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o B (DO

Arastirmada siyah meyveli bir mahalli gesit olan ‘tath mersin’ genotipinin sirgln uglari
materyal olarak kullanilmigtir. Bu galisma ile ortama eklenen bor konsantrasyonlarindan
toksisite problemi yaratabilecek bor (B) uygulamalari ile olasi B stresi altinda mersin
bitkisinin morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerdeki degisimleri incelenmistir. Bu amacla 6
farkh borik asit (H3BOs) dozu (12.4 mg L?, 18.6 mg L, 24.8 mg L', 31 mg L, 37.2 mg LY,
43.4 mg L) Murashige ve Skoog (MS) ortamina eklenmis ve kontrol grubu ile birlikte
bitkilerin gelisimleri takip edilmistir. Arastirmada kontrol ortamindaki bitkilere yalnizca MS
ortam igerigindeki standart B miktari (6.2 mg L) ilave edilmistir. Arastirmada, en yiiksek
prolin miktari 43.4 mg L'! uygulamasinda 11.6 pg ml olarak elde edilirken, en disiik prolin
miktari kontrol grubunda 3.3 ug ml? olarak belirlenmistir. Askorbat peroksidaz (APX),
stperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POD) enzim aktiviteleri uygulama dozlari arttik¢a
yukselmis, en disiuk deger kontrol grubundaki bitkilerde belirlenmistir. Sonug olarak;
yetistirme ortamina eklenen H3BOs miktari arttikga 6zellikle askorbat peroksidaz, katalaz,
sUperoksit dismutaz ve peroksidaz gibi stres mekanizmasinda rol alan enzimatik
antioksidan aktivitelerinde 6nemli derecede artis gézlenmistir.

ABSTRACT

In this study, shoot tips of the 'sweet myrtle' genotype which is a local variety with black
fruits, were used as study material. It was aimed to determine the level of boron (B) that
may cause toxicity problems from six different B concentrations added to the growing
media and the changes in biochemical properties of myrtle plants under possible boron
stress were examined. Six different boric acid (HsBOs) doses (12.4 mg L, 18.6 mg L%, 24.8
mg L', 31 mg LY, 37.2 mg L, 43.4 mg L) was added to the Murashige and Skoog (MS)
medium and the development of the plants was compared with the control group. Only
standard B content (6.2 mg L) was added in the MS medium to the plants in the control
group. As a result of examining the statistical evaluations; the highest proline amount was
obtained as 11.6 pg ml™ in 43.4 mg L™ application in the media which has the highest H3BO3
concentration, whereas the lowest proline amount was determined as 3.3 pg ml? in the
control group. Ascorbat peroxidase, superoxide dismutase, peroxidase enzyme activities
increased as the application doses increased and the lowest value was determined in the
plants in the control group. As the amount of B added to the growing medium increased,
a significant increase was observed in the enzymatic antioxidant activities that play a role
in the stress mechanism, especially ascorbat peroxidase, catalase, superoxide dismutase,
peroxidase. As a result of the study, it was determined that the tolerance limits of the
myrtle plant against boron stress were high.
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GiRIS

Mersin bitkisi Myrtaceae familyasinin Myrtus communis L. tiirii igerisinde yer almaktadir. Bu tiir Akdeniz Bolgesi'ne
0zgl bitki 6rtisi icerisinde yer almakta ve bitki genellikle agac¢ ya da kisa ¢ali formunda, her zaman yesil olan ¢ok
yillik bir bitkidir. Bu tiiriin bitkileri Antalya, Adana, Hatay, istanbul, Sinop, Zonguldak, Samsun, Ordu, Trabzon,
Canakkale, izmir, Mugla ve icel taraflarinda sik¢ca gériilmekte ve “Mersin” ismiyle taninmasina karsin bilhassa giiney
sahillerinde “murt”, “adi mersin” ve “hambeles” isimleriyle de bilinmekte (Aydin & Ozcan, 2007) hatta baz
yorelerde yapragina “bahar” da denmektedir (Ogur, 1994). Mersin bitkisinin meyveleri Gziimsi meyve tipinde,
beyaz ve siyah renkli olup sonbaharda (Ekim-Aralik) olgunlasmaktadir. Mersin meyvesi; tanen, ugucu yag, organik
asitler (sitrik ve malik asit) ve seker ihtiva etmektedir (Erlagin & Erciyas, 1978). Mersinin hicbir ¢cesidi tescil edilmemis
ve isimlendirilmemistir. Ancak ‘asi’ ifadesi; kilttiri yapilan tstiin 6zellikli cesitler icin kullanilmaktadir. Yabani beyaz
veya siyah mersinler kiiglik meyvelilerdir. Siyah mersin (asi) ise kismen biyik meyveli ve siyah olan mersin
bitkilerinden olusur (Yegin & Uzun, 2015). Son yillarda, saglik agisindan yararlarinin saptanmasi ile birlikte ylksek
antioksidan kapasitesi ve icerdigi biyokimyasallar dolayisi ile siyah renkli meyvelere de ilgi artmistir. ilginin giderek
artmasinin sebepleri arasinda bitkinin kolay yetistirilebilmesi, dikkate deger bir hastalik ve zararlisinin olmamasi ve
organik tarim icin uygun olmasi da gosterilebilir. Mersin meyvesinin besin degerinin iyi olmasi, yaprak ve
meyvelerinin genis bir alanda kullanihyor olmasi (sofralik, likdr yapimi, ¢ay, ugucu yag eldesi vb.) Gretiminin
artirilmasina ortam hazirlamaktadir.

