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Bu çalıĢmada, bor (B) stresine karĢı tolerans düzeyi kültür buğdaylarından farklılık gösteren, 

yabani bir buğday türü olan Triticum boeticum L. kullanılmıĢtır. ÇalıĢmada kontrollü Ģartlarda perlit 

ortamında farklı B dozları (toksik ve ileri derecede toksit düzeyler dahil), borik asit formunda, 

uygulanmıĢtır. Kontrol grubuna sadece Half Hoagland besin çözeltisi, diğer serilere ise 25, 250 ve 500 

mg kg
-1

 bor içeren Half Hoagland çözeltisi uygulanmıĢ ve bitkiler bu uygulama dozlarında 2-3 yapraklı 

döneme kadar yetiĢtirilmiĢtir. Bor uygulamasındaki bitkilerden alınan örneklerde, büyüme parametreleri 

(kök ve gövde), bağıl su içeriği, bor konsantrasyonları, prolin (PRO) ve lipid peroksidasyon (MDA) 

antioksidant enzim aktiviteleri karĢılaĢtırmalı olarak incelenmiĢtir. ÇalıĢmada ayrıca, kullanılan T. 

boeticum L. genotipine ait farklı B dozlarındaki örneklerde, kültür buğdayında B dıĢlama 

mekanizmasında rol aldığı varsayılan TaBOR2 genine ait ekspresyon düzeyleri de gerçek zamanlı 

kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) yöntemi ile araĢtırılmıĢtır. 

Yabani buğday genotiplerinde bor toksisitesi sonucu kök ve gövde geliĢiminin etkilendiği ve 

gerilediği görülmüĢtür. AraĢtırmada kullanılan bitkilerin bor konsantrasyonları bor uygulamasına bağlı 

olarak artıĢ göstermiĢtir. Prolin ve lipid peroksidasyon miktarları da benzer bir Ģekilde yabani buğday 

genotipinde artmıĢtır.  

Farklı B uygulama gruplarından uygulamadan 1 gün sonra (1. zaman),  1 hafta sonra (2. zaman) 

ve 2 hafta sonra (3. zaman) örnek alımı gerçekleĢtirilmiĢtir. Her bir ortama ait ayrı ayrı alınan kök ve 

gövde örneklerinden total RNA‟lar izole edilerek bu RNA örnekler önce ilk zincir komplementer 

DNA‟ya (cDNA) dönüĢtürülmüĢtür. Daha sonra farklı dozlara ait örnekler kullanılarak B uygulamasından 

en az etkilenen bir referans gen (Puroindolin b geni) tespit edilmiĢtir. TaBOR2 geninin aktivitesi bu 

referans gen ile normalizasyonu neticesinde zamana bağlı olarak qRT-PCR ile tespit edilmiĢtir. 

TaBOR2/Puroindolin b kök ve gövde ekspresyonlarına bakıldığında 1. zaman diliminde kökteki 

ekpresyonlar tüm dozlarda artıĢ gösterirken diğer zamanlarda (2. ve 3. zaman) azalmıĢ, gövde 

örneklerinde ise 1. ve 2. zaman diliminde ekpresyon düĢük seviyede iken 3. zaman diliminde tüm 

dozlarda artıĢ olduğu tespit edilmiĢtir. Bu sonuçlar B‟un ortamda yüksek dozlarda bulunması durumunda 

bitki bünyesinde de artıĢ gösteren bor içeriğinin etkilerinden korunmak isteyen dokularda boru dıĢlama 

mekanizmasının dokuya bağlı olarak bor içeriği ile orantılı bir Ģekilde dıĢlamada görev alan TaBOR2 

proteininin devreye girdiğini göstermektedir.  

 

Anahtar Kelimeler: Bor toksitesi, Bitki fizyolojik analizleri, Real-Time kantitatif PCR, 

qRTPCR, Triticum boeticum L., Yabani buğday. 
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In this study, a wild wheat species, Triticum boeticum L., which differs from cultivars in terms of 

its tolerance level against boron (B) stress was utilized. Different leves of B (including toxic and highly 

toxic levels) was applied, in the form of boric acid, in controlled growth environment to the plants grown 

in perlite. Half Hoagland solution was used in control group, while the remaining series contained 25, 

250 and 500 mg kg
-1

 of boron and the plants were grown until 2-3 leaf stage. Comparisons have been 

performed for the B treatment groups measuring plant growth parameters (root and stem), relative water 

content, boron concentrations, proline (PRO) contents and MDA activities of antioxidant enzymes. 

TaBOR2 is known to be involved in the B extrusion mechanism of wheat cultivars. In our study, TaBOR2 

gene expression levels of the samples of T. boeticum L. genotype were analysed using Real Time 

Quantitative Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR).  

It was determined that the root and stem development of wild wheat genotype used was 

decreased as a result of B toxicity. An increment in the B concentrations of the plants were observed with 

an increase in the B concentration of the medium. Similarly, proline contents and lipid peroxidation levels 

were also increased. 

For different B treatment groups samples were collected after 1 day (time zone 1), 7 days (time 

zone 2) and 14 days (time zone 3) of treatment. Total RNA extraction of each sample were conducted and 

the samples were used to obtain the first strand complementary DNAs (cDNAs) for further analyses. 

Firstly, different target cDNAs obtained from differing B treatment groups were tested for the 

determination of best performing house keeping genes. Puroindolin b was found to be the best suited 

reference gene which was further used for the normalization and time dependent TaBOR2 gene 

expression. Considering TaBOR2/Puroindolin b levels of root and shoot samples, it can be concluded that 

at time zone 1, expressions of the root samples were increased in all the samples while in remaining time 

zones (2nd and 3th) expressions were decreased. That was in contrary with the samples collected from 

stem tissues. These results indicated that TaBOR2 protein is involved in protecting the plants and the 

transport organs (root and shoot) from the negative effects of high B levels in the growth environment. 

 

Keywords: Boron toxicity, Plant physiological analyses, Real-Time quantitative PCR, qRTPCR, 

Triticum boeticum L., Wild Wheat. 
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SĠMGELER VE KISALTMALAR 

 

APX  : Askorbat peroksidaz 

Atm  : Atmosfer basıncı (Basınç Birimi) 

ATP  : Adenin Three Phosphat 

B  : Bor 

Bç  : Baz çifti 

BSA  : Bovine serum albümini 

°C  : Santigrad derece 

CAT  : Katalaz 

cDNA  : Komplementer Deoksi Ribo Nükleik Asit 

cm  : Santimetre 

da  :  Dekar 

ddH2O  : Distile-Deiyonize Su 

dk  : Dakika  

DNA  : Deoksi Ribo Nükleik Asit 

dNTP  : Deoksiribonükleotidtrifosfat 

dsDNA : Double-stranded Deoksi Ribo Nükleik Asit 

EDTA  : Etilen Diamin Tetra Asetik Asit 

FAO  : Food and Agricultural Organiztion 

FRET  : Förster Resonance Energy Transfer 

g  : Gram 

GB  : Glycine-betaine 

GR  : Glutatyon redüktaz 

GSH  : ĠndirgenmiĢ glutatyon 

GSSG  : Okside glutatyon 

GST  : glutatyon s-transferaz 

H2O2  : Hidrojen peroksit 

ha  : Hektar 

IAA  : Indol asetik asit 

ICP-AES : Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometry 

KA  : Kuru Ağırlık 

kg  : Kilogram 

l  : Litre 

LOX  : Lipoksigenaz aktivitesi 

m  : Metre 

Mg  : Miligram 

MgCl2  : Magnezyum klorür 

ml  : Mililitre 

mm  : Milimetre 

mM  : Milimolar 

MP  : Membran permeabilitesi 

mRNA  : Mesajcı Ribo Nükleik Asit 

NAD  : Nikotinamid adenin dinükleotid  

NADP  : Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NADPH : Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase 

NBT  : Nitrobluetetrazolium 

nm  : Nanometre 



 

 ix 

NNĠ  : Nispi nem içeriği 

O2  : Süperoksit radikali 

OH  : Hidroksil radikali 

OOH  : Perhidroksil radikali 

PCR  : Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) 

PEG  : Polyethylene glycol 

Pmol  : Pikomol 

POD  : peroksidaz 

PRO  : Prolin içeriği 

PVPP  : Polyvinylpolyprrolidone 

qRT-PCR : Real Time Polymerase Chain Reaction  

RNA  : Ribo Nükleik Asit 

RNase  : Ribo Nükleaz 

ROS  : Reaktif Oksijen Türleri 

Rpm  : Dakikadaki devir sayısı 

s  : Saniye 

SOD  : Süperoksit Dismütaz 

TA  : Turgorlu Ağırlık 

TCA  : Trikloroasetik asit 

Tm  : Erime sıcaklığı 

UV  : Ultra Viyole 

V  : Volt 

w/v  : Weight/volume (ağırlık/hacim) 

YA  : YaĢ Ağırlık 

Μg  : Mikrogram 

μl  : Mikrolitre 

μmol  : Mikromol 

2n  : Kromozom sayısı 
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1. GĠRĠġ 

 

 Buğday grubu olarak adlandırılan Triticum ve Aegilops, Gramineae familyasının 

Triticeae oymağına girmektedir. Triticum kromozom sayısına göre diploid (2n=14), 

tetraploid (2n=28) ve hekzaploid (2n=42) olmak üzere üç gruba ayrılır (Feldman ve 

ark., 1988).  

 Kullanım alanlarına göre bu türler farklı Ģekilde sınıflandırılabilmektedirler. 

Hekzaploid buğdaylar ekmek ve pasta yapımında, tetraploid buğdaylar ise makarna 

yapımında yoğun olarak kullanılmaktadır. Diploid buğdayların ise günümüzde yaygın 

kullanım alanı bulunmamaktadır. Buğday insan beslenmesi için gerekli olan kalori ve 

proteinin önemli bir kısmını karĢılamakta olup, dünya nüfusunun % 35‟ini oluĢturan 

yaklaĢık 40 ülkenin temel gıda maddesidir. Ġnsanların değiĢen tüketim alıĢkanlıkları ve 

geliĢen teknolojiye bağlı olarak, buğday ürünleri çeĢitlenmiĢ ve tüketici istekleri de 

değiĢmiĢtir. Buğdayın en yaygın tüketim Ģekilleri un, ekmek, makarna, irmik, bisküvi, 

bulgur ve eriĢtedir. Dünya‟da ve Türkiye‟de bu ürünlerin dıĢında geleneksel ürünler, 

tatlılar, niĢasta vb. amaçla da tüketimi yapılmaktadır (Atlı, 1999). 

 Tahıllar, Dünyada ekiliĢ ve üretimi en fazla olan ürün grubudur. Yeryüzünün 1.4 

milyar hektar olan iĢlenen topraklarının yaklaĢık yarısında tahıl ekimi yapılmaktadır 

(Taslak ve ark., 2007). Tahılların bu kadar çok ekilmesinin sebebi, özellikle serin iklim 

tahıllarının adaptasyon yeteneklerinin yüksek olması nedeniyle ekstrem ekolojik 

koĢullarda yetiĢtirilebilme üstünlüğüne sahip olmalarıdır. Buğday, ülkemizde 7.5 

milyon hektar ekim alanı ve 20 milyon ton üretimiyle tüm ürünler içerisinde ilk sırayı 

almasına karĢın, 267 kg/da olan ortalama verimiyle dünya ortalamasının (321 kg/da) 

altındadır (Anonim, 2013). Ġnsan beslenmesinde geçmiĢten günümüze kadar 

vazgeçilmez bir gıda maddesi olan ve ülkemizde ekim alanlarının % 52‟sini oluĢturan 

buğdayın, veriminde sağlanacak küçük artıĢ bile, ülkemiz ekonomisine önemli katkılar 

sağlayabilir. Buğdayda verimin düĢmesine neden olan stres etmenleri; hastalık 

oluĢturanlar ve zararlılar gibi biyotik kökenli olabilmesinin yanında; tuzluluk, kuraklık, 

düĢük ve yüksek sıcaklıklar, besin elementlerinin eksik veya fazlalıklar gibi abiyotik 

kökenli de olabilmektedir (Serrano ve Gaxiola, 1994).  
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2. KAYNAK ARAġTIRMASI 

 

2.1. Triticum boeticum L.  

 

Kaplıca buğdayı olarak bilinen Triticum boeticum L. üzerinde son yıllarda yoğun 

çalıĢmalar yapılmaktadır. Özellikle diploid özelliğe sahip olması ve elde edilecek 

bilgilerin rahatlıkla makarnalık ve ekmeklik buğday ıslahına uygulanabilirliği, 

araĢtırıcılar gözünde Kaplıca buğdayını çok cazip hale getirmiĢtir. Kaplıca buğdayının 

ilk defa nerede kültüre alındığı sorusuna cevap vermek için Heun ve ark. (1997a) 

tarafından yaklaĢık 1400 yabani kaplıca (T. monococcum L. ssp. boeoticum) buğdayı ile 

kültür kaplıca (T. monococcum L. ssp. monococcum) buğdayı arasında karĢılaĢtırmalı 

DNA analizleri yapılmıĢtır. Yapılan analizler sonucunda kültür formuna en yakın 

populasyonun Karacadağ/Diyarbakır bölgesinden toplanan populasyon olduğu 

sonucuna varılmıĢtır.  Farklı araĢtırıcılar tarafından yapılan morfolojik analizlerde 

Kaplıca buğdayının biotik ve abiotik stress koĢullarına dayanıklı olduğu ve bunların 

buğday ıslahında kullanılabileceği ifade edilmiĢtir (Vallage, 1979,; Waines., 1983).  

