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OZET

KANOLA (Brassica napus ssp. oleifera L.)’ DA SELENYUMUN BOR STRESINi
AZALTMADAKI ETKISININ MOLEKULER YONTEMLERLERLE
BELIRLENMESI

Melahat Ozge OZEN

Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Aydin AKBUDAK
Temmuz 2019; 39 sayfa

Bu ¢alisma, bor stresi uygulanmis kanola (Brassica napus ssp. oleifera L.)
bitkilerinde selenyumun iyilestirici etkisini ortaya koymak amaciyla yapilmistir. Abiyotik
stres kosullar altindaki bitkilerde selenyumun koruyucu ve iyilestirici etkide bulundugu
bildirilse de bu kapsamda literatiirde pek ¢ok bosluk bulunmaktadir.

Tezimizde kanola (Brassica napus ssp. oleifera L.) bitkileri 12 giin boyunca bitki
bilylitme kabininde bilyiitiildilkten sonra 12 saat boyunca sadece bor ve selenyum
dozlarinin yani sira bunlarin farkli oranlarda karisimlar ile strese maruz birakilmistir. Bu
uygulamalar sirasiyla 1.5 g B, 3 g B, 3 mg Se ve 6 mg Se’yi igerirken, kombine
uygulamalar 1.5 g B+ 3 mg Se, 1.5 g B + 6 mg Se, 3g B+ 3 mg Se ve 3 g B+ 6 mg Se
icermektedir. Kanola bitkilerinin uygulamalar sonucu stres diizeyi morfolojik
gozlemlerinin yam sira savunma enzimlerinin yapraklardaki gen ekspresyonu, protein
miktarlari ve hiicresel MDA diizeyleri de arastirlmustir. Bor stresine maruz birakilmis
kanola bitkilerinden alinan yaprak 6rnekleri incelendiginde askorbat peroksidaz, katalaz,
siiperoksit dismutaz, peroksidaz ve glutatyon rediiktaz genleri ¢ogunlukla down-regiile
olurken, askorbat peroksidaz (1,5 g B+ 6 mg Se ve 3 g B + 6 mg Se), siiperoksit dismutaz
(1.5 g B + 3 mg Se), katalaz (3 g B, 3 mg Se ve 3 g B + 6 mg Se) ve peroksidaz (1.5 g B)
gibi bazilan da up-regiilasyon gostermektedir. Ayrica morfolojik gézlemler 3 g/L Bor
uygulamasinda bariz sonuglar verse de diger uygulamalarda da bitkilerin bor stres
semptomlar1 gbzlemlenmigtir. Stres mekanizmasimn hiicresel markenn olan lipid
peroksidasyonunun degerlendirilmesinde MDA igerigi 6l¢tilmiis ve dikkate deger bir arti
sadece 1,5g/L B uygulamasinda gozlenmistir.

Elde edilen veriler 1s1g1inda diinyada ve iilkemizde verimi sinirlandiran bor stresi
alinda uygulanan selenyumun bitki defans mekanizmasinda stres etkenlerini
azaltabilecegini ortaya koymustur.

ANAHTAR KELIMELER: Abiyotik stres, Antioksidan enzim, Faydah etki, Kanola,
Lipid peroksidasyonu, ROS

JURI: Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Aydin AKBUDAK
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ABSTRACT
Expression patterns of ROS responsive genes on boron-stressed canola (Brassica
napus ssp. oleifera L.) following selenium treatment
Melahat Ozge OZEN
MSc Thesis in Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Asit. Dr. Mehmet Aydin AKBUDAK
June 2019; 39 pages

This study was carried out to reveal the healing effect of selenium in boron
stressed canola (Brassica napus ssp. oleifera L.). Although there is a protective and
curative effect of selenium in plants under abiotic stress conditions, there are many gaps
in the literature.

In our study, the plants of canola (Brassica napus ssp. oleifera L.) were grown in
the plant growth cabinet for 12 days and were subjected to stress for 12 hours with only
boron and selenium doses as well as their mixtures in different ratios. These applications
included 1.5 g B, 3 g B, 3 mg Se and 6 mg Se respectively, combined applications 1.5 g
B+3mgSe, 1.5gB+6mgSe, 3g B+ 3 mgSeand 3 g B+ 6 mg Se contains. In addition
to the morphological observations of stress level morphological observations of canola
plants, gene expression, protein content and cellular MDA levels of defence enzymes
were also investigated. Ascorbate peroxidase, catalase, superoxide dismutase, peroxidase,
and glutathione reductase genes are mostly down-regulated while ascorbic leaf samples
taken from boron stressed canola plants, ascorbate peroxidase (1.5 g B + 6 mg Se and 3
g B + 6 mg Se) Some of them show up-regulation, such as superoxide dismutase (1.5 g
B + 3 mg Se), catalase (3 g B, 3 mg Se and 3 g B + 6 mg Se) and peroxidase (1.5 g B). In
addition, morphological observations showed obvious results in 3 g/ L boron application,
but boron stress symptoms of plants were observed in other applications. In the evaluation
of lipid peroxidation, which is the cellular marker of the stress mechanism, the MDA
content was measured, and a notable increase was observed only in 1.5g / L B
administration.

In the light of the data obtained, selenium applied under boron stress, which limits
yield in the world and in our country, has shown that it can reduce stress factors in plant
defence mechanism.

KEYWORDS: Abiotic stress, Boron, Selenium, Canola, ROS, Expression profile
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

dH>O : Distile su

EtOH : Etil Alkol

H20:2 : Hidrojen peroksit

L : Litre

mM  : Milimolar

Oz  : Siiperoksit radikali
O2 : Oksijen

OH : Hidroksil

OH- : Hidroksil radikali
RNA :Riboniikleik Asit
ROT : Reaktif oksijen tiirleri
POD : Peroksidaz

ROS : Reaktif oksijen tiirleri
SOD : Siiperoksit dismutaz
pul : Mikrolitre

UV :Ultra Viyole
Kisaltmalar

AA  : Askorbik asit

APX : Askorbat peroksidaz
BSA : Bovin serum albiimin
CAT :Katalaz

EDTA : Etilendiamintetraasetikasit
GR  : Glutasyon rediiktaz
GSH : Glutatyon

GSSG : Okside glutatyon
MDA : Malondialdehit
NADP : Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
NBT : Nitro blue tetrazolium
mRNA: Haberci RNA

gPCR : Kantitatif PCR

RNA : Riboniikleik Asit
ROT : Reaktif oksijen tiirleri
POD : Peroksidaz

ROS : Reaktif oksijen tiirleri
SOD : Siiperoksit dismutaz
Y.A. :Yasagirhk
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GIRIS 0. OZEN

1. GIRIiS

Ulkemizde kolza, rapiska adiyla bilinen kanola Brassica napus ssp. oleifera L.,
bitkisel yag, taze tilketimde besin degeri ve muhteviyati bakimindan zengindir. Son
yillarda tilkemizde yetistiriciligi igin devlet destekleri ile dnemi gittikge artan kanola
bitkisi sadece yag {iretimi i¢in degil biyoyakit, hayvan yemi, anicilik vb. alanlarda da
kullanilmaktadar.