GUnUmuzde ¢alismalar, antioksidan, antimikrobiyal ve mutajen ozellikleri olan tibbi ve aromatik bitkilerin saghga
yararl islevleri Uzerine odaklanmistir (Serce ve ark., 2010). Mersin bitkisi gerek yaprak gerek meyve icerigi
bakimindan beslenmede 6nemli degerlere sahiptir. Fakat llkemizde kiiltiiriinden ¢ok dogadan toplayicilik ile
piyasaya Urin sunulmaktadir. Ancak gerekli calismalar yapilip, mersin bitkisi ve meyvesi yetistiriciligi konusunda
daha fazla bilgiye sahip olunmasi ile daha kaliteli ve ayni zamanda igerik bakimindan zengin bitkilerin (yaprak, meyve
vb. acisindan) yetistiriimesine olanak saglanacaktir.

Kalttra yapilan bazi mersin gesitlerinin, yerel pazarlarda alici bulmasina karsin Tiirkiye’deki yetistirme alani ve
Uretim miktarlarina iliskin kayitlara rastlanmamistir. Mersin bitkisinin kiltirinin yapilmasi hem kaliteli Grin
bazinda hem de dogadaki tretimin kontrollii olmasi anlaminda 6nem arz etmektedir. Kiltiirliniin yapilabilmesi icin
bitkinin istekleri, cevreyle iliskisi, stres kosullarina dayanimi gibi konularin bilinmesi vyetistiricilikte avantaj
saglayacaktir.

Bitkiler yasamlari stiresince tuzluluk, ultra viole 1sinlar, distk ve yliksek sicakliklar, kuraklik ve toksik metal iyonlari
gibi bircok cevresel strese maruz kalmaktadir. Bu stres faktorleri bircok canlilik olayini (blylime, bitki gelisimi,
ciceklenme, meyve verimi ve lUreme gibi) olumsuz etkilemektedir (Hayat ve ark., 2012). Wilkinson (1994)’a gbre
stresin sebebi ne olursa olsun, bitkiler hayatlarini devam ettirebilmek icin fazlasiyla caba gosterirler ve bu etkenlere
karsi tepki olustururlar. Strese karsi gosterilen direng sonucunda bitkide biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiler
seviyede bir takim degisiklikler meydana gelmektedir (Sairam & Tyagi, 2004). Kendilerine karsi strese sebep
olabilecek olumsuz bir faktorle karsilasan bitkilerin yapilarinda reaktif oksijen tlrevleri (ROS) olarak adlandirilan
molekil veya atomlar olusmaktadir. Kurakhk, tuzluluk, asiri sicaklar gibi abiyotik stresler, bitkilerin blyimesini,
gelismesini ve verimini olumsuz etkilemektedir. Gelecekte tath su kithiginin artacagi ve bu durumun bir sonucu
olarak abiyotik streslerin yogunlugun bir sekilde gorilecegi tahmin edilmektedir. Bu nedenle, dniimizdeki yillarda
gida guvenligini saglamak icin abiyotik streslere toleransli Griin gesitlerinin gelistirilmesi ihtiyaci mevcuttur (Gong
ve ark., 2005).

Ulkemizde atiklarla kirletilmis olan akarsularin sulama amach olarak kullanilmalari sonucu bazi bélgelerimizin
topraklarinda ¢ogunlukla bor (B) kirliligi ve bu bolgelerde yetistirilen bitkilerde gérilen B toksisitesi problemleri
olusmaktadir (Eraydin, 2000; Cevik & Tari, 2019). Bitkisel Gretimi kisitlayan B toksisitesi dGnemli miktarlarda Grin
zararina sebep olacak bir beslenme problemi olarak goériilmektedir. Bu ylizden olumsuz toprak sartlarina toleransi

47


http://dergipark.gov.tr/mkutbd

MKU. Tar. Bil. Derg. / MKU. J. Agric. Sci. 2023, 28(1): 46-58 Arastirma Makalesi / Research Article

ylksek olan bitki tir ve gesitlerini degerlendirmek veya bitki besin maddelerinin birbirleri ile etkilesimlerden
faydalanarak bu sorunla basetmek miumkin olacaktir (Soy & Giines, 2003).

Bitki tdrlerinin yani sira tirler igcindeki genotipler de B gereksinimleri agisindan énemli farkhliklar gosterir (Akan ve
ark., 2022; Odemis & Uncu, 2022). Bir bitki icin eksik olan B miktari, baska bir bitki icin toksik olabilmektedir (Brdar-
Jokanovi¢, 2020). Cift cenekli bitkiler nispeten daha diisiik B gereksinimlerine sahiptir ve yiiksek dozda B’a karsi
daha az toleranslidirlar (Berger, 1949). Tolerans mekanizmasinda etkili olan bir takim kimyasallar stres durumunda
bitki tarafindan sentezlenir. Sekonder metabolit adi verilen bu maddeler, bitkinin dis kosullara uyum saglamasi
bakimindan oldukga 6nemli olup, birgok biyoteknolojik uygulama igin de ilgi ¢ekicidir (Wink, 2009). Bitkiler genellikle
ortlaltinda veya acik arazilerde vyetistiriimekte olup, bu bitkilerden bazi bilesenlerin ekstraksiyonlari da
saglanmaktadir. Birgok tiir icin yeni cesitler gelistirilip, gelistirilen cesitlerin verimlerinin ve kalitesinin artmis olmasi
onem teskil etmektedir. Bu durumda in vitro tekniklerin (mikrogogaltma, hiicre kiltdrleri vs.) kullanilmasinin
oldukca 6nemli oldugu goriilmektedir. Cogu sekonder metabolit sentez reaksiyonlari, besin miktari, 1sik, stres
faktorleri, biylime dizenleyiciler gibi abiyotik etmenlerle degistirilebilir (Vuran & Tirker, 2021). Doku kiiltiriinde
sekonder metabolit Gretimi de biyotik ve abiyotik stres etmenlerinin tesiri altindadir (Akula & Ravishankar, 2011).
Sekonder metobolitler tutkal, boya, elyaf, yag, ilaclar, aroma ve parfiim icerisinde olmak lzere ¢ok miktarda
endustriyel alanda kullaniimaktadir. Ayrica biyolojik niteliklerinin bilinmesi ile yeni ilag, insektisit, herbisitlerin ve
antibiyotik arayisini da hizlandirmistir (Zinkel & Russell, 1989; Dawson, 1994).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak B’un optimum ve toksik miktarlarinin kontrollii kosullarda belirlenmesi ileride
yasanabilecek su ve toprak kaynakli B problemlerinde yol gosterici olacaktir. Bu nedenle, kontrolli kosullarin
saglanabilmesi icin bu calismada bitki doku kiltiirii ydntemi ile calisma planlanmistir. Ulkemizin mersin bitkisi ve
meyvesi yetistiriciligine uygun kosullari gbz 6nlinde bulunduruldugunda, Ustlin 6zellikteki tiplerin ¢ogaltimi ve bu
sayede yetistiriciliginin ekonomik diizeyde yapilabilmesi ile fayda saglayacaktir. Ayni zamanda giinden gline artan B
toksisitesi tehdidi ile karsi karsiya olan alanlarda degerlendirilebilecek bir alternatif irlin ortaya konulacaktir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Arastirmada materyal olarak, Ureticiler tarafindan asilanarak Gretimi yapilmakta olan “tatli mersin” isimli yerel
¢esidin sirgin uglari kullanilmistir. Eksplantlar, nisan ayinda yaklasik 2-3 cm boyunda alinip, uygun kosullarda
laboratuvara getirilmis ve dikimi yapilmistir.

