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OZET
MISIRDA BOR ve 24-epiBL ETKILERININ ARASTIRILMASI

Gizem ALDEMIR

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Betiil BURUN
Subat 2015, 95 sayfa

Bu tez ¢alismasinda, Zea mays L. (misir) bitkisinde bor stresi ve bor stresine karsi
24-epibrassinolid (24-epiBL) uygulamasinin etkisi RAPD teknigi ile arastirilmistir.
Tez kapsaminda iki farkli ¢aligma yiiriitiilmiis; c¢alismalardan ilkinde tohumlar
perlitte ¢imlendirilmis, Hoagland c¢ozeltisi ile sulanmis ve c¢alisma 20 giinde
sonlandirtlmistir. Tohum ekiminden 12 giin sonra 5 giin boyunca borik asit (kontrol,
50, 100, 150 ppm) sulama suyuna ilave edilerek verilmis ve son borik asit
uygulamasini takiben 24-epiBL (kontrol, 0.01, 0.5, 1 uM) uygulamasi1 Yyapraklara
piiskiirtiilerek yapilmstir. ikinci ¢alismada ise, tohumlar torf iceren saksilara ekilmis,
musluk suyu ile sulanmis ve bitkiler 30 giin yetistirilmistir. Tohum ekiminden 13 giin
sonra bitkiler borik asit (kontrol, 30, 60, 90, 120 ppm) iceren sulama suyu ile 5 giin
boyunca sulanmis ve son borik asit uygulamasi yapilan giin ile bunu izleyen iki giin,
24-epiBL (kontrol, 0.01, 0.5, 1 uM) yapraklara piiskiirtilmiistiir. Saksida yetistirilen
bitkilerde baz1 biiyiime parametreleri (bitki boyu, kdk boyu, bitki yas agirligi, bitki
kuru agirligi, kok yas agirhigi, kok kuru agirligi) ve yaprak 6rneklerinde bor analizi
yapilmistir. Saks1 ve perlitte yetistirilen bitki yapraklarindan DNA izolasyonunu
takiben RAPD analizi yapilmistir.

Bitki biiyiime parametrelerine gore (bitki boyu, kok boyu, bitki yas agirligi, kok yas
agirhigi, bitki kuru agirligi, kok kuru agirligi) kontrol, 30, 60 ve 90 ppm bor
uygulamalarinda 0.5 ve 1 pM 24-epiBL uygulamasmin 1iyilestirici etkileri
gozlenirken; 120 ppm bor dozunda 24-epiBL uygulamasinin iyilestirici etkisi
gozlenmemistir. Yapilan bor analizi sonucunda artan bor dozlarina bagl olarak bitki
yapraklarindaki bor miktarmin arttigi belirlenmistir. RAPD analizlerinde ise, bor
uygulamasina kargi artan konsantrasyonlarda 24-epiBL (0.01, 0.5 ve 1 uM)
uygulanan bitki Orneklerinden izole edilen DNA &rnekleri 48 RAPD primeri
kullanilarak karsilagtirilmistir. Jel iizerinde goriintiilenen RAPD PCR iiriinleri
“Jaccard Benzerlik Matrisi” kullanilarak analiz edilmis ve kontrol grubuyla
karsilagtirilan 6rneklerde yiliksek bor dozunun (120 ve 150 ppm), bitki genomunda
bir takim varyasyonlara sebep olabilecegi gosterilmistir.



Bu calisma ile musir bitkisinde bor stresine karsi 24-epiBL’nin etkisi ilk kez
calisilmig ve artan bor toksisitesine karst 24-epiBL’nin olumlu etkisi belirlenmistir.
Sonug olarak 24-epiBL’nin musir bitkisinde bor toleransinmi arttirmada onemli rol
oynayabilecegi kanisi ile daha ayrintili aragtirilmasi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bor, Misir, RAPD, 24-epiBL.
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In this thesis, boron stress and effect of the 24-epibrassinolide (24-epiBL)
treatments-PCR against the boron stress in Zea mays L. plant was investigated by
RAPD technique. Two different studies have been carried out within the scope of the
thesis; in the first of these studies the seeds were germinated in perlite, watered with
Hoagland solution, and the study was terminated 20 days. 12 days after sowing the
seed, during 5 days boric asid (control, 50, 100, 150 ppm) were given by addition to
irrigation water and following the last application of boric acid, 24-epiBL (control,
0.01, 0.5, 1 uM) application was sprayed on the leaves. In the second study, the
seeds were sown in pots containing peat, watered with tap water and plants were
grown for 30 days. 13 days after sowing the seed, plants were watered by irrigation
water containing boric acid (control, 30, 60, 90, 120 ppm) during 5 days and the day
of the last application of boric acid with followed by two days, 24-epiBL (control,
0.01, 0.5, 1 uM) was sprayed on the leaves. Some growth parameters in the plants
grown in pots (plant height, root length, wet weight of plant, plant dry weight, wet
weight of roots, root dry weight) and boron analysis was performed on the leaf
samples. After DNA isolation from plant leaves grown in pots and perlite, RAPD
analysis was performed.

According to the plant growth parameters (plant height, root length, plant wet
weight, wet weight of stem, plant dry weight, root dry weight), although the observed
ameliorating effects of 0.5 ve 1 uM 24-epiBL application at control, 30, 60 and 90
ppm boron application, optimizer effect of 24-epiBL was not observed in application
of the 120 ppm boron dose. As a result of analysis of boron, it was determined that
increasing the amount of boron in plant leaves depending on increasing of doses of
boron. In RAPD analysis the DNA samples that isolated from plant samples of
applied 24-epiBL increasing concentrations (0.01, 0.5 and 1 uM) against the boron
application were compared using 48 RAPD primers. RAPD PCR products displayed
on the gel were analyzed using "Jaccard similarity matrix" and highest of boron dose
(120-150 ppm) in the samples compared with the control group showed that may
cause some variation in the plant genome.

Vi



The effect of 24-epiBL against boron stress in maize plants was studied for the first
time with this work and against the increased toxicity of boron, positive effects of
24-epiBL have been identified. In conclusion, 24-epiBL hormone plays an important
role for increasing boron tolerance in maize and with this idea it was concluded that
further research needs to be done.

Keywords: Boron, Maize, RAPD, 24-epiBL.
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1.GIRIS

1.1. Amac¢ ve Kapsam

Maisir, binlerce yildan beri tarimi yapilan birka¢ ender bitkiden biridir. Anavatani
Amerika kitas1 olup buradan Diinya’nin her yerine yayildigi bilinmektedir. Ulkemize
girisi ise, kuzey Afrika iizerinden olmustur. Bu bitkiye, lilkemizde misir adinin
verilmis olmasi, bu bitkinin Misir ve Suriye {izerinden girdiginin bir gostergesidir

(Babaoglu, 2005; Ozcan, 2009).

Misir Poaceae familyasina ait bir bitki olmasina kargin bu familya icerisinde
ciceklenme bicimi (monoik olmasi) bakimindan diger bitkilerden farklilik
gostermektedir. 1900’lerin ortalarindan giiniimiize kadar morfolojisi, fizyolojisi,
genetigi ve evrimi detayli olarak arastiritlan misir bitkisi, son yillarda modern
diinyanin gida bitkisi ve ¢ok yonlii kullanilan en 6nemli dane {iriinii haline gelmistir

(Buckler ve Stevens, 2005; Ozcan, 2009; Karadavut vd., 2011).

Bitkilerde biiylime, gelisme ve metabolizmay1 etkileyen ya da engelleyen durumlar
olarak da tanimlayabilecegimiz stres, tarimsal {iretimi tehdit eden dnemli unsurlardan
biridir. Stres faktorleri, bitkiler lizerine etkilerini cogunlukla, eszamanli ve kombine
sekilde gostermektedirler. Stres faktorleri, orijinlerine gore abiyotik (soguk, sicak,
kuraklik, tuzluluk, su fazlaligi, radyasyon, cesitli kimyasallar, oksidatif stres, riizgar
ve toprakta mineral eksikligi/fazlalig1) ve biyotik (viriis, bakteri ve funguslari igeren
patojenler, bdcekler ve herbivorlar) stres faktorleri olmak iizere iki grupta

incelenmektedir (Y1ldiz ve Terzi, 2007; Y1lmaz vd., 2011).

Diinya tizerindeki kullanilabilir alanlar stres faktorlerine gore siiflandirildiginda
dogal bir stres faktorii olan kuraklik stresi %26°lik payiyla en biiyiik dilimi
icermektedir. Bunu %20 ile mineral stresi ve %15 ile soguk ve don stresi takip

etmektedir. Bunlarin diginda kalan diger tiim stresler %29’luk pay alirken, yalnizca



%10’luk bir alan herhangi bir stres faktoriine maruz kalmamaktadir (Kalefetoglu ve

Ekmekei, 2005).

Bitkisel iiretimde verim ve kalite, bitkilerin mineral konsantrasyonlariyla yakindan
iliskili olup, en 1yi verimin alinmasi i¢in, bitki besin elementlerinin de bitkide yeterli
diizeylerde bulunmasi gerekmektedir. Bor (B), topraktaki toksik olan ve eksiklik
gbzlenen konsantrasyonlari birbirine ¢ok yakin olan besin elementlerinden birisidir.
Bu nedenle topraktaki yeterli bor diizeyini korumak son derece gii¢ olup yakin takip
gerektirir (Halloran ve Kasim, 2002).

Toprakta bor (B); kayalar, mineraller, killer ve demir ile aliiminyumun su oksitlerinin
yiizeylerinde adsorbe edilmis sekilde, organik maddeye baglanmis olarak veya
toprak ¢ozeltisinde bagimsiz, iyonize olmamis borik asit (H3BO3) ve borat (B(OH),)
iyonlari seklinde bulunmaktadir (Nable vd., 1997). Tarimda yaygin olarak kullanilan
bor kaynaklar1 temel olarak iki ana gruba ayrilir. Birinci grubu hem ¢ozelti hem de
kat1 olarak uygulanabilen rafine iiriinler olustururken, maden cevherleri ikinci grubu
olustururlar. Sulu bor, boraks ve borik aside gore daha hizli ¢oziinmesi nedeniyle
sulu bordan siv1 giibreler hazirlanabilir. Ogiitiilmiis iileksit ve kolemanit cevherleri
genellikle azot (N), fosfor (P) ve potasyum (K) giibrelerinin boratlastirilmasinda
kullanilir. Bunlarla birlikte bazi atik iiriinler de borca zenginlestirilmekte ve tarimda
gilibre olarak kullanilabilmektedir (Nable vd., 1997; Uygan ve Cetin, 2004). Borun
yiiksek bitkiler i¢in mutlak gerekli bitki besin elementi oldugu yaklasik 76 yil 6nce
belirlenmesine ragmen, bitki biinyesindeki fonksiyonlar1 tam olarak anlasilmis
degildir (Taban ve Erdal, 2000; Tabur ve Demir, 2008). Mevcut bilgilere gore bor,
bitki biinyesinde karbohidrat ve protein metabolizmasinda, doku farklilasmasinda,
oksin ve fenol metabolizmasinda, membran permeabilitesinde, polen ¢imlenmesinde
ve polen tiipii bilylimesinde 6nemli roller tistlenmektedir. Borun bitkide yukar1 dogru

taginmasinda transpirasyonun etkili oldugu saptanmistir (Tabur ve Demir, 2008).

Borun bitkiler tarafindan almabilirligi, topragin yapisi, pH’si, nemi, sicakligi,
organik madde ve kil mineralleri igerigi gibi bir¢ok faktor tarafindan etkilenmektedir
(Goldberg, 1997). Bu faktorlerden biri olan toprak pH’sinin artmas: bitkiler
tarafindan bor alimin1 azaltir (Giines vd., 2003; Kizilgéz ve Ozberk, 2005).

Genel olarak organik madde kapsami yiiksek olan topraklarda bor noksanligi daha az
goriilmektedir. Bu topraklarin yarayish bor kapsami da yiiksektir (Goldberg, 1997).
2



Bor’un bitkiye aktif veya pasif yolla alinmasi ile ilgili olarak bir¢ok tartisma konusu
vardir. Bitkiler tarafindan bor’un aliniminin kok plazma membranlarinda, sonradan
olusan cis-diol komplekslerinin ve H3BOj3’in kolaylikla gegisini saglayan pasif bir
isleme dayandigi bildirilmistir (Shelp, 1993; Hu ve Brown, 1994). Bu nedenle, bor
absorpsiyonu  iizerinde, Oncelikli olarak bor’un alindigi ortamin  bor
konsantrasyonuyla beraber ayni zamanda bitkilerin transpirasyon kapasiteleri de

etkilidir (Marschner, 1995; Giines vd., 2003).

Borun en 6nemli gorevlerinden biri hiicre duvarinda bulunmasidir. Bor ile hiicre
duvarindaki pektik bilesikler arasindaki iligki ilk defa 1933’te One siiriilmiistiir. Daha
sonra yapilan aragtirmalar bitkinin bor ihtiyaci ile hiicre duvarimin pektin icerigi
arasindaki baglantiyt dogrulamistir (Hu vd., 1996). Koklerden pasif alinimda,
transpirasyona bagli olarak alinan bor, ksilem iletim borular1 ile bitkinin tepe
noktalarina dogru tasinmaktadir. Bu durumda bor’un alinmasi ve iletim borularinda
taginmast bitkinin transpirasyona bagli su alimi ile yakindan iligkilidir (Hu ve Brown,
1994). Yogun deneysel c¢alismalar, benzer gevresel kosullar altinda yetistirilen
bitkilerde bile bor aliminin bitki tiirlerine gore biiyiik farkliliklar gosterdigini ortaya
koymustur (Cizelgel.1.).

Bor taginiminin bitki tiirleri arasinda biiyiik farkliliklar gosterdigi belirlenmistir.
Bor’un esas itibariyle ksilemde tasindigi gosterilmistir. Bor taginmasinin daha ¢ok
transpirasyona bagli olmasi, yaprak uglar1 ve kenarlarinda bor birikiminin nedenini
de aciklamaktadir. Bor’un yapraklarda bu sekilde birikmesi toksik etkilere neden
olabilmektedir. Bazi bitkiler bor akiimiilasyonunun neden olacag: toksik etkilerden
korunmak ve tuzlu ortamlarda tuzun bitkilerden atilmasinda da kullanilan gutasyon
damlalar1 i¢inde bor’u disar1 atma mekanizmasini gelistirmislerdir (Taban ve Erdal,
2000). Subedi vd. (1999), bitkilerin topraktan aldigi bor’un %68’inin yapraklarda,
%16’sinin  koklerde %6’sinin  govdede ve %10’unun meyvede bulundugunu

bildirmiglerdir.

Bor toksisitesinde yasli yapraklarda yaprak uglari sararir ve nekrozlar olusur.
Yapraklar yanik bir goriiniim alir ve erken dokiiliir. Olii dokular: igeren lekeler

giderek genisler ve yapraklarin dokiilmesine neden olur (Kacar ve Katkat, 2007).



Cizelge 0.1. Baz1 bitkilerin bor gereksinimleri (Kacar ve Katkat, 1998)

Bor gereksinimi az olan Bor gereksinimi orta olan Bor gereksinimi fazla olan
bitkiler bitkiler bitkiler
Bugday Cayir tiggiili Elma

Yulaf Kirmizi tiggiil Yonca
Arpa Ak tiggiil Kirmiz1 pancar
Kara bugday Tas yoncasi Seker pancari
Soya fasulyesi Tiitlin Salgam
Bezelye Domates Lahana
Yesil fasulye Misir Karnabahar
Lima fasulyesi Marul Kuskonmaz
Patates Seftali Aygicegi
Cilek Kiraz Turp
Ahududu Zeytin Kereviz
Yassi salkim otu Pamuk Haghag
Brom otu Tatl patates
Keten Yer fistig1
Havug
Sogan
Armut

Tarimda bitki biiyime diizenleyicilerinin, bitki gelisimi, verimliligi ve kalitesini
arttirmasinin yani sira, son yillarda pek cok metabolik olay1 olumsuz etkileyen stres
faktorlerine karsi kullanimindan da s6z edilmektedir. Bitki biiyiime diizenleyicileri,
bitki biinyesinde iiretildikleri gibi, sentetik olarak da elde edilebilirler. Biiylime
diizenleyicilerinin bir kismu bitkilerde uyaric1 veya tesvik edici etki gosterirken bir
kismida biliylimeyi kisitlayici veya yavaslatict hatta durdurucu etki gosterirler.
Gelismeyi tesvik edici ve engelleyici maddeleri birbirinden kesin smirlarla ayirmak
pek miimkiin degildir. Ciinkii bitki biliylime diizenleyicileri, bitki biiylimesinin
degisik devrelerinde ve degisik bitki organlarina degisik konsantrasyonlarda
uygulandiklarinda farkli etkiler gosterebilmektedir (Giilelgin, 2008). Bitkilerde
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisikliklere neden olan cevresel stresler,
endojen bitki biiylime diizenleyicilerinin seviyelerini azaltabilmekte veya

degredasyonuna neden olabilmektedir. Bununla birlikte ¢evresel stres sartlarinda
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bitki biliylime diizenleyicilerinin tohum veya bitkiye ekzojen uygulanmasi, hem
endojen hormon seviyesini dengeleyebilmekte hem de stresin olumsuz etkilerini
azaltabilmektedir. Dogal ve sentetik hormonlarin ekzojen uygulamasi ile bitkilerde
cesitli abiyotik streslere karsi basarili sonuglar elde edilmistir (Vladimir vd., 2000;
Ashaf vd., 2010). Behnamnia vd. (2009), ayni sekilde stres kosullarinda hiicrelerin
kendi endojen molekiiler sistemlerini devreye sokarak veya cesitli bilesiklerin
ekzojen olarak uygulanmasi ile stresten kendilerini koruyabildiklerini belirtmislerdir.
Antioksidatif 6zellige sahip olan bu bilesiklerin 6nde gelenlerinden biri de

brassinosteroidlerdir.

Bitki biiyiimesini yiiksek oranda tesvik edici Ozellik gdsteren ve yeni bir bitki
hormonu grubunu olusturan brassinosteroid (BR)’lerin kesfi, 1979 yilinda Grove ve
arkadaslan tarafindan kolza (Brassica napus) bitkisinin polenlerinden brassinolidin
[(22R, 23R, 245)-2a, 30,22,23-tetrahidroksi-24-metil-p-homo-7-oksa-5a-koleston-6-
on)] izole edilmesiyle gerceklesmistir. Takip eden yillarda gergeklestirilen
caligmalarda 44 farkli bitkide tespit edilen BR’lerin ¢ok diisiik konsantrasyonda etkili
olabildikleri bildirilmistir (Rao vd., 2002). Tiim BR'ler daima biyolojik olarak aktif
degildir. BL (brassinolid), 24-epiBL (24-epibrassinolid) ve 28-homoBL (28-
homobrassinolid) en aktif BR'lerdir ve fizyolojik c¢alismalarda yaygin
kullanilmaktadir (Ismaili vd., 2012).

BR’lerin bitki gelisimindeki baslica etkileri; hiicre boliinmesi ve genislemesi,
hiicresel farklilagma, lateral kok gelisimi, vaskiiler farklilasma, polen tiipii gelisimi,
apikal dominansinin siirdiiriilmesi, c¢i¢ceklenme, senesens ve stres toleransinin

arttirilmasi olarak siralanabilir (Surgun vd., 2012) (Sekil 1.1.) (Cizelge 1.2.).



Polen ve anter gelisimi —>

Petiol uzamast

Yaprak gelisimi

Stres toleranst < \
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‘ ¥ <— Polen tiibii uzamast
/

e sz Ciceklenme

f———— Stoma gelisimi

X <— Siirgiin uzamast
N <— Vaskiiler farkllasma

*— Hipokotil uzamasi

diisitk
> Primer kék uzamasi
vitksek

Sekil 0.1. BR'lerin bitki gelisimindeki etkileri (Yang vd., 2011) (Kirmmz oklar gelisim iizerine

indiikleyici etkiyi, mavi oklar ise engelleyici etkiyi gostermektedir. Diisiik: BR'nin diigiik

konsantrasyonunu, yiiksek: ise yiiksek konsantrasyonunu belirtmektedir. )

Cizelge 1.2. Bitkilerde BR’lerin fizyolojik etkileri (Yokota, 1997)

Hiicre diizeyi

Tiim Bitki Diizeyi

* Uzama ve boliinmenin tesviki

* Hormonal dengenin saglanmasi

* Protein ve niikleik asit sentez aktivasyonu

* Enzim aktivitesinin artmasi ve H" pompasi
aktivitesinin diizenlenmesi

* Membran bilesimi ve doymus yag asiti
kompozisyonunu etkileme

* Fotosentetik kapasitenin arttirilmasi ve

iiriinlerin translokasyonu

* Biiylimenin tesviki

* Dollenmenin arttirilmasi

* Vejetatif gelisim peryodunun kisaltilmasi

* Meyve kalitesi ve boyutunun arttirilmasi

* Meyve kalitesi ve besinsel komponentlerin
icerigini etkileme

* Uygun olmayan ¢evresel faktorler, stres ve

hastaliklara dayanikliligin arttirilmasi

*Uriin verimliliginin arttirtlmasi




Brassinosteroidlerin en 6nemli etkilerinden biri de ¢esitli abiyotik stres faktorlerine
kars1 bitkilerde toleransi arttirmasidir. Brassinosteroid kullaniminin diisiik ve ytliksek
1s1ya, kurakliga toleransi arttirdigi gibi bitki gelisiminde mineral stresinin neden
oldugu inhibitor etkileri giderdigi de gosterilmistir (Rao vd., 2002; Peleg ve
Blumwald, 2011).

BR’lerin pek cok calismada bitkilere uygulanmasi sonucu sitolojik ve fizyolojik
etkileri ortaya ¢ikarilmaya c¢alisilmistir. Brassinosteroid kullanimimin Petunia
hybrida’da yaprak protoplast hiicrelerinin boliinme hizimi arttirdigir (Oh ve Clouse,
1998), Cin lahanas1 protoplastlarinda hiicre boliinmesini aktive ettigi (Nakajima, vd.,
1996), Soya fasulyesi epikotil hiicrelerinde hiicre uzamasin tesvik ettigi (Zurek vd.,
1994), Eucalyptus camaldulensis tohumlarinda ¢imlenme oranini arttirdigr (Sasse,
vd., 1995), ABA’nin inhibitor etkisini ortadan kaldirdig: (Steber ve McCourt, 2001),
tuz stresi altinda Oryza sativa’da tohum g¢imlenmesi ve fide gelisimini arttirdigi
(Anuradha ve Rao, 2001), tuzluluk altindaki Oryza sativa bitkisinde Katalaz (CAT),
Siiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan enzimlerin
aktivitesini arttirarak bitkinin savunma sistemini harekete ge¢irdigini (N ufiez vd.,
2003), arpada primer kok sistemi gelisimini ve mitotik aktiviteyi arttirdigi (Kartal
vd., 2009), Triticum aestivum’da ise bitki biyokiitlesini arttirdig1 (Shahbaz ve Ashraf,
2007) rapor edilmistir.

Popiiler bilimin molekiiler genetige yoneldigi su giinlerde, bitkilerde olusan abiyotik
ve biyotik stresin ve bu stres faktorlerini iyilestirici biyomolekiillerin bitkide DNA

diizeyinde etkilerini belirlemek iizere ¢esitli ¢calismalar yapilmaktadir.