Diinya genelinde kitlig1 bulunan bor elementi {ilkemiz topraklarinca zengin bir
sekilde bulunmakta hatta topraktaki fazlahg: nedeniyle yetisen bitkilerde Snemli
yetistiricilik sorunlar goriilmektedir.

Bor minerali agisindan diinyanin en zengini olan tilkemiz topraklarmin %75’ inde
bor fazlalig1 s6z konusudur. Bor, bitkiler igin gerekli bir mikronutrient olmakla beraber
fazlaligi tarim alanlarinda bitki gelisimini sinirlayan 6nemli sorunlara yol agmaktadir.
Selenyumun agir metal toksitesine karsi koruyucu etkileri bilinmekle beraber bu etkinin
bor toksitesi ve kanola bitkisi tizerindeki molekiiler etkileri arastirilmamistir.

Selenyum bitkiye diisiik konsantrasyonlarda uygulandiginda bitkiye zarar
vermeden birgok agir metal stresine, kuraklik stresine karsi bitkide koruyucu etki
(antioksidan gorevi) gosterdigi calismalarla ortaya konulsa da bu etkinin molekiiler
mekanizmasi ise heniiz yeterince anlagilamamistir (Xue ve Hartikainen 2000; Seppanen
vd. 2003). Selenyumun bir antioksidan olarak bitkide ki rolii arastirilmis olmasina ragmen
bu goézlemlerin altinda yer alan mekanizmanin agiklanmasi i¢in daha fazla arastirmaya
ihtiyag duyulmaktadr.

Bu ¢alisma kapsaminda yetistiriciligi artan ve kullanim alam oldukca fazla olan
kanola bitkisinde B uygulamalariyla stres olusturularak selenyumun bu stres azaltmas:
beklendi. Ancak bu etki, stres genlerinin ifade edilme seviyelerinin yan1 sira bitkilerdeki
fenotipik gdzlemlerle de ortaya konulmustur,



KAYNAK TARAMASI 0. OZEN

2. KAYNAK TARAMASI

Ulkemizde kolza, rapiska adiyla bilinen kanola Rhoedales takimindan Crucifera
familyas1 Brassica cinsinden Brassica napus ssp. oleifera L., tiirler aras1 melezlemeler
(yag salgamm x lahana) ve kromozom sayilarinin katlanmasiyla dogada kendiliginden
ortaya ¢ikmistir. Elde edilen kanola yagimin besin muhtevasi ve degeri zeytinyagimn
kalitesine ¢ok yakin olmakla beraber ¢ogu yaglik bitkinin iiretiminde yeterli ihtiyag
kargilanmadiginda alternatif olarak kullanilan tek yillik otsu bir bitkidir (Stevenson
1994). Son zamanlarda énemi gittikge artan kolza yetistiriciliginde, yag ¢ikarildiktan
sonra hayvan yemi olarak ve yagimn akaryakit olarak kullanilabilmesiyle de avantaj
saglamaktadr.

Sekil 1.1. Tiirkiye kanola ekiminin yillara gore dagilimi

Ekilen Alan (Kanola Veya Kolza Tohumu) - Dekar
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Ulkemizde 2002 yilindan itibaren kanola yetistiriciligine destekler saglanmas: ile

yillar iginde ekilen alan (Sekil 1.1) ve iiretim miktarlar (Sekil 2.1) artig gostermistir

(TUIK).

Sekil 2.1. Tirkiye’ de kanola tiretim miktar

Uretim Miktar1 (Kanola Veya Kolza Tohumu) - Ton
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Kanola yazlik ve kislik sezonda iiretilebilen tek yillik yag bitkisidir. Bu bitkinin
gen anavatam Kuzey Avrupa olmakla beraber yag igeriginin insan saglifi agisindan
zararh etkilerinin Kanadali 1slahgilar tarafindan bu zararh etkilerin azaltildig
diistintilmektedir (Anonim).

Kanola, Diinya {izerinde yag igerigi kiymetli olan soya bitkisinden sonra en fazla
tiretilerek Diinya bitkisel yag iceriginin biiyiik bir kismin karsilamaktadir. Kullanim alam
sadece yag ihtiyacini karstlamak olmayan bu bitkinin pazarlanmasinin kolay olmas: ve
yiiksek verim saglamasi bunlara ek olarak da yetistirilen alanlarda yabanci ot gelisimine
izin vermedigi i¢in kimyasal ila¢ kullanimim azaltici etkisi ile {iriin miinavebesinde
kullanilmaktadir (Tiras 2009). Kégit, boya, balmumu, deterjanlarda vb. sanayi alaninda
genis kullanim alanina sahiptir (Cubukel vd. 2009).

Bor, canlilann biiyiimesi ve gelismesi i¢in gerekli bir mikro element olmasinin
yam sira noksanlik ve toksite aralii simrl olan bu elemente tarimsal yetistiricilikte dikkat
edilmesi gerekmektedir. Diinya {izerinde 1liman ve kurak bolgelerinde genellikle kithig
gozlenen bor elementinin, Tiirkiye tarim arazilerinde ise bollugu gézlenmektedir (Atalay
vd. 2003). Ancak, topraklarda istenilen miktardan fazla bulunan borun, toksik etki
gostermesi nedeni ile bitkisel yetistiricilikte olumsuz etki gosterdigi bilinmektedir (Nable
vd. 1997).

Cizelge 1.1. Borun bitkiler tizerindeki etkileri (Lukaszewski ve Blevins 1996)

METABOLIK ENZIMATIK HUCRE MEMBRAN
{1 Lignifikasyon olgusunda [ "] RNA metabolizmasinda [] sekerlerin taginmasinda
O Indol ase?tlk asit {IAA) [ ] Protein sentezinde [] Hucre duvan sentezinde
metabolizmasinda - . .
Biyolojik membranlarin
Tdm hiicre diizeyinde veya [:] Glukan sentezinde |___| vapisal ve fonksiyonel
[] hiicresel boyutta iyonlarin ozellikleri
5 Fotosentetik yolunun
dagihmi |:| - -
degismesi
[] Fenol metabolizmasinda [[] Fosfat metabolizmasinda
[] Solunumda

D Hiicre duvari striiktiirinin
— olusumunda

Borun bitkide biiylime ve gelismeyi diizenleyen, 6zellikle karbonhidrat ve protein
metabolizmasina katilan, hiicre duvanmin sentezi ve hiicre zar gecirgenliginde rol
oynayan, polen ¢imlenmesinde etkileri yapilan ¢alismalarla belirlenmistir (Marschner vd.
1995). Ozellikle bitki metabolizmasinda verim ve kaliteyi ilgilendiren ¢ok &nemli
noktalarda gorev alan bor elementinin etkileri Cizelge 1.1°deki gibidir.

