmasi, sisteinin karbon akigini
yeniden yapilandirarak savunma metabolitleri lehine bir yonelime neden oldugunu
disiindiirmektedir. Nitekim Case ve Atsumi (2016), fotosentezle elde edilen karbon
kaynaklarinin seker birikimi yerine fenolik bilesikler ve antioksidan sistemlerin
desteklenmesine yonlendirilmesinin metabolik denge agisindan kritik oldugunu
vurgulamaistir.

Ozmotik dengeyi ve hiicresel su tutulumunu destekleyen bu fizyolojik adaptasyonlarin
yani sira, bitkiler agir metal ve bor toksisitesi gibi stres kosullarinda antioksidan bilesik
iiretimini artirarak oksidatif zararlar1 sinirlamistir. Bu ¢alismada 6zellikle ASC ve toplam
fenolik igerik gibi redoks diizenleyici metabolitler degerlendirilmistir.

Bor toksisitesinin bitkilerde oksidatif stres olusturdugu bilinmekte ve bu strese karsi
savunma amagh c¢esitli ikincil metabolitlerin sentezlendigi bildirilmektedir. Bu bilesikler
arasinda yer alan fenolikler, gii¢lii antioksidan kapasiteleri sayesinde ROT lerini etkisiz hale
getirerek bitkinin stres kosullarina adaptasyonunu desteklemektedir (Sharma vd., 2005).

Yapilan tez ¢alismasinda, toplam fenolik icerik en yiiksek seviyeye sisteint+bor
grubunda ulagmis; en diisiik deger ise kontrol grubunda saptanmistir. Sistein uygulanan
grupta fenolik miktari, bor grubuna gore daha diisiik; kontrol grubuna gore ise daha
yiiksektir. Bu, sisteinin karbon akisini fenilpropanoid yolagina yonlendirerek fenolik bilesik
sentezini artirdigini ve ¢dziiniir seker birikimini azalttigin1 diisiindiirmektedir. Sistein, GSH
biyosentezini artirarak hiicre i¢i redoks dengesini diizenler ve fenilpropanoid yolagini aktive
eden transkripsiyonel faktorleri (6rn. MYB) uyarabilir, boylece fenilalanin amonyak liyaz

(PAL) enzimi araciligtyla fenolik bilesik iiretimini destekler (Dixon ve Paiva, 1995). Bor



56

toksisitesi, ozmotik denge i¢in ¢oziiniir seker birikimini artirirken (Catav vd., 2022),
sistein+bor grubunda seker azalmasi, sisteinin oksidatif stresi hafifleterek (Sekil 9, 10) bu
birikime olan ihtiyaci azalttigini ve karbonu antioksidan savunmaya (fenolikler)
yonlendirdigini gostermektedir.

Literatiirde, Sogvar ve ark. (2020), sisteinin soguk stresine maruz birakilan erik
meyvesinde fenolik igerigi artirdigint ve PPO (Polifenol Oksidaz) aktivitesini baskilayarak
fenolik yikimini 6nledigini bildirmistir. Benzer sekilde, Wang ve ark. (2022), goji (Lycium
barbarum L.) meyvelerinde sisteinin fenilpropanoid yolagini aktive ettigini gostermistir.
Calismamiz, karabugdayda sisteinin bor toksisitesi altinda karbon metabolizmasini fenolik
senteze yonlendirdigini ortaya koymaktadir.

ASC, bitkisel hiicrelerde apoplast dahil bir¢ok kompartmanda bulunan temel bir
antioksidan bilesiktir. Artan ASC diizeylerinin, bor fazlalig1 da dahil olmak {izere birgok
stres kosuluna kars1 toleransin artirilmasinda etkili oldugu bildirilmektedir (Smirnoff vd.,
2000). Yapilan tez calismasinda da bor uygulanan grupta ASC diizeylerinde anlamli artis
gbzlemlenmis, bu artisin muhtemelen askorbat—glutatyon dongiisiiniin aktive olmasina bagh
oldugu diisiiniilmektedir. Nitekim Mondy ve Munshi (1993), Solanum tuberosum (patates)
bitkisinde; Cervilla ve arkadaslar1 (2007), Solanum lycopersicum (domates) bitkisinde bor
toksisitesinin askorbik asit igerigini artirdigini belirtmistir.