Yéntem

Materyal hazirligi ve ortamlarin hazirlanmasi

Aktif bliyiime donemi olan Nisan ayinda alinan 2-3 cm uzunlugundaki stirgiin uglari buz kutular icerisinde
laboratuvara getirilmistir. Alinan eksplantlar énce %70'lik etil alkolde 1.5 dakika tutulduktan sonra alkolden
arindirmak icin 2 kere steril distile su ile yikanmistir. Sonraki asamada eksplantlar ticari sodyum hipokloritin (NaOCl)
(%5 Cl) %20’lik ¢ozeltisi icerisinde 15 dakika siire ile sterilize edilmis ve ardindan 3 kez 5’er dakika steril distile suda
calkalanarak NaOCI’ den arindirma islemi yapilmistir. Alt kiltiir igin besin ortamlari hazirlanirken (Cizelge 1) 4.43 g
L hazir Murashige ve Skoog (MS) ortami icerisine 30 g L™ sakkaroz eklenip iyice eritildikten sonra 1 mg L*
Benzilamino piirin (BAP) ve 0.1 mg L Indolbiitirik asit (IBA) eklenen ortamin pH’si, seyreltilmis sodyum hidroksit
(NaOH) ve/veya hidrojen kloriirden (HCI) faydalanilarak 5.8’e ayarlanmistir. 6 g L' agar eklendikten sonra agarin
¢6zinmesi ve besi ortamina esit bir sekilde dagilmasi icin mikrodalga firin kullanilmistir. Her bir kiltir kabina
yaklasik olarak 20 ml olacak sekilde paylastirilmis, daha sonra Gzerleri kapatilan kaplar, otoklavda 121°C’'de 15
dakika stre ile bekletilerek sterilize edilmistir.
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Cizelge 1. MS besi ortami icerigi (Murashige & Skoog, 1962)
Table 1. MS nutrient medium content (Murashige & Skoog, 1962)

Kimyasal

Konsantrasyon (mg L)

Amonyum nitrat (NH4NOs) 1650
Potasyum nitrat (KNOs) 1900
Potasyum fosfat (KH,PO,) 170
Magnezyum siilfat (MgS047H,0) 370
Kalsiyum klorit (CaCl,H,0) 440 440
Potasyum iyot (KI) 0.83
Borik asit (H3BOs) 6.2
Cinko sulfat (ZnSO,7H,0) 8.6
Mangan silfat (MnS0O44H,0) 22.3
Sodyum molibdat (Na;Mo042H,0) 0.25
Bakir sulfat (CuSO45H,0) 0.025
Kobalt klorit (CoCl,6H,0) 0.025
EDTA disodyum (Na,EDTA) 37.2
Demir siilfat (FeSO47H,0) 27.8
Tiamin hidroklor (Thiamine HCI) 0.1
Pyridoksin 0.5
Nikotinik asit 0.5
Glisin 2
Myo-inositol (C¢H1,06) 100

Eksplantlarin dikilmesi ve yeterli cogaltim materyalinin elde edilmesi

Eksplantlarin sterilizasyonundan sonra yaklasik 1 cm boyundaki stirgiin uglari steril kabin igerisinde hazirlanan besi
ortamlarina dikilmistir. In vitro stirglinler, cogaltma ortaminda alt kiltlire alinarak deneme igin yeterli sayida bitkicik
elde edilene kadar ¢ogaltma islemine devam edilmistir. Daha sonra elde edilen kiltirlerden alinan bitkicikler,
uygulama sirasinda problem yaratmamasi agisindan fenolik madde salgisi duruncaya kadar herhangi bir bitki
biyime diizenleyici (BBD) icermeyen ortama (4.43 gr L' MS + 30 gr L sakkaroz + 6 g L' agar) dikilmistir. Stirgiin
uclari yogun fenolik madde salgisinin devam ettigi 4 giin boyunca bu besin ortaminda tutulmus daha sonra deneme
ortamlarina alinmigtir.

Deneme ortamlarinin hazirlanmasi
Calismada 6 farkli borik asit (H3BOs) dozunu igeren besin ortami kontrol grubu ile birlikte kullaniimistir (Cizelge 2)
ve uygulamalar yapilmistir.