Molekiiler ¢caligsmalar icin yiiksek kalite ve miktarda DNA elde edilmesi 6nemlidir ve
genellikle de zordur. DNA izolasyonundaki basari, elde edilen DNA miktar1 ve
kullanilabilirligine (restriksiyon, polimeraz ve ligaz gibi enzimlerle kullanim

kolayligina) baglidir (Scarafani ve Duranti, 2001).

1985 yilinda Kary B. Mullis tarafindan, niikleik asit dizilerinin degisik bir yontem
olan ve mevcut yontemlerin duyarliligimin artirilmasindan ¢ok DNA veya RNA
dizilerinin sayisal olarak artirllmasina dayanan, dolayisiyla mevcut yontemlerle
analiz edilebilmelerini saglayan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gelistirilmistir
(Scarafani ve Duranti, 2001).



PCR’1n temeli; DNA denatiirasyonu (DNA ipliklerinin yiiksek 1s1 ile birbirinden
ayrilmasi), primerlerin birlesmesi ve DNA polimerizasyonu ilkelerine dayanir.
Cogaltilmasi istenen DNA bolgesinin her iki ucunda belli sayida diziyi taniyan ve
DNA'nin her iki zincirini de tamamlayici olan bir baslatici oligoniikleotid (primer)
cifti zit ve birbirleriyle cakisan yonlerde ilerleyen DNA sentezinin ¢ok sayida
dongiide gerceklestirilmesinde kullanilir. Her dongiide ¢ift sarmalli DNA, iki yeni
¢ift sarmalli molekiiliin yapilmasini saglar. Bu da teorik olarak her dongiide DNA
dizilerinin sayisal olarak ikiye katlanmasina yol acar. Boylece bir sonraki PCR devri
icin kalip sayis1 da iki katina ¢ikmus olur. ilk devir sabit bir 5' ucu ve degisken bir 3 '
ucu olan bir DNA sentezlenmesi ile sonuglanir. Daha sonra sentezlenen DNA' nin
her iki ucu da sabitlenir. Ciinkii bu uclar ya primer sekanslarindan elde edilir ya da
primerler tarafindan belirlenir. PCR ile orijinal kalibin her iki molekiiliinden 2"
sayida yeni DNA kopyasi iretilir (Boylece DNA kopyalarinin sayist her dongiide
eksponensiyel olarak artar). 30 dongii sonunda tek bir DNA molekiiliinlin yaklagik
2.10° kez amplifikasyonu saglanir. Her DNA molekiilii, 20 devirde yaklasik olarak
bir milyon DNA molekiilii olusturabilmektedir. Verim orani ise deney basina her

devirde yaklasik %85°dir (Saiki vd., 1985; Becerril vd., 2001).

PCR teknolojisinin kesfinden sonra DNA polimorfizmini ortaya ¢ikarmak igin
hibridizasyona dayali molekiiler markorler (RFLP: Restriction Fragment Length
Polymorphism=Kesilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi) ve PCR’a dayali molekiiler
markorler (RAPD: Randomly Amplified Polimorphic DNA=Rastgele Cogaltilmig
Polimorfik DNA, SNP: Single Nucleotide Polymorphism=Tek Niikleotit
Polimorfizmi, ISSR: Inter Simple Sequence Repeat=Kisa Dizi Tekrarlar1 Arasi,
SRAP: Sequence Related Amplified Polymorphism=Dizi Iliskili Cogaltilmis
Polimorfizm, AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism=Cogaltilmis Par¢a
Uzunluk Polimorfizmi ve SSR: Simple Sequence Repeat=Basit Dizi Tekrarlari)

gelistirilmistir (Y1ldirim ve Kandemir, 2001).

RAPD analizi, avantajlar1 nedeniyle, prokaryotik ve okaryotik tiirler gibi pek ¢ok
farkli yapinin genotipinin belirlenmesi, genom yapisinin arastirilmasi, c¢esitli
taksonomik caligsmalar, evrimsel sorunlar, populasyon biyolojisi, bireysel, kiiltiir ve
ik belirlenmesinde, ebeveyn belirleme, genetik varyasyonun belirlenmesi,

genotoksisite Ol¢limiinde, baglant1 haritalarinin  olusturulmasi, 6zgiin bir gen
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lokusunun belirlenmesi, adli tip, klinikal teshis, prenatal tani, salginlar ve ekoloji
alanlarinda yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Aydin, 2004; Akgol ve
Renciizogullari, 2013).

RAPD yonteminin temel prensibi ilgili olan tiire ait genomik DNA {iizerinde rastgele
secilmis, tek bir 9-10 bp oligoniikleotidin, diisiik baglanma sicakliginda tesadiifi
olarak baglanarak PCR ile amplifikasyon (¢ogaltma) yapmasidir (Aydin, 2004). Her
bir RAPD primeri ayn1 PCR esnasinda, farkli lokuslardan farkli sayilarda (1-10 veya
daha fazla) DNA parcaciklarini ¢ogaltma potansiyeline sahiptir. Diger bir deyisle
farkli primerle farkli RAPD polimorfizmlerini iiretmektedir (Devrim ve Kaya, 2006).
Teknigin devaminda amplifikasyon sonucunda olusan DNA iiriinli, radyoaktif
olmayan standart jel elektroforezinde yiiriitiilir ve amplifikasyon firlinleri bantlar
halinde go6zlemlenerek incelenir. Bantlarin varhigi veya yoklugu ile sonuglar

degerlendirilmektedir (Sekil 1.2) (Aydin, 2004).

Genetik hasar1 belirlemede de kullanilan bu metot basit, hassas ve etkilidir. Hedef
genom veya kullanilan primerler hakkinda bilgi gerekmeksizin gelisi giizel amplifiye
edilen bant profili avantajli bir sekilde elde edilebilir. Elektroforetik olarak
gozlendiginde bant profillerindeki degisikliklerin nedeni, genetik materyalde olusan
hasar sonucu primer baglanma alanlarindaki degisikliklerden kaynaklanmaktadir

(Akgol ve Renclizogullari, 2013).



RAPD Reaksiyonu 1
1 r 4 3

e e —
_ - ——-
- - -«
/' 4 5 6
Kalip DNA-1

1 PCR Reaksiyonu

— [ —————]
Uriin A Crin B
RAPD Reaksiyvonu 2
k) s 6
- - -
l— —— ——— -~}
1 /" < 3

Kalip DNA-2
l PCR Reaksiyonu
| & s ]
Criin B

RAPD Reaksivonu I ve RAPD Reaksivona 2 sin agaroz jel giriintisi

T * Urin B

Uriin A

1- DNA Standards

2- RAPD Reaksivonu 1

3- RAPD Reaksiyonu 2

4 ve S drnek yiiklenmemis Koy ular

Sekil 0.2. RAPD Reaksiyonunun sematik gosterimi (Aydin, 2004)

RAPD-1, RAPD-2 Reaksiyonlar bir tane primer ve iki tane farkli kalip DNA

kullanilmistir.

a) Oklar reaksiyona katilmis olan ayni diziye sahip primerin kopyalaridir

b) Oklarin yonii DNA sentez yoniinii belirlemektedir

c¢) Sayilar kalip DNA’da primerlerin baglanma bolgelerini gostermektedir
1. RAPD reaksiyonunda 2 ve 5 pozisyonlarina baglanan primerler arasindaki DNA
dizisinin
cogaltilmasiyla iirlin A, 3 ve 6 pozisyonlarina baglanan primerler arasindaki DNA
dizisinin

cogaltilmasiyla {irtin B olugsmaktadir.
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1. RAPD reaksiyonunda sadece 3 ve 6 pozisyonlariarsindaki bolgedeki DNA
dizisinin
cogaltilmasiyla {iriin B olugsmaktadir.

Reaksiyon 1 ve reaksiyon 2’ye eklenen primerlerin tiimiinden PCR sonucu bant elde

edilemez. Elde edilebilen bantlar agaroz jelde goriintiilenmektedir.

Bor stresinin bitkilerde bir¢ok morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
degisikliklere neden oldugu brassinosteroidlerin ise ¢esitli stres faktorlerinin olumsuz
etkilerini iyilestirici etkisinin oldugu belirtilmektedir. Misir bitkisinde bor stresine
kars1 yapilmig birgok ¢alisma bulunmaktadir. Brassinosteroidlerin de farkli bitkilere
uygulamalar1 ile ¢esitli stres faktorleri lizerine etkisi arastirilmaktadir. Yapilan
literatiir taramalarinda musir bitkisinde bor stresine karsi brassinosteroidlerin etkisini
arastiran higbir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle bu tez kapsaminda, Zea mays
(Arifiye ¢esidi) bitkisinde bor toksisitesini ve 24-epiBL’in ekzojen kullaniminin bu

toksisite lizerine etkisini RAPD yontemi ile arastirmak amacglanmaistir.

1.2.  Kaynak Ozetleri

Bor (B), bitkilerin normal gelismesi ve optimal derecede {iriin vermeleri i¢in gerekli
bir besin elementidir. Bitkilerde borun, ¢icek agmaya, polen déllenmesine, aktif tuz
absorbsiyonuna, hiicre boliinmesine, azot metabolizmasina, karbonhidrat
metabolizmasina, hormon hareket ve etkinligine, su-bitki iliskilerine etki ettigi
bilinmektedir. Bu onemli elementin fazla miktarda bulunmasi ise toksik etki
gostererek bitkilerin gelisimlerinin gecikmesine ya da Oliimiine neden olmaktadir

(Uygan ve Cetin, 2004).

Dogal bitki steroid bilesiklerinden meydana gelen bir hormon grubu olan BR’lerin,
biyolojik aktivitede olduk¢a 6nemli rol oynadiklart bilinmektedir. Ciinkii BR’lerin
bitkinin birgok tarimsal 6zelliklerini, tohum verimini ve stres toleransini arttirdigi

bilinmektedir. Ayrica BR biyosentezinin genetik manipiilasyona etkisi, bitki
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metabolizmasinda anlamli 6l¢iide artan iiriin verimleri ve cevresel streslere karsi

bitkilerin korunmasinda essiz firsatlar sunmaktadir (Divi ve Krishna, 2009).

1.2.1. Musir ve farkh bitkilerde bor stresi ile ilgili yapilmis bazi calismalar

Giines vd. (2000), Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen misir ¢esitlerinin bor
toksisitesine duyarliliklarin1 belirlemeyi amaglamislardir. Sera kosullarinda, toprak
ortaminda farkli B dozlarinin etkisini sekiz farkli misir ¢esidinde (Furio, Riogrande,
Sele, DK 743, Helix, Missouri, Betor ve Poker) arastirmiglardir. Misir gesitlerine 10
ve 30 ppm borik asit uygulanmistir. Misirda bor duyarliliklar1 bakimindan gesitler
arasinda onemli farkliliklarin oldugu belirlenmistir. Tiim ¢esitlerde kontrole gore

artan bor dozlarinda gesitlerin yas ve kuru agirliklart artmistir.

Bastias vd. (2004) , misir bitkisine 100 ve 430 mM NacCl ile 20 ve 40 ppm H3BOs
uygulayarak bu dozlarin misirda olusturacagi toksisiteyi tespit etmeyi
amaclamiglardir. Kontrol bitkilerinde (NaCl uygulamasiz) yaprak alanini en ¢ok
arttiran H3BO3 dozu 20 mg kg™ olmustur. 100 mM ve 430 mM NaCl uygulanan
bitkilerde yaprak alanmi en ¢ok arttiran B dozu ise 40 mg kg™ olmustur. Tiim NaCl
uygulamali bitkilerde bitki boyu ve kuru agirligini en ¢ok arttiran B dozu 40 mg kg™
olarak tespit edilmistir. Tuzun etkisine kars1 borun etkisi bir toksisite olusturmamistir
aksine yaprak alanini, bitki boyunu ve bitki kuru agirligini arttirarak iyilestirici bir

etkiye sebep olustur.

Misirda bor eksikliginin generatif ve vejetatif organlar tizerine etkisi ile erkek ve disi
ciceklerin morfolojisi iizerine etkilerini arastirmay1r amaglayan bir ekip, bitkilere 20
ppm borik asit uygulamislar ve borik asit uygulamali bitkilerde kuru madde miktari,
B igerigi kontrole gore daha yiiksek bulunmustur. Misir bitkisinde 20 ppm borik
asit’in hem generatif ve vejetatif organlarin gelisimini hem de erkek ve disi ¢igek

morfolojisini olumlu yonde etkiledigini belirtmislerdir (Lordkaew vd., 2011).

Esim vd. (2012), 11-15 giinliik musir fidelerine 2 ve/veya 6 giin 2 ve 4 mM H3BO;
uygulamiglardir. K6k uzunlugu, MDA, H,0,, SOD, CAT ve POX parametreleri
incelenmistir. Kok uzunlugu artan bor dozlariyla azalmistir. MDA, H,0,, SOD, CAT

artan bor dozlariyla orantili olarak artarken POX azalmstir.
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Palta ve Gezgin (2011), Tirkiye’de Orta Anadolu kosullarinda yaygin olarak
yetistirilen 13 farkli melez musir ¢esitinin bor toksisitesine duyarliliklarini
arastirmiglardir. Bitkilere sera kosullarinda kontrol, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 40 ppm
borik asit uygulanmistir ve topraga uygulanan borun bitkiye etkisi kontrolden 2.5
ppm dozuna kadar diizensiz olmus ancak 5 ppm dozundan itibaren kuru madde

miktar1 azalmistir.

Aydin vd. (2003), farkli dozlardaki bor (B) ve fosforun (P) misirin kuru madde
miktar1 ve mineral igerigine etkisini arastirmiglardir. Deneme saksilarina kontrol,
0.5, 1, 2 ve 4 ppm borik asit ve 20, 40 ve 80 ppm fosfor uygulanmistir. Kontrole gore
0.5 ve 1 ppm borik asit dozlarinda ¢ok diisiik bir kuru madde artis1 s6z konusu iken,
2 ppm B dozunda %7.8’lik ve 4 ppm borik asit dozunda da yaklasik %40.2’lik bir
kuru madde azalmasi olmustur. Uygulanan B ve P dozu arttikga misir bitkisinin azot
(N), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), ve bakir (Cu) igerikleri genel olarak azalmis,
fosfor (P), potasyum (K) ve bor (B) igerikleri artmig, demir (Fe), mangan (Mn) ve
¢inko (Zn) igerikleri ise kararsiz bir degisim gOstermistir. Bor ve fosfor arasindaki

interaksiyon ise énemsiz bulunmustur.

Bagheri vd. (1992), Pisum sativum’un farkli ¢esitlerinin bor toleransini tespit etmeyi
amagclamiglardir. Bitkilere 10, 20, 30 ve 40 ppm dozlarinda borik asit uygulanmaistir.
Artan bor dozlarmin kuru agirlik veriminde gesitler arasinda anlamli farkliliklara
neden oldugu bulunmus ve bor, en toleransh bitkilerin siirgiinlerinde en diisiik

bulunmustur.

Bagheri vd. (1994), islah programlarinda Pisum sativum’un farkli g¢esitlerin bor
toleransina gore uygun seleksiyon kriterlerini tanimlamak igin kontrol, 20, 40 ve 60
ppm B uygulamasi yapmiglar ve 6rneklerde bitki kuru agirligr ile bor miktari tespit
edilerek bor toksisitesi degerlendirilmistir. ICP spektroskopi ile tayin edilen
sonuclar1 artan bor dozlarmma paralel olarak borun da bitki bilinyesine girdigini
gostermistir. Bitki kuru agirligi dlgiimleri ise artan bor dozlarmin bitki gelisimini

olumsuz yonde etkiledigini gostermistir.

Triticum aestivum x Agropyron elongatum amfiploidinde bor toleransi arastirilmak
tizere 25, 50, 75 ve 100 ppm borik asit uygulamalar1 yapilmistir. Sonugta 25 ppm

uygulamasinda bitki gelisiminde herhangi bir olumsuz etki yok iken borun toksik
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etkisini artan konsantrasyonlarda goriilmiistiir. Bor konsantrasyonu arttik¢a bitkinin

gelismesi olumsuz yonde etkilenmistir (Paull vd., 1991).

Pisum sativum’ da bor toleransinin genetik modunu arastirmak ve yerel olarak adapte
olmus c¢esitlere bu toleransin aktarilma olasiligini degerlendirmeyi amaglayan
Bagheri vd. (1996), bitkilere 60 ve 100 ppm borik asit uygulamasit yapmislardir.
Yiiksek bor konsantrasyonuna toleransli olan ¢esitler arasinda 5 g¢aprazlama ve
bunlarin resiproglari ile c¢alisilmistir. F, populasyonlarinin bora yanitinda agilimi
gormek icin F3 generasyonuna gidilmistir. Yaprak hasarlari gorsel olarak
belirlenmistir. Acilma oranlari, her lokusta eksik dominantlik ile major gen
lokuslarinin etkilesimi olmak tizere iki yonde olmustur. Toleransh ve duyarli olarak
secilenler degerlendirildiginde, duyarli olanlarin siirgiinlerinde bor konsantrasyonu

toleranslilara nazaran daha diistik bulunmustur.

Torun vd. (2006), 70 makarnalik bugday genotipi ile B toksisitesine karst genotipik
farkliligin boyutunu arastirmak amaciyla, ekstrakte edilebilir B’'un 12 mg kg'1 oldugu
bir toprakta iki ayri B dozu uygulayarak (kontrol; 25 mg kg™ toprak) bir sera
calismasi yapmiglardir. 70 makarnalik bugday genotipi 6rneklerinde kuru agirlik ve
bor konsantrasyonuna bakilmistir. Genotipler arasinda topraktaki B toksisitesine
kars1, toksisite belirtilerinin siddeti ve biiyiimedeki azalma bakimindan biiyiik bir
genotipik varyasyonun oldugu bulunmustur. Bazi genotiplerin B uygulamasindan
etkilenmedigi ve hatta bu genotiplerde B’un bitki biiylimesini tesvik ettigi
belirlenmistir. Buna karsilik bazi genotiplerde B’un etkisi ile biiylimede bir azalma
gorlilmiistiir. Bu sonuglarin genotipler arasinda goriilen B toleransinin, B’un kdklerce
alinmayarak disarida tutulma mekanizmasi ile iligkili olmadigini, B’un hiicre
duvarinda tutulmasi gibi icsel tolerans mekanizmalarinin daha kabul edilebilir

oldugunu gosterdigini diisiindlirmiistiir.

Topal vd. (2002), makarnalik (C-1252) bugday cesitinde yapmis olduklar1 bir
arastirmada, farkli B dozlarinin (kontrol, 1, 2, 3 kg ha'l) dane verimi, m? deki basak
sayisi, her basaktaki dane sayisi, her basaktaki toplam basakg¢ik sayisi, fertil basak¢ik
sayist ve steril basakeik sayisi lizerine etkilerini arastirmiglardir. Artan B dozlarina
paralel olarak (2 kg ha™’a kadar) arastirilan parametreler artis gdstermis, fakat 3 kg

ha® B dozunda ise bir azalma tespit edilmistir.
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Soylu vd. (2005), kire¢ oran1 yiiksek, B noksan olan topraklarda iki yil siiren bir tarla
denemesinde 6 makarnalik (Kiziltan-91, C-1252, Sel¢uklu-97, Kunduru-1149,
Yi1lmaz-98 ve Cakmak-79) ve 6 ekmeklik (Kinaci-97, Goksu-99, Tiirkmen,
Bezostaja-1, Giin-91 ve Sultan-95) bugday cesidinin B uygulamasma (3 kg ha™)
tepkilerini arastirmislardir. Makarnalik bugdaylar ortalama %9.6, ekmeklik ¢esitler
ise %10.9 dane verim artis1 gostermistir. Makarnalik bugdaylardan Kiziltan-91 ve
Yi1lmaz-98 B eksikligine hassas iken C-1252 ve Cakmak-79 g¢esitinin dayanikli
oldugu tespit edilmistir. Ekmeklik bugdaylardan ise Giin-91 ve Bezostaja-1 hassas
iken Kinaci-97 ve Sultan-95 direngli olarak tespit edilmistir.

Atalay vd. (2003), yapmis olduklar1 ¢alismada, makarnalik bugday (Kiziltan-91) ve
arpa (Tokak-157/37) in vitro fidelerinin B alim ve dokularda birikim durumlarini
arastirmiglardir. Tohumlar 6.2, 18.6, 55.8, 111.6 mg/l H3BO;3; iceren MS besin
ortaminda kiiltiire alinmistir. Kiziltan-91°de en az B birikimi kontrolde, en ¢ok bor
birikimi ise (15.1 pgB/g) 111.6 mg/l H3BO3’li ortamdan elde edilmistir. Tokak-
157/37°de ise en diisiik B birikimi (0.53 pgB/g) ortaminda, en yiiksek (17.3 ugB/g)
ise 111.6 mg/l H3BOsigeren ortamda olmustur.

Yorgancilar ve Babaoglu (2005), makarnalik (Triticum durum Desf., Kiziltan-91,
Kunduru-1149, Selguklu-97) ve ekmeklik (Triticum aestivum L., Bezostoja-1, Gerek-
79, Giin-91) bugday cesitlerinde farkli B uygulamalarinin ¢imlenme {izerine
etkilerini arastirmislardir. Kontrol, 1.08, 3.24, 9.72, 29.16 mg kg'1 borik asit iceren
MS besin ortami1 ve saks1 denemelerinde ¢imlenme iizerine B dozlarinin etkisi her iki
sartta da (MS ortami ve saksida) onemli bulunmazken, cesitlerin ve ¢esit x bor
interaksiyonunun etkisi énemli bulunmustur. Bugdayda c¢imlenmeyi engelleyecek

minimum B seviyesi esigi olarak 29.16 mg kg™ B tespit edilmistir.

Campbell vd. (1998), yiiksek B’a farkl: tepkiler verdigi bilinen bes bugday ¢esidinin
fidelerine yedi farkli B konsantrasyonu da (kontrol, 1.55, 3.1, 4.6, 6.2, 7.7, 9.3 mg It
H3BO3) uygulayarak kok uzunluklarini 6lgmiis ve tolerans indeksini belirlemeye
calismislardir. B dozu arttirildik¢a kok uzunluklarinda bir azalma meydana gelmis ve

bu durum hassas ¢esitlerde daha belirgin olarak ortaya ¢ikmuigtir.

Dogan (2012), Capparis L. cinsine ait; ti¢ takson (Capparis spinosa L. var. spinosa,
C. ovata Desf. var. palaestina Zoh., C. ovata Desf. var. herbacea Willd.) ile

Carthamus L. cinsine ait iki takson; (C. tinctorius L. ve C. lanatus L.) olmak {izere
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toplam 4 tiire bagl 5 taksona ait tohumlar farkli bor bilesiklerinden (Potasyum
tetraborat tetrahidrat 1 mg/l, Amonyum tetraborat tetrahidrat 1 mg/l, Sodyum bor
hidriir 1 mg/l, Lityum tetraborat tetrahidrat 100 mg/l, Sodyum tetraborat dekahidrat
100 mg/l) olusan kontrollii kosullarda ¢imlendirilmistir. Arastirmacilar bu ¢alismada,
farkli bor bilesiklerinin ¢imlenme hizi ve ¢imlenme kabiliyeti tizerine etkilerini tespit
etmeyi amaclamislardir. Cimlenme ylizdesi, potasyum tetraborat tetrahidratli ortam
disinda gittikce azalmistir. Taksonlarin c¢imlenme yiizdeleri sirasiyla sOyle
siralanabilir; Potasyum tetraborat tetrahidratli ortamda; %91, 92, 93, 92 ve 94,
Amonyum tetraborat tetrahidratli ortamda; %66, 88, 69, 73 ve 68, Sodyum bor
hidriirlii ortamda; %56, 61, 53, 55 ve 58, Lityum tetraborat tetrahidratli ortamda; 44,
48,42, 43 ve 41 arasinda degismistir, Sodyum tetraborat dekahidratli ortamda; %26,
28, 24, 26 ve 23 olarak bulunmustur. Cimlenmeyi en olumsuz etkileyen bor bilesigi

Sodyum tetraborat dekahidratli ortam olmustur.