Ote yandan, tez kapsaminda yalnizca sistein uygulanan grupta da ASC diizeyleri
kontrol grubuna goére daha yiiksek bulunmustur. Bu bulgu, sisteinin antioksidan sistem
tizerinde dogrudan diizenleyici etkileri olabilecegini diislindiirmektedir. Elkelish ve
arkadaslar1 (2021), bugday bitkisinde; Genisel ve arkadaslar1 (2015) ise arpa bitkisinde,
sistein uygulamasinin AsA/DHA ve GSH/GSSG oranlarini iyilestirerek redoks dengesini
giiclendirdigini bildirmistir.

Ancak yapilan g¢alismada, sisteintbor grubunda ASC diizeylerinin her iki tekli
uygulamaya gore daha diisiik olmas1 dikkat c¢ekicidir. Bu durum, sisteinin bor kaynakli
oksidatif yiikii azaltarak bitkinin askorbat ihtiyacini azalttigini diisindiirmektedir. GSH
biyosentezinin hiz sinirlayict basamaginda yer alan sistein, glutatyon iizerinden redoks
sistemini dengeleyerek askorbata duyulan ihtiyaci azaltmis olabilir (Foyer ve Noctor, 2005).
Bu bulgu, sisteinin savunma sistemini dolayli yollarla dengeledigine ve bor toksisitesine
kars1 koruyucu bir rol iistlendigine isaret etmektedir.

Elde edilen tiim bu bulgular, L-sistein uygulamasinin bor toksisitesine karst hem

enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemlerini aktive ederek,
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bitkisel fizyolojiyi ¢ok katmanli bir bi¢imde destekledigini ortaya koymaktadir. Sonug
olarak, sistein, bor stresine karsi etkin bir diizenleyici ve koruyucu molekiil olarak 6ne
¢ikmaktadir.

Antioksidan enzim sistemi, bitkilerin agir metal stresine karsi verdikleri yanitlarda
kritik bir rol oynar. Bor toksisitesine maruz kalan bazi bitkilerde, antioksidan savunma
yanitinin olusan zararlar1 azaltmada etkili olabilecegi rapor edilmistir (Gunes vd., 2006). Bu
sistemin temel bilesenlerinden siiperoksit dismutaz, sliperoksit radikalini H.O2 ve O:’ye
dontstiirerek hiicresel oksidatif yiikii siirlar. Olusan H-O: ise, katalaz tarafindan su ve
oksijene pargalanir. Askorbat peroksidaz ise H20.’yi askorbati elektron verici olarak
kullanarak detoksifiye eder (Corpas vd., 2024; Hadwan vd., 2024; Zheng vd., 2023).

Yapilan tez caligmasinda, SOD aktivitesinin tiim uygulama gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla anlamli sekilde arttigi belirlenmistir. En yliksek artig, sistein+bor
kombinasyonunda gbzlenmis ve bu bulgu, her iki uygulamanin birlikte ROT lerine kars1
giiclii bir savunma yanitt olusturabilecegine isaret etmistir. Bu bulgular, Giines ve
arkadaslar1 (2006) tarafindan Vitis vinifera L. bitkisinde yapilan ve 20-30 mg kg™ bor
uygulamasinin SOD aktivitesini artirdigini gosteren ¢alisma ile uyumludur. Benzer sekilde,
Hou ve ark. (2007), Lemna minor (yaprak su mercimegi) bitkisini yiiksek Cu ve Cd
konsantrasyonlarina maruz biraktiklarinda SOD aktivitesinde artig bildirmislerdir. Kumar ve
arkadaslar1 (2015) ise, bu artigin bor iyonlarinin dogrudan etkisinden ya da siiperoksit radikal
birikiminden kaynaklanabilecegini ileri siirmiistiir.

Sistein uygulamasinin da benzer bir savunma tepkisini tetikleyebilecegi bilinmektedir.
Arabidopsis thaliana lizerinde yapilan bir ¢calismada, digsal sistein uygulamasiin SOD gibi
antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak agir metal toleransimi giiclendirdigi rapor
edilmistir (Kim vd., 2022). Ayrica, Hussein ve Alshammari (2022), Linum usitatissimum L.
(keten) bitkisinde NaCl kaynakli tuz stresine karst uygulanan sisteinin SOD basta olmak
lizere antioksidan enzimlerde anlamli artisa neden oldugunu belirtmistir. Bu bulgular,
calismamizda sisteintbor uygulamasinin SOD aktivitesini maksimum seviyede artirdigi
sonuclariyla da ortiismektedir.