Bitkilerin  ihtiya¢ duyduklar1 bor miktar1 olduk¢a az olmakla beraber, gerek
duyulan bu miktarin ¢ok az da olsa alt1 ya da iistii bitkinin gelisimi {izerine olumsuz etki
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yapmakta ve gelisim ¢ogu zaman durmaktadir (Keren ve Bingham 1985; Vitosh ve ark.,
1994; Marschner 1995; Goldberg 1997; Chapman vd. 1997).

Bitkilerin bu elementin olusturdugu stres sonucunda kok ve yesil aksam
bilylimesini engelleyerek verimi ciddi bir sekilde sirlamakta, meyvelerde sekil
bozukluklan ile ¢atlama, patates, pancar ve kerevizde yumrularin i¢inde kahverengilesme
raf omriintin kisaltici etkiler goriilmektedir. (Gupta vd. 1985; Yau ve Erskine 2000;
Furlani vd. 2003; Hobson vd. 2006; Kagar vd. 2009).

Bitkilerde ise bor toksitesi altinda yaprak uglarinda yaniklik ve/veya kuruma,
yaprakta sararma ile baglayip siddetine gére yanma, yaprak ayasinda bulunan damarlarda
nekrozis fizyolojik etkiler gbzlemlenir (Kaur vd. 2006; Schnurbusch vd.2008; Ochiai vd.
2011).

Bor bitkide mobil olarak tasinmakla beraber Ozellikle (Gramineae)
bugdaygillerde ihtiya¢ diger tiirlere gore daha fazla olmaktadir (Jefferies vd. 2000; Yau
2002; Wimmer vd. 2005). Bor bitkilerde hiicre duvarimin sentezinde onemli bir rol
oynadi1 i¢in bor toksitesi altinda bitkilerde, gévdenin kolay kiralabilen bir hal almasina
neden olabilmektedir (Dobermann ve Fairhurst 2000).

Bunun yam sira bor toksitesine toleransta genetigin etkisi Medicago sp. (Howie
2012), Pisum sativum (Bagheri vd.1994), Hordeum vulgare (Emebiri vd. 2009), Triticum
aestivum’ da (Chantachume vd.1995; Yau ve Ryan 2008) yapilan ¢alismalarla ortaya
konmustur.

Mahboobi vd. 2002 bugday ve arpa bitkilerinde bor toksitesi altinda bitkilerin yeni
proteinler sentezledigini bildirmislerdir. Hassas domates bitkilerinde ise bor toksitesinin
nitrat alimmmim azalttig: belirlenmistir (Cervilla vd. 2012; Princi vd. 2013).

Bitkilerde stres pek arastirmada farkli sekillerde yorumlansa da bitkinin tiim
gliclinli gosterememesidir. Tiim giiclind kalite, verim, gelisim acisindan g6steremedigi
gibi sonu bitkilerin liimiine kadar gidebilmektedir. Bitkilerin abiyotik stres kosullarina
(kuraklik, ytiksek sicaklik, diisiik sicaklik, viriis, bakteri, zararli vb.) uygulanan stres
faktoriine karg1 savunmasi bitki tiiriine, strese maruz kalma siiresine ve strese maruz kalan
doku veya organinin yapisina bagl olarak degismektedir (Giir ve ark. 2004). Bu nedenle
bitkilerin bu stres kosullarina karst savasinimi ve/veya uyum mekanizmalarinin bilinmesi
gerekmektedir (Paschke ve ark. 2005).

Stres kosullan altinda bitkiler bu antioksidan savunma sistemlerinin bazilarinin ya
da tamaminin devreye girmesi ile oksidatif stresin wyikici etkisinin {istesinden
gelebilecekleri bildirilmistir (Sherwin ve Farrant 1998, Srivalli ve ark. 2003, Jung 2004,
Pinheiro ve ark. 2004, Tiirkan ve ark. 2005).

ROS detoksifikasyon mekanizmalan, enzimatik (siiperoksit dismutaz, katalaz,
askorbat peroksidaz, peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve monodehidroaskorbat rediiktaz)
ve enzimatik olmayan (flavanoidler, antosiyaninler, karotenoidler, a-tokoferol ve
askorbat) savunma mekanizmalar seklinde siniflandirilmaktadir.

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POD), askorbat
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peroksidaz (APX), glutatyon redilktaz (GR) ve diger askorbat-glutatyon déngiisii
enzimleri (monodehidroaskorbat reditktaz (MDHAR) ve dehidroaskorbat rediiktaz
(DHAR)’i igeren antioksidatif enzimler; antioksidant molekiillerin ¢evrimini, sentezini
ya da serbest radikallerin hiicreden dogrudan atilmasim saglamaktadirlar (Raychaudhuri
2000; Molassiotis vd. 2006).

Silperoksit Peroksit
Radikali _ lyonu

e - e i
102 - v 302 i 02' E— o:

H*l 2H+1
Fe2+

Tekli Oksijen  Dioksijen

-

. . e FENTON REAKSIYONU
Perhidroksil Hidrojen
Radikali Peroksit

Sekil 3.1. Reaktif oksijen tiirleri olusumu (Gill ve Tuteja 2010)

Bitkilerin gelisimini engelleyen her tiirlii ¢evresel faktor sonucunda singlet
oksijen, stiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerinde artis meydana
gelmektedir (Sekil 3.1). Bu radikallerin etkisini kirmak i¢in enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar gorev almaktadir. Antioksidanlar igerisinde ilk basamak metalo
protein olan SOD siiperoksit dismutazdir. Bu enzim iki siiper oksit radikalinin, H>O> ve
O sentezlenmesinde gbrev almaktadir. Siiper oksitin sentezledigi hidrojen peroksiti
peroksizomlarda katalaz O ve H2O ya doniistirmektedir. Bu enzimin bulunmadig
kloroplastlarda POD enzimi H2O,’ i katalizlemektedir. Siiperoksitin sentezledigi
hidrojen peroksit eger kloroplastlarda olustuysa askorbat1 (AsA) elektron paylasiminda
kullanarak ROS un en yiiksek yikim giiciine sahip APX enzimi ile detoksifiye etmektedir
(Shigeoka vd. 2002). Bunlarm diginda oksidatif stresin ortadan kaldirilmasinda GR,
prokoryatik ve Okaryotik canlilarda kloroplast, mitokondri, sitoplazma ve
peroksizomlarinda glutatyon déngiisiinde rol almaktadir (Edwards vd. 1983). Hidrojen
peroksitin ortadan kaldirilmasinda askorbat-glutatyon dongiisiiniin yenilenmesinde GR
onemli bir rolii bulunmaktadir.
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Sekil 4.1. Reaktif oksijen tilirlerininin uzaklastirma yollarnn (Mittler 2002)

02_ SOD H __-_EQD_--’ Hzo
CAT,  -.APX
v “n
H,O o
H,0 (- ) AsA (- ) NAD(P)H
y r\ APX ,} MDAR

H,O o PSI Oy
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Oksidatif strese karsi savunmanin molekiiler mekanizmas: ise genlerin stres
kosullarindaki artig ya da azalisiyla ilgilidir. Bu genlerin gorev dagilimlarina gére sinyal
diizenleyici, stresi baskilayan proteinleri kodlayan ve metabolitlerin sentezinde rol
oynadiklar bildirilmistir (Wang vd. 2003). Savunma mekanizmasinda genlerin ilk olarak
stresin ortadan kaldinlmasinda etkili proteinlerin (LEA proteinleri, Hsps saperonlar,
proteazlar), ikinci olarak sinyal mekanizmasi ve transkripsiyon faktdrlerinin
(MYC/MYB, WRKY, ABF) son olaraksa metabolitlerin sentezinde rol aldif1 yapilan
calismalarla ortaya konulmustur (Vinocur vd. 2005).