1.2.2. Miusir ve farkh bitkilerde bor ve diger stres faktorlerine karsi

brassinosteroidlerin etkisi iizerine yapilmis bazi calismalar

Arora vd. (2008), misirda tuz stresi altinda bilylime, antioksidan enzim aktivitesi ve
lipit peroksidasyonu iizerine 28-homobrassinolid (28-homoBL)’in etkilerini
arastirmuslardir. Bitkilere 25, 50, 75 ve 100 mM dozlarinda NaCl ve 107, 107 ve
10™ M konsantrasyonlarmda 28-homoBL uygulanmustir. Homobrassinolidin fide
gelisimi {izerinde tuzun toksik etkisini azalttigint tespit etmislerdir. Toksik etkiyi en
¢ok 25 mM tuz uygulamalilarda 10™ M homobrassinolid, 50 mM tuz
uygulamalilarda ise 10° M homobrassinolid, 75 mM tuz uygulamalilarda 10 M
homobrassinolid, 100 mM tuz uygulamalilarda 10”7 M homobrassinolid azaltmstir.
Sonug olarak en diisiik tuz dozuna (25 mM) 10" M homobrassinolid uygulamasi ve
en yiiksek tuz dozuna (100 mM) 10”7 M homobrassinolid uygulamasi tuz stresinin

etkilerini azaltmistir.

Oryza sativa’da tuz stresi altinda tohum ¢imlenmesi ve fide gelisimine
brassinosteroidlerin etkisini ¢alisan Anuradha ve Rao (2001), ¢eltik bitkisine ayr1
ayri 0.5, 1, 3 uM dozlarinda 24-epibrassinolid (24-epiBL) ve 28-homoBL
uygulamiglardir. Hem 24-epiBL hem de 28-homoBL 0.5 uyM ve 1 uM
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konsantrasyonlarinda uygulamali bitkilerde ¢imlenme ve fide gelisimindeki olumlu
etki daha diisiik bulunurken 3 uM konsantrasyonda daha yiiksek oldugu

bulunmustur.

Swamy ve Rao (2009), 24-epiBL’nin Pelargonium graveolens’de gelisime,
fotosenteze ve esansiyel yag icerigine etkisini arastirmiglardir. 0.5, 1, 3 uM
konsantrasyonlarinda 24-epiBL uygulamasi yapilmistir. Sadece 3 uM uygulamali
olan bitkilerde maksimum CO, fiksasyonu ve esansiyel yag igeriginde artis

gbzlenmistir.

Arabidopsis thaliana’da ¢i¢eklenmenin indiiklenmesinde hayvan seks hormonlarinin
(andosteron, andostenedion, progesteron, estrone, estriol, 17f3-estradiol) etkisi ve 24-
epiBL’nin etkisiyle karsilastirilarak aragtirllmigtir. Hayvan seks hormonlari 0.1 ve 1
uM, 24-epiBL ise 0.001, 0.01, 0.1, 1 pM uygulanmistir. Sonug olarak hayvan
steroid hormonlar1 (0.1 ve 1 uM) generatif gelisimi indiiklemistir fakat ayn1 dozlarda
uygulanan 24-epiBL generatif gelisimi etkilememistir. 0.001 ve 0.01 uM 24-epiBL

uygulamalilarda ise generatif doneme gegen bitki sayis1 azalmistir (Anna vd., 2003).

Raphanus sativus’da nikel (Ni) iyonu tarafindan indiiklenen oksidatif stres belirtileri
tizerine 24-epiBL’ nin etkisini arastirmak amaci ile bitkilere 0.5, 1.0 ve 1.5 mM Ni
ve 10™, 10 ve 107 M konsantrasyonda 24-epiBL uygulanmustir. Kk gelisimini en
iyi indiikleyen 24-epiBL konsantrasyonu 10° M olup tiim Ni dozlarina kars1 olumlu
sonuglar alinmigtir. Fakat kok gelisiminin indiiklendigi istisnai bir konsantrasyon da
10" M 24-epiBL ve 0.5 mM Ni uygulamali bitkilerde goriilmiistir. Siirgiin boyu
artisin1  ve bitkilerin yas agirhlk miktarimi en iyi indiikkleyen 24-epiBL
konsantrasyonlar1 sirasiyla 10° M ve 107 M olmus ve tim Ni dozlarinda olumlu

sonuglar alinmistir (Indu vd., 2011).

Yusuf vd. (2011), Vigna radiata’da farkli bor konsantrasyonlarinda
brassinosteroidlerin anti-stres cevabini kesfetmeyi, ayn1 zamanda antioksidan enzim
aktiviteleri ve oksidatif stres ile miicadele mekanizmalarini tespit etmeyi
amaclamislardir. Bitkilere 0.5, 1, 2 mM dozlarinda bor, 10® M 28-homoBL
uygulanmistir. Sadece bor uygulamali bitkilerde artan bor konsantrasyonlar1 bitki
gelisimini (kok ve siirglin uzunlugu, kok ve siirgiin yas agirhigi, kok ve siirgiin kuru
agirligl) olumsuz yonde etkilemistir. Sadece bor uygulanan ve bor ile

brassinosteroid’in beraber uygulandig: bitkiler karsilastirildiginda brassinosteroidin
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her bor konsantrasyonunda bitki gelisimini indiikledigi goriilmiistiir. 28-homoBL’in
en yiiksek olumlu etkisi bor uygulamasiz bitkilerde goriilmistiir. En az ise 2 mM bor

uygulamali bitkilerde goriilmiustiir.

Zea mays L. (misir) bitkisinde NaCl, salisilik asit (SA) ve 24-epiBL’nin etkileri
arastirilmistir. Denemede kontrol; 60 ve 120 mM NaCl; 10 M SA; 60 mM
NaCl+10™* M SA; 120 mM NaCl+10™* M SA; 10uM 24-epiBL; 60 mM NaCl+10
uM 24-epiBL ve 120 mM NaCl+10 uM 24-epiBL konsantrasyonlarinda uygulamalar
yapilmistir. 24-epiBL uygulamasi kontrole kiyasla siirgiin boyunda bir artisa sebep
olmustur, bu durum 60 mM NaCl uygulamali bitkilerde belirgin olarak goriiliirken
120 mM NaCl uygulamal1 bitkilerde bir farklilik gostermemistir. Yaprak sayisi ise
24-epiBL uygulamasi ile tiim dozlarda azalmistir. 24-epiBL uygulamasinin kontrol
grubu bitkilere kiyasla yaprak alaninda bir artisa neden oldugu gozlenirken, 60 ve
120 mM NaCl uygulamali bitkilerde yaprak alanini azaltmistir. 24-epiBL
uygulamasinin bitki yas ve kuru agirligini tim dozlarda arttirdigr gozlenmistir. 24-
epiBL tiim uygulamalarda bitkilerdeki klorofil-a miktarin1 azaltirken, klorofil-b ve
karotenoid miktarin1 kontrole nazaran olduk¢a arttirmistir ve 60 mM NaCl
uygulamali bitkilerde klorofil-b ve karotenoid miktarinda artis gozlenirken, 120 mM
NaCl uygulamali bitkilerde bir azalma tespit edilmistir. 24-epiBL uygulamasi ile tim
dozlarda prolin igerigi artmistir (Agami, 2013).

Zea mays L. bitkisine farkli dozlarda Mn uygulanarak olusturulan stres {lizerine 24-
epiBL’nin etkileri Hai-hua vd., (2009) tarafindan arastirilmistir. Bitkilere 150, 250,
350, 450, 550, 650, 750 mg kg'l dozlarinda mangan (Mn) ve 0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.2 ve
0.3 mg It dozlarinda 24-epiBL uygulanmistir. LOX, SOD, MDA, APX, DHAR ve
GR analizleri yapilmistir ve tiim konsantrasyonlarda uygulanan 24-epiBL’in klorofil

icerigi, net fotosentez orani ve floresan klorofil miktarini arttirdig: tespit edilmistir.

1.2.3. Misirda ve farkh bitkilerde genotoksisiteyi belirlemek iizere RAPD

calismalan

Verbascum speciosum’un metanol ekstraktinin Zea mays iizerine genotoksik etkisi
RAPD ile arastirilmistir. Ayn1 zamanda mitotik indeks ve kromozom anomalileri de

tespit edilerek sonuclar1 desteklemek amaglanmistir. Verbascum speciosum un kok,
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govde ve yapraklarindan elde edilen ekstraktlar %3.3, %5, %10
konsantrasyonlarinda misir bitkisine uygulanmistir. En diisiik mitotik aktivite %10
konsantrasyon uygulamali bitkilerde goriilmiistiir. Hemen hemen tiim uygulama
konsantrasyonlarinda kontrole gore daha yiiksek kromozom anomalilerine
rastlanmistir ve ekstrakt konsantrasyonu arttikca kromozom anomalileri de artmistir.
Bant yogunlugu, bantlarin varligi ya da kaybi1 ve yeni bantlarin gézlenmesi, misir
bitkisine farkli dozlarda uygulanan ekstraktin DNA’da hasara sebep oldugu sonucuna
gbtiirmistiir. %3.3 ve %5 konsantrasyonunda uygulamali bitkilerin yaprak, kok ve
govde orneklerinde bant yogunlugunda bir artis agirlikli olarak goriilmiistiir. Farkli
RAPD profilleri RAPD analizinin allelokimyasal genotoksik etkilerin saptanmasi
icin uygun bir belirteg¢ deneyi oldugunu goéstermistir (Sunar vd. 2009).

Aksakal vd. (2012), musir fideleri {izerine herbisit 2.4- dichlorophenoxyacetic acid
(2.4-D)’in genotoksik etkisini RAPD teknigini kullanarak arastirmislardir. Misir
fidelerine 0.5, 1, 1.5 ve 2 ppm 2.4-D uygulanmistir. RAPD’de 16 oligoniikleotid
primer kullanilmistir. Sonug olarak en ¢ok polimorfik bant 6 primerde goriilmiistiir.
Tim primerlerin genomik sablon stabilitesi (GTS) olusturuldugunda artan 2.4-D

konsantrasyonlarinda genotoksik etkinin de arttig1 gdzlenmistir.

Wan Liu vd. (2005), Hordeum vulgare’ye farkli konsantrasyonlarda kadmiyum (Cd)
uygulamiglardir. RAPD teknigini kullanarak Cd tarafindan indiiklenen DNA
hasarinin tespit edilmesi ve laboratuar ortaminda fidelerin koklerinde 6l¢iilen total
¢Oziinebilir protein seviyesi ve kok gelisimi ile RAPD profillerindeki degisiklikleri
kargilagtirmayr amaclamislardir. Bitkilere 30, 60, 120 mg I* dozlarinda Cd
uygulanmistir. RAPD’de 12 primer kullanilmig fakat yalnizca 11 primer skorlanabilir
sonuclar vermistir. Kisaca artan Cd konsantrasyonlarinda kok gelisimi, total
¢ozlinmiis protein seviyesi diigmistiir. Bant desenlerine bakildiginda artan Cd

konsantrasyonlarinda DNA hasarinin da arttig1 gozlenmistir.

Phaseolus vulgaris’ de civa (Hg), bor (B), krom (Cr), ¢inko (Zn) elementlerinin
genotoksik etkisini RAPD ile arastirmak amacglanmustir. Bitkiye toksisite yaratacak
konsantrasyonlarda (150 ppm ve 350 ppm) Hg, B, Cr, Zn ( HgCl,, H3BO3, K,Cr,07
ve ZnS04.7H20) uygulanmistir. Kok ve yaprak orneklerinde RAPD yapilmistir.
RAPD’de 12 primer kullanilmis, 11 primer polimorfik bantlar vermistir. Polimorfizm

degeri kok ve yapraklarda sirasiyla %50.4 ve %28.0°dir. Bant desenlerine gore 150
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ppm uygulamali bitkilerin yaprak orneklerinde toksik etki Hg>B>Zn>Cr seklinde
dizilmis, kok oOrneklerinde ise Hg>Zn>Cr>B olmustur. 350 ppm uygulamali
bitkilerin yaprak orneklerinde toksik etki Hg>B>Zn>Cr siralamasi degismemis kok
orneklerinde ise Hg>Zn>B>Cr’ olmustur (Cenkci vd., 2009).

Wan Liu vd. (2009), kadmiyum (Cd) ile kontamine olmus topraklarda yetistirilen
Hordeum vulgare’de (arpa) indiiklenmis DNA hasarin1 RAPD teknigini kullanarak
tespit etmeyi amaclamislardir. Kok biiylimesi ve arpa koklerindeki toplam
¢Oziinebilir protein diizeyini RAPD profilindeki degisiklikler ile karsilastirmayi
planlamiglardir. Petrilerde ¢imlendirilen arpa tohumlari, kuvars kum ihtiva eden
toprak ile doldurulmus saksilara transfer edilmistir. 10 giin boyunca fidelere 10, 20
ve 40 mg I"' Cd uygulanmistir. Artan Cd dozlari ile kok boyunda azalma
gbzlenmistir. Ayrica kok uclarindaki total protein miktar1 da Cd dozunun artigina
bagli olarak artmistir. RAPD analizinde 17 primer kullanilmistir fakat bunlardan 9
tanesi spesifik ve kararli bantlar vermistir. Kontrol bitkilerinde 9 primer, boyutlar
144-2639 bp arasinda degisen 129 bant vermistir. Her Cd konsantrasyonunda farkli
polimorfik banta rastlanmistir. 10, 20, 40 mgl' Cd uygulamali bitkilerde
polimorfizm yiizdesi (P%) sirasiyla %37.9, %52.7 ve %53.4’dir. Bant desenlerine
bakildiginda ise artan Cd dozlarima baglh olarak genotoksisitenin arttig1

belirlenmistir.

Acacia auriculiformis ve Acacia mangium tuz stresine maruz birakilmis ve
yapraklardaki ozmotik potansiyel arastirilmistir. Arastirmacilar her bir tiir arasindaki
genetik ¢esitliligi RAPD teknigi ile tespit etmeyi amaclamistir. Petrilerde
¢imlendirilen tohumlar toprak-perlit karigimi bulunan saksilara transfer edilmistir ve
herglin yar1 giiclii Hoagland soliisyonu ile sulanmigtir. Dikimden 15 giin sonra, 18
fide 30 giin boyunca yar1 giiclii Hoagland soliisyonuna 34 mM NaCl ilavesi yapilip
sulanarak tuz stresine maruz birakilmistir. Diger 18 fide ise kontrol olarak kabul
edilmistir. Kontrol bitkilerine kiyasla tuz stresine maruz birakilmis bitkilerde
ozmotik potansiyelde artis oldugu gozlenmistir. RAPD ile A. auriculiformis ve A.
mangium ’'da sirastyla 71 ve 63 bant elde edilmistir. A. auriculiformis’de bant
biyiikliikleri 389-2457 bp iken A. mangium 'da 383-2862 bp arasinda degismistir. A.

auriculiformis ve A. mangium’da tespit edilen bantlardan sirasiyla 39 (55%) ve 18
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(29%)’1 polimorfiktir. Bu ¢alismada tuz stresinin her iki tiirde biiylimeyi azalttig

tespit edilmistir (Nguyen vd., 2004).

Hindistan’da farkli bolgelerden toplanan 23 Acorus calamus L. bitkisine
kromozomal anormalliklere, mutasyona ve kansere neden oldugu bilinen p-Asarone
(2)-1,2,4-trimetoksi-5-prop-1-enil-benzen  uygulanmistir. Bu  bitkilerde ploidi
diizeyini belirlemek ve RAPD teknigi ile 23 bitki arasindaki genetik iliskiyi tespit
etmek amaclanmistir. Kok ucu ornekleri ile yapilan sitolojik caligmalar sonucu 23
bitkiden 5’inin ploidi diizeyi triploidi kalan 18’inin tetraploid oldugu belirlenmistir.
RAPD’de kullanilan 34 primer ¢ok diisiik sayida amplifikasyon iiriinii verirken 6
primer polimorfik ve tekrarlanabilir amplifikasyon {irtinleri tiretmistir. Toplamda 48
RAPD markir1 6 primer ile 36 polimorfik bant vermistir. Amplifikasyon {iriinlerinin
boyutlart 0.1-2 kb arasinda degismektedir. UPGMA analizi kullanilarak 23 birey
arasindaki anormallik tespit edilmistir. Dendogramin biri 5 biri 18 bireyi igermek

tizere iki ana gruba ayrilmistir (Ahlawat vd., 2010).

Arastirmacilar, tohumlarimi farkli dozlarda (5, 10, 15, 20 ve 25 Kr) gama 1sinina
maruz birakilmig Jatropha curcas L. bitkisinde olusan DNA hasarinit RAPD teknigi
ile belirlemislerdir. Kullanilan 23 primerden 17 tanesi polimorfik bant vermistir.
Gozlenen toplam 90 banttan yalnizca 53 tanesi polimorfik olarak skorlanmistir.
Sonug olarak dendogramda 5 ve 25 Kr uygulamali mutantlarin 10, 15 ve 20 Kr
uygulamali mutantlara nazaran kontrol grubu bitkilere daha uzak oldugu gézlenmistir

(Dhakshanamoorthy vd., 2011).

14 giinlik Oryza sativa bitkileri, 24 ve 96 saat boyunca, 50, 150 ve 300 uM
dozlarinda arsenik As(I1l) kimyasalina maruz birakilmistir. Arastirmacilar iki farkl
piring ¢esiti (PB1 ve IR64) kullanarak tasarladiklari1 bu g¢alismada, As (III)’in
genotoksik etkisini RAPD teknigini kullanarak tespit etmeyi amaclamiglardir. Ayrica
RAPD profilindeki degisiklikleri biiyiime biyomarkirlar1 (tohum ¢imlenmesi, kok
boyu, siirgiin boyu), fizyolojik (klorofil ve protein igerigi) ve biyokimyasal (SOD,
CAT, Prolin ve MDA igerigi) analizlerden elde ettikleri sonuglar ile karsilastirarak
elde edilecek verilerin agir metallerin bitki {izerindeki genotoksik etkisini
belirlemede destekleyici olacagini diisiinmiislerdir. 24 ve 96 saat As (Ill)’e maruz
birakilmis her iki piring ¢esitinde artan arsenik dozlara bagli olarak tohum ¢imlenme
kabiliyetinde, kdk boyu ve siirglin boyunda bir azalma gozlenmistir. Klorofil ve
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protein icerigine bakildiginda 24 ve 96 saat As (III)’e maruz birakilmis her iki piring
cesitinde de artan konsantrasyonla orantili olarak klorofil iceriginde azalma oldugu
gozlenmistir. 24 saat As (III)’e maruz birakilmis her iki piring ¢esitinde SOD igerigi
coktan aza dogru 150uM>300uM>50uM>kontrol As (III) olarak siralanirken 24
saat ve 96 saat As (Il)’e maruz birakilmig her iki piring c¢esitinde artan
konsantrasyonlara CAT igeriginde bagl olarak bir artis gergeklesmistir. 24 saat AS
(Ill)’e  maruz birakilmis her iki piring ¢esitinde MDA igeriginin artan
konsantrasyonlara bagli olarak arttig1 gézlenirken 96 saat As (III)’e maruz birakilmig
her iki piring ¢esitinde MDA igeriginin ¢oktan aza dogru 150>50>300 uM >kontrol
konsantrasyon uygulamalilarda oldugu belirlenmistir. 24 saat As(Ill)’e maruz
birakilmis PB1 ¢esitinde prolin igerigi 150>300>50 uM >kontrol iken IR64 ¢esitinde
bu siralama 150>50>300 uM >kontrol olarak degismektedir. 96 saat As(Ill)’e maruz
birakilmis her iki piring ¢esitinde prolin igeriginin ¢oktan aza dogru 150>50>300 uM
>kontrol oldugu tespit edilmistir. RAPD analizinde 20 dekamer oligoniikleotid
primeri kullanilmistir fakat yalnizca 11 tanesi net ve tekrarlanabilir bantlar vermistir.
Gozlenen toplam bant sayis1 PB1 ve IR64 cesitlerinin kontrol bitkilerinde sirastyla
51 ve 42’dir. Gozlenen toplam bant sayist PB1 (51°i kontrol, 79’u As(III)
uygulamali) ¢esitinde IR64 42’si kontrol, 29’u As(Ill) uygulamali) ¢esitine gore daha
fazladir. Genomik sablon kararliligi (GTS) hesaplanmistir. Sonug¢ olarak kdk boyu-
stirgiin boyu, klorofil ve protein igerigi As(IIl) icerigi arttikca GTS’yi diislirmustiir.
Ancak stres ile iligkili markir olarak bilinen SOD ve MDA igerigi As(Ill)’e maruz
kalan bitkilerde artig gostermistir. Bu etki RAPD profilinde bantlarin varligi/yoklugu
(bant desenleri) ile desteklenmistir (Ahmad vd., 2012).

Kekeg vd. (2010), Phaseolus vulgaris L. ve Triticum aestivum L. bitkilerine 5, 10,
25, 50, 100 ve 125 ppm borik asit uygulayarak olusacak genotoksik etkiyi RAPD
teknigi ile gozlemlemeyi amaglamislardir. Bu calisma siirecinde kok ve govde
uzunluklarinda da dlgiimler yapilmistir. Bor bugdayda 10 ppm (%13)’den, fasulyede
5 ppm (%19)’den sonraki dozlarda kok gelisimini engellemistir ve bu da DNA
degisimine baglanmigtir. RAPD’de degisim gozlemleri bugdayda 100 ppm,
fasulyede 25 ppm’den sonraki dozlarda baslamistir. Spesifik RAPD band
degisiklikleri (bantlardaki yogunluklar, kayiplar, azalislar, artiglar) karsilastirilmistir
ve bitkiler bor toleranslarina gore siiflandirilmiglardir. Bora duyarl olan bitkilerde,

tim konsantrasyonlarda normal bantlar kaybolmustur. Bora yari1 toleranshi olan
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bitkilerde yiiksek konsantrasyonlarda (100, 125 ppm) bantlar kaybolmustur. Bora
toleranshi bitkilerde ise tiim konsantrasyonlarda tiim bantlar goriinmiistiir. Sonug

olarak; fasulyenin bora duyarli, bugdayn ise toleransli oldugu tespit edilmistir.