CAT enzimi, H202’yi su ve oksijene doniistiirerek bitkilerin oksidatif stresle basa
cikmasinda kritik bir rol oynamaktadir (Aygiin Ertiirk ve Suyabatmaz, 2025). CAT aktivitesi
analizleri, bor uygulanan grupta CAT aktivitesinin kontrol grubuna benzer seviyelerde
oldugunu, yalnizca sistein uygulanan grupta kontrol grubuna gdre arttigini ve sistein+bor

grubunda bor grubuna kiyasla yiikseldigini ortaya koymustur (Sekil 17). Bu, bor
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toksisitesinin karabugdayda CAT aktivitesini baskilamadigini, ancak sisteinin CAT
aktivitesini destekleyici bir rol oynadigini gostermektedir. Borun CAT aktivitesini
etkilememesi, karabugdayin bor toleransina veya deneyde kullanilan bor konsantrasyonunun
(6rn. 50 uM) CAT aktivitesini baskilayacak kadar yiiksek olmamasia bagli olabilir.
Literatiirde, Sezekler ve ark. (2019), bor toksisitesinin bugdayda CAT aktivitesini
baskiladigin1 bildirmistir; ancak, bu etki bitki tiirline, bor dozuna ve stres siiresine bagli
olarak degisebilir. Ornegin, Catav ve ark. (2022), biberde diisiik doz borun CAT aktivitesini
artirdigini, yiiksek dozlarin ise baskiladigin1 raporlamistir. Bulgularimiz, karabugdayda
borun CAT aktivitesini degistirmedigini ve bu tiiriin bor stresine karsi adaptif bir yanit
gelistirdigini diisiindiirmektedir. Ote yandan, sistein grubunda CAT aktivitesinin en yiiksek
olmasi, sisteinin GSH biyosentezini artirarak redoks dengesini diizenledigini ve CAT nin
H>0: detoksifikasyonundaki roliinii destekledigini gostermektedir (Sekil 8, 9)
(Hasanuzzaman vd., 2020). Sistein+bor grubunda CAT aktivitesinin artmasi, sisteinin bor
kaynakli oksidatif stresi hafifletmede CAT’yi destekledigini dogrular (Hussein ve
Alshammari, 2022). Calismamiz, karabugdayda borun CAT aktivitesine etkisinin
literatiirden farkli oldugunu ortaya koymaktadir.

SOD ve CAT enzimlerinin ardindan, askorbat—glutatyon dongiisiiniin bir diger 6nemli
bileseni olan APX aktivitesi de calismamiz kapsaminda degerlendirilmistir. Bu enzim,
ozellikle kloroplast, mitokondri ve peroksizom gibi organellerdeki H>O. birikimini
siirlayarak bitkinin oksidatif stresle miicadelesinde kritik bir rol listlenmektedir.

APX enzimi, kontrol grubunda en yiiksek, yalnizca sistein uygulanan grupta ise
kontrol grubuna gore daha diisiik bulunmustur (Sekil 16). Buna karsilik, sisteint+bor
grubunda APX aktivitesi bor grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Sistein grubunda
APX aktivitesinin diigiik olmasinin temel nedeni, sisteinin GSH biyosentezini artirarak H.O>
detoksifikasyonunda enzimatik olmayan yollar1 gii¢clendirmesi ve bdylece APX ihtiyacini
azaltmasidir. Sistein, GSH sentezinin hiz smirlayict Onciilii olarak, hiicre i¢i redoks
dengesini diizenler ve H.O:’nin dogrudan GSH veya ASC yoluyla detoksifiye edilmesini
destekler (Foyer ve Noctor, 2005). Bulgularimiz, sistein grubunda H-O: igeriginin kontrol
grubuna gore daha diisiik oldugunu (Sekil 8) ve DAB boyama ile H>O: birikiminin azaldigini
(Sekil 9) gostermektedir; bu durum, APX aktivasyonuna olan ihtiyacin azaldigini destekler.
Ayrica, SOD ve CAT aktivitelerinin sistein grubunda yiiksek olmasi (Sekil 17), H20:
detoksifikasyonunda diger enzimlerin devreye girdigini ve APX’ye olan bagimlilig