- Karabal vd. (2003) antioksidan enzimler ile B toksisitesinin hassas Hamidiye arpa
¢esidi ve dayamkh arpa Anadolu fizerindeki etkileri ile ilgili yaptiklan galismada,
dayanikh arpa ¢esidi Anadolu’nun koklerinde; katalaz seviyesi artnms, askorbat
peroksidaz enzim seviyesi azalmis, siiperoksit dismutaz ve glutatyon rediiktaz enzim
seviyelerinde degisim olmadigini bildirmektedirler.

Asma bitkisinde yapilan bir c¢alismada da benzer sekilde Kontrolle
kargilastirildiginda SOD ve CAT seviyelerinde artis gézlenirken APX seviyesi azalmistir
(Gunes vd. 2006).



KAYNAK TARAMASI 0. OZEN

Nohut bitkisine ait iki ¢eside 3 farkli bor konsantrasyonlarinin antioksidant enzim
ieriklerine etkisinin incelendigi diger bir cahsmada SOD ve POX seviyelerinde artis
gozlemlenirken CAT aktivitesinin de gesitlere bagh olarak degistigi ortaya konmustur
(Ardig vd. 2009).

Oluk vd. (2012), iki fakl1 domates gesidine toksik bor dozunda uygulama yaparak
¢imlenmede azalmanin yani sira koklerde CAT artarken APX disinda antioksidant enzim
aktivitesinin azaldigin belirlemislerdir.

Brassica napus cv. Hyola bitkisinde yapilan bir ¢alismada kadmiyum ve ¢inko
stresi i¢in belirlenen 8 adet doz uygulanarak, H>O; igerigini arttirmanin katalaz dahil
olmak {izere askorbat peroksidaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon S-transferazlarn
onemli Olglide arttirdifn bildirilmistir. Ayrica, H2O; igerigi malondialdehit igerigi ile
olumlu bir iliskisi oldugu belirlenmistir (Sadeghi vd. 2015).

Selenyum elementi insanlar ve hayvanlar i¢in esansiyel bir element olmakla
birlikte bitki i¢in normal sartlarda esansiyel bir element degildir ve genelde bitkilerde
insan ve hayvanlar icin yetecek kadar bulunmaz. Bunun sebebi toprakta da yeterli
diizeyde bulunmamasidir. Yapilan deneyler agir metal stresi altindaki bitkilere az
miktarda selenyum verildiginde stres etkilerinin biiyiik ol¢iide azaldigim gostermistir
(Simsek ve ark., 2004). Fakat bitkiye selenyum uygulanmasimin etkilerinin uzun vadeli
olarak kestirilememesi, yaygin kullanima geg¢ilmesini 6nlemektedir. Selenyumun bitkide
koruyucu etkisi molekiiler diizeyde aydinlatilarak, olusabilecek biitiin sonuglar kesin
sekilde ortaya konulmalidir. Insan saglig1 iizerinde énemli bir rolii bulunan selenyumun
tilkemiz topraklarindaki seviyesi hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Selenyum giibrelemesi altinda yetistirilen ¢ay bitkilerinde yapilan. calismalarda,
cay yapraklarinda Se konsantrasyonunun artmasiyla yapraklarin antioksidatif
kapasitesinin arttif1 ve bu etkinin vitamin E’nin sagladifi etkiden bile fazla oldugu
bulunmustur (Xu ve ark., 2003). Celtik bitkisi ile yapilan benzer bir ¢ahsmada, Se
beslenmesindeki artisla birlikte geltik tanelerinin toksik O radikallerini yok etme ve lipid
perokidasyonunu engelledigi saptanmistir (Xu ve ark., 2004),

-Kuraklik stresi altinda selenyum uygulanan Arabidopsis bitkilerinde TFs,
DREB2A, NACS gen bélgelerinin ekspresyonun arttigs gozlenmistir. Bu bolgeler bitkinin
gelisimi i¢in 6nemli genlerdir (Khattab vd. 2014).

Kuraklik stresi uygulanan arpa bitkilerinde kontrole gore antioksidan enzimlerden
SOD, POX, CAT, APX de artis gbézlemlenirken, bitkiler stres altindayken MDA ve H20;
igeriklerinin arttifn ancak selenyum uygulamasinda bu igeriklerin degismedigi
bildirilmistir (Habibi 2013).
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3. MATERYAL VE METOT

Calismada bitki materyali olarak DEQ12-1471192 c¢esidine ait kolza (Brassica
napus ssp. oleifera L.) tohumlan ticari bir firmadan temin edilmistir.

3.1. Deneme Diizeni

Biitiin kanola tohumlan sterilize edildikten sonra %75 torf ve %25 perlit karisim
hazirlanmig saksilara 9 ar adet 3 tekrarh olarak ekildi ve 25+1°C’de, 16 saat 151k, 8 saat
karanlik fotoperiyotta iklim dolabinda biiyiitiildii. Ortamlar asagidaki siralanmaya gore
etiketlendi.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan ortamlar

¥ ¥ L ¥ ¥

1.0rtam 2.0rtam 3.0rtam 4.0rtam 5.0rtam

Kontrol 1,5 g/L 3 mg/LL 3 mg/L 6 mg/L
Borik asit Sodyum Sodyum  Sodyum

selenit selenit selenit

¥ e g ¥

6.0rtam 7.0rtam 8.0rtam 9.0rtam |

1,5 g/LL 1,5 g/ 3 g/L. Borik 3 g/L
Borik asit+  Borik asit asit+3 Borik asit
3 mg/LL + 6 mg/L mg/L + 6 mg/L
Sodyum Sodyum Sodyum Sodyum
selenit selenit selenit selenit

12. giinde bitkilere stres uygulanms, 12 saat sonrasinda kolza (Brassica napus
ssp. oleifera L.) bitkilerinin yapraklari hasat edilerek RNA izolayonu yapildi.
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Sekil 5.1. Ortamlara ait bitkilerin yaprak 6rnekleri

3.2. RNA izolasyonu

RNA izolayonu, RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) kullamlarak, tiretici firmanin

asagida verilen protokoliine gére gerceklestirildi.