 Kaplıca buğdayı hem makarnalık hem de ekmeklik buğdayın yapısında bulunan 

A genomunu taĢımaktadır. Bundan dolayı makarnalık ve ekmeklik buğday ıslahında 

genetik çeĢitliliği arttıracak yeni bir gen kaynağı olarak görülmektedir (Vallage, 1978).   

 Güneydoğu Anadolu bölgesi buğday gen kaynakları bakımından oldukça önemli 

bir bölgedir. Özellikle son yıllarda yapılan çalıĢmalarla, kaplıca (T. monococcum) ve 

makarnalık buğdayın (T. durum) Karacadağ/Diyarbakır da ilk kültüre alınmıĢ 

olduğunun gösterilmesi, bu konu ile uğraĢan bilim adamlarının ilgisini bu bölgeye 

çekmiĢtir (Heun ve ark., 1997b; Ozkan ve ark., 2002). Özellikle ġanlıurfa, Adıyaman, 

Gaziantep, Diyarbakır ve Mardin ileri çevresinde bulunan yabani buğday gen 

kaynaklarının toplanması ve bunların karakterizasyonunun yapılması oldukça 

önemlidir. Özkan ve ark. (2002) son yıllarda yapmıĢ oldukları bitki toplama gezilerinde 

Triticum ve Aegilops türlerini toplamıĢ ve kayda geçirmiĢlerdir. Özellikle ileriye dönük 

buğday ıslahı çalıĢmalarında abiotik ve biotik gen kaynakları olarak kullanılması için 

toplanan bu materyal üzerinde gerekli çalıĢmaların yapılması gerekmektedir (AktaĢ, 

2007). 
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2.2. Bitkiler ve Bor 

 

 Bor oldukça ilginç bir element olup doğada tek baĢına bulunmaz. Oksijenle bağ 

yapmaya yatkın olduğundan pek çok değiĢik oksijen bileĢimi oluĢturur. Basitten 

karmaĢığa, sonsuz sayıda değiĢik molekül yapılarına sahip olabilen bor-oksijen 

bileĢimlerine “borat” denilmektedir. Borun bu özelliğinden dolayı doğada yaklaĢık 

olarak 230 değiĢik B minerali bulunduğu bilinmektedir  (Ediz ve Özdağ 2001.; Yılmaz 

2002). 

Dünyada en büyük borat yatakları, kimyasal çökelme sonucu gölsel ortamlarda 

meydana gelmiĢtir. Borat oluĢumlarına, gölsel ortamlar dıĢında deniz ortamında oluĢan 

tuz yatakları içinde de rastlanır. Bundan baĢka B mineralleri, yeraltındaki magmanın 

yeryüzüne doğru yükselirken kristalleĢmesi sonucu da oluĢabilir. KirletilmiĢ sular, B 

madenlerinden çıkan artıklar ve kimyasal atıklar da topraktaki B‟ un en yaygın 

kaynakları arasındadır  ( Yılmaz 2002). 

 Günümüzde B‟ un çok değiĢik kullanım alanları vardır. Bunlardan bazıları, cam 

sanayi, seramik sanayi, temizleme ve beyazlatma sanayi, metalurji, nükleer 

uygulamalar, fotoğrafçılık, boya ve kağıt endüstrisi, tekstil kimyasalları, deri giysiler, 

kozmetik sanayi, böcek öldürücüler ve tarımdır (Yılmaz 2002, Shorrocks 1997). 

Tarımda inorganik gübre olarak kullanılabilecek B formlarına örnekler Çizelge 2.1. de 

verilmiĢ olup bunlardan borik asit ve boraks toprakta en kolay çözünebilen ve bitkiler 

tarafından kolaylıkla alınabilen formlardır. Bununla beraber suda borik asit ve 

boraks‟tan çok daha hızlı çözünebilen sulu bor ise genellikle B „un direk olarak bitki 

yapraklarına uygulanan formudur ( Perica ve ark. 2001) .  

 

Çizelge 1.1. Tarımda Yaygın Olarak Kullanılan Boratlar (Shorrocks 1997)  

 

      B (%) 
Rafine Ürünler NaB4O7.5H2O Sodyum tetraborat pentahidrat 14.9 

Na2B8O13.4H2O Solubor 20.8 

NaB4O7.10H2O Sodyum tetraborat dekahidrat 11.3 

NaB4O7 Sodyum tetraborat 21.4 

H3BO3 Borik asit 17.5 

Maden Cevheri 2CaO.B2O3.5H2O Kolemanit DeğiĢken 

Na2O. 2CaO.5B2O3.16H2O Üleksit 
DeğiĢken 

2CaO.B2O3.2SiO3.H2O Datolit 
DeğiĢken 

CaO.MgO.3B2O3.6H2O Hidroborasit 
DeğiĢken 

2MgO. B2O3.H2O Askarit 
DeğiĢken 
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 Bor, tohumlu bitkiler, diatomeler ve bazı yeĢil alg türleri için gerekli bir mikro 

element olmasına karĢın fungi ve bakteriler tarafından ihtiyaç duyulmayan bir mikro 

elementtir ve bitkilerin B ihtiyacı molar konsantrasyon temel alındığında diğer mikro 

elementlerden en fazla olanıdır ( Brown ve ark. 1999). 

 Bitkiler arasında B isteği açısından oldukça büyük farklılıklar vardır. Bitkiler B 

ihtiyaçları temel alınarak gruplandırıldığında; 1) Gramineler; B ihtiyacı en az, 2) Diğer 

monokotiledon ve dikotiledon bitkiler; orta derecede; 3) Lateks üreten bitkiler; en 

yüksek B ihtiyacı olan bitkiler olarak 3 gruba ayrılabilir. Bu gruplara ait bazı bitki 

örnekleri Çizelge 2.2.‟de verilmiĢtir. Diğer bir sınıflandırmada ise, dikotiledon ve 

monokotiledonlar büyüme evreleri ve B eksikliği semptomlarının görüldüğü yerler 

temel alınarak gruplandırılmıĢtır. Bor eksikliğinde bazı dikotiledonlarda (ayçiçeği, 

domates, bal kabağı, yonca) kök büyümesinin inhibisyonu ve meristematik bölgenin 

dejenerasyonu ilk görülen etkiler olmasına rağmen diğer bazı dikotiledonlarda (bezelye, 

soya fasulyesi, acı bakla) ise büyüme noktalarında görülen bu dejenerasyon daha sonra 

ortaya çıkar. Ortamda B‟ un bulunmadığı koĢullarda bazı monokotiledonlar (mısır, 

sorgum, darı, soğan) dikotiledonlara göre normal kök büyümesi ve vejetatif büyümeyi 

daha uzun bir süre devam ettirebilirler. Buğday, arpa, yulaf ve çavdar gibi 

monokotiledonlar B eksikliği semptomlarını sadece reprodüktif organların geliĢimi 

sırasında gösterirler (Blevins ve Lukaszewski 1998, Mengel ve Kirby 1979).  

 

Çizelge 2.2. ÇeĢitli bitki gruplarında bor içeriği (B, ppm kuru ağırlık) (Mengel ve Kirby 1979)  

Monokotiller    Dikotiller    Latekse sahip Dikotiller   

Arpa 2.3 Bezelye 22 Karahindiba 80 

Buğday 3.3 Pancar 49 Sütleğen 93 

Mısır 5.0 Marul 70 HaĢhaĢ 94 

 

 Dikotiledonlar arasında B eksikliğine en duyarlı familyaların Cruciferae ve 

Chenopodiaceae olduğu bildirilmiĢtir. Örneğin Cruciferae‟den Brassica sp. ve 

Raphanus sp. ile Chenopodiaceae‟den Beta sp‟nin B eksikliğine en duyarlı türler olduğu 

çok uzun zamandır bilinmektedir. Bor eksikliğine en hassas ve B uygulamasına en iyi 

cevabı veren türler Çizelge 2.3. de verilmiĢtir. 
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Çizelge 2.3. Bor eksikliğine en hassas ve B uygulamasına en iyi cevap veren türler (Shorrocks 1997)  

 

Bitki Türü    Bitki Türü    

Apium graveolens var. Dulce  Kereviz Eucalyptus sp. Ökaliptus 

Arachis hypogaea Yerfıstığı Gossypium sp. Pamuk 

Beta vulgaris   ġeker pancarı Helianthus annuus  Ayçiçeği 

Brassica sp. Brasica Malus domestica  Elma 

Brassica rutabaga  Turp Medicago sativa  Yonca 

Coffea sp.  Kahve Olea europaea  Zeytin 

Daucus carota Havuç Pinus sp. Çam 

Elaeis guineensis  Hurma Vitis vinifera  Asma 

 

 Çağımızda oldukça fazla kullanım alanına sahip olan bor stratejik öneminin 

yanında, tarımsal açıdan değerlendirildiğinde alıcı ortama, dolayısıyla bitkilere ve 

canlılara Ģiddetli zarar verecek özelliklere sahiptir (DemirtaĢ 2004). Bor zehirliliğine 

duyarlılık bakımından bitki çeĢitleri arasında genetik olarak önemli farklılıklar 

bulunmaktadır. Bor zehirlenmesine duyarlılığı yüksek olan çeĢitler hassas çeĢitlere göre 

bünyelerinde daha az miktarlarda B biriktirerek yüksek B konsantrasyonlarına adapte 

olabilmektedirler (Nable 1988,; Paul ve ark. 1992 ). 

Bor bitkiler için gerekli olan esas mikro besin elementlerinden birisidir. Pek çok 

vasküler bitki için gerekli bir mikro besin elementi olduğu da kanıtlanmıĢtır. Borun, 

birçok bitki çeĢidinde yapısal, fizyolojik ve biyokimyasal olaylarda yer aldığı 

bilinmektedir. Borun Ģeker taĢınımı, hücre çeperi sentezi, ligninleĢme, hücre çeperi 

yapısı, karbonhidrat metabolizması, RNA metabolizması, solunum, IAA metabolizması, 

fenol metabolizması gibi pek çok metabolik olayda rol aldığı ileri sürülmektedir. Ancak 

yüksek B konsantrasyonlarında B toksite ve toleransının fizyolojik metabolizmasının 

çok iyi anlaĢılamadığı da ifade edilmektedir (Marshner, 1997). 

Borun diol ve polioller ile kompleks oluĢturma kapasitesi yüksektir. Bu kompleksler 

Ģeker ve Ģeker türevleri (Ģeker alkoller ve üronik asitler gibi) özellikle de mannitol, 

mannan ve polimannurik asit bileĢiklerinin oluĢumu için gerekmektedir. Bu bileĢikler 

hücre çeperindeki hemiselülozun bileĢenleridir. Çift çeneklilerde; lignin biyosentezinin 

önemli yapıtaĢlarından olan kafeik asit ve hidroksiferulik asit gibi bazı o-difenollerde 

cis-diol komplekslerini oluĢturabilmektedir  (Marshner, 1997). 