azalttigimmi diistindiirmektedir. Literatiirde, Genisel ve ark. (2015), arpa bitkisinde sistein
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uygulamasinin GSH seviyelerini artirarak APX aktivitesini baskiladigini bildirmistir.
Benzer sekilde, Azarakhsh ve ark. (2015), feslegende kobalt stresi altinda sisteinin APX
aktivitesini azalttigini gostermistir. Ancak, sistein+bor grubunda APX aktivitesinin artmasi,
bor toksisitesinin neden oldugu H>O: birikiminin (Sekil 8) APX’yi aktive ettigini ve sisteinin
bu siiregte destekleyici bir rol oynadigini gostermektedir (Hussein ve Alshammari, 2022).
Caligmamiz, sisteinin stres kosullarina bagli olarak APX regiilasyonunu farkli sekilde
modiile ettigini ortaya koymaktadir.

Calismamizda ayrica bor uygulamasi ASC diizeylerinde belirgin bir artisa neden
olmustur. Bu artig, borun neden oldugu oksidatif stresin askorbat—glutatyon dongiisiinii
aktive etmesiyle aciklanabilir. Ayni grupta SOD ve APX aktivitelerinin de ylikselmis olmasi,
askorbatin dogrudan antioksidan roliiniin yani sira APX enziminin substrati olarak da gorev
aldigini ortaya koymaktadir. Ancak baz1 durumlarda, askorbat diizeylerindeki artisa ragmen
APX aktivitesinin diisiik kalmasi, bor dozu, uygulama siiresi ve stresin siddeti gibi
degiskenlerle iligkili olabilir (Giiliit vd., 2024).

Ozellikle sistein+bor grubunda, yiiksek SOD aktivitesine ragmen ASC diizeylerinin
diisiik olmasi, sistein uygulamasinin ROT birikimini azaltarak askorbat tiiketimini
sinirlandirmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Buna karsin, APX aktivitesinin diistik
kaldig1 Sistein grubunda ASC diizeylerinin yiiksek olmasi, sisteinin yalnizca dogrudan
antioksidan olarak degil, ayn1 zamanda askorbat birikimini destekleyici bir etkiye de sahip
oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak, askorbat diizeylerindeki degisimlerin SOD, CAT ve 6zellikle APX
aktiviteleriyle birlikte degerlendirilmesi, askorbatin bor stresi altinda hem metabolik hem de
enzimatik savunma sistemlerinde merkezi bir rol iistlendigini ortaya koymaktadir. Nitekim
literatiirde de bor toksisitesinin hem askorbat igerigini hem de antioksidan enzim
aktivitelerini artirdigi ve bu artisin, ROT detoksifikasyonu i¢in askorbat—glutatyon
dongiisiiniin aktive olmasindan kaynaklandigi belirtilmistir (Sutuliené vd., 2023).

Calismanin molekiiler diizeydeki devaminda ise, fotosentezle iliskili LHCbH ve hiicre
dis1 redoks dengesinde gorev alan 440 genlerinin ifade diizeyleri analiz edilerek, bor
toksisitesine kars1 sistein uygulamasinin genetik diizeydeki etkileri degerlendirilmistir.

Gen ifade analizleri, 440 ekspresyonunun sistein ve bor gruplarinda kontrol grubuna
gore arttigini, sistein+bor grubunda ise azaldigini; LHCb ekspresyonunun ise tiim uygulama
gruplarinda yiikseldigini ortaya koymustur (Sekil 20, 21). 440, apoplastta askorbik asidi

dehidroaskorbata (DHA) oksitleyerek hiicre disi redoks dengesini diizenler ve stres
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sinyallemesinde kritik bir rol oynar (Batth vd., 2017). Bor toksisitesinin apoplastik oksidatif
stresi artirarak 440 ekspresyonunu tetikledigi (Sekil 20) ve bu siiregte ASC tliketimini
artirdigi diisiinilmektedir (Sutuliené vd., 2023). Sistein+bor grubunda 44O ekspresyonunun
azalmasi, sisteinin GSH biyosentezini artirarak (Sekil 14) apoplastik oksidatif yiikii
hafiflettigini ve ASC’nin geri doniisiimiinii destekledigini gostermektedir (Garchery vd.,
2013).