Hasat edilen bitki 6rnekleri s1v1 azot kullanilarak havanlarda toz haline getirildi.
Ezilen Omek, steril 2 ml’lik mikrosantrifiij tlipline alinarak {izerine P-
Mercaptoethanol eklendikten sonra Buffer RLT soliisyonundan 450 pl ilave
edilip, kuvvetli bir sekilde vortekslendi.

Bu iglemin soliisyon Qiashredder kolonu igerisine aktarilip 2 dakika 14.000
rpm’de santrifiijlendi.

Tipiin i¢inde olusan pelete dokunmadan siipernatant cekilerek iizerine 0,5
hacimde ethanol (%96-100) eklenerek pipet yardimyla karistirilds.

Karigim ¢okelti meydana gelmeden kitin iginde bulunan RNeasy spin kolon
tiiplerine aktarilarak 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi.

Daha sonra alttaki sivi dokiilerek {izerine 700 ul Buffer RW1 eklenerek 10.000
rpm’de 15 saniye santrifiij edildi.

Ardmdan tiipte biriken stvi dokiilerek Buffer RPE 10.000 rpm’de 15 saniye
santrifiijlendikten sonra tekrar eklenip 10.000 rpm’de 2 dakika daha santrifij
edildi.

RNeasy kolon yeni 2 ml’ lik toplama tiipleri igerisine yerlestirildikten sonra 1
dakika boyunca 10,000 rpm’ de santrifiij edildi.

Kolon temiz 1,5 ml mikrosantrifiij tiipline aktarilip {izerine 40 pl ddH,O eklendi.
1 dakika 10.000 rpm’ de santrifiij edilecek ve kolonlar atildi. Ornekler -20 °C’de
saklandi.
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RNA’larin konsantrasyonlart spektrofotometre (BioDrop DUO UV/VIS ile
belirlenmigtir. Daha sonra oOrneklere Dnase I (RQ1, Promega Corp., Madison)
uygulanarak kalite ve miktar tayini ile agaroz jel gériintiisti alinrmgtir. Kalite ve miktar
tayini A260/A230 oraninin 2,0-2,2 ve A260/A280 oraninin 1,8-2,1 arasinda olmasi, saf
RNA izole edildigi anlamima gelmektedir. A260/A280 oram 2’ nin iizerinde olan
ornekler saf olarak kabul edildi (Sekil 6.1).

Sekil 6.1. RNA 6rneklerinin agaroz jel gériiniitiisii

Kilobases Mass {ng)

42
Lrd
50
42

33

125

48

15 36

-10 42

42

3.3.RT- qPCR

Calismamizda gen ifadeleri, EvoScript RNA SYBR Green 1 Master kiti
kullamlarak gergeklestirildi. EvoScript Green I Master optimize edilmis bir PCR tampon
icinde dNTP’leri ve Taqg DNA Polimeraz enzimini icermektedir. Ornekler; PCR
safliginda su (Vial 2) 10 pl, Master 5x konsantrasyonuyla (Vial 1) 4 ul, ekspresyonuna
bakilacak primer giftinden 1 pl, 5 ng/ul saf RNA 6rmeginden 2 pl karisim hazirlanda.
Karigim her bir ortamin yaprak ve kok 6rneklerinden Cizelge 3.1°de yer alan primer
giftleri ile 3 tekrarh olarak test edilmistir. RT-gPCR, Sekil 7.1° de belirtildigi
amplifikasyon kosullarinda kuruldu.

10
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Cizelge 3.1. RT-qPCR i¢in kullanilan primerler (Yang vd. 2014; Ali vd. 2015)

Primerler
BnPPR_F
BnPPR_R
BnSOD_F
BnSOD_R
BnPOD_F
BnPOD R
BnCAT_F
BnCAT_R
BnAPX_F
BnAPX_R
BnGR_F

BnGR_R

Dizilimi

| STGGTGTGCGATAAGTGTGAGA 3
5’GGTGTCCATCTGTTCTTCTTGG 3'
5' ACGGTGTGACCACTGTGACT 3’
5 GCACCGTGTTGTTTACCATC 3'
5’ATGTTTCGTGCGTCTCTGTC 3"
5' TACGAGGGTCCGATCTTAGC 3
5' TCGCCATGCTGAGAAGTATC 3'
5' TCTCCAGGCTCCTTGAAGTT 3'

5" ATGAGGTTTGACGGTGAGC 3'

5' CAGCATGGGAGATGGTAGG ¥’

5" AAGCTGGAGCTGTGAAGGTT 3’

5" AGACAGTGTTCGCAAAGCAG 3’

Sekil 7.1. RT-qPCR amplifikasyon kosullar

60 °C- 00:15:00

95 °C- 00:01:00
95 °C- 00:00:10
58 °C- 00:00:30
95 °C- 00:01:00

40 °C- 00:00:30 __J

L [ 40DONGO

3.4. Enzim ekstraktlarimin hazirlanmasi

Biitiin ekstraksiyon adimlan buz iizerinde gergeklestirilmistir. -80 °C” de saklanan
0,5 g bitki yapraklan 0,1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 1%
polyvinylpyrrolidine (PVP-40), 0,2% Triton X-100 ve 0,1 mM Phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF) iceren 1 ml potasyum fosfat tamponunda (pH 7,5) ekstrakte edilip
homojenat 14000 rpm de 4 °C” de 20 dakika santrifiij edilerek, siipernatant APX, SOD,
CAT, GR, POD aktivite tayinlerinde dogrudan kullanilmak {izere buza alinarak islemler
hizli bir sekilde gergeklestirildi. Enzim aktivitelerinin tayininden dnce siipernatanttaki
protein miktarlar1 Bradford yontemi yardimi ile belirlendi. Bu nedenle Pierce™

11
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Coomassie (Bradford) Protein Assay kiti kullanildi.
3.4.1. Siiperoksit dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz aktivitesi Nitro Blue Tetrazolyumun (NBT) fotokimyasal
rediiksiyonunu engelleme dzelligine dayanan yontemle lgiilecektir. Buna gore; S0 mM
fosfat tamponu (pH 7,8), 0.1 mM EDTA, 13 mM L-metionin, 75 uM NBT ¢ézeltilerinden
olusan analiz kanstm (185 pl) 96 kuyucuklu plakamn her bir goziine dagitilip
kuyucuklara 10 ul toplam protein izolat1 eklenmistir. Son olarak her bir kuyucuga 1mM
riboflavin (Sul) eklenerek reaksiyon baslatilacaktir. Tepkime karigimi pipetleme ile
karigtirilarak 15 dakika boyunca 5000Lx 1sik kaynagi altinda 25 °C’ de tutulmustur,
ardindan absorbans 560 nm'de mikroplate spektrofotometre ile belirlenmistir. Tiim
6rnekler 3 kat analiz edilmistir. Ayni sartlarda hazirlanan fakat karanlikta birakilan
karigim blank olarak, enzim ekstrakt: icermeyen karisim ise kontrol olarak kullamldi. Bir
tnite enzim aktivitesi (U), NBT indirgemesinin %50 inhibisyonu i¢in gereken enzim
miktandir (Yildirim ve Kaya 2017).