Cizelge 2. Arastirmada kullanilan borik asit dozlari
Table 2. Boric acid doses used in the study

Uygulamalar*

6.2 mg L™t H3BOs iceren MS ortami (Kontrol)
12.4 mg L't H3BOs iceren MS ortami

18.6 mg L H3BOs iceren MS ortami

24.8 mg L't H3BOs iceren MS ortami

31 mg L't HsBOs iceren MS ortami

37.2 mg LY H3BOs iceren MS ortami

43.4 mg L™ H3BO;s iceren MS ortami

*Tim besin ortamlarina 4.43 g LY hazir MS, 6 g L't agar, 30 g L' sakkaroz, 1 mg L2 BAP ve 0.1 mg L't IBA ilavesi yapilmistir.
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Kaltir odasinda ortam sicakliginin 25+2°C’de sabit kalabilmesi icin sicaklik kontrol sistemi (klima ve termostat) yer
almaktadir. Ayrica zaman ayarlayici yardimiyla fotoperiyot 8 saat karanlik, 16 saat aydinlk olacak sekilde ayarlanmis
ve 150+10 pmol m2s?! yogunlukta beyaz 1sik kullanilimistir.

Arastirma 3 tekerrirli olarak dizenlenmis, her bir tekerriirde 3 adet kiltlr kabi, her kapta 4 adet eksplant
kullanilmistir. Kilttre alinan bitkiler 16 saat aydinlik ve 25°C’ye ayarli iklim odasinda inkiibasyona tabii tutulmustur.
25 giin bu sartlarda tutulan bitkicikler daha sonra ayni icerikteki ortamlara aktariimistir. 25 giin de yeni ortamlarinda
inklibasyona tabii tutulan bitkicikler analizler icin gerekli buylmeyi 50 gliniin sonunda tamamlamistir. Morfolojik
Olglim ve gozlemler yapildiktan sonra biyokimyasal analizler igin stirglinler -20°C’de saklanmistir.

Uygulamalarin biyokimyasal iceriklere etkisi

Toplam fenolik madde igerigi

Toplam fenolik iceriginin tayininde Singleton ve Rossi (1965)'nin Folin-Ciocalteau yontemi kullanilmistir. Gallik asit
standardina gore sonugclar hesaplanmis ve mg GAE g* olarak ifade edilmistir.

Toplam flavonoid madde igerigi
Toplam flavonoid madde igerigi Zhishen ve ark. (1999)’in belirttigi metodla tayin edilmistir. Katesin standardi
yardimiyla sonuclar hesaplanip mg catechin g olarak ifade edilmistir.

Karotenoid miktarinin belirlenmesi
Karotenoid konsantrasyonu; Arnon (1949)’a gore belirlenmistir. Toplam karotenoid igerigi, taze agirlik Gizerinden
Lichtenthaler ve Wellburn (1983)’e gére mg g™* cinsinden hesaplanmustir.

Prolin miktarinin belirlenmesi
Prolin miktari Bates ve ark. (1973)’nin methoduna gére analiz yapilmistir. Sonuclar ug mltseklinde ifade edilmis ve
D-Proline standardi yardimi ile hesaplanmistir.

Toplam ¢éziinebilir protein igerigi
Hartree (1972)'nin belirttigi metoda gbre toplam protein tayini yapilmistir. Bovin serum albimin (BSA)
standardizasyonu ile sonuglar hesaplanmis ve mg g cinsinden ifade edilmistir.

Lipid peroksidasyon miktarinin belirlenmesi
Lipid peroksidasyonu Jiang ve ark. (2010)'nin bildirdigi yénteme gore yapilmistir.

Hidrojen peroksit (H,0;) miktarinin belirlenmesi
Hidrojen peroksit miktari Sergiev ve ark. (1997) nin belirttigi yénteme gore yapilmistir.

Antioksidan enzim aktiviteleri

Askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesi

Askorbat peroksidaz analizi Nakano ve ark. (1981)’in belirttigi ydnteme gore analiz edilmistir. Sonuclar mol mint g
! protein olarak ifade edilmistir.

Katalaz (CAT) enzim aktivitesi

Katalaz enzim aktivitesi Beers ve ark. (1952)'nin belirttigi metoda gére yapilmistir. Sonuglar U (iinite) g protein
olarak ifade edilmistir.

50


http://dergipark.gov.tr/mkutbd

MKU. Tar. Bil. Derg. / MKU. J. Agric. Sci. 2023, 28(1): 46-58 Arastirma Makalesi / Research Article

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi
Superoksit dismutaz enzim aktivitesi Jiang ve ark. (2010)’'nin belirttigi yonteme gore belirlenmistir. Sonuglar U
(inite) mg? protein olarak ifade edilmistir.

Peroksidaz (POD) enzim aktivitesi
Peroksidaz enzim aktivitesi Jiang ve ark. (2010)’nin bildirdigi yonteme gére belirlenmistir. Sonuglar AAse min™ mg?
protein olarak ifade edilmistir.

Toplam antioksidan kapasitesi
Toplam antioksidan kapasitesi Kumaran & Karunakaran (2006) tarafindan bildirilen DPPH y&ntemine goére
yapilmistir. Sonuglar mg TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) g* olarak ifade edilmistir.