Sakc¢ali vd. (2013), musir (Arifiye gesiti) tohumlarinmi ylizey sterilizasyonu yaptiktan
sonra kontrol (0), 5, 10, 25, 50, 100, 125 ve 150 ppm dozlarinda borlu ortama
ekmislerdir. Borlu ortamda yetisen bitkilerde kok ve bitki boyu gelisimi, total
¢oziilebilir protein miktar1 ve ayrica kok ve govdedeki B miktarini tespit etmislerdir.
Bunun yaninda B’un toksik etkisini mitotik indeksi, kromozom anormalliklerini
gozlemleyerek ve RAPD analizi ile bu sonuglar1 desteklemeyi amaglamislardir.
RAPD analizi igin 20 primer kullanilmistir. Kok boyunun en uzun oldugu doz 5 ppm
B (20.5 cm) uygulamasi iken bunu sirasiyla 10, 25 ppm B uygulanan bitkiler ve
kontrol bitkileri takip etmistir. En kii¢iikk kok boyu 150 ppm B (3.5 cm) uygulanan
bitkilerde goriiliirken bunu sirasiyla 125, 50 ve 100 ppm B uygulanan bitkiler takip
etmistir. Bitki boyunun en uzun oldugu doz 5 ppm B (6.6 cm) olarak belirlenmisken
bunu 10, 25 ve 50 ppm B uygulanan bitkiler takip etmistir. En kisa bitki boyu 150
ppm B (2.4 cm) uygulanan bitkilerde goriiliirken bunu 100, 125 ppm B uygulanan
bitkiler ve kontrol bitkileri takip etmistir. Total ¢oziilebilir protein miktar1 en fazla
kontrol bitkilerinde belirlenmisken bunu 5, 10 ve 25 ppm B uygulanan bitkiler takip
etmistir. En diisiik total ¢oziilebilir protein miktar1 ise 100 ppm B uygulanan bitkide
goriilmiistiir ve bunu 125 ve 150 ppm B uygulanan bitkiler takip etmistir. Kokte bor
konsantrasyonu en yiiksek 150 ppm B uygulanan bitkilerde goriilmiistiir. Bunu 100,
50, 125, 10, 25, 5 ppm B uygulanan bitkiler ve kontrol bitkileri takip etmistir.
Govdede bor konsantrasyonu en fazla 150 ppm B uygulanan bitkilerde bulunmustur.
Bunu 100, 125 ve 50 ppm B uygulanan bitkiler takip etmistir. 50 ppm B uygulanan
bitkilerden sonra bor konsantrasyonu sirasiyla kontrol bitkileri ve 25, 10, 5 ppm B
uygulanan bitkiler olmak {izere giderek azalmistir. Mitotik indeksi en yiiksek olan
doz 5 ppm B uygulanan bitkiler olmustur. Bunu 25, 10 ppm B uygulanan bitkiler ve
kontrol bitkileri takip etmistir. Kontrol bitkilerinden sonra ise sirasiyla 50, 100, 125
ve 150 ppm B olmak {izere mitotik indeks diigsmiistiir. Artan bor dozlar ile dogru
orantili olarak kromozom anormalliklerinde de bir artis goriilmiistir. RAPD
analizinde ise yiiksek bor konsantrasyonlarinda normal bantlarin kayboldugu
goriilmiistiir. Farkli bor konsantrasyonlarina maruz birakilmis misir bitkisi ile yapilan

RAPD analizi sonucunda GTS (genomik sablon stabilitesi) hesaplanmistir. GTS
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sonuglarina gore borun en toksik etkisi 100 ve 125 ppm B uygulanan bitkilerde
goriilmiisken bunu 50, 25, 150, 5, 10 ppm bor uygulanan bitkiler ve kontrol takip
etmistir. Bu sonuclar istatistiki olarak anlamli bulunmamistir. GTS sonuclar1 kok

gelisimi ile karsilastirildiginda anlamli bir korelasyon gézlenmemistir.

Erturk vd. (2013), musir bitkisine 5, 10, 20, ve 40 mM ¢inko siilfat (Zn SO,4) ve 5, 10,
20 ve 40 mM borik asit (H3BO3) uygulamislardir. Zn ve B’un musir bitkisinde
olusturacagi toksik etkiyi total ¢oziilebilir protein miktarini tespit ederek belirlemeyi
ve bu sonuglart RAPD analizi ile birlikte degerlendirmeyi amaglamislardir. RAPD
analizinde 16 primer kullanilmistir. B i¢in total ¢oziilebilir protein miktar1 en fazla 40
MM H3BO; uygulamasinda goriilmiistir. Bunu 20 mM H3BO3;, 5 mM H3BOs,
kontrol, 10 mM H3BO3; uygulanan bitkiler takip etmistir. Zn igin total ¢6ziilebilir
protein miktari en fazla 5 mM Zn uygulamasinda goriilmiistiir. Bunu kontrol bitkileri
ve 10 mM Zn, 20 mM Zn ve 40 mM Zn uygulanan bitkiler takip etmistir. Uygulama
yapilmis (Zn, B) ve uygulama yapilmamis (kontrol) bitkilerin RAPD profiline
bakildiginda bant desenlerinde farkliliklar gozlenmistir. B ve Zn konsantrasyonu
arttikca polimorfizm degeri de artmistir. GTS sonuglar1 artan B ve Zn

konsantrasyonlarinda toksisitenin de dogru orantili olarak arttigini géstermistir.

24



2. MALZEME VE YONTEM

2.1.  Bitki Materyali

Misir bitkisinin bilimsel siniflandirmasi (Segmen vd., 2004) :

Alem: Plantae (Bitkiler)

Bolim: Angiosperms (Kapali tohumlular)
Alt bolim: Monocots (Bir ¢enekliler)

Takim: Poales

Familya:  Poaceae (Bugdaygiller)

Alt familya: Panicoideae

Oymak: Andropogoneae

Cins: Zea

Tiir: Zea mays L. (musir) “dir.

Bu tez ¢alismasinda Zea mays L. (misir) Arifiye ¢esiti kullanilmistir. Tohumlar
Mugla Gida, Tarim ve Hayvancilik Il Miidiirliigii’nden temin edilmistir. Cesit, uzun
boylu, bol koyu yesil aksamu ile silajlik ¢esit 6zelliklerini tagimaktadir. Orta gegci
kompozit bir g¢esittir. Yapraklar1 genis ve yayvandir. Sar1 at disi tane yapisindadir.
Hasatta tane rutubeti %25-35 arasinda degismektedir. 85 giinde ¢igeklenir. Bitki
boyu 220-240 cm’dir. Kogan yiiksekligi 125-140 cm’dir. Tane verimi 700-1100
kg/da’dir. Silajlik verim ana tirlinde 5.5-7.5 ton/da, ikinci iirlinde 4.5-6.5 ton/da’dur.
Tane/kogan oran1 %80’dir. Olgunlasma siiresi 135 giindiir.  Yaprak yaniklig
(Helminthosporium spp. ) hastaligina dayanikli, sap ve kogan ¢iiriikliigiine (Fusarium

spp. ) orta dayaniklidir (Mugla Gida, Tarim ve Hayvancilik 11 Miidiirliigii, 2013).

2.2.  Fidelerin Yetistirilmesi

Borik asit (H3BO3) ve 24-epibrassinolide uygulamalari igin iki farkli deneme

kurulmustur.
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e Tohumlar laboratuarda perlitte ¢gimlendirilmis ve 20 giin biiyiitiilmiistiir.

e Tohumlar torf igeren saksilara ekilmis ve dig mekanda 30 giin biiyiitiilmiistiir.

Tohum ekimi sterilize edilmis tohumlar ile yapilmustir.

2.2.1. Tohum sterilizasyonu

Misir tohumlart 6ncelikle %2.25°1ik Na-hipoklorit ¢ozeltisinde 4-5 dk bekletilmis,
ardindan 3 kere distile su ile calkalanarak yiizeysel strerilizasyonu yapilmistir (Y okas

vd., 2008; Dogru vd., 2012).

2.2.2. Perlitte ¢cimlendirme ve uygulamalar

Her biri 20 gozIli 16 adet viyol perlit (0.3-0.6 mm)(Persa Madencilik Sanayi ve
Ticaret Ltd. Sti. Kinik-izmir) ile doldurulmus ve distile su ile sulanarak ekim icin
hazirlanmistir. Hazirlanmis olan viyollere, yiizeysel sterilizasyonu yapilan tohumlar,
bir géze bir tohum olmak iizere ekilmis (320 adet misir tohumu ekilmistir) ve
sulanmistir. 28°C oda sicakliginda tutulan viyoller tohum ekimini takiben, 7 giin
boyunca her bir viyol her giin 250'ser ml olmak iizere distile su ile sulanmistir. 8.
giinden itibaren her bir viyol her giin 250'ser ml Hoagland ¢ozeltisi (Hoagland ve

Arnon, 1950) ile sulanmistir.
Hoagland Cozeltisinin Hazirlanmasi:

Hoagland Cozeltisi Stoklart:

Makroelementler

(] Ca(N03)2.4H20 -236.1 g/|

¢ KNO3 -2>101.1 g/l Her birinden 1’er litre stok hazirlanmigtir.

o« KH,PO, > 136.1 g/l

eMgSO.7H,0 = 246.5 gl
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Mikroelementler

e H3;BO;3 2> 28 g
eMnCl,.4H,0 > 1.8 ¢ 1 litre stok hazirlanmistir.
¢ZnS0,4.7H,0 > 0.2 ¢ >

0CUSO4.5H20 - 0.1 g

eNaMoO,; - 0.025g /
eFe-EDTA 2159 1 litre distile suda ¢dziilerek stok hazirlanmistir.

1 litre Hoagland ¢ozeltisi i¢in;
Makroelement stoklarindan KH;POz’den 1 ml, MgSO,7H,O’dan 2 ml,
Ca(NOs3),.4H,0’dan ve KNO3’den 5’er ml; mikroelement stogundan 1 ml ve Fe-

EDTA stogundan 1 ml alinip distile su ile 1 litreye tamamlanmistir.

Borik asit (H3BO3) uygulamasi; Hoagland ¢6zeltisine 50, 100 ve 150 ppm borik
asit ilave edilerek giinliik sulamalar yapilmigtir. Tohum ekiminden 12 giin sonra
borik asit uygulamasina baglanmis ve 5 giin art arda borik asitli (50, 100 ve 150 ppm)

Hoagland ¢ozeltisi ile sulama yapilarak devam edilmistir.

24-epibrassinolide (24-epiBL) uygulamasi; 5. giin borik asit uygulamasini takiben
0, 0.01, 0.5 ve 1 uM konsantrasyonlarinda 24-epiBL bitkiyi 1slatacak sekilde
puskiirterek uygulanmistir (spreyleme). Bu islem, tohum ekiminden 18 giin sonra

borik asit uygulamasinin 5. giinii, 1 uygulama olarak yapilmistir.

24-epibrassinolide cozeltisinin hazirlanmasi: (24-EpiBL, Sigma 1641)

24-epiBL (10 mg), birka¢ damla etanolde ¢oziildiikten sonra iizeri distile su ile 10
ml'ye tamamlanarak konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde stok ¢dozelti
hazirlanmistir. Stoktan ilgili konsantrasyonlar (0.01, 0.5 ve 1 puM) hazirlanarak

uygulamalar yapilmistir.
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24-epibrassinolid uygulamasi yapildiktan sonraki giin tiim viyoller 250'ser ml distile

su ile sulanmistir ve bir giin sonra tiim bitkicikler hasat edilmistir.

Ekimden 20 giin sonra deneme sonlandirilmis olup hasat edilen bitkiler DNA

izolasyonu ve RAPD c¢alismalari i¢in -20 °C' de muhafaza edilmistir.

Tesadiif parselleri deneme desenine gore 4 tekrarli olarak planlanan ¢alismanin borik

asit ve 24-epiBL uygulama doz ve kombinasyonlar1 asagida verilmistir:

1.

2.

8.

9.

Kontrol (0 ppm H3BO3; + 0 uM 24-epiBL)

0 ppm H3BO3+ 0.01 uM 24-epiBL

.0 ppm H3BO3+ 0.5 uM 24-epiBL
.0 ppm H3BO3+ 1 uM 24-epiBL

. 50 ppm H3BO3 + 0 uM 24-epiBL

. 50 ppm H3BO3 + 0.01 uM 24-epiBL

.50 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL

50 ppm H3BO3+ 1 uM 24-epiBL

100 ppm H3BO3 + 0 uM 24-epiBL

10. 100 ppm H3BOs + 0.01 uM 24-epiBL

11. 100 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL

12. 100 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL

13. 150 ppm H3BO3 + 0 uM 24-epiBL

14. 150 ppm H3BO3 + 0.01 uM 24-epiBL

15. 150 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL

16. 150 ppm H3BO3; + 1 uM 24-epiBL

2.2.3. Saksida ¢imlendirme ve uygulamalar

28 cm gapli saksilara 1500 g torf konulmus her saksiya 5’er adet tohum ekilmistir

(Giines vd., 2000). Izleyen giinlerde her bir saks1 her giin nemini koruyacak sekilde

(750'ser ml su ile) sulanmustir.
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Kontrol, 30, 60, 90 ve 120 ppm olarak belirlenmis olan borik asit (H3BOs)
konsantrasyonlar1 sulama suyuna eklenerek verilmistir. Tohum ekiminden 13 giin
sonra borik asit uygulamasina baslanmis ve giinde bir kez olmak tizere 5 giin art arda
sulama suyu ile birlikte uygulanmistir. Borik asit uygulamasi 5 giin yapilmistir.
Sonra gesme suyu ile sulamaya devam edilmistir. Son borik asit (HsBO3) uygulamasi
giinii ve izleyen 2 giin 24-epiBL uygulamas: bitkinin tiim yapraklarini islatacak
sekilde spreylenerek yapilmistir. Epibrassinolide uygulamasi 24 saat araliklarla
toplam 3 uygulama olarak yapilmistir. 24-epiBL konsantrasyonlar1 kontrol, 0.01, 0.5
ve 1 uM’dur.

Son 24-epiBL uygulamasindan sonra da bitkiler ¢gesme suyu ile sulanarak bir hafta
sonra hasat edilmistir (¢cimlenmeden 30 giin sonra). Borik asit ve 24-epiBL uygulama

konsantrasyonlar1 asagida verilmistir:

[EEN

. Kontrol (0 ppm H3BO3 + 0 uM 24-epiBL)

N

.0 ppm H3BO; + 0.01 uM 24-epiBL

w

.0 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL

N

.0 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL

(62}

. 30 ppm H3BO3+ 0 uM 24-epiBL

(3]

. 30 ppm H3BO3; + 0.01 uM 24-epiBL

~

. 30 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL

8. 30 ppm H3BO3; + 1 uM 24-epiBL

9. 60 ppm H3BO3 + 0 uM 24-epiBL

10. 60 ppm H3BO3; + 0.01 uM 24-epiBL
11. 60 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL
12. 60 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL
13. 90 ppm H3BO3 + 0 uM 24-epiBL
14. 90 ppm H3BO3; + 0.01 uM 24-epiBL
15. 90 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL

16. 90 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL
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17. 120 ppm H3BO3; + 0 uM 24-epiBL
18. 120 ppm H3BO;3; + 0.01 uM 24-epiBL
19. 120 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL

20. 120 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL
2.2.3.1. Olciimler

Hasat edilen bitkilerde bitki boyu (cm) (kdksiiz), kok boyu (cm), bitki yas agirlig
(9) (kokstiz) ve bitki kuru agirligi (g) (koksiiz) belirlenmistir. Ayrica, hasat edilen
bitki ornekleri bor analizi, DNA izolasyonu ve RAPD c¢alismalar1 i¢in -20°C'de

muhafaza edilmistir.
2.2.3.2. Istatistiki analiz

Verilerin istatistiki analizi SPSS 14.0 paket programi ile yapilmistir. One way Anova

Testi kullanilmustir.

2.3. Yaprak Orneklerinde Bor Analizi

2.3.1. ICP-AES ile bor analizi

Ornekler Mugla Gida, Tarim ve Hayvancilik 11 Miidiirliigii laboratuari prosediiriine
gore hazirlanmig ve laboratuar biinyesinde bulunan ICP-AES cihazinda okunmusgtur.
Bitki yapraklar1 saf su ile yikanmig ve pastor firrinda 70 “C’de 2 giin (48 saat)
kurutulmustur. Kurutulup 6giitiilmiis yaprak 6rneginden 0.5 gram porselen kroze
icinde tartilmig ve Ornekler sirasiyla kiil firinina yerlestirilmistir. Kiil firininda
Cizelge 2.3.’deki programa gore 2 kere yakilmistir. Cihaz kapatilarak porselen
krozeler i¢indeki ornekler kiil firininda sogumaya birakilmis ve krozeler geker ocak
igine alinmistir. Ceker ocak ¢alisir vaziyette iken her 6rnege 0.5 ml %37’lik HCI
yavas yavas ilave edilmistir. 5 dakika bekledikten sonra oOrneklere pisetle
tagirmayacak sekilde saf su ilave edilmis 6rnekler whatman kagidindan (No: 1) 50

ml’lik falcon tiipler igerisine siiziilmiistlir. Stizme islemi bittikten sonra falcon tiip 50
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ml Olgli ¢izgisine kadar saf su ile tamamlanmis ve ICP-AES cihazinda okuma

yapilarak 6rneklerdeki bor miktari tespit edilmistir.

Cizelge 2.1. Bor analizi i¢in bitki 6rneklerinin kiil firminda yakma program (Kacar ve inal,

2008)

Yakma tekerriirii Yakma derecesi (°C) Yakma siiresi (saat)
150°C 15h
250°C 2h

1
350°C 2h
550°C 2h
250°C 1.5h
400°C 2h
2
600°C 2h
800°C 15 h

2.4. Bitki Orneklerinin RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA=
Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) Analizleri

2.4.1. DNA izolasyonu

Tim bitki orneklerinden DNA izolasyonu Qiagen DNeasy Plant Mini Kit ile
gerceklestirilmistir. Her bir uygulama konsantrasyonuna ait 6rneklerden uygulamay1
temsil edecek sekilde yapraklar bir araya getirilerek hazirlanan orneklerden DNA

izole edilmistir.
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2.4.1.1. Qiagen Dneasy plant mini kit protokolii

e 0.1 g yaprak 6rnegi steril edilmis -20°C’de bekletilmis porselen havanda sivi
nitrojen ile toz haline getirilmis ve 1.5 ml’lik plastik tiipe konulmustur.

e 1.5 ml’lik plastik tiipte toz halinde bulunan yaprak 6rnegi iizerine 400 ul AP1
Buffer ve 4 pl RNase A eklenerek kuvvetlice vortekslenmistir. Daha sonra
tipler 10 dk 65°C’de sicak su banyosunda inkiibasyona birakilmis ve
inkiibasyon siiresince tilipler 2-3 kere ters diiz edilmistir.

e Sicak su banyosundaki inkiibasyon sona erdikten sonra tiiplere 130 ul P3
Buffer eklenerek karistirilmis ve tiipler 5 dakika buzda inkiibasyona
birakilmistir.

e Tiipler 5 dk 20000xg (14000 rpm)’de santrifiij edilmistir.

e QIlAshredder spin kolon 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmis ve pipetle
¢ekilen siipernatant kolona transfer edilmistir. Daha sonra QIAshredder spin
kolonlar 14000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir.

e Kolondan akan siipernatant yeni bir ependorf tiipe transfer edilmistir ve
lizerine siipernatantin 1.5 kati hacminde AWI1 Buffer eklenerek
pipetlenmistir.

e Bu karisimin 650 pl’si 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirilen DNeasy mini
spin kolona pipetle transfer edilmis ve 1 dk 6000xg (>8000 rpm)’de santrifiij
edilmistir. Toplama tiipiinde biriken sivi atilmistir ve karisimin kalani i¢in
ayni islem tekrarlanmistir.

e DNeasy mini spin kolon yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmistir ve
kolona 500 pul AW2 Buffer eklenerek 1 dk 8000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Toplama tiipiine akan siv1 atilmistir.

e DNeasy mini spin kolona tekrar 500 ul AW2 Buffer eklenmis ve bu sefer 2
dk 14000 rpm’de santrifiij edilmistir.

e DNeasy mini spin kolon yeni bir 1.5 ml’lik ependorf tiipe yerlestirilmistir.

e FEliisyon i¢in spin kolona 100 pl AE Buffer eklenmis ve 5 dk oda sicakliginda
(15-25°C) inkiibe edildikten sonra 1 dk 8000 rpm’de santrifiij edilmistir.

e Spin kolona yeni bir ependorf tiip yerlestirilerek son basamak tekrarlanmistir.

32



2.4.1.2. DNA konsantrasyonu ve safliginin belirlenmesi

Izolasyon sonucu elde edilen DNA’larm miktar ve kalitesi, %1’lik agaroz jel ile
belirlenmistir. Spektrofotometre okumalar1 ile elde edilen degerler ve bunlarin
birbirine oranlar1 kullanilarak DNA safliklar1 belirlenmistir. Optik densite (OD), 260
(OD260) ve 280 nanometre optik densitedeki (OD280) DNA’nin safligin1 gosteren
bu degerin 1.8 ile 2.0 arasinda olmasi istenmektedir (Ozdil ve Baspinar, 2005).

Agaroz jel ve spektrofotometre okumalart sonucunda elde edilen verilerden
yararlanilarak, DNA son konsantrasyonu 50 ng/ul olacak sekilde ddH,O ile
seyreltilmis ve daha sonraki analizler igin —20°C’lik derin dondurucuda kullanim

zamanina kadar saklanmistir.

2.4.2. RAPD-PCR analizleri
2.4.2.1. DNA amplifikasyon kosullari

DNA amplifikasyonu, Doyle&Doyle (1987)’a ait metot modifiye edilerek
yapilmigtir. PCR reaksiyonu igin hazirlanan c¢ozeltinin Kokteyl igerigi asagida
verilmistir (1x kokteyl):

e 10x Buffer (KCI) 215l

e MgCl; (25 mM) 2> 2ul

e dNTP (100 mM) > 12 ul

e Primer (10 uM) 2> 1ul

e ddH,0 > 4.1 ul

e Taqg Polymerase (5U/ ul, 500U) 2> 0.2 ul

e Kalip DNA =2 5 ul (5 ng/pl)

Toplam: 15 pl

PCR i¢in Thermo Scientific marka taq polimeraz #EP0402) kullanilmstir.
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2.4.2.2. PCR dongii programi

e Son uzama----------

e Muhafaza-

------ +4°C’de

- 30sn
- 25sn

2 45sn> 35 dongii

2> 1dk
- 5dk
- ©

PCR reaksiyonu Biometra Uno Il (Almanya) cihazinda yapilmustir.