3.4.2. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz enzim aktivitesinin belirlenmesi, Bergmeyer (1970)’in metoduna gore
gerceklestirilmistir. H>O2’in miktarinda olusan azalma, 240 nm’de gosterdigi maksimum
absorbanstaki diisiisle belirlenmistir. CAT aktivitesi, dakikada harcanan pmol H20:
olarak ifade edilmistir.

3.4.3. Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

POD aktivitesi igin guaiacol oksidasyonu 470 nm de 1 dakika da absorbanstaki
artisa gore Ol¢iilecektir. Bu amagla 50 pl enzim ekstrakt1 kiivete alinacak ve ardindan
%00,2 guaiacol, %0,57 H>Oz i¢eren 100 mM posfat tamponunun (pH:7,0) 1ml sinin kiivete
eklenmesiyle reaksiyon baslatilmistir. Bir iinite enzim 470 nm de dakikada absorbansta
0,01 artisa sebep olan enzim miktandir (Chen vd. 2015).

3.4.4. Askorbat peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

APX miktarim belirlemek igin 50 mM potasyum fosfat tampon ve 0,25 mM
askorbik asit iceren reaksiyon ¢ozeltisinden 185 ul 6mek Costar marka UV-geciren 96
kuyucuklu plaka (Costar UV-Transparent 96 well Microplates) i¢ine alinmistir. Ardindan
10 pl bitki lizat1 kuyucuklara eklenerek, APX reaksiyonu her kuyucuga 5 pl 200 mM
H>02 eklenmesiyle baglatilmistir. Askorbat konsantrasyonundaki diigiis 290 nm’de 25
°C’de 5 dakika boyunca 49 saniye araliklarla kinetik okuma yapilarak kaydedilmistir.
H20: eklenmeden 6nce reaksiyon karisimi i¢in aym kosullarda yapilan spektrofotometrik
6l¢tim referans olarak kullanildi (Murshed vd. 2008).

3.4.5. Glutatyon rediiktaz aktivitesinin belirlenmesi
GR aktivitesi, Foyer ve Halliwell (1976)’in yontemine gore, 340 nm’deki

absorbans azalmasindan yola ¢ikilarak belirlenmistir. Spesifik enzim aktivitesi, dakikada
indirgenen 1 mmol okside glutasyon (GSSG) miktan olarak ifade edilmektedir.

12
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bor bitkilerin saglikli gelisimi ve biiyiimesi igin gerekli bir mikro elementtir.
Bununla birlikte tarimsal iiretimlerde veya sulama sularinda yetersiz ve toksik
konsantrasyonlar, iiretimdeki verimini ve kalitesini simirlandirmaktadir (Yoshinari ve
Takano 2017; Shireen vd. 2018). Cogu abiyotik stres kosulunda oldugu gibi bor
toksitesinde de reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusmaktadir (Foyer ve Shigeoka 2011).
Bitkide strese neden olan bor toksitesinin etkisinin azaltilmasi i¢in enzimatik ve
enzimatik olmayan mekanizmalar devreye girmektedir. Bu c¢alismada reaktif oksijen
tiirlerinin siipiiriilmesinde 6nemli bir yeri olan savunma enzimlerinin APX, GR, POD,
SOD ve CAT seviyeleri incelenmistir.

Yapilan pek c¢ok calismada selenyumun ¢ok az miktarda dahi savunma
mekanizmasinda reaktif oksijen tiirlerinin ortadan kaldirilmasinda abiyotik stres
kosullarindan kuraklik, tuz stresi, su, agir metal, UV 15181, diisiik sicaklik ve yiiksek
sicaklik uygulamalar altinda olumlu etki yaptigi bildirilmistir (Feng vd. 2013; El-
Ramady vd. 2016). Ancak bu konuda yapilan ¢alismalar abiyotik stres kosullarindaki etki
mekanizmasim belirlemede yetersiz kalmakta yine de literatiirde bor stresini azaltmada
selenyumun iyilestirici etkisinin bulundufu azda olsa ¢alisma bulunmaktadir. Bu
kapsamdaki literatiir azli§1 goz 6niine alindiginda, bu ¢alisma Se'nin B. napus bitkilerinde
B-stresi tizerindeki iyilestirici etkisini arastirmaya galismustir,

Bu kapsamda 12 giin boyunca bitki biiyiitme kabininde biiyiitiilmiis B. napus ssp.
oleifera (kanola) bitkileri 12 saat boyunca B ve / veya Se uygulamalari ile muamele edildi.
Uygulamalar sonucunda yaprak 6rnekleri gen ekspresyonu (APX, CAT, SOD, POD ve
GR), protein seviyeleri (APX, SOD ve POD) ve hiicresel diizeyde oksidatif zararin
belirtisi olarak da MDA konsantrasyonlarinin Sl¢timleri icin alindi. Her antioksidan
genin ekspresyon seviyeleri, bireysel (B veya Se) veya kombine (B + Se) uygulamalari
altinda incelenmistir. Bireysel uygulamalar (L basina) 1.5 g B, 3 g B, 3 mg Se ve 6 mg
Se, kombine uygulamalarda ise 1.5 g B+ 3 mg Se, 1.5 g B+ 6 mg Se, 3 g B + 3 mg Se
ve 3 g B + 6 mg Se igermektedir. Ali vd. (2015) antioksidan genlerinin ifadesinde basarih
sonug aldiklan primer dizaynlar1 kullanilmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda B, napus’
da referans genlerden biri olarak bildirilen PPR geni RT-qPCR' da kontrol olarak
kullanildi (Yang vd. 2014).

B. napus bitkilerine yapilan bor uygulamalan (1.5 g B, 3 g B) sonucu olugan stres
semptomlar1 gbzlemlenmistir (Sekil 8.1). Gelisimin ilk asamalarinda bor toksitesi
semptomlarinin ayirt edilebilmesi zor olmaktadir. Ancak yaprak B icerigi ile toksisitenin
siddeti arasinda dogrudan bir iligki vardir. Bu nedenle, B toksisitesinin teshisi esas olarak
bitki yapraklarindan yapilir (Reid 2013; Princi vd. 2015). Yaprak uglarinda yanma ve
nekroz goriilmesi bor toksisitesinin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Roessner vd. 2006; Sutton vd. 2007; Reid ve Fitzpatrick 2009; Reid 2013; Princi vd.
2015). Bu ¢alismada gozlenen morfolojik degisiklikler (Sekil 8.1), literatiirdeki kurutma
yaprak uclarinda kuruma ve yaprak yanmasi B toksisite semptomlarina benzemektedir.
Ozellikle, 3 g L' B uygulamas: agikca bir yapragin asagiya dogru ¢ekilmesine neden
olmustur ve yapraklarimin uglarinda kuruma go6zlemlememiz literatiir bilgileriyle
eslesmektedir.