istatistik analizler

Arastirma tesadif parselleri deneme deseninde gore ve 3 tekerrirli olarak planlanmistir. Elde edilen sonuclar
Minitab 17 paket programi ile varyans analizine tabi tutulmustur. Elde edilen sonuclar Tukey coklu karsilastirma
testine gore degerlendirilmis ve 6nemli ¢cikan farkliliklar harfler ile gosterilerek belirlenmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Borik asit (H3BOs) iceren in vitro ortamda yetistirilen bitkiciklerin, toplam fenolik, flavonoid ve karotenoid miktarlari
Cizelge 3’te sunulmustur. Uygulanan H3BOs konsantrasyonlari arasinda, en yiiksek toplam fenolik icerigi 7.6 mg GAE
g—l
uygulamalarindan(sirasiyla, 4.6 ve 5.0 mg GAE g?) elde edilmistir. Yapilan arastirma sonucu géstermistir ki,

ile 43.4 mg L' B uygulamasi; en dusik toplam fenolik icerigi ise kontrol ve 12.4 mg L' H3BO;

uygulanan HsBOs; miktari arttikga toplam fenolik miktari da buna paralel olarak artmistir. Uygulanan H3BO;
konsantrasyonlari arasinda, en yiiksek flavanoid miktari 1 mg catechin gtile 43.4 mg L B uygulamasindan; en diisiik
flavanoid icerigi ise kontrol (0.6 mg catechin g*) ve 12.4 mg L (0.7 mg catechin g) H3BO3 uygulamalarindan elde
edilmistir. Yapilan arastirma sonucu gostermistir ki, uygulanan HsBOs; miktari arttikca flavanoid miktari da buna
paralel olarak artmistir. En yiiksek karotenoid miktari (19.7 mg g TA) 31 mg L™ H3BOsicerigine sahip bitkiciklerden
elde edilmistir. En disiik karotenoid icerigine ( 12.27 mg catechin g) sahip uygulama grubu ise 37.2 mg L' H3BO;
uygulanan bitkiciklerden elde edilmistir. Yapilan arastirma sonucu géstermistir ki, uygulanan HsBOs miktari arttik¢a
karotenoid miktari dnce artmis; en yiksek diizeyde H3sBO3 uygulanan bitkiciklerde ise kontrol grubuyla ayni seviyeye
geldigi gorulmustir. B'un alkoller ile kompleks olusturabilme 6zelliginin yani sira, B elementi farkh fenoliklerin
hidroksil gruplarina da baglanabilmektedir. Yapilan ¢cok sayida ¢alisma sonucunda, B fazlaligina olusturulan cevapta,
fenolik bilesiklerin arttigl ve B toksisitesini gidermeye karsi olasi bir mekanizmanin oldugu bildirilmistir (Landi ve
ark., 2015; Pardossi ve ark., 2015). Daha once yapilan bu calismalar ile bulgularimiz benzerlik géstermektedir. B
konsantrasyonu arttikca toplam fenolik bilesiklerin strese tepki olarak arttigi sonucunu dogrulamaktadir.
Antioksidan olarak ve optik filtreler gibi gérev yapan flavonoidler yiiksek enerji akislari sonucu meydana gelen
hasarlardan bitkiyi korurlar (Stetsenko ve ark., 2020). Flavonoidler ayni zamanda reaktif oksijen tirevleri (ROS)
Uretimini indikleyerek metal iyonlarini selatlar ve boylece bitkinin metal stresi karsinda savunmasini destekleyebilir
(Khalid ve ark., 2019). Flavonoidler bitkilerin fotosistemindeki klorofillerin asiri uyarimina karsi koruma ve ROS
sinyallerinin algilanmasi yaninda ROS’larin uzaklastiriilmasinda da gesitli rollere sahiptir. Ayrica, flavonoidlerin, metal
selatlayici olarak da bazi metalleri etkisiz hale getirme ve B tasinmasinda da kritik bir rol oynadigi tespit edilmistir
(Landi ve ark., 2014; Kayihan & Ciftci, 2016). Bitkiye uygulanan H3B0s miktari arttikca bitkide olusan stres sonucunda
bitki yukseltilen B stresine tepki olarak yukaridaki literatirlerle ayni dogrultuda flavonoid sentezini arttirmistir.
Kontrol grubundan en yiliksek H3BO3; uygulamasina gidildikce linear olarak flavonoid seviyesinin arttigi da Cizelge
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3’te acikca gorlinmektedir. Fotosentetik pigmentlerin ve sistemlerin diger grubunu da karotenoidler olusturmakta
ve pigment-protein bilesimlerini stabil tutma, fazla 15181 termal i1siya donistiirme suretiyle yayarak aktif oksijen
turleri karsisinda fotosentetik araglari korumada rol alirlar (Dankov ve ark., 2009). Model bitki Arabidopsis’de B
toksistesine bagl olarak toplam karotenoid miktarinin 6nemli oranda azaldigi Dalli (2022) tarafindan bildirilmistir.
Yapilan bu ¢alismada ise karotenoid miktarinda parabolik bir degisime rastlanmistir. H3BOs; miktari arttikga 6nce en
yiksek degere ulasmis (31 mg L H3BOs uygulamasinda) ve en disiik degere 37.2 mg L HsB0s uygulamasinda
indikten sonra; en yliksek H3BOs seviyesinde ise kontrolle ayni degere tekrar donmustdr.

Gizelge 3. Farkh miktarlarda H3BOs igeren in vitro ortamda yetistirilen bitkiciklerin biyokimyasal analiz sonuglari
Table 3. Biochemical analysis results of plants grown in in vitro conditions containing different amounts of HsBO3

UYGULAMALAR TOPLAM FENOLIK TOPLAM FLAVANOID TOPLAM KAROTENOID
(mg GAE g?) (mg catechin g?) (mgg!TA)

Kontrol (6.2 mg L H3B0s) 4.61+0.02¢ 0.63£0.00¢ 14.67+0.54°¢

12.4 mg L™ H3BO3 5.03+0.19¢ 0.66+0.00¢ 15.70+0.38°¢

18.6 mg L™ H3BO3 5.90+0.16¢ 0.71+0.02¢ 19.12+0.95%°

24.8 mg L't H3BO; 6.39+0.06¢ 0.75+0.00¢ 16.86+1.13%

31 mg L H3BOs 6.46+0.39" 0.80+0.00° 19.73+0.88?

37.2 mg L't H3BO; 7.10+0.09%° 0.87+0.02° 12.27+0.49¢

43.4 mg L' H3BO; 7.58+0.41° 0.98+0.02° 16.39+1.19°¢

*Ayni situnda farkl haflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).