2.4.2.3. Primerler

RAPD analizlerinde 48 adet sentetik dekamer oligoniikleotid denenmistir. Bu

primerlere ait baz dizilisleri Cizelge 2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.2. RAPD analizlerinde kullanilan 48 primerin (sentetik dekamer oligoniikleotidi)

adlar1 ve baz dizilisleri

No Primer Kodu | Primer Sekansi (5'—3') | Molekiiler Agirhk Pikomol
1 OPA-1 CAGGCCCTTC 2964 2730
2 OPA-2 TGCCGAGCTG 3044 1150
3 OPB-1 GTTTCGCTCC 2970 6364
4 OPB-2 TGATCCCTGG 3019 5656
5 OPB-3 CATCCCCCTG 2924 6314
6 OPB-4 GGACTGGAGT 3108 4894
7 OPB-5 TGCGCCCTTC 2955 6475
8 OPB-6 TGCTCTGCCC 2955 6475
9 OPB-7 GGTGACGCAG 3093 4959
10 OPB-8 GTCCACACGG 3013 5379
11 OPB-9 TGGGGGACTC 3084 5267
12 OPB-10 CTGCTGGGAC 3044 5495
13 OPB-11 GTAGACCCGT 3028 5302
14 OPB-12 CCTTGACGCA 2988 5533
15 OPB-13 TTCCCCCGCT 2915 6822
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Cizelge 2.2. (@™

No Primer Kodu | Primer Sekansi (5'—3') | Molekiiler Agirhik Pikomol
16 OPB-14 TCCGCTCTGG 2995 6161
17 OPB-15 GGAGGGTGTT 3139 4990
18 OPB-16 TTTGCCCGGA 3019 5656
19 OPB-17 AGGGAACGAG 3126 4387
20 OPB-18 CCACAGCAGT 2997 5194
21 OPB-19 ACCCCCGAAG 2982 5267
22 OPB-20 GGACCCTTAC 2988 5533
23 OPC-4 CCGCATCTAC 2948 5785
24 OPC-5 GATGACCGCC 3013 3200
25 OPD-8 GTGTGCCCCA 3004 2050
26 OPH-18 GAATCGGCCA 3037 1640
27 OPM-1 GTTGGTGGCT 3090 5533
28 OPM-2 ACAACGCCTC 2957 5415
29 OPM-3 GGGGGATGAG 3173 4600
30 OPM-4 GGCGGTTGTC 3075 5616
31 OPM-5 GGGAACGTGT 3108 4894
32 OPM-6 CTGGGCAACT 3028 5302
33 OPM-7 CCGTGACTCA 2988 5533
34 OPM-8 TCTGTTCCCC 2930 6699
35 OPM-9 GTCTTGCGGA 3059 5415
36 OPM-10 TCTGGCGCAC 3004 5743
37 OPM-11 GTCCACTGTG 3019 5656
38 OPM-12 GGGACGTTGG 3124 5058
39 OPM-13 GGTGGTCAAG 3108 4894
40 OPM-14 AGGGTCGTTC 3059 5415
41 OPM-15 GACCTACCAC 2957 5415
42 OPM-16 GTAACCAGCC 2997 5194
43 OPM-17 TCAGTCCGGG 3044 5495
44 OPM-18 CACCATCCGT 2948 5785
45 OPM-19 CCTTCAGGCA 2988 5533
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Cizelge 2.2. (@™
No Primer Kodu | Primer Sekansi (5'—3') | Molekiiler Agirhik Pikomol

46 OPW-1 CTCAGTGTCC 2979 2690
47 OPW-5 GGCGGATAAG 3117 1510
48 OPW-7 CTGGACGTCA 3028 1830

2.4.2.4. RAPD-PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Farkli konsantrasyonlarda borik asit ve 24-epibrassinolid uygulanan misir bitki
yapraklarindan izole edilen DNA’lar %1.5’luk (w/v) agaroz jelde yatay elektroforez
sistemi kullanilarak yiiriitilmiistiir. Genomik DNA i¢in 3 ¢, PCR iirlinleri i¢in 4.5 ¢
agaroz tartilip 300 ml O0.5xTBE tampon soliisyonu igine konulduktan sonra
mikrodalga firinda ¢oziindiiriilerek iyice kaynatilmistir. Agaroz jel katilasmadan
once (50-60°C) 30 pl EtBr (10 mg/ml) eklenmistir. Jel biraz soguyunca jel
tabaklarina hava kabarcigi olusmayacak sekilde dokilmis ve taraklar
yerlestirilmistir. Agaroz katilastiktan sonra taraklar ¢ikarilmis ve icinde 0.5x TBE
tampon sollisyonu (igerigi asagida verilmistir) bulunan jel elektroforezi tankina
yerlestirilmistir. Her bir kuyucuga 10 ul PCR firiinii ve 2 pl loading dye (Thermo
Scientific, #R0611) yiiklenerek toplam hacim 12 pl olmustur. Tiim jellerde RAPD
bantlarinin molekiiler agirliklarini belirlemede 1 kb’lik DNA molekiiler agirlik
markorii kullanilmis ve kuyucuklara 2 ul yiiklenmistir. DNA &rnekleri ve PCR
tirtinleri 100 V, 500 mA’de 120 dakika yiiriitiildiikten sonra Gel Capture yazilimi
kullanilarak DNR Bio-Imaging Systems Min1 BIS Pro marka jel dokiimantasyon

sisteminde fotograflanmistir. Tim jel fotograflarinin negatifleri kullanilmistir.

TBE icerigi (5X), 1 litre icin:

o Disodium EDTA (4.6875 g) 0.5X TBE. 1 litre igin:
e Trizma Base (54 g) e 100 ml5X TBE
e Borik asit (27.5g) e 900 ml distile su

2.4.2.5. RAPD bant profillerinin degerlendirilmesi

Agaroz jel elektroforezi sonunda elde edilen bant desenleri incelenerek polimorfik

olan bantlar degerlendirilmeye alinmistir. Farkli konsantrasyonlarda borik asit ve 24-
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epiBL uygulamali 6rneklerin karsilagtirilmasinda, bantlar var (1) veya yok (0) olarak

degerlendirilmis ve calismada polimorfizm orani su formiille hesaplanmistir:

Polimorfizm orani (%) = _Polimorfik bant sayis1 X 100

Toplam bant sayis1

(Monomorfik bant sayist + Polimorfik bant sayisi)

UPMGA dendogram analizleri, Jaccard katsayilar1 kullanilarak benzerlik veri
matrikslerinden elde edilmistir (Dr. Santi Garcia-Vallve ve Dr. Pere Puigbo, Rovirai
Virgili Universitesi, Biyokimya ve Biyoteknoloji Béliimii, Tarragona, Ispanya,
2002).
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3. BULGULAR VE iRDELEME

3.1. Perlitte Cimlendirme ve Cim Bitkilerine Ait Bulgular

Tohumlarin perlite ekiminden 4 giin sonra ilk ¢imlenme goriilmiistiir. Yaprak
kinindan ilk yapraklarin ¢ikisi tohum ekiminden 7 gilin sonra gozlenmistir (Sekil 3.1)
(Sekil 3.2). Sekil 3.3.’de tohum ekiminden 11 giin sonra ve Sekil 3.4.’de ise 18 giin

sonra bitkiler gdzlenmistir.

Sekil 3.1. Tohumlarin ekiminden 7 giin sonra ¢cimlenmeden bir goriiniim

Sekil 3.2. Tohumlarin ekiminden 8 giin sonraki bir goriiniim
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150 ppm HiBO:

Sekil 3.4. H;BO; uygulamasi ve 24- epiBL uygulamasi yapilmis olan bitkilerin goriiniimii

(Tohum ekiminden 18 giin sonra)

3.1.1. DNA izolasyonu

20 giinliik bitkilerden izole edilen DNA’lar uygulamalara gore numaralandirilmais,
safliklar1 spektrofotometre cihazi ile Ol¢iilmiis ve Cizelge 3.1’de verilmistir.
Izolasyonu yapilan DNA’larmn %]1°lik jel iizerindeki goriiniimleri Sekil 3.5.’te

verilmistir.
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Cizelge 3.1. 20 giinliik bitkiciklerden izole edilen DNA’larin uygulamalara gore

numaralandirilmasi ve DNA’larin safliklar

Borik asit ve 24-epiBL Uygulamalar Ornek | A260 | A280 | A260/A280 gﬁi)lz:;ﬁn
Kontrol (0 ppm H3;BO3 + 0 uM 24-epiBL) 1 0.064 | 0.063 1.01 422.4
0 ppm H3BO; + 0.01 uM 24-epiBL 2 0.013 | 0.010 13 85.8
0 ppm H3BO; + 0.5 uM 24-epiBL 3 0.014 | 0.013 1.07 92.4
0 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL 4 0.016 | 0.014 1.14 105.6
50 ppm HsBO; + 0 uM 24-epiBL 5 | 0.017 | 0.015 1.13 112.2
50ppm H3BO3 +0.01 pM 24-epiBL 6 0.043 | 0.040 1.07 283.8
50ppm H3BO; + 0.5 uM 24-epiBL 7 0.008 | 0.006 1.33 52.8
50ppm H3BO;3 + 1 uM 24-epiBL 8 0.086 | 0.084 1.02 567.6
100 ppm H3BO; + 0 uM 24-epiBL 9 0.038 | 0.036 1.05 250.8
100 ppm H3BO; + 0.01 uM 24-epiBL 10 | 0.022 | 0.021 1.04 145.2
100 ppm H3BO;3; + 0.5 uM 24-epiBL 11 0.041 | 0.039 1.05 270.6
100 ppm H3BO; + 1 uM 24-epiBL 12 0.043 | 0.040 1.07 283.8
150 ppm H3BO;3 + 0 uM 24-epiBL 13 0.021 | 0.018 1.16 138.6
150 ppm H3BO; + 0.01 uM 24-epiBL 14 0.046 | 0.043 1.06 303.6
150 ppm HsBOg+ 0.5 uM 24-epiBL 15 | 0.024 | 0.021 1.14 158.4
150 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL 16 0.130 | 0.126 1.03 858
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Sekil 3.5. Perlitte yetistirilen bitkiciklerden izole edilen DNA’lar

3.1.1.1. Perlitte yetistirilen bitkiciklerde RAPD-PCR analizi

Farkli konsantrasyonlarda borik asit ve 24-epibrassinolide uygulanmig 20 giinliik
bitkilerden izole edilmis olan 16 DNA Ornegi ile gergeklestirilen RAPD-PCR

analizlerinde 48 primer denenmistir (Cizelge 3.2.).
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Cizelge 3.2. Perlitte yetistirilen bitkiciklere yapilan RAPD-PCR reaksiyonlarindan elde edilen bant karakteristikleri

Monomorfik Bant

Polimorfik Bant

No | Primer Adi Bant Biiyiikliigii Toplam Bant Sayisi Sayis Sayis Polimorfizm (%)
1 OPA-1 2000, 1800, 1000, 900, 550, 450 6 6 0 0
) OPA2 1600, 1500, 1000*, 900, 850*, 800*, 750*, 650, 600*, 1 . . 583

550%, 500*, 350

3 OPB-1 1500%*, 1000*, 750, 500, 450, 400 6 4 2 333
4 OPB-2 900,650* 2 1 1 50
5 OPB-3 1750, 1500, 1400, 900, 750, 650, 450, 350, 300 9 9 0 0

6 OPB-4 1500%*, 1250, 750, 650, 600, 500, 400 7 6 1 14.2
7 OPB-5 1850*, 1500*, 1000*, 850*, 750, 575*, 550,250* 8 2 6 75
8 OPB-6 1500, 1450%*, 1400, 900, 750, 650, 500, 350 8 7 1 12,5
9 OPB-7 1350%*, 1000, 900, 750, 650, 600, 350* 7 6 1 14.2

10 OPB-8 1500%*, 1250, 1000, 750, 650*, 500, 350, 300* 8 5 3 375
11 OPB-9 0 0 0 0
b OPB10 1800%*, 1500, 1400, 1300*, 1000, 900*, 750, 550, 500*, n . 6 "

450*, 300*

13 OPB-11 2500, 2000, 1500, 1000, 750* 5 4 1 25
14 OPB-12 2000%, 1800, 1750*, 1500, 750, 600, 400 7 5 2 28.5
15 OPB-13 0 0 0 0
16 OPB-14 2750%, 2500%, 2000, 1500, 1000, 900, 650 7 5 2 28.5
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Cizelge 3.2, (@™

Monomorfik Bant

Polimorfik Bant

No | Primer Adi Bant Biiyiikliigii Toplam Bant Sayisi Sayist Sayist Polimorfizm (%)
17 OPB-15 2000, 1600, 1500, 1400, 1100, 900, 750, 500, 350*, 300* 10 8 2 20
18 OPB-16 0 0 0 0
19 OPB-17 1800, 1750, 1500, 900, 850, 750, 350, 300* 8 7 1 12.5
20 OPB-18 1500*, 1000, 800, 750, 675, 650, 500, 300* 8 6 2 25
21 OPB-19 1850, 750, 350 3 3 0 0
22 OPB-20 3000%*, 1800*, 1000, 800, 750, 500, 300 7 5 2 28.5
23 OPC-4 2500%*, 1650, 1625, 1500, 1425, 1000 6 5 1 16.6
24 OPC-5 1750, 1200, 800, 750* 4 3 1 25
25 OPD-8 1100, 1000, 900, 800, 400, 350 6 6 0 0
26 OPH-18 1600*, 1500, 1400*, 1000, 900 5 3 2 40
- OPM.1 2000*, 1500, 1450*, 1100*, 1000, 950, 675*, 550*, 500*, 10 3 . 70
900*

28 OPM-2 0 0 0 0
29 OPM-3 0 0 0 0
30 OPM-4 1450, 1200, 900, 750, 650, 350* 6 5 1 16.6
31 OPM-5 1400, 1000, 975, 750, 500, 450 6 6 0 0
32 OPM-6 1500, 1000, 900*, 650, 600, 550, 450 7 6 1 14.2
33 OPM-7 1600, 1500, 1400, 1300, 1100, 1000, 750, 675, 500, 350 10 10 0 0
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Cizelge 3.2, (@™

Monomorfik Bant | Polimorfik Bant
No | Primer Adi Bant Biiyiikliigii Toplam Bant Sayisi Polimorfizm (%)
Sayisi Sayisi
34 OPM-8 1000, 500, 350 3 3 0 0
35 OPM-9 0 0 0 0
36 OPM-10 0 0 0 0
37 OPM-11 1800*, 1750, 1500, 1000, 750, 550, 400 7 6 1 14.2
38 OPM-12 1100*, 1000, 900*, 850*, 750*, 650*, 600*, 500*, 400 9 2 7 7.7
1500, 1400*, 1350*, 1100, 900, 875*, 850*, 500, 350*,
39 OPM-13 10 4 6 60
300*
40 OPM-14 1500,1100*, 1000, 750, 500, 375, 300 7 6 1 14.2
41 OPM-15 0 0 0 0
42 OPM-16 2000%*, 1875, 1450, 1100, 750, 675 6 5 1 16.6
43 OPM-17 1100, 1000, 850*, 750%*, 500, 475 6 4 2 33.3
1850*, 1700, 1500, 1100, 900, 850, 750, 700, 675*, 500,
44 OPM-18 11 9 2 18.1
475
45 OPM-19 1100, 900 2 2 0 0
46 OPW-1 2000, 1100*, 800 3 2 1 33.3
47 OPW-5 1750, 700*, 500*, 450*, 400, 350*, 300 7 3 4 57.1
48 OPW-7 1200, 1000*, 900*, 800, 750*, 650*, 600*, 450*, 300* 9 2 7 77.7
TOPLAM 279 194 85

*Polimorfik PCR bandi
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Sadece 8 primer (OPA-2, OPB-5, OPB-10, OPM-1, OPM-12, OPM-13, OPW-5,
OPW-7) polimorfik bantlar vermistir ve 48 primerden 8 tanesinden (OPB-9, OPB-
13, OPB-16, OPM-2, OPM-3, OPM-9, OPM-10, OPM-15) PCR iiriinii alinmamustir.
Uygulanan 40 primerden 32’si (%80) DNA o6rneklerinde polimorfik RAPD-PCR
bantlar1 verirken 8’1 (%20) ise monomorfik PCR bantlar1 vermistir. Toplam 279 adet
amplifikasyon {irlinii elde edilmis olup bu iiriinlerin 85 tanesinin polimorfik (%29.34)
ve 194 tanesinin monomorfik (%70.65) oldugu tespit edilmistir. En ¢ok bant OPA-2
(12 bant) primerinde gozlenirken en az bant OPB-2 ve OPM-19 (2 bant)
primerlerinde gozlenmistir. En biiyiik bant agirligma sahip PCR iiriinii 3000 bp
olarak OPB-20 primerinde, en diisiikk bant agirligina sahip PCR iiriinii ise 250 bp
olarak OPB-5 primerinde tespit edilmistir.

OPA-2 primeri ile 16 bitki 6rnegi kullanilarak gerceklestirilen PCR sonucunda elde
edilen tirlinlerin jel goriintiileri degerlendirildiginde 300-2200 bp arasinda 14 bant
elde edilmistir. Bu 14 banttan 1600, 550, 500 ve 350 bp uzunlugundaki bantlar tiim
orneklerde gozlenmistir. Ayrica 2200 bp’de 100 ppm H3BOj3 (9), 50 ppm H3zBO; +
0.5 uM 24-epiBL (7), 50 ppm H3BO3; + 1 uM 24-epiBL (8) uygulanan bitkilerde,
1100 bp’de 0.01 uM 24-epiBL (2) ve 150 ppm H3BO; + 1 uM 24-epiBL (16)
uygulanan bitkilerde, 850 bp’de 150 ppm H3BO; (13) ve 50 ppm H3;BO; +
0.5 uM 24-epiBL (7) uygulanan bitkilerde, 450 bp’de 100 ppm H3BOj3 (9), 100 ppm
H3BO3 + 0.01 uM 24-epiBL (10), 100 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL (11) ve 100
ppm H3BO3; + 1 uM 24-epiBL (12) uygulanan bitkilerde karakteristik bantlar
saptanmustir (Sekil 3.6).

OPB-5 primeri ile 16 o6rnek kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen
tirtinlerin jel goriintiileri degerlendirildiginde 250-2500 bp arasinda 15 bant elde
edilmistir. Bu 15 banttan 1500, 1400 ve 750 bp uzunlugundaki bantlar tiim
orneklerde gozlenmistir. Ayrica 2500 bp’de 150 ppm H3BO3z + 0.5 uM 24-epiBL
(15) ve 150 ppm H3BOs3; + 1 uM 24-epiBL (16) uygulanan bitkilerde, 450 bp’de
sadece 50 ppm H3BO3; + 0.5 uM 24-epiBL (7) uygulanan bitkilerde ve 480 bp’de
sadece 100 ppm H3BOs (9) uygulanan karakteristik bantlar saptanmigtir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.6. OPA-2 primeri kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki

goriintiisii

Sekil 3.7. OPB-5 primeri kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki

goriintiisii

OPB-10 primeri ile 16 6rnegin PCR iiriinleri jel goriintiileri degerlendirildiginde 400-
1490 bp arasinda 10 bant elde edilmistir. Bu 10 banttan 1200, 760 ve 740 bp
uzunlugundaki bantlar tiim 6rneklerde gozlenmistir. Ayrica 1490 bp’de kontrol, 50
ppm H3BO3; + 0.5 uM 24-epiBL (7) ve 50 ppm H3BO; + 1 uM 24-epiBL (8)
uygulanan bitkilerde, 1300 bp’de 150 ppm H3BO3; + 1 uM 24-epiBL (16) uygulanan
bitkilerde, 850 bp’de 0.01 uM 24-epiBL (2), 0.5 uM 24-epiBL (3) ve 150 ppm
H3BO3; + 0.5 uM 24-epiBL (15) uygulanan bitki 6rneklerinde karakteristik bantlar

saptanmustir (Sekil 3.8.).
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Sekil 3.8. OPB-10 primeri kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii

OPM-1 primeri ile 16 ornek kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen
tiriinlerin jel goriintiileri degerlendirildiginde 250-2500 bp arasinda 17 bant elde
edilmistir. Bu 17 banttan 1300, 800, 750 ve 200 bp uzunlugundaki bantlar tiim
orneklerde gozlenmistir. Ayrica 2500 bp’de ve 2000 bp’de sadece 1 uM 24-epiBL
(4), 520 bp’de sadece 0.01 uM 24-epiBL (2) ve 350 bp’de sadece 100 ppm H3BO; +
1 uM 24-epiBL (12 numarali)) uygulamali Orneklerde karakteristik bantlar
saptanmustir (Sekil 3.9.).

Sekil 3.9. OPM-1 primeri kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii
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OPM-12 primeri ile 16 o6rnek kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen
tiriinlerin jel goriintiileri degerlendirildiginde 250-1750 bp arasinda 12 bant elde
edilmistir. Bu 12 banttan 700 ve 600 bp uzunlugundaki bantlar tim oOrneklerde
gbzlenmistir. Ayrica 1750 bp’de 50 ppm H3;BO3; + 0.5 uM 24-epiBL (7), 100 ppm
H3BO3; + 0.5 uM 24-epiBL (11), 150 ppm H3BO3; + 0.5 uM 24-epiBL (15) ve 150
ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL (16) uygulanan 6rneklerde, 1250 bp’de 150 ppm
HsBO; + 0.5 uM 24-epiBL (15) ve 150 ppm H3BO; + 1 uM 24-epiBL (16)
uygulanan 6rneklerde, 1050 bp’de 50 ppm H3BO3; + 0.01 uM 24-epiBL (6), 50 ppm
HsBO; + 0.5uM 24-epiBL (7) ve 50 ppm H3;BO3 + 1uM 24-epiB (8)
uygulananlarda, 500 bp’de ve 350 bp’de sadece 0.01 uM 24-epiBL (2) uygulanan
bireylerde karakteristik bantlar saptanmistir. Buna gére bor ve epiBL uygulamalari
ile kaybolan veya yeni goriilen bantlar Sekil 3.10. {izerinde ok ile gosterilmistir.
OPM-12 primeri ile elde edilen polimorfik bantlar kontrole (1) gére 0.01 uM 24-
epiBL (2) uygulamali 6rneklerde 450 bp, 350 bp, 300 bp biyiikliigiinde bantlar
ortaya ¢ikmisken kontrolde goriilen 400 bp biiyiikliiglindeki bant yok olmustur,
0.5 uM 24-epiBL (3) uygulamali 6rnekte kontrol grubuna benzer sekilde bu bantlar
kaybolmustur. 1 uM 24-epiBL (4) uygulamali 6rnekde ise 350 bp ve 300 bp
biiytikligiinde bantlar tekrar ortaya ¢ikmaktadir. 50 ppm H3BOs (5), 50 ppm H3BO3
+ 0.01 uM 24-epiBL (6), 50 ppm H3BO3; + 0.5 uM 24-epiBL (7), 50 ppm H3BO3 +
1 uM 24-epiBL (8), 100 ppm H3BO;3 (9), 100 ppm H3BO3; + 0.01 uM 24-epiBL (10)
uygulamali 6rneklerde 450 bp ve 350 bp biiyiikliigiinde bantlar goriilmekte ve
bununla birlikte sadece 100 ppm H3BO3 (9) ve 100 ppm H3BO; + 0.01 uM 24-epiBL
(10) uygulamali 6rneklerde 250 bp biiyiikliigiinde bantlar da goriilmektedir. 100 ppm
H3BO3; + 0.5 uM 24-epiBL (11) uygulamali 6rnekte 250 bp’deki bant yok olurken
450 bp biyiikliigiindeki bant hala goriinmektedir. 100 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL
(12), 150 ppm H3BO; (13), 150 ppm H3BO;3; + 0.01 uM 24-epiBL (14) uygulamali
orneklerde 450 bp ve 250 bp biiyiikligiinde bantlar gériinmektedir. Yiiksek bor
dozlarinda ve epiBLuygulamali 6rneklerde ise (150 ppm H3BO3; + 0.5 uM 24-epiBL
(15) ve 150 ppm H3BOs3; + 1 uM 24-epiBL (16)) s6z konusu bantlar yok olmaktadir
(Sekil 3.10.).

48



Sekil 3.10. OPM-12 primeri kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki

goriintiisii

OPM-13 primeri ile 16 o6rnek kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen
tiriinlerin jel goriintiileri degerlendirildiginde 350-1600 bp arasinda 11 bant elde
edilmistir. Bu 11 banttan 1000, 850, 750, 450 ve 350 bp uzunlugundaki bantlar tiim
orneklerde gozlenmistir. Ayrica 1600 bp’de sadece 0.5 uM 24-epiBL (3) uygulanan
orneklerde karakteristik bant saptanmistir (Sekil 3.11.).

Sekil 3.11. OPM-13 primeri kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii

OPW-5 primeri ile 16 o6rnek kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen
tiriinlerin jel goriintiileri degerlendirildiginde 250-1400 bp arasinda 10 bant elde

edilmistir. Bu 10 banttan 400 ve 350 bp uzunlugundaki bantlar tim orneklerde
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gozlenmistir. Ayrica 900 bp’de sadece 50 ppm B + 1 uM 24-epiBL uygulanan
ornekte ve 750 bp’de kontrol (1), 100 ppm H3BOj3 (9), 50 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-
epiBL (7) ve 50 ppm H3BO3; + 1 uM 24-epiBL (8) uygulanan bitki 6rneklerinde
karakteristik bantlar saptanmistir (Sekil 3.12.).