13



BULGULAR VE TARTISMA 0. OZEN

3mg/LSe 6 mg/L Se 1,5g/LB+3mg/LSe

1,5g/LB+6 mg/LSe SN 3g/1B+3mg/tse MM 3g/LB+6mg/lSe

a

Sekil 8.1. B. napus bitkilerinde 12 saatlik bireysel (B veya Se) ve kombine (B + Se)
uygulamalanimn etkileri

Stres kosullan altinda, bitkilerde meydana gelen ana degisikliklerden bir digeri
antioksidan enzim genlerinin seviyesinde yukari veya asag regiilasyonu vardir. Cesitli
stres kosullan altindaki bitkilere Se destekli uygulamalar sonucunda antioksidan enzim
seviyelerine bakildiginda farkliliklar bildirilmistir.

Bu ¢alismada, APX, CAT, SOD, POD ve GR antioksidan genlerinin verilen
uygulamalar altinda esas olarak asag1 dogru regiile edildigi bulunmustur (Sekil 9.1). APX
gen ekspresyonunda, kombine uygulamalardan 1.5 g B + 6 mg Se ve 3 g B + 6 mg Se
uygulamalarinda sirasiyla %33 ve %40 artis gosterdi. Sadece B veya Se uygulamasi ya
da 3 mg Se igeren diger kombine uygulamalar, APX gen ifadesinde bir artisa neden
olmamustir. Kolza bitkisinde kuraklik stresine, Se uygulamalari sonucunda APX, DHAR,
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MDHAR, GR, GST, GPX ve CAT gibi antioksidan enzim seviyelerinde artis gosterdigi
(Hasanuzzaman ve Fujita 2011), bugday bitkisine 1 ve 5 uM sodyum selenit ya da
sodyum selanat uygulamalarinda APX seviyelerinde artisa yol aghf aynca diisiik
dozlarda selenyumun bitkide gelisimini arttirdig1 bildirmislerdir (Boldrin vd. 2016). Bu
nedenle ¢alismamzda Se konsantrasyonun en fazla oldugu 6 mg /L Se, APX indiiksiyonu
igin optimal bir konsantrasyon olabilir.

1,60
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1,20 - .
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0,80 ol
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0,00 '~
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Sekil 9.1. B. napus bitkilerinde APX, CAT, SOD, POD ve GR genlerinin 12 saatlik
bireysel (B veya Se) ve kombine (B + Se) uygulamalarinda yapraktan ifade profilleri.

Kantifikasyon RT-qPCR ile yapildi. Veriler, daha iyi sunum i¢in hem kat degisim
(yukarida) hem de log> (asagida) ifadesi degerleri olarak temsil edilir

Ayrica tim uygulamalarda GR geninin asag regiile edildigi kaydedilmistir. Bu
noktada bizim ¢alismamidan farkli olarak, bugday ve arpa bitkilerine farkli dozlarda
selenyum uygulamasi sonucu SOD, GR, CAT, APX seviyelerinde artis gézlemlemelerini
selenyum dozunun yiiksekligi nedeniyle toksik etki gosterdiklerini bildirmislerdir (Cakir
2007; Gékbulut 2010). Kuraklik stresi altinda dayanikli ve hassas iki pamuk ¢esidinde
yapilan bir ¢alismada dayaniksiz gesitte MDA seviyelerinde degisim goézlemlenmezken
dayamikh gesitin MDA seviyelerinde degisim olmadigi halde GR ve prolin igerigindeki
artig oldugu bildirilmistir (Zhang vd. 2013). Bahsi gegen ¢alismaya gére bizim verilerimiz
bitkilerin stres altinda reaktif oksijen tlirlerini ortadan kaldirmaya ¢alishgim
gostermektedir.

Yaptigmmiz ¢alismada 1,5 g B + 3 mg Se uygulamasi sonucunda SOD hafif
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arttirtlmis ekspresyon seviyesi géstermistir. Bununla birlikte hem GR hem de SOD
genleri ifadelerinde, bireysel 3 mg ve 6 mg Se uygulamalari, 1.5 g ve 3 g B
uygulamalarina gore daha fazla regiile edilmesine yol agmistir. Se uygulamas: sonucu bu
azaltilmig gen ifadeleri, baskilanmis ROS aktivitesi ile iliskilendirilebilir. Boylece Se'nin
stres tizerindeki etkisini hafiflettigini diisinmekteyiz. Ornegin kolza tohumundaki
kuraklik stresine selenyum uygulamalarinda APX, CAT ve POD (Duan vd. 2014),
sorgumda tuzluluk stresini azaltilmasinda Se uygulamasinda CAT, SOD ve POX enzim
seviyelerinde artig gézlemlenmesi (Djanaguiraman vd. 2010), bir bagka ¢alismada gene
kuraklik stresinde farkli bugday gesitlerinde POD, SOD ve CAT enzim seviyelerinde artis
gozlemlendigi bunun gibi pek ¢ok ¢alismada bildirilmistir (Wang 2011).

CAT geninin 3 g B, 3 mg Se ve 3 g B + 6 mg Se uygulamalarinda, digerlerinde
ise asag1 regiile edildigi bulunmustur. Ozellikle, 1.5 g'den 3 g'ye kadar olan bor artis1,
CAT ifadesini (~%43) Onemli Olciide arttirdi, bu, uygulanan oksidatif stres ile
iligkilendirilebilir. Selenyumun diger bir abiyotik stres kosullarinda (kuraklik) etkisini
belirlemek i¢in yapilan bir diger ¢alismada yiiksek selenyum doz uygulamalarinda CAT,
POD, MDA igeriklerini azaltildif1 ancak diisiik konsantrasyonlardaki uygulamalarin tam
tersi etki gdsterdigi bildirilmistir (Yao vd. 2009). Ayrica en farkh ifade POD geninde
gozlendi; 1.5 g B uygulamasi, POD ifadesinde %21 artisa neden olurken, 3 g B + 6 mg
Se uygulamasi ifadesinde %62 diigiise neden oldu. Bunun disinda limon otunda tuzluluk
stresine 10 uM Se uygulayarak bitkinin gelisimi iizerindeki inhibisyonun kalktig1 ayrica
POD ve GPX enzim seviyelerinde artis gozlemlendigi bildirilmistir (Habibi vd. 2015).

Ote yandan, 6lgiilen toplam yaprak APX, SOD ve POD proteinlerinin miktarlari,
mRNA seviyeleri ile daha az korelasyon gostermistir (Sekil 10.1). Bu ekspresyon
seviyeleri sadece verilen genin tek bir iiyesi igin Ol¢iildii, ancak protein miktarlar,
belirtilen sartlar altinda ifade edilen tim iiyelerin konsantrasyonlan dahil olarak test
edildi.