 Plazma membranının dayanıklılığı ve fonksiyonunda B‟ un önemli rollere sahip 

olduğu fakat tonoplast veya kloroplast zarı gibi membranları etkilemediği hususunda 

fazla miktarda literatür bulunmaktadır. Membran potansiyelinin oluĢumu ve kurulması 
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için ortamda B‟un bulunmasının gerekli olduğu belirtilmektedir (Shorrocks 1997). Bor, 

hücre bölünmesinden çok hücre büyümesi için gereklidir. Kök uzaması, hücre 

çeperindeki karĢılıklı bağları yeniden Ģekillenmesi sonucu hücre büyümesi ve 

bölünmesi gibi olaylar sonucunda gerçekleĢmektedir  (Marshner, 1997). 

 Bitkilerde ligninleĢme ve ksilem farklılaĢması için B‟ a ihtiyaç duyulması 

nedeniyle B‟ un IAA metabolizması, lignin biyosentezinin düzenlenmesi ve ksilem 

farklılaĢmasında anahtar rol oynadığı belirtilmektedir (Nable ve ark. 1997). 

Bitki organlarında hareketi sınırlı olan B, genelde immobil olarak nitelendirilir. 

Bitkide transpirasyonla buhar halinde su kaybı sürdükçe, B da üst kısımlara doğru 

taĢınmakta ve bitkinin tepe organlarında immobiliteden dolayı birikmektedir. Ancak son 

yıllarda yapılan araĢtırmalar sonucu, bitkilerde B taĢınımına iliĢkin çok farklı sonuçlar 

verilmiĢtir. Bu yönüyle, primer fotosentetik Ģeker ürünleri sorbitol, mannitol, duleitol 

olan türlerde, B‟un floemde taĢınımının mobil olduğu bulunmuĢtur. Bu fotosentatların B 

elementiyle poliol bağlarıyla birleĢtikleri ve B‟un mobil hale geçtiği gösterilmiĢtir. 

Ayrıca, poliol oluĢumunda çevresel faktörlerin göz önünde tutulması gerektiği 

vurgulanmıĢtır (Brown ve Shelp 1997).  

Borun bitkiler tarafından alınım mekanizması henüz netlik kazanmamıĢ bir konu 

olup, hem aktif hem de pasif taĢınmayı destekler nitelikte kanıtlar bildirilmektedir 

(Dordas ve ark. 2000). Ancak, çoğunlukla kabul gören mekanizma, B‟un bitki kökleri 

tarafından pasif absorpsiyon yoluyla ve iyonlaĢmamıĢ borik asit [B(OH)3] olarak 

alındığı ve sitoplazmada borat anyonu [B(OH)4] olarak biriktirildiği (Roessner ve ark. 

2006) ve az da olsa B(OH)4 iyonları olarak da alındığı Ģeklindedir (Hu ve Brown 1997). 

Toprağın yapısı, pH‟sı, nemi, sıcaklığı, organik madde ve kil mineralleri içeriği gibi 

birçok faktör, B‟un bitkiler tarafından alınabilirliğini etkilemektedir (Goldberg 1997). 

Genelde toprak pH‟sı 6.3-6.5 olduğunda, bitkiler tarafından en yüksek düzeyde B alımı 

gerçekleĢmekte, daha yüksek pH‟larda ise alım keskin bir Ģekilde düĢüĢ göstermektedir 

(Nable ve ark. 1997).  

Yapılan deneysel çalıĢmalar, benzer çevresel koĢullar altında yetiĢtirilen 

bitkilerde bile B alımının bitki türlerine göre büyük farklılıklar gösterdiğini ortaya 

koymaktadır. Köklerden pasif alınımda, transpirasyona bağlı olarak alınan B, ksilem 

iletim boruları içersinde bitkinin tepe noktalarına doğru taĢınmaktadır. Bu durumda 

B‟un alınması ve iletim borularında taĢınması bitkinin transpirasyona bağlı su alımı ile 

yakından iliĢkilidir (Hu ve Brown 1997). 
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Genel olarak B absorpsiyonunun pasif bir Ģekilde olduğu ve B‟un bitki 

hücrelerine borik asit (H3BO3) formunda alındığı düĢünülmektedir. Söz konusu alım 

sonucunda hücre duvarlarında ve sitoplazma içerisinde son derece hızlı bir B kompleksi 

oluĢumunun olduğu tahmin edilmektedir. Bitki içerisinde B komplekslerinin oluĢumu 

hücrelerdeki serbest borik asit konsantrasyonunu azaltırken, bunun da dıĢ çözeltiden 

bitkiye B alımına yol açtığı ve sonuçta bitki dokularındaki B konsantrasyonlarının 

çözeltiden alınan serbest H3BO3 konsantrasyonlarından dolayı aĢırı Ģekilde artabildiği 

belirtilmektedir (Hu ve Brown 1997). 

Bitkiler tarafından B alınmasının ve farklı organlara taĢınmasının bitkinin su 

alımı ve ksilemdeki hareketi ile yakından iliĢkili olduğu ve ayrıca bu taĢınmanın bitki 

türleri arasında büyük farklılıklar gösterdiği belirlenmiĢtir. Bu durum B‟un esas 

itibariyle ksilemde taĢındığını göstermektedir. B taĢınmasının daha çok transpirasyona 

bağlı olması, yaprak uçları ve kenarlarında B birikiminin nedenini de açıklamaktadır. 

B‟un yapraklarda bu Ģekilde akümüle olması kimi hallerde toksik etkilere neden 

olabilmektedir. Bazı bitkiler B akümülasyonunun neden olacağı toksik etkilerden 

korunmak için ve tuzlu ortamlarda tuzun bitkilerden atılmasında da kullanılan gutasyon 

damlaları içinde B‟u dıĢarı atma mekanizmasını geliĢtirmiĢlerdir (Taban ve Erdal 2000). 

 Bitkilerde B‟un toksisite oluĢturmasına iliĢkin olarak, yukarıda ele alınan 

kimyasına dayanılarak, temelde üç mekanizma ileri sürülmektedir. Bunlar; 1) Hücre 

duvarı geliĢiminin engellenmesi, 2) ATP, NADH veya NADPH gibi ribozlu yapılara 

bağlanarak önemli metabolik aktivitelerin engellenmesi ve 3) Serbest Ģekerlerdeki veya 

RNA‟daki ribozlara bağlanarak hücre bölünmesi ve geliĢmesinin engellenmesidir. 

Ayrıca, yapraklarda transpirasyon yolunun sonunda yüksek konsantrasyonlarda B‟un 

birikmesiyle ozmotik dengesizliklerin ortaya çıkması da bu üç temel mekanizmaya ek 

olarak ileri sürülen bir diğer olası mekanizma olarak ele alınmaktadır (Stangoulis ve 

Reid 2002). 

Bor toksisitesi gibi abiyotik stres koĢulları bitkilerde geliĢimi ve verimliliği 

kısıtlayan en önemli etmenlerin baĢında gelmektedir. Giderek azalan tarım alanlarında, 

strese yol açan olumsuz çevre koĢullarına karĢı bitkisel üretimde verimliliği artırmak 

önemlidir. Bunun da yolu, stres koĢullarına dayanıklı bireylerin seçilmesi veya ıslahıdır. 

Bunun için de bitkilerin strese tolerans mekanizmalarının bilinmesi gereklidir. Stres 

koĢullarında bütün bitkilerde oksidatif zararlanmalar meydana gelmekte ve stres 

koĢullarına dayanmak veya stresten kaçmak için bitki türlerinin ve çeĢitlerinin 

geliĢtirmiĢ oldukları mekanizmalar, birbirlerinden oldukça farklılık göstermektedir. Bu 
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nedenle kimi bitkiler abiyotik stres koĢullarından daha Ģiddetli etkilenirken kimileri de 

direnç göstermektedir. Bu farklılıklar bitki türleri arasında görülebileceği gibi, aynı 

bitkinin farklı çeĢitleri arasında da görülebilmektedir (GüneĢ ve ark. 2002). 

Dünya genelinde her ne kadar azlığı kadar sorun olmasa da fazlalığının önemli 

bir abiyotik stres faktörü olarak karĢımıza çıktığı, özellikle ülkemiz gibi B bakımından 

zengin, bölgelerde tarımsal ürünlerdeki verim kayıplarını en aza indirgemek için, B 

toksisitesi ile mücadele öncelikli olarak ele alınması gereken önemli bir konudur. Bu 

konuda etkin bir ilerleme kaydedilebilmesi için ise iki temel unsurun açıklığa 

kavuĢturulması önemlidir. Bunlar; 1) Bitkilerde B‟un toksisite oluĢturma mekanizmaları 

ve 2) Bitkilerin B toksisitesine karĢı geliĢtirdikleri tolerans mekanizmalarıdır (Reid ve 

ark. 2004). 

 

2.3. Stres 

 

 Bitkide metabolizmayı, büyüme ve geliĢmeyi etkileyen veya engelleyen, uygun 

olmayan herhangi bir durum veya madde stres olarak kabul edilir ve bitki toleransı ile 

yakından iliĢkilidir (Özcan ve ark. 2001). Kuraklık, yüksek sıcaklık, tuzluluk, metal, 

pestisid ve toprak pH‟sı gibi stres faktörleri bitkilerdeki tüm metabolizmayı olumsuz 

etkileyerek, ürün verimini, büyümeyi ve geliĢmeyi sınırlandırmakta, hatta bitkiye 

öldürücü zararlar da verebilmektedir. Bitkiler bu durumda hayatta kalmayı sağlamak 

için çeĢitli stratejilerle tepkiler oluĢturmaktadır. Tüm bitki seviyelerinde stresin etkisinin 

genellikle reaktif oksijen üretimi, büyüme ve fotosentezdeki azalma arasında bir 

iliĢkinin olduğu gösterilmiĢtir (Özcan ve ark. 2001, Raza ve ark. 2006). Stres faktörleri 

nedeniyle hücrede meydana gelen oksidatif stres; Reaktif Oksijen Türlerinin (ROS) 

superoksid radikalleri (O2
-
), hidrojenperoksid (H2O2), singlent oksijen ve hidroksil 

radikalleri (OH
-
) gibi oluĢmasına neden olur. Biyotik ve abiyotik stres faktörlerinin 

sebep olduğu ROS‟lar, lipid peroksidasyonu ve membran zararlarında önemli bir role 

sahiptir. Bitkilerde ROS‟ların temizlenmesinde antioksidan maddeler ve enzimler 

(süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz 

(APX), glutatyon redüktaz (GR) ve glutatyon s-transferaz (GST)) görev yapmaktadırlar 

(Morsy ve ark. 2007, Gong ve ark. 2005, Lichtenhaler 1996). 
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2.3.1. Stres Faktörleri (Stresörler)  

 

 Bitkiler yaĢamları sürecince birçok stres faktörü ile karĢılaĢırlar. Bitki üzerinde 

ender olarak tek baĢlarına etki yapabilen bu stres faktörleri, genellikle etkilerini eĢ 

zamanlı olarak gerçekleĢtirmektedirler. Biyotik ( patojen, diğer organizmalarla rekabet 

vb.) ve abiyotik (kuraklık, tuzluluk, radyasyon, kimyasal maddeler, yüksek sıcaklık 

veya don vb.) stresler ekonomik önemi olan tahıllar dâhil, tüm bitkilerin normal 

fizyolojik iĢlevlerinde değiĢikliklere yol açmaktadır. Tüm bu stresler bitkilerin 

biyosentetik kapasitelerini azaltır, normal fonksiyonlarını değiĢtirir ve bitkinin ölümüne 

yol açabilecek zararlara neden olabilir (Lichtenhaler 1996, Mahajan ve Tuteja 2005). 

 Dünya üzerinde kullanılabilir alanlar stres faktörlerine göre sınıflandırıldığında 

doğal bir stres faktörü olan kuraklık stresi %26‟lık payıyla en büyük dilimi 

içermektedir. Bunu % 20 ile mineral stresi ve %15 ile soğuk ve don stresleri takip 

etmektedir. Bunların dıĢında kalan tüm diğer stresler %29‟luk bir pay alırken, yalnızca 

%10‟luk bir alan herhangi bir stres faktörüne maruz kalmamaktadır (Blum 1986). Bu 

durumda, kuraklık ve tuz stresleri büyümeyi ve verimi etkileyen en yaygın çevresel 

streslerden olup bitkilerde birçok fizyolojik, biyokimyasal ve moleküler cevabı 

indüklemekte ve buna bağlı olarak bitkiler, sınırlı çevresel koĢullara adapte olmayı 

sağlayacak tolerans mekanizmaları geliĢtirebilmektedirler (Gong ve ark. 2005, Arora ve 

ark. 2002). 