Farkli dozlardaki HsBOs iceren in vitro ortamda vyetistirilen bitkiciklerin, prolin, protein, MDA ve hidrojen peroksit
miktarlari Cizelge 4’te verilmistir. H3BOs konsantrasyonlari arasinda, en yiksek prolin icerigi ayni istatistik grubta yer
alan 11.6 ve 11.0 pg ml?ile 43.4 mg L'lve 37.2 mg L B uygulanan bitkiciklerden; en disiik prolin icerigi ise 3.3 ug
ml™tile kontrol grubundaki bitkiciklerden elde edilmistir. B konsantrasyonlari arasinda, en yiiksek protein miktari 2.3
mg gt ile 43.4 mg L H3BOsicerigine sahip bitkiciklerden elde edilmistir. En diisiik protein icerigi ise 0.6 mg g-lile
kontrol grubunda saptanmistir. En yiiksek MDA degeri 26.5 nmol g-! ve en yiiksek hidrojen peroksit miktari 0.5 pmol
g-!ile 43.4 mg L'* H3BO; uygulamasindan elde edilirken; en diisik MDA 4.9 nmol g* ve en distik hidrojen peroksit
0.3 umol g TA ile kontrol grubundaki ortamlardan elde edilmistir. Prolin bitkilerde dogal olarak sentezlenen, stres
altinda koruyucu roller Ustlenen, son derece 6nemli aminoasitlerden biri olarak kabul gérmektedir. Stres
kosullarinda hiicresel dokularda fazlaca bulunan aminoasitlerden olan prolinin, bitkilerde serbest O, radikallerinin
yok edilmesinde gorev aldigi bildirilmektedir (Knorzer ve ark., 1999). Farkli bitkiler ile yapilan calismalarda stresle
artan prolin miktari ile birlikte strese karsi toleransin da artacaginin tespit edildigi bildirilmistir. Sonug olarak; farkli
bitkilerde farkli seviyelerde arttiklari gorilmistir (Cervilla ve ark., 2007; Rani ve ark., 2008; Giansoldati ve ark.,
2012; Landi ve ark., 2013; Hua ve ark., 2021). Bu bilgiler i1siginda ¢alismamizda da B konsantrasyonu yani stres
arttikca bitkilerin igerdigi prolin miktarinin da paralel bir sekilde arttigi tespit edilmistir. Bu bulgular Eraslan ve ark.
(2005)'nin sonuglariyla uyumlu bulunmustur.

Proteinler, abiyotik strese karsi, bitkilerin hicresel adaptasyonu agisindan sinyal verme, gen ifadesinin
diizenlenmesi, eneriji, redoks diizenleme, ozmolit, savunma, mekanik, stres, fitohormon ve sekonder metabolizmlari
da dahil pek ¢ok hiicresel islevde merkezi bir role sahiptirler (Kosova ve ark., 2013). Yapilan bu ¢alismada uygulanan
H3BOs3; dozu arttikga streste Uretilen proteinlerin miktarinin artmasiyla iliskili olarak toplam protein miktarinda da
artis saptanmistir. Buna gére en yiiksek protein icerigi 11.6 pg mltile 43.4 mg L't H3B0s uygulamasinda en disiik ise
0.6 ile kontrol uygulamasindan elde edilmistir. MDA, bitkilerde strese yol acan gevresel faktorlere cevap olarak
degistigi icin oksidatif lipid hasarinin gostergesidir (Hodges ve ark., 1999). Lipid peroksidasyonu sonucunda olusan
son Urlin olan MDA miktarinda meydana gelen degisimler ise membranda meydana gelen hasarlar hakkinda bilgi
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vermektedir. Yapilan bu ¢alismada B toksisitesine maruz kalan mersin bitkilerindeki MDA miktarinda, 43.4 mg L*
H3BO03 uygulanan grupta kontrole gore 5.4 kat artis gozlenmistir. B toksisitesi gibi abiyotik stresler genellikde
sUperoksit radikalleri (O3), hidroksil radikalleri (OH’) ve hidrojen peroksit (H,0) gibi sonunda nikleik asitler,
proteinler ve lipidlerin zararlanmasiyla birlikte hicrenin 6limiine meydan verebilecek ROS birikimine neden olan
oksidatif stresi tetiklemektedir (Molassiotis ve ark., 2006; Hua ve ark., 2021). Farkli bitkilerde ve farkli seviyelerde
yapilan calismalarda hidrojen peroksit (H.0,) seviyesinin arttigi (Cervilla ve ark., 2007; Rani ve ark., 2008; Giansoldati
ve ark., 2012; Landi ve ark., 2013; Acar, ve ark., 2018; Hua ve ark., 2021) gorilmus ve bu sonuglar bizim ¢alismamizla
uyum icindedir.

Cizelge 4. Farkli dozlardaki H3BOs iceren in vitro ortamda yetistirilen bitkiciklerin, prolin, protein, MDA ve hidrojen
peroksit miktarlari
Table 4. The amount of proline, protein, MDA and hydrogen peroxide data of plants grown in in vitro conditions
containing different amounts of HsBOs

UYGULAMALAR PROLIN PROTEIN MDA HIDROJEN PEROKSIT
(g ml?) (mgg?) (nmol g*) (umol g* TA)
Kontrol (6.2 mg L™ H3B0;) 3.28+0.62¢° 0.63+0.068 4.89+0.19¢ 0.29+0.008
12.4 mg L' H3BO; 5.91+0.08° 1.18+0.01f 7.67+0.45% 0.33+0.01f
18.6 mg L H3B0; 4.61+0.59° 1.55+0.03¢ 10.99+1.90¢ 0.38+0.01¢
24.8 mg L™ H3BO; 4.62+0.19° 1.66+0.00¢ 16.03+1.81°¢ 0.41+0.00¢
31 mg L' HsB03 4.49+0.49° 1.8040.01¢ 22.67+1.55° 0.45+0.01°¢
37.2 mg L™ H3BO; 11.02+0.27° 2.14+0.03° 21.100.92° 0.49+0.00°
43.4 mg L™ H3BO; 11.62+0.09° 2.28+0.03° 26.50%1.47? 0.54+0.01°

*Ayni situnda farkli haflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).