Diger birgok calisma, mRNA ve protein seviyelerindeki degisikliklerin, farkli
asamalardaki regiilasyon kontrolleri nedeniyle her zaman iyi korelasyon géstermedigini
gostermistir (Vogel ve Marcotte 2012; Silva ve Vogel 2016). Burada, bireysel 6 mg 'Se
Se uygulamasi, en yitksek APX enzim aktivitesini ve ardindan 3 mg™”' Se'yi géstermistir
(Sekil 10.1a). Bu, Se' nin kendisinin bagka stres faktorlerinin yoklugunda strese neden
olabilecegi anlamina gelir.

Bununla birlikte, kombine oldugu gibi diger stres faktorleri ile birlikte
uygulandifinda Se, APX aktivitesinin azaltilmasim, daha az ROS aktivitesi ve dolayisiyla
Se'nin pozitif etkisiyle iliskili olabilir. Bunun yam sira, SOD proteini i¢in, sirasiyla en
yiiksek enzim aktiviteleri ile bireysel 1.5 g L' B ve 6 mg L' Se uygulamalan
kaydedilmistir (Sekil 10.1b).

POD aktivitesinde de benzer sonuglar gdzlendi (Sekil 10.1c). Tiim bunlar Se'nin
hafifletici etkisinin bir sekilde stres faktoriiniin varliina bagh olabilecegini ve aksi halde
Se'nin kendisinin bir stres etkeni olarak antioksidan mekanizmay: tetikleyebilecegini
gostermektedir.

Lipid peroksidasyonu, bir stres faktérii tarafindan uygulanan hiicresel
membranlardaki  oksidatif hasarin  kapsamindan = kaynaklanmaktadir.  Lipid
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peroksidasyonunun bir yan iiriinli olan MDA, bitki stres seviyeleri ile
iligkilendirilmektedir (Chen ve Zhang 2015; Sheoran vd. 2015; Wang vd. 2015).
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Sekil 10.1. B. napus bitkilerinde 12 saatlik bireysel (B veya Se) ve kombine (B + Se)
uygulamalan sonras1 APX (A), SOD (B), POD (C) ve MDA (D) yapraktaki
konsantrasyonlari

Bu caligmada, MDA miktarlan sadece 1.5 g L'! B uygulamasinda 6nemli §lgiide
arttinlirken, diger uygulamalardaki miktarlari kontrol gruplarina benzer ya da daha
disiiktii (Sekil 10.1d). Kavunda tuzluluk stresi uygulamasinda selenyumun etkisini
belirlemek igin yapilan ¢calismada POD ve SOD seviyelerindeki artmasiyla birlikte MDA
seviyelerinde azalmaya neden oldugunu gostermislerdir (Habibi 2013). Aym ekibin
yaptig1 kuraklik stresi uygulamasi sonucunda elde ettigi verilere gére POD, CAT, APX
seviyelerindeki artisa ragmen MDA seviyelerinde kontrole gére degisiklik olmadi
gdzlemlenmistir. Bu galismalar ayrica, Se varliginda stres faktorlerine kars1 antioksidan
enzimin tepkilerinin, stres diizeylerine (i), uygulanan Se konsantrasyonlarina (ii) ve
enzim varyantlarina (i) bagli oldufunu géstermistir. ilk olarak, bitkiler dusiik stres
diizeyleriyle basa c¢ikabilir; bununla birlikte, yiiksek dozlarda ROS'a kar51 enzim
aktivitelerinin artmas: gerekir. Ikinci olarak, antioksidan enzim aktiviteleri, dusuk Se
konsantrasyonlarinda faydali olmasina ragmen, yiiksek Se uygulamas: enzim aktivitesini
arttinr. Uglinciisii, enzim varyant1 veya kofaktor tipi, reglilasyonun nasil degistirildigi
konusunda ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir,

Genel olarak stres toleransi, farkli antioksidan enzimlerin sinerjitik
koordinasyonuyla saglanmaktadir. Bununla birlikte, bu ¢alismada antioksidan enzimler
cogunlukla asagi regiilasyon gostermistir ve daha ilging olarak, bireysel B
uygulamalarimin, ¢ogu uygulamada antioksidan genlerin ekspresyonunu arttirmadig da
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gbzlenmistir.

Gen ifadelerindeki asag regiilasyonlar, verilen B dozlan siiresinin kisaca yeterli
ROS uyarmak veya ROS, ifadelerin olgiildiigli zaman noktasindan Once ¢oktan
temizlendigini diisinmekteyiz. Bu aciklama, morfolojik gézlemlerinde B-toksisitesi
semptomlarin ortaya ¢iktigim ortaya ¢ikarmasindan dolay: daha uygun goriinmektedir.
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6. SONUCLAR

Bor temel bir mikro besin maddesidir, ancak toksisitesi bitki verimliligini olumsuz
yonde etkiler. Bununla basa ¢ikarken, bitkilere sinerjik koordinasyonu stres toleransi ile
sonuglanan gesitli etkili antioksidan enzimler verilir. Ek olarak, stres kosullari altinda
optimal Se takviyesinin, bu enzimlerin temizleyici rollerini daha fazla destekledigi de
gosterilmistir. Bu ¢alisma, Se'nin B stresi altindaki iyilestirici etkisini ortaya ¢ikarmak
igin yaptlmustir.

Bu noktada tezimizde antioksidan enzim genlerinin ¢ogu esasen asag regiilasyon
gostermistir, ancak protein seviyeleri ve mRNA seviyelerinin tamamen eslesmedigini
diistiniiyoruz. Bunu agiklamak i¢in farkli senaryolar 6nerilebilir, ancak bunun arkasindaki
gergek nedeni anlamak igin farkli bireysel ve kombine stres konsantrasyonlan altinda
daha fazla molekiiler diizeyde ¢alisma yapilmasi gerekir. Denememizde bitkilere
uygulanan stres kogulu ve miktan bitkide toksite semptomlarmi gostermis olsada
metabolik siirecin anlagilmasinda anahtar, antioksidan enzim ifadelerinin yerine MDA
Slglimlerindeki artis ya da azalmamn oldugunu bildirmekteyiz.

Elde edilen veriler literatiir bulgulariyla hem ¢elismekte hemde dogrulamaktadir.
Farkl1 bitki tiirlerinde yapilmis stres ¢alismalarinda Se uygulamalarninin koruyucu etki
gosterdigi ancak antioksidan enzim seviyelerinde degisiklik olmadifi bilinmektedir.
Tezimizde, uygulamalarin antioksidan genleri ifadelerine bakarak abiyotik stres
kosullarinda Se dogrudan koruyucu etkisinin oldugunu sdyleyememekteyiz. Ancak
uygulanan Se konsantrasyonlarinin Se hiperakiimiilatorii olarak bilinen Brasssica tiirleri
i¢in temel olacagim diisiinmekteyiz. Bu baglamda, bu ¢alisma, Se'nin B-stres kosullarinda
iyilestirici roliinii incelemeyi amaglayan gelecekteki ¢aligmalar i¢in bir 6n temel bilgi
saglamustir.
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