 

2.3.2. Metabolik Etki 

 

 Strese bağlı olarak bitkilerde bir takım morfolojik ve fizyolojik değiĢimler 

meydana gelmektedir. Bu değiĢimlerin anlaĢılması stres koĢullarına daha dayanıklı 

bitkiler yetiĢtirmemizde bize yardımcı olacaktır. Abiyotik stres koĢullarında, bitkilerde 

yaprakların nispi nem içeriğinin (NNĠ) ve yaprak su potansiyelinin düĢmesi fotosentez 

oranının azalmasına sebep olmaktadır (Lawlor 2001). Bununla birlikte tuzluluk 

koĢullarında fotosentez oranının azalmasının temel sebebinin stomatal sınırlanmadan 

kaynaklandığı genellikle kabul edilmektedir (Cornic 1996). Stomaların kapanması ile 

fotosentez oranı ve içsel CO2 konsantrasyonu azalmakta, bu da sonuç olarak fotosentez 

metabolizmasını engellemektedir. 

Abiyotik stres altında yaprakların absorbe ettiği ıĢık miktarı ve yararlanılan ıĢık 

arasındaki dengenin bozulması nedeniyle fotosentez aktivitesinin gerilediği 
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bilinmektedir  (Foyer ve Noctor 2000). Bu koĢullarda fotosistem II‟de elektronların 

oluĢması ve kullanımı arasındaki denge bozulur. Kuraklık stresi altındaki bitkilerin 

kloroplastlarındaki bu fotokimyasal değiĢiklikler sonucu fotosistem II‟de aĢırı miktarda 

biriken ve kullanılamayan ıĢık enerjisi dokularda aktif oksijen türevlerinin (O2, H2O2, 

OH) oluĢumuna neden olmaktadır ( Peltzer ve ark. 2002). Stres altında stomaların 

kapanmasına bağlı olarak yaprakların mezofil dokularında CO2 seviyesinin hızla 

düĢmesi ve süperoksit radikallerinin (O2) artması ile bitki dokularında moleküler 

oksijen ile rekabet eden NADP‟ler indirgenerek NADPH birikir. Bu koĢullarda bitki 

dokularında NADP miktarı azalır ve oksijen alternatif elektron alıcısı olarak görev 

yapar. Bu durumda bitki dokularında indirgenmiĢ oksijen türevleri olan süperoksit 

radikalleri (O2 ) ve bunun indirgenmiĢ formu olan H2O2 ve hidroksil (OH) radikalleri 

Haber-Weiss adı verilen reaksiyon ile oluĢur (Cadenas 1989, Sairam ve Saxena 2000). 

Aktif oksijen çeĢitleri olarak adlandırılan süperoksit radikali, hidrojen peroksit ve 

hidroksit radikalleri, lipid peroksidasyonuna ve sonuçta membran zararlanmasına, 

proteinlerin degredasyonuna, enzimlerin inaktivisyonuna, pigmentlerin azalmasına ve 

DNA zincirlerinin bozulmasına yol açmaktadır (Fridovich 1986, Leibler ve ark. 1986, 

Davies 1987, Imlay ve Linn 1988).  Antioksidan enzimler bitkilerin, süperoksit radikali 

ve hidrojen peroksitin toksisitesini önleyebilmeleri ve oksitadif strese karĢı 

dayanımlarında önemli bir savunma mekanizmasıdır. Bitkiler hücrelerini bu toksik 

oksijenlerden süperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz, glutation reduktaz, katalaz 

enzimleri ve bunların metabolitleri olan glutation, askorbik asit,   α-tokoferol ve 

karoteinoidler ile korurlar. Süperoksit radikalleri (O2) bitki dokularında SOD tarafından 

H2O2‟e dönüĢtürülürler, H2O2‟de bitki dokuları için toksik özellik taĢır ve bu aĢamadan 

sonra CAT ve APX tarafından toksik H2O2 dokular için zararlı olmayan O2 ve H2O‟ya 

dönüĢtürülürler (Liebler ve ark. 1986, Sairam ve ark. 1998, Sairam ve Saxena 2000). Bu 

durum antioksidan enzim sistemleri güçlü olan bireylerin stres koĢullarına toleranslarını 

artırır.  

  

2.4. SYBR Green yöntemi ile Real Time PCR 

 

 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)‟nda görülen floresan ıĢık teknikleriyle 

beraber geliĢmeler kantitatif yada gerçek zamanlı PCR (Real Time PCR; (qRT-PCR)) 

imkanlarını ortaya çıkarmıĢ ve geniĢ kullanım alanlarının doğmasına yol açmıĢtır. 

Hâlihazırda kullanılan qRT-PCR teknolojileri TaqMan, Molecular Beacons, Scorpions 
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ve SYBR Green yöntemleridir. Bu tekniklerin her birinde ortak olan oluĢturulan PCR 

ürünlerinin floresan sinyal üretimi ile belirlenmesidir. 

 SYBR Green yönteminde kullanılan florojenik boya solusyon halinde çok az 

floresan ıĢıma yaparken, çift zincirli DNA (dsDNA)‟ya bağlandığında çok güçlü bir 

ıĢımaya yol açar. Diğer yöntemler ise Förster Resonance Energy Transfer (FRET) 

sistemine dayalı olup bir florojenik boya ile bir quencher biriminin aynı veya farklı 

oligonükleotidlerdeki birlikteliğine bağlı floresan sinyal üretmeleri ile belirlenir 

(Pınarkara ve ark., 2010). 

 Sonuçta bu yöntemlerde, 100-600 kadar baz çiftinden oluĢan kısa DNA 

dizinlerinin eksponansiyel (üstel) olarak çoğaltılması sağlanmıĢ olup, genlerin 

expresyonları sonucu ortaya çıkan nispi RNA miktarı tespitinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Real Time PCR çalıĢmalarında tamamlayıcı DNA (cDNA) 

kullanılmakta ve cDNA yoğunluğu her bir PCR döngüsünde ortaya çıkan floresan ıĢığı 

yoğunluğundaki artıĢa bağlı olarak belirlenmektedir. 

 Bu çalıĢmada Gen merkezi Anadolu olan Triticum boeticum L.(AA genomu ) 

yabani buğday genotipinin Bor (B) toksisitesine tolerans mekanizmalarının oksidatif 

stres ile ilgili fizyolojik parametrelerinin bor uygulamalarına bağlı olarak bitkilerin yaĢ 

ve kuru ağırlıklarındaki azalmalar, Bağıl su içeriği ve Bor konsantrasyonları 

bakımından genotipteki farklılıklar belirlenmiĢtir. Yabani buğday genotipinin bor 

stresine tolerans düzeyleri ve antioksidan enzim aktivitelerinin toleranstaki etkisi 

belirlenmiĢtir.   

 Kültür buğdaylarında daha önce belirlenmiĢ bir bor taĢıyıcı proteine (transporter) 

ait buğdayda borun taĢınmasında rol alan genin, T. boeticum L. da belirlenerek, bu gene 

ait ekspresyonların abiyotik stres koĢullarında farklı bor dozlarına bağlı olarak 

değiĢimlerinin Real-Time PCR metodu ile incelenerek bitkilerin bora karĢı olan 

tepkilerinin belirlenmesi amaçlanmıĢtır.  
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

Bu çalıĢmada; Gramineae (buğdaygiller) familyasında yer alan Triticum L. 

cinsine ait Triticum boeticum L. yabani buğday genotipi materyal olarak kullanılmıĢtır. 

 Bu çalıĢmada kullanılan yabani buğday genotipi, Tarla Bitkileri Merkez 

AraĢtırma Enstitüsünden temin edilmiĢtir. 

 Laboratuar çalıĢmaları S.Ü. Ziraat Fakültesi Bitki Biyoteknolojisi ve Moleküler 

Genetik AraĢtırma Laboratuarı ile Bitki Fizyolojisi AraĢtırma Laboratuarları‟nda 

yürütülmüĢtür ( ġekil 3.1).  

 

   

      
 

ġekil 3.1  Bitki Biyoteknolojisi ve Bitki Fizyolojisi AraĢtırma Laboratuarları 

  

3.1. Deneme serilerinin hazırlanması  

AraĢtırmada kullanılan T. boeticum L. genotipi iklim odasında kontrollü 

koĢullarda yetiĢtirilmiĢtir. Ġklim odası; bitkilerin tohum çimlenmesi ve çimlenme 

sonrası genç fidecikleri, büyüme ve geliĢme süresince % 45-55 nem, 16 saat aydınlık ve 

8 saat karanlık fotoperyod, 21±1 
0
C sıcaklık ile 10000 Lüx/Gün ıĢık intensitesi olacak 

Ģekilde ayarlanmıĢtır. 

Denemede kullanılan tohumlar önce %5‟lik sodyum hipoklorid ile 10‟ar dakika 

muamele edildikten sonra de-iyonize su (dI -H2O) ile 3 kez yıkanarak sterilize 

edilmiĢlerdir. Daha sonra saksılar saf su ile yıkandıktan sonra içlerine süper iri perlit 
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(0,0-5 mm.) konulmuĢ ve her saksıya her uygulama için 20 adet tohum ekilmiĢtir (ġekil 

3.2.). 

 

 

ġekil 3.2  Tohumların perlit ortamına ekilmesi 

 

Tüm serilerde sulama iki günde bir ve eĢit miktarda Half Hoagland besin 

çözeltisi ile yapılmıĢtır. Kontrol grubuna sadece Half Hoagland besin çözeltisi, diğer 

serilere ise 25, 250 ve 500 mg kg
-1

 bor içeren Half Hoagland çözeltisi uygulanmıĢtır. 

Bitkilerin ilk üç yapraklı evresi denemenin ilk baĢlangıç günü, 0. gün, diğer bir 

değiĢle ilk kronik doz 25 mg kg
-1

 ve akut dozlar olan 250 ve 500 mg kg
-1

 bor içeren 

Half Hoagland çözeltisi ile sulamanın yapıldığı gün olarak kabul edilmiĢtir. Denemede 

kullanılan Yabani buğday çeĢidi T. boeticum L. için 0. Gün olarak 19.03.2010 tarihi 

tespit edilmiĢ ve bor dozları uygulanmasına baĢlanmıĢtır. Denemede bor uygulamasını 

takip eden günden itibaren ilk tepkilerin görülmeye baĢlandığı gün (ġekil 3.3) ilk 

örneklemeler yapılmıĢtır. 
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ġekil 3.3  Ġlk tepkilerin görülmesiyle birlikte örnek alım zamanı 

 

Bitkiler bor uygulamasının sonrasında ilk tepkinin görüldüğü gün (7. Gün)  ve 

ölüm evresine (14. Gün ) yaklaĢma günlerinde hasat edilmiĢler ve örnekler enzim 

analizlerinde kullanılmak üzere -80 
0
C‟ de derin dondurucuda muhafaza edilmiĢtir. 

 Moleküler analizler için 3 farklı dönemde (Bor içeren Half Hoagland çözeltisi 

uygulandıktan bir gün sonra, Bor içeren Half Hoagland çözeltisi uygulandıktan bir hafta 

sonra ve hasat öncesi) her bir bireyden ayrı ayrı yaprak ve kök örnekleri alınmıĢtır. 

Özellikle RNA analiz örnekleri alınırken bitki RNA‟sının dıĢ etkenlerden korunması 

için RNase off ile muamele edilmiĢ eldivenler ve önceden hazırlanmıĢ temiz poĢetler 

kullanılmıĢtır. RNA analiz örnekleri sıvı azotta ani Ģoklama ile dondurularak -80 
0
C 

derin dondurucuda RNA izolasyonuna kadar
 
muhafaza edilmiĢtir. 

 

3.2. Uygulanan Analiz Yöntemleri 

 

Bor elementinin bitki türlerindeki fizyolojik etkileĢimini belirlemek ve amaçta 

belirtilen hedeflere ulaĢabilmek için bitkilerde aĢağıda belirtilen çalıĢmalar yapılmıĢtır; 
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3.2.1. Büyüme parametreleri 

 

Kontrol ve bor uygulanmıĢ gruplardan; ilk tepkinin görüldüğü gün ve ölüm 

evresinde bitki örnekleri alınarak kökleri ve gövdeleri birbirinden ayrılmıĢtır. Kök ve 

gövdenin uzunlukları ölçülmüĢ (ġekil 3.4), yaĢ ve kuru ağırlıkları tartılmıĢtır. Örnekler 

70 
0
C de 72 saat etüvde kurutulduktan sonra kuru ağırlıkları belirlenmiĢtir. 