Sekil 3.12. OPW-5 primeri kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki

goriintiisii

OPW-7 primeri ile 16 o6rnek kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen
tiriinlerin jel goriintileri degerlendirildiginde 250-2000 bp arasinda 19 bant elde
edilmistir. Bu 19 banttan 1200, 900, 800 ve 350 bp uzunlugundaki bantlar tiim
orneklerde gozlenmistir. Ayrica 2000 bp’de 50 ppm H3BO;3 (5), 150 ppm H3BO; +
0.01 uM 24-epiBL (14) ve 150 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL (15) uygulamali
orneklerde, 1400 bp’de 50 ppm H3BO3 (5), 0 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL (4) ve
100 ppm H3BO3; + 0.01 uM 24-epiBL (10) uygulamali 6rneklerde, 1050 bp’de 150
ppm H3BO3; uygulamali 6rnekte, 1000 bp’de 100 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL (12)
uygulamali 6rnekte, 650 bp’de 50 ppm H3BO3; + 0.5 uM 24-epiBL (7) uygulamali
ornekte, 500 bp’de 50 ppm H3BO3; + 1 uM 24-epiBL (8) ve 150 ppm H3BOs; +
1 uM 24-epiBL (16) uygulamali 6rneklerde karakteristik bantlar saptanmistir. Bor
ve epiBL uygulamalari ile bazi bantlar kaybolurken bazi yeni bantlarin goriilmesi
Sekil 3.13. iizerinde ok ile gosterilmistir. OPW-7 primeri i¢in elde edilen polimorfik
bantlar kontrole (1) kiyasla 0.01 uM 24-epiBL (2) ve 0.5 uM 24-epiBL (3)
uygulamali 6rneklerde 1500 bp biiylikliigiindeki bantlar kaybolmus, 0.5 uM 24-
epiBL (3) uygulamali 6rnekte 1450 bp biiyiikliiglinde bir bant ortaya g¢ikmustir.
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1 uM 24-epiBL (4) uygulamali 6rnekte 750 bp biiyiikliigindeki bant kontrole gore
kaybolurken 50 ppm H3BO; (5) ve 50 ppm H3BO; + 0.01 uM 24-epiBL (6)
uygulamali 6rneklerde bu bant tekrar ortaya ¢ikmistir. 50 ppm H3zBO3; + 0.5 uM 24-
epiBL (7) uygulamali ornekte kontrole gére 600 bp biiyiikliigiindeki bant yok
olmustur. 50 ppm H3BOs+ 1 uM 24-epiBL (8), 100 ppm H3BOs; (9), 100 ppm
H3BO3; + 0.01 uM 24-epiBL (10), 100 ppm H3BOs; + 0.5 uM 24-epiBL (11), 100
ppm H3BO3; + 1 uM 24-epiBL (12), 150 ppm H3BO; (13), 150 ppm H3BO; +
0.01 uM 24-epiBL (14) ve 150 ppm H3BO3 + 0.5 pM 24-epiBL (15) Orneklerde 600
bp biiylikligiindeki bant tekrar ortaya ¢ikarken 150 ppm H;BOsz + 1 uM 24-epiBL
(16) uygulamali 6rnekte tekrar kaybolmustur. Ayrica 700 bp biiyiikligiindeki bant
100 ppm H3BO3; + 1 uM 24-epiBL (12) uygulamali ornekte ve sonraki diger
uygulamali 6rneklerde (13, 14, 15, 16 numarali 6rnekler) yok olmustur (Sekil 3.13.).

2000 bp
1500 bp

1000 bp
750 bp

250 bp

Sekil 3.13. OPW-7 primeri kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki

goriintiisii

Jaccard similarity programi ile hesaplanarak olusturulan benzerlik indeksi tablosu
Cizelge 3.3’de verilmistir. Cizelge incelendiginde en diisiik oran (0.450) kontrol
bitkileri ve 150 ppm B + 1 uM 24-epiBL uygulanan bitkiler arasinda tespit
edilmistir. En yiiksek benzerlik indeksi ise 0.793 ile 100 ppm B + 0.5 uM 24-epiBL
ve 150 ppm B + 0.5 uM 24-epiBL uygulanan bitkiler arasindadir (Cizelge 3.3.).
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Uygulamalar arasindaki uzakliklari gosteren dendogram kontrol bitkileri ve, farkli
uygulamal1 bitkiler olmak tizere 2 ana gruba (Grup A ve Grup B) ayrilmistir (Sekil
3.14.).

Grup A: 1. Kontrol (0 ppm B + 0 uM 24-epiBL ) bitkilerini igermektedir.
Grup B: 2. 0.01 uM 24-epiBL
3. 0.5 uM 24-epiBL
4.1 pM 24-epiBL
5. 50 ppm H3BO3
6. 50 ppm H3BO3; + 0.01 uM 24-epiBL
7. 50 ppm H3BO3z+ 0.5 uM 24-epiBL
8. 50 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL
9. 100 ppm H3BO3
10. 100 ppm H3BO3 + 0.01 uM 24-epiBL
11. 100 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL
12. 150 ppm H3BOs + 1 uM 24-epiBL
13. 150 ppm H3BO;
14. 100 ppm H3BOs+ 1 uM 24-epiBL
15. 150 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL

16. 150 ppm H3BO3 + 0.01 uM 24-epiBL uygulanan bitkilerden

olusmaktadir.

Birinci grup olan Grup A sadece kontrol grubu bitkilerinden olusurken Grup B kendi
icinde iki gruba ayrilmistir. Bu gruplardan biri 0.01 uM 24-epiBL ve 0.5 uM 24-
epiBL uygulanan bitkileri olmak tizere sadece 24-epiBL uygulamalilart igerirken
diger grup tekrar iki gruba ayrilmistir. Bu gruplardan biri 150 ppm B + 1 uM 24-
epiBL uygulanan bitkilerden olusurken diger grup da kendi i¢inde iki ayri gruba
ayrilmistir. Gruplardan biri 50 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL uygulanan bitkileri
igerirken diger grup da kendi i¢inde iki farkli gruba ayrilmistir ve her grup kendi
icinde tekrar iki gruba ayrilmistir. Bunlardan biri 50 ppm H3BO3; + 1 uM 24-epiBL,
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100 ppm H3BO3 + 0.01 uM 24-epiBL ve 100 ppm H3BOs; uygulanan bitkilerden
digeri ise 50 ppm H3BOs3;, 150 ppm H3BOs;, 1 uM 24-epiBL, 50 ppm H3BO;3; +
0.01 uM 24-epiBL, 100 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL, 100 ppm H3BO; +
1 uM 24-epiBL, 150 ppm H3BO; + 0.01 uM 24-epiBL ve 150 ppm H3BO; +
0.5 uM 24-epiBL uygulanan bitkilerden  olusmustur.
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Cizelge 3.3. Perlitte yetistirilen farkh konsantrasyonlarda H;BO; ve 24-epiBL uygulamah 20 giinliik bitkilerin RAPD analizi sonucunda ulasilan benzerlik indeksi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1 |1.000

2 |0.577]1.000

3 10.625|0.686 | 1.000

H

0.592|0.720 | 0.745 | 1.000

0.615|0.736 | 0.725 | 0.872 | 1.000

0.589|0.764 | 0.722 | 0.755 | 0.833 | 1.000

0.567|0.569 | 0.607 | 0.633 | 0.705 | 0.758 | 1.000

0.600 | 0.625|0.613 | 0.613 | 0.683 | 0.790 | 0.758 | 1.000

O 0| N| O U»

0.625|0.650|0.638 | 0.696 | 0.772 | 0.767 | 0.734 | 0.823 | 1.000

10|0.571|0.655 | 0.643 | 0.673 | 0.750 | 0.776 | 0.636 | 0.774 | 0.842 | 1.000

11/0.483|0.565|0.632|0.722|0.707|0.733 | 0.730 | 0.708 | 0.767 | 0.746 | 1.000

1210.545|0.576 | 0.618 | 0.712 | 0.727 | 0.724 | 0.667 | 0.726 | 0.821 | 0.768 | 0.818 | 1.000

13|0.604 | 0.691 | 0.648 | 0.780 | 0.792 | 0.786 | 0.721 | 0.698 | 0.789 | 0.737 | 0.786 | 0.811 | 1.000

1410.585|0.643 | 0.660 | 0.725 | 0.808 | 0.737 | 0.677 | 0.683 | 0.772 { 0.719 | 0.737 | 0.759 | 0.863 | 1.000

15(0.508 | 0.590 | 0.603 | 0.691 | 0.737 | 0.733 | 0.677 | 0.657 | 0.683 | 0.635 | 0.793 | 0.724 | 0.786 | 0.833 | 1.000

16 {0.450 | 0.583 | 0.542 | 0.625 | 0.672 | 0.645 | 0.597 | 0.603 | 0.625 | 0.578 | 0.672 | 0.633 | 0.719| 0.702 | 0.789 | 1.000
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Sekil 3.14. Perlitte ¢cimlendirilen 20 giinliik bitkilerin RAPD analizi dendogram

3.2. Saksida Yetistirilen Bitkilere Ait Bulgular

Tohumlarin saksiya ekiminden 5 giin sonra ilk ¢imlenme gdzlenmistir (Sekil 3.15.)

ve Sekil 3.16.’da tohumlarin ekiminiden 8 giin sonra bitkicikler gézlenmistir.
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Sekil 3.16. Tohumlarin ekiminden 8 giin sonra bitkiciklerin goriiniimii
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3.2.1. Bitki biiyiime biyomarkirlar:

Saksilara tohum ekiminden 13 giin sonra 5 giin art arda bitkiciklere sulama suyu ile
birlikte bor uygulanmistir. Kiiltiiriin 18. giinii 24-epiBL uygulanmaya baslanmis ve
bitkilere 3 giin art arda giinde 1 kez olmak tizere 24-epiBL ¢ozeltileri piiskiirtillerek
verilmistir. Tohum ekiminden 27 giin sonra hasat edilen bitkilerde bitki boyu, kok

boyu, bitki yas agirligi ve kok yas agirligi bulunmustur.
3.2.1.1. Bitki boyu

Borik asit uygulamalar1 (24-epiBL uygulamasiz) tiim dozlarda bitki boyunda
kontrole gore bir artisa sebep olmus ve en yiiksek artisin 30 ppm H3BO3; uygulama
dozunda oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.4.). Bastias vd. (2004), misir bitkilerinde
bitki boyunu 40 mg kg™ B dozunun arttirdigini tespit etmislerdir. Yusuf vd. (2011),
Vigna radiata’da 0.5 mM (30 ppm), 1 mM (60 ppm) ve 2 mM (120 ppm) artan bor
konsantrsyonlarinda bitki boyunda bir azalma gdzlenmistir. Genel olarak bor
uygulamalari ile toksik etki nedeniyle biiyiime ve gelismede goriilen gerilemeden
sozedilmektedir. Calismamizda ise bitki boyu bakimindan bdyle bir gerileme
goriilmemistir. Bor uygulamalarimi takiben 24-epiBL uygulamasi yapildiktan hemen
sonra bitkiler hasat edilmistir. Bu nedenle toksik etki belirtileri goriilmedigi

sonucuna varilmistir.

Artan konsantrasyonlarda 24-epiBL uygulamalarmin (H3BO; uygulamasiz) bitki
boyunda artisa neden oldugu gozlenmistir. Ozellikle 0.5 pM 24-epiBL
uygulamasindaki artig istatistiki olarak anlamli bulunmustur. 30 ppm H3;BO3
uygulanan bitkilerde bitki boyunu kontrole gbre en ¢ok arttiran konsantrasyon 0.5
uM 24-epiBL olmustur. 0.01 uM 24-epiBL dozunun ise bitki boyunda istatistiki
olarak anlamli bir azalmaya neden oldugu gorilmistir. 60 ppm borik asit
uygulamasinda epibrassinolid uygulamasinin iyilestirici etkisi goriilmeye baslanmis
ancak 30 ppm uygulamasindaki gibi 0.5 uM 24-epiBL konsantrasyonu degil 1 uM
24-epiBL konsantrasyonu daha etkili olmustur. Benzer olarak 90 ppm H3BOj3
uygulanan bitkilerde de 24-epiBL’nin bitki boyundaki artig en fazla 1 uM 24-epiBL
uygulamali bitkilerde olmus fakat istatistiki olarak anlamli bulunmamistir. 120 ppm
H3BO3 uygulanan bitkilerde de hi¢bir 24-epiBL dozu bitki boyunda istatistiki olarak
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anlaml artis saglamamustir (Cizelge 3.4.). Zea mays L. (musir) bitkisinde NaCl’e
kars1, salisilik asit (SA) ve 24-epiBL’nin etkilerini arastiran Agami (2013), 10 uM
24-epiBL dozunun kontrole kiyasla bitki boyunda artisa sebep oldugunu gostermistir.
Yusuf vd. (2011), Vigna radiata’da 0.5, 1 ve 2 mM bor konsantrasyonlarina karsi
10® M 28-homoBL uygulamiglardir. 28-homoBL’nin borun her dozunda bitki
gelisimini indiikledigini gézlemlemislerdir. 28-homoBL’nin en iyi etkisi 0.5 mM bor
uygulamalilarda goriilmiis bunu 1 mM bor uygulamalilardaki etki takip etmistir. Bu
tez ¢alismasinda, 0.5 uM 24-epiBL konsantrasyonu bitki boyunda, kontrole gore
8.75 cm’lik bir artisla literatiirde belirtilen verilerle uyum saglamaktadir. Bununla
birlikte bu konsantrasyon iki katina ¢ikarildiginda (1 uM 24-epiBL), bitki boyundaki
bu artis kontrole gore 4.17 cm olarak belirlenmistir (Cizelge 3.4.). Bu veriler 1518inda
24-epiBL’nin, uygun konsantrasyonlarda bitki boyunun uzamasmi tesvik
edebilecegi, ancak diisilk ve yiiksek konsantrasyonlarda biiylimede bir baskilama

ve/veya toksik bir etki olusturabilecegi diisiiniilebilir.

Cizelge 3.4. Farkh konsantrasyonlarda uygulanan H;BO; ve 24-epiBL uygulamalarina gore
bitki boyu (cm) (Ortalama + Standart hata)

24-epiBL 0 ppm H3BO; 30 ppm H3BO; 60 ppm HsBO3; 90 ppm H3;BO;3; 120 ppm H3;BO3

0 uM 40.834+2.63 47.16£1.917 42.75+¢1.97 44.66+1.55 42.50+4.16
0.01 pM 42.91+2.39 42 41+1.29%* 45.8+1.15 41.83+1.32 43.56+1.46
0.5 M 49.58+1.54%* 50.91+.89 44.08+1.23 44.41+£2.03 46.21+1.96
1uM 45.00+1.13 47.00+£1.62 46.83+2.12 46.08+1.86 43.56+1.78
Ortalama 44.54+1.24 46.88+0.92 44.87+0.84 44.25+0.86 43.98+1.12

3.2.1.2. Kék boyu

Borik asit uygulamalar ile (24-epiBL uygulamasiz) bitki boyunda oldugu gibi kok
boylarinda da bir artig goriilmiistiir ve en uzun kok 60 ppm H3BO3 uygulamasinda
olmustur (Cizelge 3.5.). Campbell vd. (1998), bes bugday c¢esidinin fidelerine alt1
farkli bor konsantrasyonu (Kontrol, 1.55, 3.1, 4.6, 6.2, 7.7, 9.3 mg 1! H3BO; )
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uygulamiglar ve artan bor dozlarinda kok uzunluklarinda bir azalma meydana
geldigini tespit etmislerdir. Esim vd. (2012), Zea mays L. bitkisinde 11-15 giinliik
fideler i¢in 2 ve/veya 6 giin, 2 ve 4 mM H3BO3 uygulamislardir. K6k boyu artan bor
dozlariyla azalmistir. Bizim c¢alismamizda 24-epiBL uygulamalar1 (borik asit
uygulamasiz) kok uzamasina sebep olmustur ve en uzun kok 0.5 uM 24-epiBL
uygulamasinda (47.41 cm) gozlenmistir fakat istatistiki olarak anlamli
bulunmamistir. 60 ve 120 ppm H3BO3; uygulanan bitkilerde 24-epiBL
uygulamalarinin hi¢bir konsantrasyonu kok boyunda bir artisa sebep olmamis; 30
ppm H3BO; uygulanan bitkilerde istatistiki olarak anlamli olmamakla birlikte 0.5 uM
24-epiBL’in kontrole gore kok boyunu arttirmistir. Ayni sekilde 90 ppm H3BOs;
uygulanan bitkilerde istatistiki olarak anlamli olmamakla birlikte 0.01 pM 24-epiBL
uygulamasinin kontrole gore kok boyunu arttirdigi tespit edilmistir. Ayrica 30, 60 ve
120 ppm H3BOj3 uygulanan bitkilerde 1 uM 24-epiBL’in kontrole gére kdk boyunu
azalttig1 gézlenmis ve istatistiki olarak anlamli bulunmustur. (Cizelge 3.5). Yusuf vd.
(2011), Vigna radiata’ya 0.5, 1 ve 2 mM bor dozlar1 ve 10® M 28-homoBL dozunu
uygulamislardir. 28-homoBL’nin borun her dozunda bitki gelisimini indiikledigini
gozlemlemislerdir. 0.5 mM bor ve 28-homoBL doz kombinasyonu en verimli doz
iken bunu 1 mM bor ve 28- homoBL doz kombinasyonu takip etmistir.

Cizelge 3.5. Farkl konsantrasyonlarda uygulanan H;BO; ve 24-epiBL uygulamalarina gore kok
boyu (cm) (Ortalama + Standart hata)

24-epiBL 0 ppm H3BO; 30 ppm H3sBO; 60 ppm H3sBO3; 90 ppm H;BO; 120 ppm H3BO;

0 pM 37.00+4.03 52.83+5.80 54.25+3.64 48.33+£7.79 47.66+3.92
0.01 pM 40.66+5.54 48.16+6.55 41.05+8.01 54.16£2.47 41.50+5.30
0.5 pM 47.41+6.89 54.00£7.76 45.334£3.95 42.75+£3.37 38.78+3.50

1 uM 40.12+6.74 37.78+2.84% 29.58+3.93* 38.66+6.88 38.68+2.90*

Ortalama  41.40+2.83 47.78+3.03 42.55+3.05 45.97+2.88 41.34+2.03
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3.2.1.3. Bitki yas agirlig

24-epiBL uygulamasiz sadece H3BO3; uygulanan bitkilerde (30, 60, 90 ve 120 ppm)
artan bor konsantrasyonu ile kontrole gore bitkilerin yas agirliklarinda artis
gorilmistir. H3BO3 dozlarma goére bu artis 120 ppm>30 ppm>90 ppm>60 ppm
seklinde olmustur. 30 ppm H3BO3uygulanan bitkilerde bitki yas agirligin1 arttirmada
en etkili olan 24-epiBL konsantrasyonu 0.5 uM olmustur ve 0.01 uM’da ise bitki yas
agirhi@inda istatistiki olarak bir azalma tespit edilmistir. 60, 90 ppm H3BO3
uygulanan bitkilerde ise en etkili konsantrasyonun 1 uM 24-epiBL oldugu tespit
edilmistir. (Cizelge 3.6). 120 ppm H3;BO; uygulanan bitkilerde higbir 24-epiBL
konsantrasyonu kontrole gore bitki yas agirhiginda artis saglamamis ve 1 uM 24-
epiBL uygulamasindaki diisiis istatistiki olarak anlamli bulunmustur. 60 ppm H3BOs
ve 1 uM 24-epiBL uygulanan bitkilerin yas agirligindaki artig istatistiki olarak
anlamli, 30 ppm H3BO3 ve 0.01 uM 24-epiBL uygulamasi ile 120 ppm H3BO3 ve 1
UM 24-epiBL uygulanan bitkilerin yas agirligindaki azalig istatistiki olarak anlamli
bulunmustur (Cizelge 3.6). Zea mays L. (musir) bitkisinde NaCl, salisilik asit (SA) ve
24-epiBL’nin etkilerini arastiran Agami (2013), 10 uM 24-epiBL’in kontrole kiyasla
bitki yas agirliginda bir artisa sebep oldugunu belirtmistir. Yusuf vd. (2011), Vigna
radiata’ya 0.5, 1 ve 2 mM bor ve 10° M 28-homoBL uygulamislardir. Borun her
konsantrasyonunda 28-homoBL’nin bitki gelisimini indiikledigini gézlemlemislerdir.
En yiiksek etki 0.5 mM bor uygulamalilarda goriilmiis ve bunu 1 mM bor’a olan
etkisi takip etmistir.

Cizelge 3.6. Farkh konsantrasyonlarda uygulanan H;BO; ve 24-epiBL uygulamalarina gore
bitki yas agirhgi (g) (Ortalama + Standart hata)

24-epiBL 0 ppm H3BO; 30 ppm H3sBO; 60 ppm H3sBO3; 90 ppm H;BO; 120 ppm H3BO;

0pM 5.23+0.87 6.88+0.47 5.36+0.63 6.02+0.39 7.26+0.84
0.01 uM 6.62+1.02 5.47+0.27* 6.13+0.38 5.68+0.54 6.15+0.78
0.5 M 6.74+0.76 8.00+0.22 6.17+0.29 5.714£0.62 6.47+0.61
1 uM 4.28+1.29 6.48+0.60 7.52+0.70* 6.99+0.70 5.53+0.46*
Ortalama 5.85+0.49 6.70+0.27 6.29+0.29 6.10+0.29 6.29+0.34
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3.2.1.4. Bitki kuru agirligi

Bor uygulamalar1 ile bitki yas agirliklarindaki duruma benzer bitkilerin kuru
agirliklarinda da artan bor konsantrasyonlari ile (24-epiBL uygulamasiz) bir artis
gorilmistir. Uygulama dozlarina gore bu artig sirasiyla 120 ppm>90 ppm>30
ppm>60 ppm seklinde olmustur. Bastias vd. (2004), kontrol, 100 mM ve 430 mM
NaCl uygulamali misir bitkilerinde bitki kuru agirligmmi en ¢ok 40 mg kg™ B’un
arttirdigini tespit etmislerdir. Misir bitkisine 20 ppm B uygulayan Lordkaew vd.
(2011), uygulamali 20 ppm bitkilerde kontrole goére kuru madde miktarin1 daha
yiiksek bulmuslardir. Bu ¢aligmada, 120 ppm H3;BO3 uygulanan bitkilerde 24-epiBL
uygulamalari1 bitki kuru agirliginda artis gézlenmemis; 30 ppm H3BO3; uygulanan
bitkilerde 0.5 uM 24-epiBL uygulamasi bitki kuru agirliginda istatistiki olarak
anlaml1 bir artis saglamistir. 60 ve 90 ppm H3;BO;3 uygulanan bitkilerde 24-epiBL’in
bitki kuru agirhigmi arttirmada en etkili olan dozun 1 puM 24-epiBL oldugu
goriilmektedir (Cizelge 3.7.).

Zea mays L. (musir) bitkisinde NaCl, salisilik asit (SA) ve 24-epiBL’nin etkilerini
aragtiran Agami (2013), 10 uM 24-epiBL dozunun kontrole kiyasla bitki kuru

agirliginda artisa sebep oldugunu belirtmistir.