Calismadan elde edilen antioksidan enzim aktiviteleri sonuglari Cizelge 5’te verilmistir. Yapilan analiz sonucunda
tim parametreler icin (APX, SOD, CAT, POD, toplam antioksidan) H3BOs; miktariyla birlikte artis tespit edilmistir.
Yapilan APX analizi sonucunda uygulamalar arasinda en diisik deger ayni istatistik grupta yer alan kontrol
uygulamasi (7.5 mol min® g?) ve 12.4 mg L! H3B0s; uygulanan bitkiciklerden elde edilirken; en yiiksek APX
ortalamalari 37.2 mg L HsB0s (17.9 mol min? g?) ve 43.4 mg L H3B0s (19.2 mol min? g?) uygulamalarinda
gézlemlenmistir. SOD analiz degerleri incelendiginde, en disiik deger ortalama kontrol grubunda (1.3 U mg?)
saptanirken; en yiiksek deger ise 43.4 mg L H3B0; (6.5 U mg?) uygulanan grupta tespit edilmistir. CAT analiz
sonucunda en disiik ortalama kontrol grubunda (1.6 U mg?), en yiksek 43.4 mg L HsB0s (2.8 U mg?)
uygulamasinda; POD icin bu ortalama degerler en diisiik kontol grubunda (0.5 AAsso min mg™ protein ), en yiiksek
43.4 mg L't H3B0s (1.9 AAsso mint mg? protein ); toplam antioksidan icerigi icin ise yine en disiik kontrol grubunda
(2.5 mg TEAC g1) en yiiksek ise 43.4 mg L™ H3B0s (15.4 mg TEAC g1) uygulamasindan elde edilmistir.

Bitkiler, cevrelerindeki kosullarin degismesi sonucunda meydana gelen oksidatif strese cevap verebilmek adina hizli
ve son derece iyi ayarlanmis antioksidan sistemler gelistirmislerdir. SOD, CAT, APX en bilinen antioksidanlardir (Gill
& Tuteja, 2010). Daha once farkh B igerikleriyle ilgili yapilan ¢alismalarda B miktari arttikca; CAT, APX ve SOD
aktiviteleri ve miktari da artmistir (Cervilla ve ark., 2007; Landi ve ark., 2013; Acar ve ark., 2018). Bu calismadan elde
edilen bulgularla daha 6nce yapilan ¢alismalar uyum igerisinde olup; mersin bitkisinde B toksisitesi artik¢a bitkinin
savunma mekanizmasi devreye girerek enzim aktivitelerini de arttirdigi sonucuna varilmistir. Cesitli bitki tirlerinde
yapilan calismalarda abiyotik stres kosullari altinda APX enzim aktivitesinde ve gen ekspresyonunda artislar
meydana geldigi gozlenmis ve bu artislarin stres savunmasiyla iliskili oldugu rapor edilmistir (Beauchamp & Fridovic,
1971; Polidoros ve ark., 1999; Zlatev ve ark., 2006). Bunlarin aksine, Eraslan ve ark. (2007) Lactuca sativa ve Han ve
ark. (2009)'da Citrus grandis ile yaptiklari arastirmada ise uzun siire B muamelesine maruz kalan bitkilerde APX
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aktivitelerinde azalma oldugunu rapor etmislerdir. Bu farklihgin bitkinin genetik yapisindan kaynaklanmis
olabilecegi distinilmektedir.

Cizelge 5. Farkh dozlardaki H3BOs iceren in vitro ortamda yetistirilen bitkiciklerin antioksidan enzim aktiviteleri
Table 5. Antioxidant enzyme activities of plants grown in in vitro conditions containing different amounts of H3BO3

UYGULAMALAR APX soD CAT POD TOPLAM
(mol mintg?!) (Umg?) (Umg?) (AAz0 min? ANTIOKSIDAN
mg? protein) (mgTEACg?)
Kontrol (6.2 mg L' 7.45+0.46° 1.34+0.34¢ 1.57+0.01 0.47+0.03¢ 2.52+0.58f
H3B0s)
12.4 mg L' H3BO03 8.83+0.57¢ 1.89+0.05% 1.67+0.02¢ 0.59+0.07¢ 4.14+0.00°f
18.6 mg L' H3B03 10.78+0.68¢  2.64+0.60¢ 1.75+0.00¢ 0.97+0.01° 5.48+0.58%
24.8 mg L™ H3BO; 13.39+0.83°  3.97+0.47¢ 1.83+0.02¢ 1.31+0.17° 6.68+0.57¢
31 mg L™ H3BO3 15.68+0.88°  5.14+0.05° 2.01+0.01° 1.58+0.04% 8.95+0.39°
37.2 mg L™ H3BO; 17.8840.66°  5.71+0.40%® 2.11+0.04° 1.73+0.18° 12.32+1.09°
43.4 mg L™ H3BO; 19.15+0.57°  6.51+0.25° 2.75+0.03° 1.85+0.06° 15.42+1.04°

*Ayni situnda farkl haflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farkhlik istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).