 

ġekil 3.4. Bitkilerde Kök ve Gövde Uzunluklarının Ölçülmesi 

 

3.2.2. Bağıl su içeriği 

 

Bor uygulamasının ilk tepkinin görüldüğü gün ve ölüm evresinde her bir 

gruptaki bitkilerden en genç sürgünlerden sonra gelen lateral yaprakların uç 

kısımlarından seçilen dört adet yaprak örneği alınarak yaĢ ağırlıkları ölçülmüĢtür. Altı 

saat boyunca dI-H20 içinde petri kaplarında bekletilerek turgor haline gelmeleri 

sağlanmıĢtır. 70 
0
C‟ de 72 saat etüvde kurutulduktan sonra kuru ağırlıklar saptanmıĢtır. 
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Her bir gruba ait yaprak örneklerinin bağıl su içeriği aĢağıdaki formüle göre % olarak 

hesaplanmıĢtır; 

Bağıl Su Ġçeriği (%) = [(YA – KA) / (TA – KA)]x100 

YA=YaĢ Ağırlık 

KA=Kuru Ağırlık 

TA=Turgorlu Ağırlık 

 

3.2.3. Bitkilerde bor analizi  

 

Hasat sonrası kese kağıtları içerisinde laboratuara getirilen bitkilerin vejetatif 

aksamı ve kök aksamı tamamen temizleninceye kadar musluk suyu ile yıkandıktan 

sonra sırasıyla bir kez saf su, 0.2 N HCl çözeltisi, iki kez saf su ve bir kez de deiyonize 

su ile yıkanıp, kaba filtre kağıdı üzerinde fazla suları alınmıĢtır. Daha sonra kese 

kâğıdına ayrı ayrı konulan bitki kısımları hava sirkülasyonlu kurutma dolabında 70 
o
C‟ 

de sabit ağırlığa gelinceye kadar kurutulmuĢlardır. Kuruyan bitki örneklerinin ağırlıkları 

belirlendikten sonra tungsten kaplı bitki öğütme değirmeninde öğütülmüĢlerdir. 

Polietilen kavanozlara konulan öğütülmüĢ bitki örnekleri analizde kullanılmadan önce 

70
o
C‟de sabit ağırlığa gelinceye kadar kurutma dolabında bırakılmıĢ ve kavanozların 

kapakları sıkıca kapatılmıĢtır. 

Kurutulan ve öğütülen bitki örneklerinden 0.3 g tartılmıĢ, 5 ml HNO3 ile yüksek 

sıcaklık (210 
o
C) ve yüksek basınç (200 PSI) altında mikrodalga cihazında (CEM Mars 

5) çözündürülmüĢtür. Daha sonra örnekler 25 ml‟ lik balonjoje‟ye aktarılarak 

soğutulmuĢ, deiyonize su ile derecesine tamamlanmıĢtır. Bu süzükler hemen ince 

gözenekli (Whatman No:42 veya mavibant) filtre kağıdı ile süzülerek 25 ml‟lik 

polietilen ĢiĢelere aktarılmıĢ ve süzükte bor içerikleri ICP-AES (Inductively Coupled 

Plasma Atomic Emission Spectrometer) (Varian- Vista, axiel) cihazı ile Elementel 

Analiz Laboratuarlarımızda belirlenmiĢtir (Soil Survey Laboratory Methods Manual, 

2004). 

 

3.2.4. Enzim ekstraktlarının hazırlanması  

 

Antioksidan enzimlerin ekstraksiyonu için derin dondurucuda saklanmıĢ olan 

yapraklar, soğutulmuĢ havanda 0,5 g yaprak örnekleri sıvı azotta %2 w/v 

polyvinylpolyprrolidone (PVPP) ve 1 mM EDTA içeren pH 7,8'de 50 mM Na-fosfat 
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tamponuyla homojenize edilmiĢtir. Filtrasyon sonrası +4 
o
C'de, 14 000 rpm'de 30 

dakika santrifüj edilmiĢtir. Elde edilen süpernatant, enzim aktivitesi analizlerinde 

kullanılmıĢtır. Ekstraksiyon prosedürünün tümü ± 4
o
C'de gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.2.5. Prolin Analizi  

 

Serbest prolin içeriğinin belirlenmesi Bates ve ark. 'na (1973) göre yapılmıĢtır. 

Sıvı fazdan aspire edilen toluen fraksiyonunun 520 nm'deki absorbansı 

spektrofotometreden okunmuĢtur. Prolin konsantrasyonu, kalibrasyon eğrisi 

kullanılarak hesaplanmıĢ ve µmol prolin g
-1

 taze ağırlık olarak ifade edilmiĢtir. 

 

3.2.6. Lipit Peroksidasyonun Belirlenmesi 

 

Lipit peroksidasyonunun belirlenmesi TBAR reaksiyonu sonucu oluĢan 

malondialdehit (MDA) miktarının belirlendiği Madhava ve Sresty'nin (2000) 

tanımladığı yönteme göre yapılmıĢtır. Aktivite için 532-600 nm aralığında absorbans 

değiĢimlerine bakılmıĢtır. 

 

3.2.7. RNA Ġzolasyonu  

 

 Bitki için olumlu sonuç veren özel amaçlı RNA kitleri kullanılarak hassas 

analizlerde kullanılabilecek kalite ve miktarlarda RNA izolasyonları gerçekleĢtirilmiĢtir. 

RNA analizleri için 3 farklı dönemde (Bor içeren Half Hoagland çözeltisi 

uygulandıktan bir gün sonra, Bor içeren Half Hoagland çözeltisi uygulandıktan bir hafta 

sonra ve hasat öncesi) örnek alınarak yaprak ve kök örnekleri ayrı ayrı sıvı azotta toz 

haline getirilip (EZ-RNA Total RNA Isolation Kit ),  RNA izolasyonları yapılmıĢtır. 

 

 Örnekler steril havan içinde, sıvı azotta toz haline gelinceye kadar 

ezilmiĢtir. 

 Ezilen örnek, steril 2 ml‟lik santrifüj tüpüne alınarak üzerine kullanmıĢ 

olduğumuz RNA izolasyon kitinin bileĢenlerinden olan A solusyonu 500 

µl olarak ilave edilmiĢtir. 

 Bu iĢlemin ardından tüplere izolasyon kitinin diğer bileĢeni olan B 

solusyonundan 500 µl ilave edilmiĢtir. 
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 Tüplerin aynı süre vortekslenmesiyle elde edilen homojen karıĢımı 

içeren tüpler, 4 
o
C 12.000 rpm‟de 15 dakika santrifüj edilerek tüpler 

içerisindeki karıĢımın altta protein ortada DNA en üstte RNA olmak 

üzere 3 faza ayrılması sağlanmıĢtır. 

 Bunlardan RNA fazları diğerleriyle karıĢtırılmadan dikkatli bir Ģekilde 

baĢka tüplere toplanarak, tüplerin üzerlerine 500 µl izopropanol ilave 

edilip vortekslenerek 10 dakika oda sıcaklığında bekletilmiĢtir. 

 Ardından tüpler tekrar 4 
o
C  12.000 rpm‟de 15 dakika santrifüj edilerek, 

tüplerin tabanında RNA peleti oluĢtuğu gözlemlenmiĢtir. 

 RNA‟ların üzerindeki izopropanol dökülerek yerine -20 
o
C‟de muhafaza 

ettiğimiz % 75 EtOH % 25 DEPC ddH2O‟dan oluĢan karıĢımın 250 µl‟si 

ilave edilerek, 4 
o
C 12.000 rpm‟de 5 dakika santrifüj edildikten sonra 

etanol uzaklaĢtırılmıĢtır. 

 Ardından tüpler 5 dakika boyunca 65 
o
C „de bekletilerek etanol tamamen 

uzaklaĢtırılmıĢtır. 

 Tüplerin içine 25 µl DEPC ddH2O ilave edilerek 3 dakika boyunca 65 
o
C 

„de bekletilerek RNA pelletinin tamamen çözünmesi sağlanmıĢtır. 

 RNA okumaları, DNA ve protein bulaĢması olup olmadığı gibi kalite 

belirleyici çalıĢmalar Nanodrop Biyofotometre kullanılarak, RNA 

örneklerinin konsantrasyonları 260 nm dalga boyunda Nükleik Asitler, 

280 nm‟de protein, 230 nm‟de içeriğe karıĢan diğer bileĢiklerin 

miktarları belirlenmiĢtir (Ek 1, Ek 2, Ek 3, Ek 4, Ek 5, Ek 6). 

 Konsantrasyonu belirlenen RNA örneklerinin 1 µg olacak Ģekilde 

konsantrasyonları eĢitlendikten sonra Reverse transcriptase enzimi ile 

RNA zincirinin DNA zincirine dönüĢtürülmesi sonucu oluĢan ilk zincir 

komplementer DNA materyali olan cDNA sentezi yapılmıĢtır. 

 

3.2.8. cDNA Sentezi 

 

  Komplementer DNA (cDNA) sentezi, cDNA sentez kitinin (RevertAid™ First 

Strand cDNA Synthesis Kit, Fermantas, Litvanya )  protokolüne uygun olarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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 RNA örneklerinin her birinden, içerisinde 1 µg RNA bulunacak Ģekilde 

konsantrasyonları eĢitlendikten sonra, tüplerin içine 1 µl Random 

Hexamer ilave edilerek 12 µl‟ye tamamlanmıĢtır. 

 Elde edilen karıĢım 65 
o
C de 5 dakika inkübe edilmiĢtir. 

 Ardından örnekler buz üzerine alınarak, Polipropilen tüp içerisinde 

hazırlanan reaksiyon karıĢımı her bir örnek için; 4 µl 5x Reaction Buffer, 

2 µl 10 mM dNTP Mix,1 µl RiboLock
TM

 RNase Inhibitor (20u/ µl), 1 µl 

RevertAid
TM

 M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/µl),  enzim 

bileĢenlerinden oluĢturulan bu reaksiyon karıĢımı tüplere 8‟er µl olarak 

ilave edilmiĢtir. 

  Örnekler Polymerase chain reaction
 
(PCR) cihazında 25 

o
C de 5 dakika, 

42 
o
C de 60 dakika, 70 

o
C de 5 dakika inkübe edilmiĢtir. 

  ĠĢlem sonunda elde edilen cDNA‟lar kantitatif PCR (Q-PCR) 

deneylerinde kullanılacakları zamana kadar -20 
o
C de muhafaza 

edilmiĢtir.  

Reid (2007)‟ ye göre izole edilen potansiyel bor taĢıyıcısı genin mRNA dizileri 

baz alınarak tasarlanan çift taraflı primerler kullanılarak bu genin farklı bor 

konsantrasyonlarında elde edilen mRNA‟ ların ekspresyon düzeyleri kantitatif PCR 

yöntemiyle tespit edilmiĢtir. Yabani buğdaylarda belirlenen bu gene ait ekspresyonların 

farklı bor dozlarına bağlı olarak varsa değiĢimleri Real Time PCR metoduyla 

belirlenmiĢtir. Real Time PCR çalıĢmalarında Puroindolin b housekeeping geni 

normalizasyonda kullanılmıĢtır. 

 

Çizelge 3.1. SYBR Green Miks ile ÇalıĢılan Primerler 

 

Primerler Sekansları 

Uzunluk  

   (mer) 

Son Ürün 

(Basepair) 

TABOR2REID07RT 
F 5`- GATGGGTCTGCATTTGGACT -3` 20 

103 
R 5`- CCAAAAAGCTCTCCTGCAAC -3` 20 

Puroindolin b  
F 5`- ATTTTCCATTCACTTGGCCC -3`  20 

92 
R 5`- TGCTATCTGGCTCAGCTGC -3`  19 

 

 Deneylerimizde TABOR2REID07RT ekspresyonları SYBR Green Q-PCR Master 

Mix ile çalıĢıldı. Bu miks, PCR koĢulları için gerekli tüm materyali içerisinde 

bulundurmakta ve SYBR Green boyası için FAM filtresi kullanılmaktadır. Deneylerde 
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ekspresyonuna bakılacak primerlerin (Çizelge 3.1.) Çizelge 3.2.‟deki reaksiyon 

bileĢenlerine eklenmesiyle, reaksiyon hacmi her bir örnek için 25 µl olarak hazırlandı. 