Ote yandan, LHCb, klorofil b baglayici proteinleri kodlayarak fotosistem II (PSII) 1s1k
hasad1 kompleksini stabilize eder ve fotoproteksiyon saglar (Zhao vd., 2020). Sistein
grubunda LHCD ekspresyonundaki artis, klorofil b icerigiyle (Sekil 6) uyumlu olup, sisteinin
PSII stabilitesini destekledigini ve fotosentetik verimliligi korudugunu disiindiirmektedir
(Eggink vd., 2001). Bor grubunda LHCbH ekspresyonundaki yiikselme, bor toksisitesinin
PSII’yi destabilize ederek adaptif bir yanit tetikledigini gostermektedir (Cervilla vd., 2007).
Sistein+bor grubunda LHCb ekspresyonunun artmasi ise, sisteinin GSH yoluyla oksidatif
hasar1 hafifleterek PSII’yi korudugunu desteklemektedir (Hussein ve Alshammari, 2022).
Sisteinin GSH {iretimini artirarak redoks sinyallemesiyle (Hasanuzzaman vd., 2020) 440
ve LHCD ekspresyonunu modiile ettigi degerlendirilmektedir. Caligmamiz, karabugdayda bu
genlerin bor toksisitesi ve sistein uygulamasindaki farkli regiilasyonunu ortaya koymaktadir.

Sonug olarak bu tez kapsaminda elde edilen veriler, Sekil 22°de 6zetlendigi iizere, L-
sistein uygulamasmin bor toksisitesi altinda Fagopyrum esculentum’un morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde ¢ok yonlii koruyucu tepkiler gelistirmesini
sagladigim1 gostermektedir. Sistein, antioksidan savunma sistemini (SOD, CAT, APX) ve
enzimatik olmayan bilesenleri (fenolikler, ASC) aktive ederek oksidatif hasar1 (H-02, MDA)
sinirlandirmig; pigment stabilitesini (kla, klb, toplam klorofil) ve fotosentetik verimliligi
korumus; su durumu, prolin birikimi ve yapisal biitiinliik tizerinde olumlu etkiler saglamistir.
Ayrica AAO ve LHCb genlerindeki diizenlemeler, sisteinin hem redoks homeostazi hem de
fotosentezle iliskili gen ekspresyonunu destekleyerek bor toksisitesine karsi tolerans

gelisimine katki sagladigini ortaya koymustur.
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Sekil 22. Bor toksisitesi altinda L-sistein uygulamasinin F. esculentum’da tetikledigi
savunma yanitlarinin sematik gosterimi



5. SONUCLAR

Bu tez calismasinda, bor toksisitesine maruz birakilan Fagopyrum esculentum
bitkisinde digsal L-sistein uygulamasinin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
yanitlar iizerindeki etkilerini kapsamli bigimde degerlendirmek amaciyla yiiriitiilmiistiir.
Elde edilen bulgular, yiiksek bor diizeylerinin bitkide oksidatif stres olusturdugunu, buna
bagl olarak biiyiime ve pigment igeriklerinde azalma meydana geldigini, ancak L-sistein
uygulamasinin bu olumsuz etkileri 6nemli 6l¢iide hafiflettigini ortaya koymustur.

Morfolojik parametreler incelendiginde, bor uygulamasi kok ve gévde uzunlugunda
belirgin azalmaya yol agarken, L-sistein uygulamasi bu azalmay1 kismen telafi etmistir.
Pigment analizleri, bor toksisitesinin klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil diizeylerinde
anlamli diisiislere neden oldugunu gostermis; sistein+bor kombinasyonu ise pigment
seviyelerinin korunmasina katki saglamistir. RWC 6l¢iimleri, borun su tutma kapasitesini
siirladigini, sistein uygulamasinin ise su dengesini destekledigini ortaya koymustur.

Biyokimyasal degerlendirmeler, bor toksisitesinin MDA ve H20: diizeylerinde artisa
neden olarak hiicresel membran biitiinliigiinii bozdugunu gostermistir. L-sistein uygulamasi,
bu oksidatif stres belirteglerini anlaml diizeyde diislirerek koruyucu bir rol oynamuistir.
Ozmotik denge acgisindan, prolin birikiminin 6zellikle sistein+bor grubunda en yiiksek
diizeyde oldugu belirlenmis, bu durum hem ozmotik diizenleme hem de ROS temizleme
kapasitesinin arttigin1 gostermistir. Karbon metabolizmasi yoniinden, bor stresi ¢oziiniir
seker birikimini artirirken, sistein uygulamasi bu artist sinirlandirmis ve karbon akisini
fenolik bilesik tiretimine yonlendirmistir. Nitekim toplam fenolik igerigin sistein+bor
grubunda en yiiksek degere ulasmasi, fenilpropanoid yolaginin aktive oldugunu
diistindiirmektedir.