Cizelge 3.7. Farkh konsantrasyonlarda uygulanan H;BO; ve 24-epiBL uygulamalarina gore
bitki kuru agirhig (g) (Ortalama + Standart hata)

24-epiBL 0 ppm H;BO3; 30 ppm H3BO; 60 ppm HsBO3; 90 ppm HsBO; 120 ppm H3BO;

0 pM 0.36+0.05 0.53+0.02 0.39+0.02 0.53+0.03 0.55+0.08
0.01 pM 0.53+0.06 0.41+0.04 0.46+0.02 0.43+0.03 0.52+0.06
0.5 pM 0.51+0.05 0.63+0.01* 0.50+0.07 0.49+0.05 0.46+0.07
1 uM 0.57+0.01 0.55+0.03 0.54+0.10 0.58+0.05 0.44+0.04
Ortalama 0.49+0.02 0.53+0.02 0.47+0.03 0.51+0.02 0.49+0.03
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3.2.1.5. Kok yas agirligi

Artan bor dozlarina bagli olarak (24-epiBL uygulamasiz) kok yas agirliginda bir artis
gbzlenmistir. Kontrol bitkilerinde kok yas agirligimi en ¢ok arttiran 24-epiBL dozu
0.5 uM olmakla birlikte istatistiki olarak anlamli bulunmamistir. 30 ppm H3BO3
uygulanan bitkilerde kok yas agirligint en fazla 24-epiBL uygulamasiz bitkilerde
olmustur. 60 ppm H3BO3 uygulanan bitkilerde ise kok yas agirligr 0.5 uM 24-epiBL
uygulamali 6rneklerde bulunmustur. 90 ppm H3BOj3; uygulanan bitkilerde kok yas
agirh@ini 1 uM 24-epiBL uygulamalilardan, 120 ppm H3BOj3 uygulanan bitkilerde
ise 24-epiBL uygulamasiz bitkilerde olmustur. Ayrica 120 ppm H3BOj3 uygulanan
bitkilerde 0.01 uM 24-epiBL uygulamasi ile kok yas agirliginda istatistiki olarak
anlamli bir azalma go6zlenmektedir (Cizelge 3.8.). Yusuf vd. (2011), Vigna
radiata’ya 0.5, 1 ve 2 mM bor dozlart ve 10® M 28-homoBL dozunu
uygulamiglardir. 28-homoBL’nin borun her dozunda bitki gelisimini indiikledigini
gdzlemlemislerdir. En etkin 10 M 28-homoBL dozu iken bunu 0.5 mM bor ve 10
M 28-homoBL kombinasyonu ve bunu da 1 mM bor ve 10® M 28- homoBL
kombinasyonu takip etmistir. Bununla birlikte, sabit konsantrasyonda tutulan 28-
homoBL (10°® M) ile artirilan desimlerde borun (0.50, 1.0, veya 2.0 mM) bitki kok
yas agirliginda kontrol grubuna gore %42.4 oraninda bir azalma gosterdigi
saptanmigtir ve arastircilar artirtlan bor konsantrasyonunun (2.0 mM’a kadar) bitki

izerinde toksik bir etkiye sebep olabilecegini belirtmislerdir (Yusuf vd., 2011).

Cizelge 3.8. Farkl konsantrasyonlarda uygulanan H;BO; ve 24-epiBL uygulamalarina gore kok
yas agirhgi (g) (Ortalama + Standart hata)

24-epiBL 0 ppm H3BO; 30 ppm H3BO3; 60 ppm HsBO3; 90 ppm H3BO3; 120 ppm H3BO;

0pM 17.20+0.43 26.45+0.43 17.78+0.21 19.66+0.43 25.58+0.30

0.01 uM 13.01+0.38 21.21+0.45 20.55+0.34 19.00+0.29 14.76+0.28%

0.5 ptM 22.95+0.38 26.08+0.43 23.38+0.29 15.76+0.37 18.32+0.20
1 M 16.20+0.40 16.05+0.22 15.31+0.25 21.86+0.34 18.95+0.27
Ortalama 17.46+0.20 22.19+0.20 19.25+0.14 19.07+0.17 19.01+0.14
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3.2.1.6. Kok kuru agirligi

Borik asit uygulamalar1 kontrole gére kok kuru agirliginda dozlara gére 30 ppm>120
ppm>90 ppm>60 ppm siralamasi olarak bir artis gostermistir. Kontrol, 30 ppm ve 60
ppm H3BO3 uygulanan bitkilerde 0.5 uM 24-epiBL uygulamasi ile kok kuru agirhigi
artmig (istatistiki olarak anlamli degil); 90 ppm ve 120 ppm H;BOjs; uygulanan
bitkilerde ise hi¢bir 24-epiBL dozu kok kuru agirligint arttirmamistir (Cizelge 3.9).
Yusuf vd. (2011), Vigna radiata’da 10® M 28-homoBL konsantrasyonunun kék kuru
agirhigr lizerinde en etkili sonucu verdigini belirtmislerdir. Bunun yaninda artirilan
dozlarda bor (0.50, 1.0, veya 2.0 mM) ile 10® M 28-homoBL birlikte kullanimi
sonucunda kontrole gore birki kok kuru agirliginda %54.4 oraninda bir disiis
gbzlenmistir. Bu sonuglar 1518inda arastiricilar bitki kok yas agirliginda oldugu gibi
bitki kok kuru agirliginda da artirilan bor konsantrasyonunun toksik bir etkiye sahip

olabilecegini gostermiglerdir (Yusuf vd., 2011).

Cizelge 3.9. Farkl konsantrasyonlarda uygulanan H;BO; ve 24-epiBL uygulamalarina gore kok
kuru agirhgi (g) (Ortalama + Standart hata)

24-epiBL 0 ppm HzBO; 30 ppm H3;BO3; 60 ppm H;BO3; 90 ppm H;BO3; 120 ppm H3BO;

0 pM 0.22+0.04 0.3340.05 0.24+0.02 0.28+0.05 0.31+0.03
0.01 pM 0.25 +0.06 0.24+0.03 0.28+0.05 0.24+0.05 0.24+0.02
0.5uM 0.30+0.04 0.37+0.05 0.29+0.02 0.25+0.03 0.25+0.02
1M 0.21+0.03 0.23+0.03 0.24+0.02 0.28+0.04 0.26+0.02

3.2.2. Bor analizi bulgular:

Yapilan bor analizi, artan dozlarda uygulama H3BOs ile bitkideki bor miktarinin da
arttigin1  ve bitkinin deney siirecinde uygulanan H3BOj3’i biinyesine aldigini
gostermistir. Lordkaew vd. (2011), musir bitkisine kontrol, 20 ppm bor dozlar
uygulamislar ve 20 ppm bor uygulamali bitkilerde B igerigi ve konsantrasyonunu
kontrol dozuna gore daha yiiksek bulmuslardir. Bagheri vd. (1994), Pisum sativum’a
kontrol, 20, 40 ve 60 ppm dozlarinda B uygulamislar ve ICP spektroskopi ile yapilan

63



Ol¢iimlere gore artan bor dozlarina paralel olarak borun bitki biinyesine girdigini
gostermislerdir. Bu calismada, 30 ppm ve 120 ppm H3BO3; uygulanan bitkilerde
hicbir 24-epiBL konsantrasyonu borun bitki biinyesine aliminda bir azalma
saglamamistir. Kontrol (O ppm) bitkilerinde 24-epiBL sirasiyla 0.5 uM>0.01 uM>1
uM konsantrasyonlarinda bitkideki bor miktarini azaltmistir ve bu azalis istatistiki
olarak anlamli bulunmustur. 60 ppm H3;BOj3 uygulanan bitkilerde 0.01 uM 24-epiBL
uygulamasi bor miktarinda istatistiki olarak anlamli bir azalmaya neden olmustur.
90 ppm H3BO3 uygulanan bitkilerde 0.5 uM 24-epiBL uygulamasi bor miktarinda

istatistiki olarak anlamli bir azalig gostermistir (Cizelge 3.10.).

Cizelge 3.10. Bitki érneklerinde bor icerigi (ICP-AES cihaz ile yapilan analiz bulgulari) (ppb)

(Ortalama + Standart hata)

24-epiBL 0 ppmB 30 ppm B 60 ppm B 90 ppmB 120 ppmB

0pM  67.95+14.18° 316.35+21.96 825+23.96°  1197.5+9.52° 1217+19.62°
0.01pM  25.98+3.92% 364.60£3.57®  516:0.46*  1340.5+£35.50° 1990:+10.39°
0.5uM  24.85+2.80° 329.55+11.92° 949.90+7.33° 1055.3+70.84* 1535.5+4.33"

1nM 26.62+£2.81%  718.55+3.60° 1498.50+86.31° 2284.5+12.41% 2607+67.54¢

3.2.3. Saksida yetistirilen bitkilerde RAPD analizi bulgular:
3.2.3.1. Saksida yetistirilen bitkilerde DNA izolasyonu

Uygulamalara gore bitki 6rneklerinin numaralandirilmas: ve elde edilen DNA’larin
safliklar1 belirlenmistir (Spektrofotometre cihazi ile olgtilmistiir) (Cizelge 3.11.).
[zolasyonu yapilan DNA’larin %1°lik jel iizerindeki goriiniimleri ise Sekil 3.17.’de

verilmistir.
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Cizelge 3.11. Bitkiciklerden izole edilen DNA’larin uygulamalara gére numaralandirilmasi ve

DNA’larin safliklar:

Borik asit ve 24-epiBL Uygulamalani | No | A260 | A280 | A260/A280 gm)';‘g;ﬁ“
Kontrol (0 ppm HiBOs +0 M 24-epiBL)| L | 0047 | 0.040 | 1175 310.2
0 ppm H3BO; +0.01 uM 24-epiBL 2 | 0.060 | 0.058 | 1.034 396
0 ppm H3BO; + 0.5 uM 24-epiBL 3 |0.062 | 0.059 | 1.050 409.2
0 ppm HBO; + 1 uM 24-epiBL 4 | 0082|008 | 1025 541.2
30 ppm H3BOs + 0 uM 24-epiBL 5 | 0061 | 0.060 | 1.016 402.6
30 ppm HaBO; +0.01 M 24-epiBL 6 | 0058 | 0057 | 1017 382.8
30 ppm HsBO; + 0.5 uM 24-epiBL 7 100410039 | 1051 270.6
30 ppm HyBO; + 1 uM 24-epiBL 8 |0.039 0037 | 1054 257.4
60 ppm HyBO; + 0 uM 24-epiBL 9 | 0.061|0.060 | 1016 402.6
60 ppm H3BO; + 0.01 uM 24-epipL. | 10 | 0:015 | 0.014 | 1071 99
60 ppm HeBO; + 0.5 uM 24-epipL | 11 | 0013 | 00111 1181 85.8
60 ppm HsBO; + 1 M 24-epiBL 12 | 0.016 | 0.015 | 1.066 105.6
90 ppm H:BOs + 0 uM 24-epiBL 13 | 0011 | 0010 | 11 726
90 ppm HyBO +0.01 uM 24-epiBL. | 14 | 0048 ] 00351 1371 316.8
90 ppm HiBOs + 0.5 M 24-epipL | 15 | 0021 | 0019 | 1105 138.6
90 ppm HyBO; + 1 uM 24-epiBL 16 | 0.020 | 0.019 | 1.052 132
120 ppm HsBO5 + 0 uM 24-epiBL 17 | 0.014 | 0.013 | 1.076 92.4
120 ppm HyBO, + 0.01 uM 24-epipL | 18 | 0017 | 0.015 1 1.133 112.2
120 ppim HBOs + 0.5 uM 24-epipL | 19 | 0.036 | 0034 | 1058 237.6
120 ppm HBO, + 1 uM 24epiBL. | 20 | 0041 | 0039 | 1051 270.6
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Sekil 3.17. Saksida torfta yetistirilen bitkilerden izole edilen DNA’lar

20 DNA o6rnegi kullanilarak gergeklestirilen RAPD-PCR analizlerinde 48 primer
denenmistir fakat bunlardan sadece 5 tanesi (OPA-2, OPB-10, OPM-11, OPM-13,
OPW-7) polimorfik bantlar vermistir (Cizelge3.12.).
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Cizelge 3.12. Saksida yetistirilen bitki 6rneklerine ait RAPD-PCR reaksiyonlarindan elde edilen bant karakteristikleri

Monomorfik | Polimorfik | Polimorfizm
No Primer Ad1 Bant Biiyiikliigii Toplam Bant Sayisi

Bant Sayis1 | Bant Sayisi (%)
1 OPA-1 2000, 1800, 1000, 900, 500, 450 6 6 0 0

1600, 1500,1100*, 1000*, 900, 850*, 800*, 750*, 650,
2 OPA-2 13 5 8 61.5
600%*, 550*, 500%*, 350

3 OPB-1 1500%, 1000*, 750, 500, 450, 400 6 4 2 33.3
4 OPB-2 0 0 0 0
5 OPB-3 1750, 1500, 1400, 900, 750, 650, 450, 350, 300 9 9 0 0
6 OPB-4 1500%, 1250, 750, 650, 600, 500, 400 7 6 1 14.2
7 OPB-5 1850*, 1500, 1000, 850*, 750, 575, 500,250* 8 5 3 37.5
8 OPB-6 1500, 1450*, 1400, 900, 750, 650, 500, 350 8 7 1 12.5
9 OPB-7 1350%*, 1000, 900, 750, 650*, 600, 350* 7 4 3 42.8
10 OPB-8 1500%*, 1250, 1000, 750, 650*, 500, 350, 300* 8 5 3 37.5
11 OPB-9 0 0 0 0
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Cizelge 3.12, @™

1850%*, 1500, 1400, 1300*, 1000, 900*, 750, 550%*, 500,

12 OPB-10 450%, 300% 11 54.5
13 OPB-11 2500, 2000, 1500, 1000, 750* 5 25
14 OPB-12 2000%*, 1800, 1750*, 1500, 750, 600, 400 7 28.5
15 OPB-13 0 0

16 OPB-14 2750%*, 2500%*, 2000, 1500, 1000, 900, 650 7 28.5
17 OPB-15 2000, 1600, 1500, 1400, 1100, 900, 750, 510, 350*, 300* 10 20
18 OPB-16 0 0

19 OPB-17 1800, 1750, 1500, 900, 850, 750, 350, 300* 8 12.5
20 OPB-18 1500%*, 1100, 800, 750, 675, 650, 500, 300* 8 25
21 OPB-19 1850, 750, 350, 300 4 0

22 OPB-20 3000%*, 1800*, 1000, 800, 750, 500, 300 7 28.5
23 OPC-4 2500%*, 1650, 1600* , 1500, 1425, 1000 6 33.3
24 OPC-5 1750, 1200, 800, 750* 4 25
25 OPD-8 1100, 1000, 900, 800, 400, 350 6 0
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Cizelge 3.12, @™

26 OPH-18 1600*, 1500, 1400*, 1000, 900 5 3 40
27 OPM-1 2000*, 1500, 1450, 1100*, 1000, 950, 675, 550*, 500, 450 10 7 30
28 OPM-2 0 0 0
29 OPM-3 0 0 0
30 OPM-4 1450, 1200, 900, 750, 650, 350* 6 5 16.6
31 OPM-5 1400, 1000, 975, 750, 500 5 5 0
32 OPM-6 1500, 1000, 900*, 650, 600, 550, 450 7 6 14.2
33 OPM-7 1600, 1500, 1400, 1300, 1100, 1000, 750, 675, 500, 350 10 10 0
34 OPM-8 1000, 500, 350 3 3 0
35 OPM-9 0 0 0
36 OPM-10 0 0 0
37 OPM-11 1800%*, 1750, 1500%*, 1000, 750%*, 550, 400* 7 3 57.1
38 OPM-12 1100*, 1000, 900, 850, 750*, 650, 600*, 500*, 400 9 5 44.4
39 OPM.13 1500, 1400*, 1350*, 1100, 900, 870*, 850%*, 500, 340*, 10 A 60

300*
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Cizelge 3.12, @™

40 OPM-14 1500,1100*, 1000, 750, 500, 375, 300 7 6 1 142
41 OPM-15 0 0 0 0
42 OPM-16 2000*, 1875, 1450, 1100, 750, 670 6 5 1 16.6
43 OPM-17 1100, 1000, 850*, 750*, 500, 470 6 4 2 333
1 oPMLLE 1850*, 1700, 1500, 1100, 900, 850, 750, 700, 675*, 500, " . ) a1
475
45 OPM-19 0 0 0 0
46 OPW-1 2000, 1100*, 800 3 2 1 333
47 OPW-5 1750, 700%, 500%, 450*, 400, 350, 300 7 3 4 57.1
48 OPW-7 1200, 1000%, 900*, 800, 750*, 650, 610%, 450%, 310* 9 2 7 777
TOPLAM 276 195 81

*Polimorfik PCR band1
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Calismamizda kullanilan 48 primerden 10 tanesinden (OPB-2, OPB-9, OPB-13,
OPB-16, OPM-2, OPM-3, OPM-9, OPM-10, OPM-15, OPM-19) PCR iiriinii
alimmamistir. Uygulanan 38 primerden 31’1 (%81.5) DNA o6rneklerinde polimorfik
RAPD-PCR iiriinleri verirken 7’si (%18.4) ise monomorfik PCR bantlar1 vermistir.
Toplam 276 adet amplifikasyon iiriinii elde edilmis olup bu firiinlerin 81 tanesinin
polimorfik (%29.34) ve 195 tanesinin monomorfik (%70.65) oldugu tespit edilmistir.
En ¢ok bantt OPA-2 (13 bant) primeri verirken en az bant OPM-8 ve OPW-1 (3 bant)
primerlerinde gozlenmistir. En biiylik bant agirligina sahip PCR iiriinii 3000 bp
olarak OPB-20 primerinde gozlenirken en diisiik bant agirligina sahip PCR firiinii
250 bp olarak OPB-5 primerinde tespit edilmistir.

OPA-2 primeri ile 20 bitki 6rnegi kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen
trtinlerin jel goriintiileri degerlendirildiginde 350-2000 bp arasinda 11 bant elde
edilmistir. Bu 11 banttan 1800 ve 1500 bp uzunlugundaki bantlar tiim 6rneklerde
ortak olarak goriilmistiir. Ayrica 1000 bp’de 30 ppm H3BO;3 (5) ve 120 ppm H3BO3
+ 0.01 uM 24-epiBL (18) uygulanan 6rneklerde ve 350 bp’de 30 ppm H3BOs; +
0.01 uM 24-epiBL (6) ve 60 ppm H3BO3; + 0.5 uM 24-epiBL (11) uygulanan
orneklerde karakteristik bantlar saptanmistir (Sekil 3.18.).

Sekil 3.18. OPA-2 primeri kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki

goriintiisii

OPB-10 primeri ile 20 o6rnek kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen
iriinlerin jel goriintiileri degerlendirildiginde 250-3000 bp araliginda 16 bant elde

edilmistir. Bu 16 banttan 1050, 750, 650 bp uzunlugundaki bantlar tiim 6rneklerde
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ortak olarak goriilmistiir. Ayrica 3000, 2000 ve 250 bp’lik bantlar karakteristik
olarak 90 ppm H3BO3; + 0.01 uM 24-epiBL (14) ve 90 ppm H3BO3; + 0.5 uM 24-
epiBL (15) uygulanan bitkilerde goriiliirken, 1500 bp sadece 90 ppm H3BO; +
0.01 uM 24-epiBL (14) uygulanan bitkilerde ve 1250 bp sadece 90 ppm H3BO3 +
0.5 uM 24-epiBL (15) uygulanan bitkilerde karakteristik bantlar saptanmistir (Sekil
3.19.).

Sekil 3.19. OPB-10 primeri kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki

goriintiisii

OPM-11 primeri ile 20 6rnek kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen
tiriinlerin jel goriintiileri degerlendirildiginde 250-1350 bp arasinda 9 bant elde
edilmistir. Bu 9 banttan tiim 6rneklerde ortak olarak bir bant goriilmemistir. Ayrica
1350 bp’de 90 ppm H3BO3; + 0.01 uM 24-epiBL, 1250 bp’de kontrol (1), 750 bp’de
60 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL, 90 ppm H3BO;3 + 0.01 uM 24-epiBL (14) ve 90
ppm H3BO; + 0.5 uM 24-epiBL (15), 350 bp’de 120 ppm H3BO; + 0.01 uM 24-
epiBL (18), 120 ppm H3BO3; + 0.5 uM 24-epiBL(19) ve 120 ppm H3BO3 + 1 uM 24-
epiBL (20) , 300 bp’de 60 ppm H3BO3; + 1 uM 24-epiBL(12), 250 bp’de 60 ppm
H;BO; + 0.01 uM 24-epiBL (10) uygulanan bireylerde karakteristik bantlar
saptanmustir (Sekil 3.20.).

OPM-13 primeri ile 20 ornek kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen
tiriinlerin jel goriintiileri degerlendirildiginde 250-2000 bp arasinda 12 bant elde
edilmigtir. Bu 12 banttan 760, 740, 550, 300 bp uzunlugundaki bantlar tiim
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orneklerde ortak olarak gozlenmistir. Ayrica 2000 bp’de sadece kontrol (1) ve 30
ppm H3BO3; + 0.01 uM 24-epiBL(6), 1500 bp’de sadece kontrol (1), 0.01 uM 24-
epiBL (2) ve 120 ppm H3BO3; + 1 uM 24-epiBL (20), 1450 bp’de sadece 60 ppm
H3;BO; + 1 uM 24-epiBL (12), 1400 bp’de kontrol(1) ve 30 ppm H3BO; +
0.01 uM 24-epiBL (6), 1250 bp’de sadece 30 ppm H3BO3; + 0.01 uM 24-epiBL (6),
250 bp’de sadece 60 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL (11), 200 bp’de sadece 60 ppm
H3BO; + 0.01 uM 24-epiBL (10), 60 ppm H3BO3; + 0.5 uM 24-epiBL(11), 120 ppm
H3;BO; + 0.5 uM 24-epiBL (19) ve 120 ppm H3BO3; + 1 uM 24-epiBL (20)
uygulanan bitki 6rneklerinde karakteristik bantlar saptanmistir (Sekil 3.21.).