 

 

Çizelge 3.2. SYBR Green Miksle Hazırlanan 25 µl Reaksiyon Hacmi BileĢenleri 

 

 

 

 Hazırlanan örnekler optik kapaklı tüpler içerisinde Q-PCR (Strategene MX3000 P, 

USA) cihazına yerleĢtirildi. Deneylerin amplifikasyon koĢulları, her bir primer için 

Fermantas SYBR Green Q-PCR Master Mixi kullanılarak optimize edildi. 

TABOR2REID07RT primeri için çizelge 3.3.‟deki Q-PCR koĢulları uygulandı. 

 

Çizelge 3.3. SYBR Green ile çalıĢılan TABOR2REID07RT Q-PCR Amplifikasyon KoĢulları 

 

94 
o
C      3 dakika 

94 
o
C       45 saniye 

59 
o
C        30 saniye 

72 
o
C        30 saniye 

72 
o
C        5 dakika 

 

        SYBR Green yöntemiyle yapılan Q-PCR‟ın baĢlangıcında ortamda tek zincirli 

cDNA molekülü, primerler ve reaksiyon tampon çözeltisi içinde SYBR Green boyası 

bulunmaktadır. Bağlı olmayan serbest cDNA molekülü tek zincirli olduğu için çok az 

bir floresan ıĢıma yapmaktadır. Primerler bağlanıp uzama baĢladığında ise SYBR 

Green, çift zincirli cDNA‟nın arasına girerek floresan yayılımı baĢlatmaktadır. 

BaĢlangıçtaki döngülerde zayıf olan floresan sinyal; oluĢan ekspresyona bağlı olarak 

belirli sayıda çoğaltım sonrasında ilerleyen döngülerde hızla artmaya baĢlamaktadır. 

 

Ekspresyonuna bakılacak forward primer (10 pmol /µl) 1.5 µl 

Ekspresyonuna bakılacak reverse primer (10 pmol /µl) 1.5 µl 

SYBR Green Master Miks 12.5 µl 

cDNA 1 µl 

ddH2O 8.5 µl 

Toplam 25 µl 

40 Döngü 
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4. ARAġTIRMA SONUÇLARI VE TARTIġMA 

 

.4.1. Büyüme Parametreleri 

AraĢtırmada, Triticum boeticum L. genotipine toksik seviyede uygulanan borun 

bitkinin yaĢ ve kuru ağırlık ile kök ve gövde uzunluğu değerlerine ait veriler ayrı 

baĢlıklar halinde verilmiĢtir.  

 

4.1.1.  Gövde yaĢ ağırlığı 

 

T. boeticum L. genotipine toksik seviyede B uygulamasının 7. ve 14. gününde 

ölçülen gövde yaĢ ağırlıklarına (g) ait grafikler ġekil 4.1‟ de verilmiĢtir. Yapılan 

analizlerde,  kullanılan genotip ve uygulamalar arası farklılık, gövde yaĢ ağırlığı 

bakımından uygulamanın 7. ve 14. gününde alınan örneklerde önemli bulunmuĢtur.  

 

 

ġekil 4.1. T. boeticum L. genotipinin B toksisitesi koĢullarında 7. ve 14. günde elde edilen gövde yaĢ 

ağırlıkları 

 

Grafikte görüldüğü gibi B dozunun artması ile gövde yaĢ ağırlıklarında genel 

olarak hem 7. hem de 14. günde azalma meydana gelmiĢtir. T. boeticum L. genotipinin 

gövde yaĢ ağırlığı 7. günde 0 mg kg
-1 

dozuna göre kıyaslandığında 25 mg kg
-1

 „de % 

7.90, 250 mg kg
-1‟ 

de % 22.81, 500 mg kg
-1

‟ de % 31.67 oranında azalma görülmüĢtür. 

14. günde 0 mg kg
-1 

göre kıyaslandığında 25 mg kg
-1

 „de % 23.58, 250 mg kg
-1‟ 

de % 
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37.14, 500 mg kg
-1

‟ de % 55.25 oranında azalma meydana gelmiĢtir( ġekil 4.1). Bu 

azalmalar,  hem 7. günde,  hem 14. günde kontrole kıyasla 500 mg kg
-1

 B 

uygulamasında maksimum düzeyde olduğu görülmüĢtür. 

Tahıllarda bora hassasiyet bakımından tür ve çeĢit seviyesinde benzer tepki 

farklılıkları Brezilya, Çin, Hindistan, Nepal, Tayland ve Türkiye gibi değiĢik ülkelerde 

yapılan tarla denemelerinde belirgin olarak ortaya konulmuĢtur (Silva ve Andrade 1983, 

Tandan ve Nagvi 1992, Subedi ve ark. 1993, Rerkasem ve Jamjod 2004, Torun ve ark. 

1999, Topal ve ark., 2002, Soylu ve ark., 2004). Bu nedenle buğday çeĢitlerinin bora 

dayanıklı veya hassasiyetlerinin belirlenmesinde yaĢ gövde ağırlıklarına etkisi ortaya 

konularak genotip için bir genelleme yapıldığında, T.  boeticum L. genotipinin B 

toksitesine hassas olduğu söylenebilir. Benzer Ģekilde Rerkasem ve Jamjod (1997), 

buğdayda bora hassasiyet bakımından türler arasında farklılıklar görüldüğünü, bazen de 

tür içerisinde bile geniĢ bir genotipik varyasyon olabileceğini bildirmiĢtir. 

 

4.1.2.  Gövde kuru ağırlığı 

 

T. boeticum L. genotipine toksik seviyede B uygulamasının 7. ve 14. günde 

ölçülen ortalama gövde kuru ağırlıkları (g) ġekil 4.2.‟te verilmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.2  T. boeticum L. genotipinin B toksisitesi koĢullarında 7. ve 14. günde elde edilen gövde 

kuru ağırlıkları 
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T. boeticum L. genotipinin 7. günde toksik seviyede B uygulamasının gövde 

kuru ağırlık etkisine bakıldığında 0 mg kg
-1

 dozuna göre gövde kuru ağırlıkları 25 mg 

kg
-1

 „de % 9.21, 250 mg kg
-1‟ 

de % 9.88, 500 mg kg
-1

‟ de % 47.02 oranında azalma 

görülmüĢtür. 14. günde 0 mg kg
-1 

göre kıyaslandığında 25 mg kg
-1

 „de % 20.35, 250 mg 

kg
-1‟ 

de % 37.08, 500 mg kg
-1

‟ de % 65.23 oranında azalmıĢ ve bu azalma 7. ve 14. 

günde de 500 mg kg
-1

 B uygulamasında maksimum düzeyde olmuĢtur (ġekil 4.2).  

  

4.1.3.  Kök yaĢ ağırlığı 

 

 T. boeticum L. genotipinde toksik seviyede B uygulamalarının 7. ve 14. 

gününde ölçülen kök yaĢ ağırlıklarına (g) ait ortalama değerler ġekil 4.3‟te verilmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.3  T. boeticum L. genotipinin bor toksisitesi koĢullarında7.ve 14. günde elde edilen kök yaĢ 

ağırlıkları  

 

Fraklı bor dozlarının uygulandığı T. boeticum L. genotipinde B dozlarının 

artması ile kök yaĢ ağırlıklarında hem 7. hem de 14. günde genel olarak azalma 

meydana gelmiĢtir. 0 mg kg
-1

 dozuna göre kök yaĢ ağrlıkları 25 mg kg
-1

 „de % 5.80, 250 

mg kg
-1‟ 

de % 9.86, 500 mg kg
-1

‟ de % 9.22 oranında azalma meydana gelmiĢtir. 14. 

günde 0 mg kg
-1 B 

dozuna göre kıyaslandığında 25 mg kg
-1

 B dozunda  % 33.97, 250 mg 

kg
-1‟ 

de % 48.84, 500 mg kg
-1

‟ de % 56.39 oranında azalmıĢ ve bu azalma 7. ve 14. 

günde de 500 mg kg
-1

 B uygulamasında maksimum düzeyde olmuĢtur (ġekil 4.3).  
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4.1.4.  Kök kuru ağırlığı 

 

T. boeticum L. genotipinde toksik seviyede B uygulamalarının 7. ve 14. günde 

ölçülen ortalama kök kuru ağırlıkları (g) Ģekil 4.4‟te verilmiĢtir.  

 

  

ġekil 4.4. T. boeticum L. genotipinin bor toksisitesi koĢullarında7. ve 14.  günde elde edilen kök kuru 

ağırlıkları  

 

Toksik seviyede Bor uygulamalarının 7. günde kök kuru ağırlıklarına etkisine 

bakıldığında, 0 mg kg
-1

 dozuna göre 25 mg kg
-1

 „de % 0.52, 250 mg kg
-1‟ 

de % 5.01, 

500 mg kg
-1

‟ de % 8.65 oranında azalma meydana gelmiĢtir. 14. Günde kök kuru 

ağırlıkları 0 mg kg
-1 

B dozuna göre kıyaslandığında 25 mg kg
-1

 „de % 11.88, 250 mg kg
-

1‟ 
de % 60.49, 500 mg kg

-1
‟ de % 71.72 oranında azalmıĢ ve bu azalma 7. ve 14. günde 

de 500 mg kg
-1

 B uygulamasında maksimum düzeyde olmuĢtur (Ģekil.4.4). 

 

4.1.5. Gövde Boyu 

 

Farklı B dozlarına bağlı olarak T. boeticum L. genotipine ait 7. gün ve 14. gün 

için ortalama gövde uzunlukları Ģekil 4.5. „te verilmiĢtir. Yapılan analizde 0 mg kg
-1

 

dozuna göre gövde uzunluğu bakımından tüm dozlarda azalma görülmüĢ ve bu azalma 

7. günde en fazla 500 mg kg
-1

 B uygulamasında maksimum düzeyde (% 78.19)  

olurken, 14. günde 0 mg kg
-1

 dozuna göre, en fazla 500 mg kg
-1

 B uygulamasında 

maksimum düzeyde (% 74.06)  gövde uzunluğunda azalma görülmüĢtür.  
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ġekil 4.5. T. boeticum L. genotipinin bor toksisitesi koĢullarında 7. ve 14. günde elde edilen gövde boyu  

değerleri 

 

4.1.6. Kök Boyu 

Farklı B dozlarına bağlı olarak T. boeticum L. genotipine ait ortalama kök 

uzunlukları (m)  Ģekil  4.6 ‟da verilmiĢtir.  

 

 
 

Tablo 4.6. T. boeticum L. genotipinin bor toksisitesi bor toksisitesi koĢullarında 7. ve 14. günde elde 

edilen kök boyu  değerleri
 

Toksik seviyede Bor uygulamasının T. boeticum L. genotipinin kök uzunlukları 

üzerine etkisine bakıldığında B dozunun artırılması ile genotipte 7. ve 14. günde kök 

uzunlukları genel olarak azalmıĢ ve bu azalma 0 mg kg
-1

 dozuna göre kıyaslandığında 7. 

günde en fazla 500 mg kg
-1

 B uygulamasında (% 43.23) olurken, 14. günde de 500 mg 

kg
-1

 B uygulamasında maksimum düzeyde azalma ( % 44.44) olmuĢtur.   
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4.2. Bağıl su içeriği 

 

T. boeticum L. genotipinde toksik seviyede B uygulamalarının 7. ve 14. günde 

ölçülen, ortalama bağıl su içeriği (%) değerleri Ģekil 4.7.‟de verilmiĢtir.  

 

 
 

ġekil 4.7. T. boeticum L. genotipinin bor toksisitesi koĢullarında 7. ve 14. günde elde edilen bağıl su 

içeriği  (%) değerleri 

 

 Toksik seviyede B uygulamalarının yaprak bağıl su içeriği etkisine 

bakıldığında 7. günde, B uygulaması ile bağıl su içeriği değerleri genel olarak artmıstır. 