Antioksidan savunma sistemi incelendiginde, SOD, CAT ve APX enzim
aktivitelerinin sistein+bor grubunda genellikle daha yiiksek oldugu ve bunun oksidatif
hasarin enzimatik yollarla sinirlandigini gosterdigi anlagilmistir. Molekiiler diizeyde ise bor
toksisitesi 440 gen ekspresyonunu artirirken, sistein bu artis1 baskilamig; LHCbh gen
ekspresyonu ise tiim uygulamalarda yiikselmis, 6zellikle sistein uygulamasi fotosentetik

aparatin korunmasina katki saglamistir.
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Genel olarak bu ¢alisma, L-sistein uygulamasinin bor toksisitesine kars1 cok katmanl
bir koruma sagladigini; biiyiime parametrelerini destekledigini, pigment stabilitesini
korudugunu, oksidatif stresi azalttigini, osmolit ve fenolik birikimini diizenledigini ve
fotosentezle iligkili gen ekspresyonunu optimize ettigini ortaya koymustur. Bu sonuglar, L-
sisteinin bor stresine duyarli bitkilerde fizyolojik ve biyokimyasal dayaniklilig1 artirabilecek

potansiyel bir biyoregiilator oldugunu gostermektedir.



6. ONERILER

- Gelecekteki ¢alismalarda, BORI ve NIP5, I genlerinin qRT-PCR ile analizi ve GSH-
bor selasyonunun dogrudan 6l¢iimii, sisteinin bor birikimini azaltma mekanizmasini daha i1yi
anlamamiza katk1 saglayabilir.

- GSH seviyelerinin dogrudan ol¢lilmemesi ve APX izoformlarinin (6rn. sitozolik,
kloroplastik) ayri1 analiz edilmemesi mevcut ¢alismanin kisitlar1 arasindadir. Gelecekteki
calismalarda, GSH/GSSG oranmin 6lgiimii ve izoform-spesifik APX analizleri, sisteinin
APX aktivitesine etkisini daha net ortaya koyabilir.

- Fenilpropanoid yolagindaki enzim aktivitelerinin (6rn. PAL) veya ilgili gen
ekspresyonlarinin belirlenmemesi, mekanizmanin tam olarak anlagilmasini sinirlamaktadir.
Gelecekteki caligmalarda, PAL enzim aktivitesinin Olc¢lilmesi ve PAL gibi genlerin
ekspresyon analizleri, fenolik metabolizma ile sistein arasindaki iliskinin daha iyi
aciklanmasina olanak saglayabilir.

- AAO ve LHCb izoformlarinin veya diger ilgili genlerin (6rn. BORI) ekspresyon
analizlerinin  yapilmamis olmasi, mekanizmalarin tam olarak aydinlatilmasini
kisitlamaktadir. Gelecekteki ¢aligmalarda, izoform-spesifik qRT-PCR ve transkripsiyon
faktorii analizleri, bu genlerin stres yanitindaki rollerini ortaya koyabilir.

- CAT izoformlarimin veya farkli bor dozlarinin analiz edilmemesi, mevcut bulgularin
kapsamin1 daraltmaktadir. Gelecekteki caligmalarda, farkli bor konsantrasyonlari ve
uygulama siirelerinin CAT aktivitesine etkisi incelenerek mekanizmalar daha iyi
aydinlatilabilir.

- Prolin sentez yolaklarindaki enzim aktivitelerinin veya P5CS gen ekspresyonunun
Ol¢iilmemesi, prolinin stres yanitindaki roliine dair detayli bilgiyi simirlamaktadir.
Gelecekteki caligmalarda, P5CS gen ekspresyonu ve prolin metabolizmasi olgiimleri,
sisteinin osmolit birikimi iizerindeki etkisini daha net ortaya koyabilir.

- L-sistein uygulamasinin, bor toksisitesine duyarli kiiltlir bitkilerinde fizyolojik
dayaniklilig1 giiclendirme potansiyelinin arastirilmasi; bu bilesigin tarimsal iiretimde
kullanim olanaklarinin degerlendirilmesine ve bor toksisitesinin verim iizerindeki olumsuz

etkilerini azaltacak yeni uygulama stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayabilir.
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