Farkli yollarla dogaya yayilan B ve bilesikleri yagislarla birlikte yer alti su kaynaklarina veya direkt olarak akarsularla
birleserek bu sularin kalitesi bakimindan kotl sonuglara neden olabilecegi icin, 6zellikle bitkiler agisindan 6nemli bir
elementtir. Sulama sular fazla oranda B ihtiva ettiklerinde bitkiler acgisindan son derece 6nem arz etmektedir.
Gagimizda hayli fazla alanda kullanimi olan B, stratejik &neminin yani sira tarimsal agidan da degerlendirildigi zaman,
ortama, dolayh olarak bitkilere ve cevredeki canlilara siddetli hasar verebilecek kapasiteye sahiptir. Bu nedenledir
ki, stratejik degeri dolayisiyla geri kazanimi, tarimsal acidan bakildiginda da olumsuz etkileri dolayisiyla giderimi
seklinde ortamdan uzaklastirilmaya calisiimalidir. Eger ortamdan uzaklastiriimasi mimkiin degilse, B stresine
dayanikli tirlerin yetistiriciliginin yapilmasi yonine gidilmelidir. Calismamiz sonucunda mersin bitkisi B toksisitesine
karsi gelistirdigi icsel mekanizmalar sayesinde B stresine toleransli olarak degerlendirilebilir. Bitkide B stresi sonucu
antioksidan ve antioksidan olmayan enzim aktivitelerinde, biyokimyasal salgilarda artis gériilmesine ragmen bitki
gelisiminde ciddi bir problem gorilmemistir. Bitkinin kardeslenmesi, yaprak sayisi, klorofil miktari gibi 6nemli
gelisim parametrelerinde B miktari arttikga azalma goérilmus ancak gelisimi durduracak diizeyde bir zararlanmaya
rastlanmamistir.

Tiirkiye topraklarinin B agisindan zengin olmasi, bitkilerin B stresine daha fazla maruz kalmalarina yol agmaktadir.

Kurak ve yari kurak iklim bolgelerinde B stresine fazla rastlandig bilinmekte ve kiresel iklim degisikligi sebebiyle

Ulkemizde kurak ve yari kurak alanlara olduk¢a yogun rastlandigindan bu durumda B’a dayanikli bitkilerin

yetistiriciligine yonelmekte fayda vardir.

In vitro kiltir ortaminda farkli konsantrasyonlarda uygulanan H3BOs bilesiginin mersin bitkisinde bazi fizyolojik ve

biyokimyasal 6zelliklerine etkilerini tespit etmek amaci ile yapilan bu galismada elde edilen sonuglar asagida

listelenmistir.

1. APX, SOD, CAT, POD ve toplam antioksidan degerleri kontrol grubunda (6.2 mg L™ H3BOs iceren standart MS
ortami) en disiik seviyedeyken, 43.4 mg L't H3BOs iceren ortamda en yiiksek degerleri géstermistir.

2. Prolin miktari bakimindan en yiiksek degerler 37.2 mg L™ H3BOs ve 43.4 mg L HsBOs iceren ortamlardan elde
edilirken en diisiik deger yine kontrol ortamindaki bitkilerden elde edimistir. Bununla birlikte en yiksek prolin
degeri 37.2 mg L H3BO; ve 43.4 mg L H3B0s iceren ortamdan sonra 12.4 mg L H3BO; iceren ortamda
saptanmistir.
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3. Toplam fenolik, flavanoid, protein gibi strese tolerans mekanizmasinda goérev alan maddelerin miktarlari da
antioksidan enzim aktiviteleriyle (APX, CAT, SOD, POD vb.) paralel olarak kontrol grubunda (6.2 mg L™* HsBO;
iceren standart MS ortami) en diisiik seviyedeyken, en fazla miktarda B iceren ortamda (43.4 mg L H3B0s) en
ylksek degerleri gostermistir.

4. Karotenoid miktari bakimindan yapilan degerlendirmede, en disiik degerler kontrol grubu (6.2 mg L™ H3BOs
iceren standart MS ortami) ve en fazla miktarda B iceren ortamda (43.4 mg L H3BOs) saptanirken, 31 mg L?
H3BO; iceren ortamda en yiiksek karotenoid degeri (19.7 mg g*) alinmistir.

5. Lipid peroksidasyonu uriinid olan MDA’nin stresin yogunlugunun artmasiyla birlikte arttigi, buna paralel olarak
en ylksek H3sBOs iceren ortamda en yiiksek seviyeye ulastigi belirlenmistir.

Sonuglar bitlndyle ele alindiginda mersin bitkisinin, icsel mekanizmalarla stresle basa ¢iktg boylece B toksisitesine
karsi toleransli oldugu sonucuna varilmistir. Kiiresel iklim degisikligi sebebiyle gorilen kuraklik ve B toksisitesinin de
kurak ve yari kurak bolgelerde daha yogun gorildigl, ayni zamanda lilkemizde B madenlerinin ve kullanim alaninin
fazlaligi g6z 6niinde bulunduruldugunda tlkemizde giin gectikce B ile kirlenen topraklarla daha fazla karsilasilacagi
kaginilmaz bir gergek olarak karsimizdadir. Bu bakimdan B’a tolerasl bitki tir ve gesitlerinin belirlenmesi ve bu
alanlarda yetistiriciliginin yapilmasi ile B ile kirlenen topraklarin bitkisel Gretim alani disinda kalmasi engellenmis
olacaktir.

Ancak yine de in vitro sartlarda yapilan bu ¢alismada her ne kadar mersin bitkisinin B stresine toleransli oldugu

tespit edilmis olsa da, kesin olarak B’a toleransli oldugunu séyleyebilmemiz icin, bahce sartlarinda da daha kapsamli

arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

CIKAR CATISMA BEYANI
Makale yazarlari aralarinda herhangi bir ¢ikar ¢catismasi olmadigini beyan ederler. Bu ¢alisma birinci yazarin yiksek
lisans tezinin bir bolimddr.

ARASTIRMACILARIN KATKI ORANI BEYANI
Yazarlar ¢alismaya esit oranda katki saglamis olduklarini beyan eder.

ETiK ONAY BEYANI
Bu makalede insan veya hayvan deneklerle herhangi bir galisma bulunmamasi nedeniyle etik onaya gerek
duyulmamaktadir.
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