B dozu uygulamaları 0 mg kg
-1

 B dozuna göre kıyaslandığında bu artıĢ, 7.günde  250 

mg kg
-1

 B uygulamasında maksimum düzeyde (% 4.02) olurken ve 14.günde 0 mg kg
-1

 

B dozuna göre kıyaslandığında genel olarak azalmıĢ ve bu azalma 500 mg kg
-1

  B dozu 

uygulamasında (% 21.31 ) maksimum düzeyde olmuĢtur. (Ģekil 4.7).  
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4.3. Bor Konsantrasyonu Değerleri 

4.3.1. Gövde bor konsantrasyonu 

 

T. boeticum L. genotipinin gövde B içerikleri ICP-AES cihazı ile belirlendikten 

sonra 7. gün ve 14. gün „e ait B miktarları mg kg
-1

 olarak hesaplanmıĢ ve elde edilen 

ortalama değerler Ģekil 4.8.‟de verilmiĢtir.  

 

 
 

ġekil 4.8. T. boeticum L. genotipinin bor toksisitesi koĢullarında 7. ve 14. günde elde edilen gövde bor 

konsantrasyonu değerleri 
 

7. ve 14. günde Genotip x B dozu interaksiyonu incelendiğinde gövde B 

konsantrasyonları  60.55 ile 3205.82 mg kg
-1

 arasında değiĢim göstermiĢtir. Bor dozu 

uygulamaları 0 mg kg
-1

 B dozuna göre kıyaslandığında 7. ve 14. günde de en fazla B 

konsantrasyonu, 500 mg kg
-1

 B dozunda  tespit edilmiĢtir. (Ģekil 4.8.).  

 

4.3.2 Kök bor konsantrasyonu 

 

T. boeticum L. genotipinin kök B içerikleri ICP-AES cihazı ile belirlendikten 

sonra 7. gün ve 14. gün „e ait B miktarları mg kg
-1

 olarak hesaplanmıĢ ve elde edilen 

ortalama değerler Ģekil 4.9.‟da verilmiĢtir.  
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ġekil 4.9. T. boeticum L. genotipinin bor toksisitesi koĢullarında 7. ve 14. günde elde edilen  kök bor 

konsantrasyonu  değerleri 
 

T. boeticum L. genotipine toksik seviyede B uygulamasının 7. ve 14. günde 

Genotip x B dozu incelendiğinde kök B konsantrasyonları 122,07 ile 3176,59 mg kg
-1

 

arasında değiĢim göstermiĢtir. Farklı B dozu uygulamaları 0 mg kg
-1

 B dozuna göre 

kıyaslandığında 7. ve 14. günde en fazla B konsantrasyonu, 500 mg kg
-1

 dozunda tespit 

edilmiĢtir (Ģekil 4.9.). 

 

4.4. Antioksidant Enzim Aktiviteleri 

 

T. boeticum L. genotipine toksik seviyede bor uygulamalarının antioksidant 

enzim aktivitelerinin belirlenmesi için; prolin (PRO) ve lipit peroksidasyon (MDA) 

ölçümleri yapılmıĢ, elde edilen veriler grafikler halinde Ģekil 4.11 ve 4.12 de verilmiĢtir.  

 

4.4.1. Prolin bulguları   

 

AraĢtırma sonucunda denemede kullanılan T. boeticum L. genotipine ait prolin 

değerlerinin, farklı B dozu uygulamalarına göre değiĢimleri Ģekil 4.11‟ de verilmiĢtir. 
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ġekil 4.11. T. boeticum L. genotipinin bor toksisitesi koĢullarında 7. ve 14. gün prolin değerleri 

 

Denemede 7. gün örneklemelerinde kontrole kıyasla, 25 mg B kg
-1

 dozunda 

%1.61, 250 mg B kg
-1

 dozunda %0.88, 500 mg B kg
-1

 B dozunda artıĢ %3.96 oranında 

artıĢ belirlenmiĢtir. AraĢtırma ile ilgili olarak 14. gün de yapılan örneklendirmelerde T. 

boeticum L. genotipinin kontrole göre, 25 mg B kg
-1

 dozunda %1.24 oranında, 250 mg 

B kg
-1

 dozunda %2.07 oranında ve 500 mg B kg
-1

 dozunda da %1.52 oranında artıĢlar 

olduğu belirlenmiĢtir (Ģekil 4.11).  

 

4.4.2. Lipit Peroksidasyonun Belirlenmesi 

AraĢtırmada kullanılan T. boeticum L. genotipine ait lipid peroksidasyon 

oranları, malondialdehit miktarında meydana gelen değiĢimlere göre belirlenmiĢ ve elde 

edilen değerlere ait grafikler Ģekil 4.12‟de verilmiĢtir.  
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ġekil 4.12  T. boeticum L. genotipinin bor toksisitesi koĢullarında 7. ve 14. gün MDA değerleri 

 

Toksik seviyede Bor uygulamalarına bağlı olarak bitkilerde meydana gelen stres 

sonucunda artan oksidatif stresin diğer önemli göstergesi membran lipidlerinin 

peroksidasyonudur ve ortamdaki malondialdehit (MDA) miktarına göre tayin 

edilmektedir (Elstner ve Osswald, 1994). Denemede kullanılan T. boeticum L. 

genotipinin farklı b dozlarına göre MDA miktarları farklılık göstermektedir. 7. gün ve 

14. gün de yapılan örneklemelerde MDA miktarları bor uygulalarına bağlı olarak arttığı 

belirlenmiĢtir. Bor toksisitesinin genotipte yarattığı stresin 0 mg kg
-1

  B  dozuna kıyasla 

500 mg kg
-1

 B  dozun da MDA miktarının daha fazla olduğu belirlenmiĢtir (Ģekil 4.12).  

 

4.5. Moleküler genetik ÇalıĢmalara Ait Sonuçlar 

 

 Triticum boeticum L. (AA genomu), genotipinin farklı zaman dilimlerinde ( 1. 

Zaman: Bor  (B) uygulamasından 1 gün sonra alınan örnekler, 2. Zaman: B 

uygulamasından 7 gün sora alınan örnekler, 3. Zaman: B uygulamasından 14 gün sonra 

alınan örnekler) alınan kök ve gövde örneklerinden izole edilen RNA ürünlerinin 

konsantrasyon değerlerine ( Ek 1, Ek 2, Ek 3, Ek 4, Ek 5, Ek 6) göre toplam RNA 

içerikleri belirlenmiĢ ve bu değerlere göre cDNA sentezleri yapılarak örnekler qRT-

PCR iĢlemleri için uygun hale getirilmiĢtir. Ġlgilendiğimiz B taĢıyıcı geni olan TaBOR2‟ 

un farklı B dozlarındaki ekspresyonunu izlemek için TaBor2REID07RT F-R ve 

ekspresyonun güvenirliğini kontrol etmek için Puroindolin b F-R primerleri kullanılarak 
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PCR yapılmıĢtır. PCR ürünleri %1,5‟lik agaroz jelde GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder 

uzunluk markörü ile birlikte yürütülmüĢtür. 

Reid (2007)‟ ye göre izole edilen bor taĢıyıcısı genin Tabor2REID07RT mRNA 

dizileri baz alınarak tasarlanan çift taraflı primerler kullanılmıĢtır. Bu genin farklı bor 

konsantrasyonlarında ve farklı zamanlarda ( 1. Zaman, 2. Zaman, 3. Zaman) elde edilen 

mRNA ekspresyon düzeyleri kantitatif PCR yöntemiyle tespit edilmiĢtir. Yabani 

buğdaylarda belirlenen bu gene ait ekspresyonların farklı bor dozlarına ve farklı 

zamanlara bağlı olarak ortaya çıkan değiĢimleri qRT-PCR metoduyla belirlenmiĢtir. 

Real Time PCR,  normalizasyon çalıĢmalarında Actin (ġekil 4.12.), Tubulin (ġekil 

4.13.), Ubiquitin (ġekil 4.14.), GAPDH (ġekil 4.15.), ve Puroindolin b (ġekil 4.16.) gibi 

housekeeping genleri ile analizler yapılmıĢ ve bu sonuçlara göre, Puroindolin b geni, 

referans genin özelliklerini en iyi yansıttığıdan normalizasyonda Puroindolin b geni 

kullanılmıĢtır. 

 

 
 

ġekil 4.12.  Actin housekeeping geninin Ct değerleri 

 

 

 
 

ġekil 4.13.  Tubulin housekeeping geninin Ct değerleri 

http://www.google.com.tr/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CCQQqwMoBTAA&url=http%3A%2F%2Fwww.fermentas.com%2Fen%2Fproducts%2Fall%2Fdna-electrophoresis%2Fgeneruler-dna-ladders%2Fsm0373-generuler-50bp&ei=sTsSTof3A8rssga22aD3Dg&usg=AFQjCNHv_bClj09XGOHZStRQ6Y_Vr7njGQ
http://www.google.com.tr/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CCQQqwMoBTAA&url=http%3A%2F%2Fwww.fermentas.com%2Fen%2Fproducts%2Fall%2Fdna-electrophoresis%2Fgeneruler-dna-ladders%2Fsm0373-generuler-50bp&ei=sTsSTof3A8rssga22aD3Dg&usg=AFQjCNHv_bClj09XGOHZStRQ6Y_Vr7njGQ


 

 

32 

 
 

ġekil 4.14.  Ubiquitin housekeeping geninin Ct değerleri 

 

 
 

ġekil 4.15.  GAPDH housekeeping geninin Ct değerleri 

 

 
 

ġekil 4.16.  Puroindolin b housekeeping geninin Ct değerleri 

 

Bu çalıĢmalar sonucunda T. boeticum L. genotipinin farklı zamanlarda ve farklı 

B dozlarında kök ve gövde örneklerinden Tabor2REID07RT primerleri ile elde edilen 

gen ekspresyon düzeyleri (Çizelge 4.17., Çizelge 4.18.) belirlenmiĢtir.  
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Çizelge 4.17. T. boeticum L. genotipinin TaBOR2 genine ait kök ekspresyon  (Ct) değerleri 

 

  1.zaman 2. zaman.  3. zaman 

0 ppm 38.46 35.38 40.11 

25 ppm 36.24 34.61 38.86 

250 ppm 35.40 34.56 37.93 

500 ppm 38.37 34.53 39.26 

 

 

Çizelge 4.18. T. boeticum L. genotipinin TaBOR2 genine ait gövde ekspresyon  (Ct) değerleri  

 

  1.zaman 2. zaman  3. zaman 

0 ppm 36.47 36.51 35.35 

25 ppm 35.40 38.35 36.72 

250 ppm 35.02 40.14 36.36 

500 ppm 35.62 41.61 36.03 

  

T. boeticum L. genotipine ait kök ve gövde düzeyinde TaBOR2/puroindolin b 

ekspresyon sonuçları (ġekil 4.17., ġekil 4.18. ) verilmiĢtir. Buna göre 1. zamanda 

diliminde kök örneklerinde yapılan analizler sonucunda kontrole göre 250 mg kg
-1

 

dozunda ekspresyonda yüksek düzeyde bir artıĢ görülmektedir 2. ve 3. zamanlarda 

ekspresyonun gittikçe azaldığı tespit edilmiĢtir. Gövde örneklerinde ise bunun tam tersi 

olmuĢtur 1. zamanda TaBOR2/puroindolin b ekpresyonu oldukça düĢükken ilerleyen 

zamanlarda ve dozlarda ekspresyonda artıĢ olduğu tespit edilmiĢtir. 3. zaman diliminde 

kontrol örneklerinde yüksek çıkan ekspresyon verileri ise daha fazla çalıĢma ile 

açıklanmaya muhtaçtır.  
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ġekil 4.17 T. boeticum  L. genotipine ait kök TaBOR2/Puroindolin b ekspresyonu 

 

 

ġekil 4.18. T. boeticum L. genotipine ait gövde TaBOR2/Puroindolin b ekspresyonu 
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5. SONUÇLAR VE ÖNERĠLER 

 

 Ġklim odası uygulamaları, kontrollü Ģartlarda gerçekleĢtirilen sera-saksı 

çalıĢmalarına göre, özellikle de tarla çalıĢmalarına göre, moleküler yöntemler ve 

fizyolojik yöntemler açısından daha uygun çalıĢmalardır. Element alımı gibi içerikteki 

çok küçük farklılıkların dahi bitkideki metabolik faaliyetlere yansımasının çok yüksek 

olabileceği durumlarda, bitki büyütme ortamında yer alan elementlerin mevcut Ģartlarda 

en yüksek hassasiyetle ortama uygulanabileceği ve çevresel faktörlerin ortadan 

kaldırıldığı bir yöntem olması dolayısıyla iklim odası uygulamaları önemlidir. Bu tez 

çalıĢması kapsamında Bor dıĢlama mekanizmasında yer alan bir B taĢıyıcısı olarak 

bilinen TaBOR2 geninin sentezlenme düzeylerine bakıldığında, B‟un bitkiler tarafından 

alınabilirliğini etkileyecek, toprağın yapısı, pH‟sı, nemi, sıcaklığı, organik madde ve kil 

mineralleri içeriği gibi birçok faktör iklim odası koĢullarında ortadan kaldırılmakta ve 

tepkiler net olarak ortaya konmaktadır. 