Sekil 3.20. OPM-11 primeri kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki

goriintiisii
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Sekil 3.21. OPM-13 primeri kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii

OPW-7 primeri kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen diiriinlerin jel
goriintiileri degerlendirildiginde 250-2300 bp arasinda 13 bant elde edilmistir. Bu 13
banttan tiim orneklere karakteristik bir bant saptanmamistir. Ayrica 2300 bp’lik bant
sadece 90 ppm H3BO; + 0.01 uM 24-epiBL(14) ve 90 ppm H3BOs3; + 0.5 uM 24-
epiBL(15) uygulamali &rneklerde goriiliirken, 680 ve 1800 bp’lik bant profilleri
sadece 90 ppm H3BO3; + 0.5 uM 24-epiBL (15) uygulanan 6rneklerde goriilmiistiir.
Bununla beraber 2000 bp’lik bant profili 90 ppm H3;BO3; + 0.01 uM 24-epiBL (14)
ve 90 ppm H3BO3; + 0.5 uM 24-epiBL (15) bitki orneklerine karakteristiktir. Ayni
zamanda bu bant 60 ppm H3BO3; + 0.5 uM 24-epiBL (11) 6rnekte de belirlenmistir.
Ayrica bor ve epiBL uygulamalari ile kaybolan veya yeni goriilen bantlar da Sekil
3.22. uzerinde ok ile gosterilerek belirtilmistir. OPW-7 primeri i¢in elde edilen
polimorfik bantlar kontrole (1) kiyasla 0.01 uM 24-epiBL (2) uygulamali 6rnekte
700 bp biiytikliigiindeki bant kaybolmustur. 0.5 pM 24-epiBL (3) uygulamali 6rnekte
700 bp biiyiikliigiindeki bant kaybolmustur ve 650 bp biiyiikliiglinde bant ortaya
cikmigtir. 1 uM 24-epiBL (4) uygulamali 6rnekte 700 bp biiyiikligiindeki bant tekrar
ortaya ¢ikarken 500 bp biiyiikliigiinde bir bant daha gozlenmistir. 30 ppm H3zBO3 (5)
uygulamali 6rnekte 400 bp biiyiikliiglinde bir bant ortaya ¢ikmistir. 30 ppm H;BO; +
0.01 uM 24-epiBL (6) uygulamali ornekte 250 bp bilyikliginde bir bant
belirlenirken ve 400 bp, 500 bp, 650 bp ve 700 bp biyiikligindeki bantlar
kaybolmustur. 30 ppm H3zBO3 + 0.5 uM 24-epiBL (7) uygulamali 6rnekte 1000 bp,
750 bp, 650 bp ve 350 bp biiyiikliiglindeki bantlar ortaya ¢ikmistir. 30 ppm H;BO3 +
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1 uM 24-epiBL (8) uygulamali 6rnekte ise 30 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL (7)
uygulamali o6rnekten farkli olarak 650 bp biiyiikliigiindeki bant kaybolmustur. 60
ppm H3BO3 (9) uygulamali 6rnekte ise 1000 bp biiyiikliigiindeki bant kaybolmustur.
60 ppm H3BO3 + 0.01 uM 24-epiBL (10) uygulamali 6rnekte tekrar 1000 bp , 750 bp
ve 350 bp biiyiikliigiindeki bantlar gézlenmistir. 60 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL
(11) uygulamali 6rnekte 1250 bp, 1000 bp, 900 bp , 750 bp, 500 bp ve 350 bp
biiyiikliigiindeki bantlar ortaya ¢ikmistir. 60 ppm HzBO3 + 1 uM 24-epiBL (12) ve
90 ppm H3BO3 (13) uygulamali 6rneklerde tiim bantlar kaybolmus sadece 350 bp
biiyiikliigiinde bant gézlenmistir. 90 ppm HsBO3z; + 0.01 uM 24-epiBL (14) ve 90
ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL (15) uygulamali 6rneklerde 2000 bp, 1250 bp, 1000
bp, 900 bp, 800 bp, 450 bp ve 350 bp biiyiikliigiinde bantlar ortaya ¢ikmistir. 90 ppm
H3BO3; + 1 uM 24-epiBL (16) uygulamali 6rnekte bu bantlardan sadece 1000 bp ve
350 bp biiyiikliigiinde olan bantlar kalirken 120 ppm H3BO3 (17) uygulamali drnekte
sadece 350 bp biiyiikliigiinde olan bant, 120 ppm H3BO3 + 0.01 uM 24-epiBL (18)
uygulamali 6rnekte 750 bp boyutunda olan bant, 120 ppm H3BO; + 0.5 uM 24-
epiBL (19) uygulamali 6rnekte 750 bp, 650 bp ve 350 bp biiyiikliigiinde olan bantlar
ve 120 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL (20) uygulamali 6rnekte ise 750 bp ve 350 bp
biiyiikliigiinde olan bantlar gériinmektedir (Sekil 3.22.).

Bant profillerindeki bu degisim bor ve 24-epiBL’nin DNA iizerinde bir varyasyona

sebep olmus olabileceklerini gostermektedir.
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Sekil 3.22. OPW-7 primeri kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki

goriintiisii

Jaccard similarity programi ile hesaplanarak olusturulan benzerlik indeksi tablosu
Cizelge 3.13’te verilmistir. Cizelge incelendiginde en diisiik oran (0.385) kontrol (0
ppm B + 0 puM 24-epiBL) ve 60 ppm B + 1 uM 24-epiBL uygulanan bitkiler
arasinda tespit edilmistir. En yiliksek benzerlik indeksi ise 0.774 ile 120 ppm B +
0.5 uM 24-epiBL ve 120 ppm B + 0.01 uM 24-epiBL uygulanan bitkiler arasinda

bulunmustur.

Uygulamali bitkiler arasindaki uzakliklar1 gosteren dendogram, farkli sayida bitki

orneklerini igeren 2 ana gruba ayrilmistir (Sekil 3.23.).
Grup A: 6. 30 ppm B + 0.01 uM 24-epiBL uygulanan bitkileri igermektedir.
Grup B: 1. Kontrol (0 ppm H3BO3 + 0 uM 24-epiBL)

2.0.01 uM 24-epiBL

3. 0.5 uM 24-epiBL

4.1 uM 24-epiBL

5. 30 ppm H3BO3

7. 30 ppm H3BO3+ 0.5 uM 24-epiBL

8. 30 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL

9. 60 ppm H3BO3
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10. 60 ppm H3BO3 + 0.01 uM 24-epiBL
11. 60 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL
12. 60 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL

13. 90 ppm H3BO3

14. 90 ppm H3BO3; + 0.01 uM 24-epiBL
15. 90 ppm H3BOs+ 0.5 uM 24-epiBL
16. 90 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL

17. 120 ppm H3BOs

18. 120 ppm H3BO3; + 0.01 uM 24-epiBL
19. 120 ppm H3BO3; + 0.5 uM 24-epiBL
20. 120 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL uygulanan bitkilerden olugmaktadir.

Birinci grup olan Grup A 30 ppm H3BO3+ 0.01 uM 24-epiBL (6) uygulanan bitkileri
icerirken diger grup iki farkli gruba ayrilmistir. Bu gruplardan biri tekrar kendi i¢inde
iki gruba ayrilarak 90 ppm H3BO3; + 0.01 uM 24-epiBL (14) ve 90 ppm H3BO3 +
0,5 uM 24-epiBL (15) uygulanan bitkilerden olusurken diger grup da kendi i¢inde iki
gruba ayrilmistir. Bunlardan biri 60 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL (12) ve 90 ppm
H3BO3 (13) ve 120 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL (20) uygulanan bitkileri igerirken
diger grup ise kendi i¢inde iki gruba ayrilmistir. Bunlardan biri 30 ppm H3BOs (5),
60 ppm H3BO;3 (9), 0.01 uM 24-epiBL (2) , 0.5 uM 24-epiBL (3), 1 uM 24-epiBL
(4), 30 ppm H3BO3 + 0.5 uM 24-epiBL (7), 30 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL(8), 60
ppm H3BO3;+ 0.01 uM 24-epiBL (10), 60 ppm H3BO3+ 0.5 uM 24-epiBL (11) ve 90
ppm H3BO3; + 1 uM 24-epiBL (16), uygulanan bitkilerden olusurken diger grup
kontrol, 120 ppm H3BO; (17), 120 ppm H3BO3; + 0.01 uM 24-epiBL (18) ve 120
ppm H3;BO; + 0.5uM 24-epiBL (19) uygulanan bitkilerden olusmustur.
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Cizelge 3.13. Saksida yetistirilen farkh konsantrasyonlarda H;BO; ve 24-epiBL uygulamah 20 giinliik bitkilerin RAPD analizi sonucunda ulasilan benzerlik indeksi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1 |1.000

2 |0.703 | 1.000

3 10.514|0.667|1.000

4 10.615|0.667 | 0.563 | 1.000

5 10.568|0.667|0.731|0.618|1.000

6 |0.55310.474]0.484 | 0.436 | 0.545 | 1.000

7 10.595|0.806|0.704 | 0.647 | 0.645 | 0.486 | 1.000

8 [0.667|0.771|0.576|0.771|0.629 | 0.526 | 0.706 | 1.000

9 |10.556|0.606 | 0.654 | 0.656 | 0.548|0.531|0.690 | 0.618 | 1.000

10| 0.605|0.758|0.714 | 0.758 | 0.656 | 0.421 | 0.800 | 0.667 | 0.700 | 1.000

11(0.643|0.650|0.556 | 0.692 | 0.605 | 0.476 | 0.632 | 0.744 | 0.595 | 0.684 | 1.000

1210.385|0.457|0.577 | 0.457|0.484|0.424 | 0.516 | 0.432|0.517|0.531 | 0.462 | 1.000

1310.514|0.559|0.593 | 0.559|0.548 |0.531|0.633 | 0.571 | 0.643 | 0.645|0.595 | 0.692 | 1.000

1410.543|0.545|0.487 | 0.619|0.537|0.422 | 0.524 | 0.591|0.564 | 0.571 | 0.682 | 0.439 | 0.564 | 1.000
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Cizelge 3.13. @vam

15

0.500

0.533

0.439

0.643

0.488

0.413

0.512

0.651

0.512

0.523

0.596

0.364

0.476

0.750

1.000

16

0.629

0.636

0.630

0.688

0.633

0.471

0.667

0.647

0.621

0.733

0.538

0.452

0.567

0.512

0.575

1.000

17

0.735

0.697

0.586

0.600

0.645

0.529

0.625

0.611

0.581

0.688

0.632

0.469

0.690

0.524

0.477

0.724

1.000

18

0.676

0.639

0.485

0.639

0.588

0.486

0.571

0.649

0.625

0.583

0.625

0.429

0.625

0.558

0.511

0.559

0.719

1.000

19

0.686

0.600

0.533

0.600

0.594

0.486

0.625

0.611

0.531

0.636

0.632

0.469

0.633

0.524

0.477

0.613

0.733

0.774

1.000

20

0.579

0.629

0.567

0.583

0.529

0.472

0.606

0.639

0.515

0.571

0.537

0.548

0.667

0.512

0.500

0.594

0.606

0.600

0.656

1.000
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UPGMA

Sekil 3.23. Saksida torfta yetistirilen 20 giinliik bitkilerin RAPD analizi dendogram

Perlitte ve saksida yetistirilen bitkilerin RAPD analizi bulgularina ait sonuglar

tartisma ile birlikte verilmistir.

Perlitte yetistirilen bitkiler ile yapilan RAPD denemeleri sonucu elde edilen verilerle
olusturulan dendogram analizleri 0.863’liik benzerlik indeksiyle 150 ppm H3BO; ve
150 ppm H3BO; + 0.5 uM 24-epiBL uygulamalarinda yakinlik géstermistir,
0.508’1ik benzerlik indeksiyle kontrol (O ppm B + 0 uM 24-epiBL) ve 150 ppm
H3BO;3 + 0.5 uM 24-epiBL uygulamalari birbirine uzak bulunmustur (Cizelge 3.3.).
0.842’1ik benzerlik indeksiyle 100 ppm H3BO3 ve 100 ppm H3BO3 + 0.01 uM 24-
epiBL uygulamalar1 birbirine yakin bulunurken, 0.542’lik benzerlik indeksiyle
0.5 uM 24-epiBL ve 150 ppm H3BO; + 0.01 uM 24-epiBL birbirinden uzak
bulunmustur (Cizelge 3.3.) Yine 0.790’lik benzerlik indeksiyle 50 ppm H3BO; +
0.01 uM 24-epiBL ve 50 ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL uygulamalari birbirine yakin
bulunurken, 0.583’liik benzerlik indeksiyle 0.01 uM 24-epiBL ve 150 ppm H3BO; +
0.01 uM 24-epiBL uygulamalar1 birbirinden uzak bulunmustur (Cizelge 3.3.).

Saksida yetistirilen bitkiler ile yapilan RAPD denemeleri sonucu elde edilen verilerle

olusturulan dendogram analizleri 0.800’liik benzerlik indeksiyle 30 ppm H3BO3 +

0.5 uM 24-epiBL ve 60 ppm H3BO3; + 0.01 uM 24-epiBL uygulamalar1 birbirine

yakin goriilirken, 0.413’liik benzerlik indeksiyle 30 ppm B + 0.01 uM 24-epiBL ve

90 ppm H3BO3; + 0.5 uM 24-epiBL uygulamalar1 birbirinden uzak bulunmustur

(Cizelge 3.13.). 0.771’lik benzerlik indeksiyle 1 uM 24-epiBL ve 60 ppm H3BOs
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uygulamalart  birbirine yakin bulunurken, 0.457°’lik benzerlik indeksiyle
0.01 uM 24-epiBL ve 60 ppm H3BO3; + 1 uM 24-epiBL uygulamalari birbirine uzak
bulunmustur (Cizelge 3.13.). 0.733’liik benzerlik indeksiyle 120 ppm H3BO;3 ve 120
ppm H3BO;3; + 0.5 uM 24-epiBL uygulamalar1 birbirine yakin goriiliirken, 0.588’lik
benzerlik indeksiyle 30 ppm H3BO; ve 120 ppm H3BO; + 0.01 uM 24-epiBL

uygulamalari birbirine uzak bulunmustur (Cizelge 3.13.).

Genlerin baz dizilimleri lizerinde meydana gelebilecek bir bozulma ve/veya degisim,
hiicrelerde bu genin ifadesini olumlu ya da olumsuz etkileyebilmektedir. Ozellikle
biiylime ve gelisme faktorlerini (enzim, hormon) ifade eden genlerin toksisite gibi
etkenlerle olumsuz olarak etkilenmesi ya da genin ifadesinin daha iyi yonde
etkilenmesi, hiicre, doku ve organlarin biiyiime ve gelismesini olumlu veya olumsuz
yonde etkileyebilir (Inomata vd., 1995; Britten, 1996). Bu tez caligmasinda, artirilan
konsantrasyonlarda bor ve epibrassinolidin DNA iizerinde varyasyona sebep
olabilecek etkinin belirlenmesi amaciyla uygulamalar yapilmis ve 6rneklerde RAPD
ile bant profilleri incelenmis ve elde edilen sonuglar bu varyasyonlar1 gostermistir.
Agaroz jel iizerinde degerlendirilen RAPD bant profilleri, kontrol grubu ile
karsilagtiritlan  orneklerde bor toksisitesinin  DNA iizerinde bir takim baz
degisimlerine yol agmis olabilecegi epibrassinolidin de etkisi olabilecegi yoniinde

degerlendirilmistir.

Perlitte yetistirilen bitkilerde yapilan RAPD denemelerinde, en fazla bant OPA-2
primerinden (12 bant, %58.3 polimorfizm) elde edilmistir. Bununla beraber OPM-12
ve OPW-7 primerleri %77.7 ile en yiiksek polimorfizm gostermistir (Cizelge 3.2.).

Saksida yetistirilen bitkilerde yapilan RAPD denemelerinde, en fazla bant OPA-2
primerinden (13 bant, %61.5 polimorfizm) elde edilmistir. Bununla beraber OPW-7

primeri %77.7 ile en fazla polimorfizm oran1 géstermistir (Cizelge 3.12.).

Sunar vd. (2009), Verbascum speciosum’un metanol ekstraktinin Zea mays
tizerindeki genotoksik etkisini RAPD ile arastirmiglardir. Sonug olarak bant profilleri
ekstraktlarm DNA’da hasara yol actigimi bant profillerini degerlendirerek
belirlemiglerdir. Misir fideleri tizerine bir herbisit olan 2.4-dichloro phenoxy acetic
acid (2.4-D)’in genotoksik etkisini RAPD teknigini kullanarak arastiran Aksakal vd.
(2012), GTS sonuglari ile artan 2.4-D konsantrasyonlarinda genotoksik etkinin de

arttigin1 gostermislerdir. Sakg¢ali vd. (2013), misir bitkilerini kontrol, 5, 10, 25, 50,
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100, 125 ve 150 ppm dozlarinda bor’a maruz birakmislar ve toksisiteyi RAPD
teknigi kullanarak arastirmiglardir. GTS sonuglarina gore borun en toksik etkisi 100
ve 125 ppm B uygulanan bitkilerde gériilmiisken bunu sirasiyla 50, 25, 150, 5, 10
ppm uygulamali bitkiler izlemistir. Bu sonuglar istatistiki olarak anlaml
bulunmamaistir. Erturk vd. (2013), misir bitkisine 5, 10, 20 ve 40 mM ZnSO4 Ve 5,
10, 20 ve 40 mM H3BO; uygulamiglar ve toksisiteyi tespit etmek i¢cin RAPD
teknigini kullanmiglardir. GTS sonuglarina gore B ve Zn konsantrasyonu arttik¢a

toksisitenin de arttigini belirtmislerdir.
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4. SONUC VE ONERILER

Bilindigi gibi borlu topraklar tarimsal iiretimi sinirlamakta ve verimde kayiplara
sebep olmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda borun toksik etkisine karsi yeni bir
hormon sinifi olan brassinosteroidlerden 24-epiBL’nin iyilestirici etkisi olup
olmadigr arastirilmak istenmistir. Tarim {riinleri icerisinde ekonomik degeri yiiksek

olan misira bor ve 24-epiBL uygulamalar1 yapilarak konu arastirilmistir.

Saksida yetistirilen bitki 6rneklerinde yapilan bor analizi sonucunda artan bor
dozlarina bagli olarak bitki biinyesindeki bor miktarinin arttig1 belirlenmistir. Ayrica
bu bitkilerde biiyiime biyomarkirlari (bitki boyu, kok boyu, bitki yas agirligi, kok yas
agirhigl, bitki kuru agirligl, kok kuru agirligl)’nin kontrol, 30, 60 ve 90 ppm bor
dozlarinda 0.5 ve 1 uM 24-epiBL uygulamasinin iyilestirici etkileri gézlenirken; 120

ppm dozunda 24-epiBL uygulamasinin iyilestirici higbir etkisi gdzlenmemistir.

Farkli konsantrasyonlarda borik asit ve 24-epibrassinolid uygulanmis perlitte
yetistirilen 20 giinliik bitkilerden izole edilen DNA’lar ile 48 adet primer kullanilarak
gergeklestirilen RAPD denemeleri sonucu elde edilen wverilerle olusturulan
dendogram analizleri 0.872’lik benzerlik indeksiyle en yakin 1 uM 24-epiBL ve
50 ppm H3BO;3; uygulamalarini, 0.450°lik benzerlik indeksiyle en uzak kontrol
(0O ppm B + 0 uM 24-epiBL) ve 150 ppm H3BOz; + 0.01 pM 24-epiBL
uygulamalarini gdstermistir (Cizelge 3.3). Bu da kontrol grubuyla karsilastirildiginda
en yiiksek bor uygulamasinin, bitki genomunda bir takim varyasyonlara sebep
olabilecegini gostermektedir. Saksi denemelerinde ise, 0.806°1lik benzerlik indeksiyle
en yakin 0.01 uM 24-epiBL ve 30 ppm H3BOs+ 0.5 uM 24-epiBL uygulamalarini,
0.385’lik benzerlik indeksiyle en uzak kontrol (0 ppm B + 0 uM 24-epiBL) ve 60
ppm H3BO3 + 1 uM 24-epiBL uygulamalarini, gdstermistir (Cizelge 3.13.). Diger
taraftan artirllan konsantrasyonlarda 24-epiBL (0.01, 0.5 ve 1 puM) uygulanan
orneklerle yapilan RAPD PCR firiinlerinin agaroz jelde bant profilleri, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, hem saksi1 hem de perlit ¢alismalarinda polimorfik bantlar ve
bu bantlarin degerlendirilmesiyle polimorfizm belirlenmistir. Daha 6nce belirtildigi
gibi DNA iizerinde meydana gelebilecek varyasyonlar bitki biiylime ve gelismesini

olumsuz yonde etkileyebilecegi gibi bunun tersi de s6z konusu olabilir (Inomata vd.,
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1995; Britten, 1996). Bu baglamda elde edilen RAPD sonuglar1 24-epiBL
uygulamalarinin bitki genomunda bir varyasyon meydana getirmis olabilecegini ve
bu varyasyonun olumlu nitelikte olabilecegini diistindiirmektedir. Bizim
calismamizda bant profillerine bakildiginda da bor ve 24-epiBL’nin DNA {izerinde

birtakim varyasyonlara sebep olmus olabilecegi goriilmektedir.

Mevcut veriler daha 6nce yapilmis benzer caligmalar ile karsilagtirildiginda, ytliksek
konsantrasyonda bor uygulamalarina karsi bitki genomuna 6zgii birtakim
varyasyonal yanitlar gerceklesebilir oldugu dogrulanmis olur. Yiiksek oranda bor
uygulamasimin bitki genomu {iizerindeki varyasonlarina yonelik ilk ¢alisma, 1929
yilinda Haas tarafindan meyve agaglari iizerinde yapilmistir. ilerleyen donemlerde,
pek cok arastirict benzer uygulamalart farkli bitki tiirleri {izerinde; Oertli ve Roth
(1969), seker pancari, pamuk ve soya lizerinde, Francois ve Clark (1979) yirmi bes
farkli siis bitkisi ilizerinde, Bagheri vd. (1996) bezelye iizerinde incelemislerdir.
Biitiin bu caligmalar, yiiksek konsantrasyonlarda uygulanan bora karsi bitkinin,
biiylimede gerileme ve/veya bor toksik semptomlarinin goriilmesi ile yanit verdigini
tanimlamistir. Ayrica bu caligmalar, bora yiiksek toleransl bitkilerde her hangi bir
etkinin olmadigini, diger taraftan bora yiiksek hassasiyet gosteren bitkilerde de

Olumlerin gergeklesebilecegini gdstermistir (Nable vd., 1997).

Diger taraftan, 30 giin siiren saksi denemelerine ait dendogram analizleri
incelendiginde, 0.364°1ik benzerlik indeksiyle en uzak 90 ppm H3BO3; + 0.5 uM 24-
epiBL ve 60 ppm H3BO; + 1 uM 24-epiBL uygulamalari arasindaki iliski goze
carpmaktadir (Cizelge 3.13). PCR iiriinlerinin agaroz jel analizleri ile goriintiilenen
bant profilleri neticesinde olustururlan benzerlik indeksine gore 24-epiBL
konsantrasyonu iki katina ¢iktiginda belirgin bir polimorfizm goriilmiistiir.
Brassinosteroidler, hiicre boliinmesi ve biiylimesinde goérevli anahtar biiyiime
diizenleyicileridirler (Haubrick, 2006) ve bu baglamda uygulanan konsantrasyon,
bitki hiicrelerinin biiylime ve boliinmeye tesvik edilmesinde 6nem arz edeceginden
24-epiBL uygulanan bitkinin genomu lizerinde varyasyonel bir etki olusturabilir. Bu
calismada bor ve 24-epiBL uygulamalarinin bitki genomu iizerindeki varyasyonal
etkileri RAPD primerleri kullanilarak degerlendirilmistir. Buna yonelik yapilan diger
caligmalardan Sakcali vd. (2013) musir bitkisi iizerinde borun toksik etkisini

degerlendirirken RAPD, Xu vd. (2001) lahana bitkisi {izerinde bor etkisinin
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degerlendirilmesinde RFLP ve AFLP, yine Keke¢ vd. (2010) bugday ve fasulye’de
boru RAPD primerleriyle degerlendirmislerdir.

Mevcut ¢alisma ve literatiirde yer alan c¢alismalar, bor ve 24-epiBL’nin farkli
konsantrasyonlarinin, bitki biiylime, gelisme, c¢igeklenme, tohum ¢imlenmesi gibi
fizyolojik olaylar1 iizerinde etkisinden dolay1 bitki genomu iizerinde varyasyonlar
olusturabilecegini dogrular niteliktedir, ayrica, bu varyasyonal degisikliklerin
tanimlanmasinda ve degerlendirilmesinde RAPD gibi molekiiler —markor

sistemlerinin verimli bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir.

Misir bitkisinde bor toksisitesi ile ilgili temel bir arastirma olan bu g¢alismanin

gelecekte yapilacak caligmalara 1s1k tutacagi diisiiniilmektedir.
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