 ÇalıĢma kapsamında kullanılan yöntemler sayesinde bitkilerin element alım 

mekanizmalarının açığa çıkarılmasına katkı sağlanarak, genotiplerin tolerans ve 

hassasiyetleri tespit edilerek bu bilgiler ıĢığında kültür bitkilerinde istenilen yönde 

seçimler yapılabilecektir. Yapılan araĢtırmalarda bitkilerin baĢakçık ve çiçek oluĢturma 

sırasında B noksanlığına gösterdikleri tepkilere göre toleranslı hatlardan duyarlı hatlara 

geri melezleme ile tolerans özelliklerinin transfer edilebileceği ifade edilmiĢtir. Belirli 

türlerde B hareketinin bilinmesi, bitkideki B durumunu teĢhis etmek için kullanılması 

gereken yaklaĢımın belirlenmesinde kolaylık sağlayacağı, B eksikliğinin sebep ve 

sonuçlarını anlamaya yardımcı olacağı ve kullanılması gereken optimum gübre 

miktarının belirlenmesini de sağlayacağı bilinmektedir. Yaptığımız bu tez çalıĢması 

kapsamında kullanılan T. boeticum L. genotipinin, özelliklerinin ve B hareketinin 

belirlenmesi ile özellikleri bilinen uygun bölgeler için uygun genotip seçimlerinde bu 

yabani buğday türünden elde edilen bilgilerden faydalanılması planlanmaktadır.  

T. boeticum L. genotipinin toksik seviyede B uygulamalarına verdiği tepkinin 

moleküler ve fizyolojik seviyede incelenmesi ve bitkiler tarafından bu elementin alım 

mekanizmasının araĢtırılması amacıyla yapılan bu tez kapsamında elde edilen sonuçlar 

aĢağıdaki Ģekilde özetlenebilir; 
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T. boeticum L. genotipinin kontrollü Ģartlarda üretildiği ve farklı B dozu 

uygulamasına tabi tutulan kök ve gövde örneklerinden izole edilen total RNA 

konsantrasyonlarının yeterli seviyede olduğu belirlenmiĢtir. 

 Genel olarak T. boeticum L. genotipinin kök örneklerinde 1. zaman diliminde 

genotipte  B‟un dıĢlanmasında faaliyet gösteren proteinle  (TaBOR2) ilgili gerek kritik 

B içeriğine sahip Half Hoagland ortamındaki örneklerde gerekse B içermeyen 0 mg kg
-1

 

ortamındaki örneklerde RNA düzeyleri maksimum seviyede olduğu belirlenmiĢtir. 2. ve 

3. zaman diliminde ise ve aynı genotipin 25 mg kg
-1

 B,  250 mg kg 
-1

 B ve yüksek B 

içeren ortamlarda (500 mg kg 
-1

) kök örneklerinde B taĢıyıcı proteininin (TaBOR2) total 

RNA düzeylerinin azaldığı tespit edilmiĢtir. Bu da bitki geliĢiminin ortam koĢullarından 

etkilenmiĢ olabileceği ile açıklanabilir.
 

 T. boeticum L. genotipinin kök analiz örneklerinde yüksek B içeren ortamlarda 

aktif taĢınmayla, B‟un dıĢlanmasında faaliyet gösteren proteinin RNA ekspresyon 

düzeylerinde baĢlangıçta bir artıĢ olduğu ancak ekspresyonlarda ileriki dönemlerde 

giderek azalma olduğu belirlenmiĢtir. En yüksek artıĢa ise 250 ppm dozunda 1. Zaman 

diliminde rastlanmıĢtır. Bu da oldukça anlamlıdır. Çünkü bu örnekler bor 

uygulamasından bir gün sonra alınmıĢlardır. 500 ppm dozunda ise, ileri derecede toksik 

doz, tolerans mekanizmasının fazla boru dıĢlamada yetersiz kaldığı sonucuna 

varılmıĢtır. Nitekim bu veriler örneklerin fizyolojik analizleri ile de desteklenmektedir. 

T. boeticum L. genotipinin gövde örneklerinde 1. zaman diliminde RNA 

ekspresyon düzeyleri kritik B içeriğine sahip Half Hoagland ortamındaki örneklerde ve 

B içermeyen 0 mg kg
-1

 ortamındaki örneklerde TaBOR2 geninin RNA ekspresyon 

düzeyleri minimum seviyede olduğu belirlenmiĢtir. 2. ve 3. zaman diliminde ise ve aynı 

genotipin 25 mg kg
-1

 B,  250 mg kg 
-1

 B ve yüksek B içeren ortamlarda (500 mg kg 
-1

)   

gövde örneklerinde TaBOR2 proteininin RNA ekspresyon düzeyleri arttığı 

belirlenmiĢtir. 
 

 T. boeticum L. genotipinin gövde analiz örneklerinde B içermeyen 0 mg kg
-1  

ortamındaki ve yüksek B içeren ortamlarda (500 mg kg 
-1

) aktif taĢınmayla, TaBOR2 

gen ekspresyonunun 1. zaman diliminde minimum seviyede olduğu belirlenmiĢ, 

ekspresyon düzeyinin ileriki dönemlerde giderek arttığı tespit edilmiĢtir. Bununla 

birlikte 3. Zaman diliminde 0 mg kg 
-1 

B dozu uygulamalarında genin ekspresyonunda 

çok önemli bir artıĢ olması daha fazla çalıĢma ile izah edilmesi gereken bir duruma 

iĢaret etmektedir. Çünkü bu beklentinin aksi yönünde bir ekspresyon düzeyidir. Ġhtimal 

odur ki, burada bitkiye bor taĢınmasında devreye giren TaBOR2 için bir homolog genin 
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ekspresyon düzeyleri gözleniyor olabilir. Diğer dozlarda ise 2. ve 3. Zaman 

aralıklarındaki ifade düzeylerindeki artıĢlar fazla borun kökten alındığı ilk aĢamadan 

sonra gövdeye taĢınması ile birlikte bu yüksek düzeydeki borun bitki dıĢına 

verilmesinde TaBOR2 geninin gövdedeki aktivite artıĢı ile açıklanabilir. Bu sonuçları 

ilgili zaman dilimlerindeki bor konsantrasyon verileri de desteklemektedir.  

Prolin, bitkilerde meydana gelen stres oluĢumuyla birlikte serbest radikalleri 

süpürücü, su stresini dengeleyen ve proteinlerin kararlılığını sağlayan bir osmolit olarak 

görev yapmaktadır (Jain ve ark., 1991). Prolin ile ilgili yapılan çalıĢmalarda rollerinin; 

ozmolit olarak görev yapması, hacmin dengelenmesi, proteinlerin stabilizasyonu, 

sitozilik pH‟nın ve hidroksil radikallerinin düzenlenmesi sayılabilir (Matysik ve ark., 

2002). ÇalıĢmamızda T. boeticum L. genotipinin 7. günde yapılan örneklemelerinde 

biribirine benzer Ģekilde 25 ve 250 mg B kg
-1

 dozlarında artıĢ olurken, 500 mg B kg
-1

 

dozunda genotipte azalma olduğu belirlenmiĢtir. 14. günde yapılan örneklemelerde ise 

genotipe uygulanan B dozlarında artıĢ olduğu belirlenmiĢtir. Yapılan çalıĢmalar 

sonucunda bor toksisitesi koĢullarında bitkilerde prolin seviyelerinin arttığı 

belirlenmiĢtir. Prolin birikimi hücresel düzeyde osmotik dengenin düzenlenmesinde rol 

oynayabilir. Bu yüzden osmoregülasyonda önemlidir. Birçok araĢtırıcı prolinin tüm 

bitki seviyelerinde ve hücre kültürlerinde osmotik koruyuculuğunu göstermiĢtir.  

Sonuç olarak bu çalıĢma ile henüz tam olarak aydınlatılamayan B‟un bitkideki 

hareket mekanizmasına moleküler ve fizyolojik düzeyde ıĢık tutulmaya çalıĢılmıĢ ve 

bilgimiz dâhilinde ilk defa, önemli gen kaynağı olan yabani bir buğday türünde B‟un 

dıĢlanmasında faaliyet gösteren bir proteinle ilgili RNA ekspresyon düzeyleri 

belirlenmiĢ ve antioksidan enzim aktiviteleri, büyüme parametreleri ve bor 

konsantrasyonları ile desteklenmiĢtir. Ancak araĢtırılan noktaların netleĢmesi için konu 

üzerine çalıĢmaların devam etmesinin yararlı olacağı kanaatindeyim. 
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 EKLER 

 

EK-1 1. Zaman diliminde kök örneklerinin RNA konsantrasyonları 

T. boeticum L. 
Konsantrasyon 

 (ng/µl) 
230 260 280 260/280 260/230 

Top. RNA  

(µg) 

 0 ppm 1. tek. 311.81 12.28 7.80 4.13 1.89 0.63 3.2 

 0 ppm 2. tek. 816.55 62.71 20.41 12.24 1.67 0.33 1.2 

 0 ppm 3. tek. 829.92 64.07 20.75 12.41 1.67 0.32 1.2 

 0 ppm 4. tek. 457.95 10.42 11.45 5.91 1.94 1.1 2.2 

 25 ppm 1. tek. 391.74 8.65 9.79 4.79 2.05 1.13 2.6 

 25 ppm 2. tek. 558.61 50.70 13.97 8.70 1.6 0.28 1.8 

 25 ppm 3. tek. 607.27 53.03 15.18 9.35 1.62 0.29 1.6 

 25 ppm 4. tek. 980.74 66.29 24.52 15.07 1.63 0.37 1.0 

 250 ppm 1. tek. 586.76 50.04 14.67 9.06 1.62 0.29 1.7 

 250 ppm 2. tek. 323.23 10.45 8.08 4.14 1.95 0.77 3.1 

 250 ppm 3. tek. 337.27 7.96 8.43 4.39 1.92 1.06 3.0 

 250 ppm 4. tek. 294.75 8.45 7.37 3.89 1.9 0.87 3.4 

 500 ppm 1. tek. 639.69 60.26 15.99 9.86 1.62 0.27 1.6 

 500 ppm 2. tek. 608.21 53.71 15.21 9.43 1.61 0.28 1.6 

 500 ppm 3. tek. 423.57 8.03 10.59 5.15 2.06 1.32 2.4 

500 ppm 4. tek. 680.67 57.77 17.02 10.41 1.63 0.29 1.5 
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EK-2 2. Zaman diliminde kök örneklerinin RNA konsantrasyonları 
 

T. boeticum L.  
Konsantrasyon 

 (ng/µl) 
230 260 280 260/280 260/230 

Top. RNA  

(µgl) 

 0 ppm 1. tek. 1318.02 80.729 32.95 18.631 1.77 0.41 0.8 

 0 ppm 2. tek. 1930.43 84.086 48.261 26.722 1.81 0.57 0.5 

 0 ppm 3. tek. 1604.61 83.084 40.115 22.279 1.80 0.48 0.6 

 0 ppm 4. tek. 1389.47 78.594 34.737 19.865 1.75 0.44 0.7 

 25 ppm 1. tek. 2301.36 87.704 57.534 30.339 1.90 0.66 0.4 

 25 ppm 2. tek. 2271.06 85.839 56.777 30.092 1.89 0.66 0.4 

 25 ppm 3. tek. 1852.98 84.521 46.325 24.956 1.86 0.55 0.5 

 25 ppm 4. tek. 1865.83 82.965 46.646 25.736 1.81 0.56 0.5 

 250 ppm 1. tek. 409.43 11.218 10.236 5.103 2.01 0.91 2.4 

 250 ppm 2. tek. 333.17 11.84 8.329 4.205 1.98 0.70 3.0 

 250 ppm 3. tek. 469.78 9.723 11.745 5.811 2.02 1.21 2.1 

 250 ppm 4. tek. 640.78 54.15 16.019 9.69 1.65 0.30 1.6 

 500 ppm 1. tek. 456.39 10.173 11.41 5.518 2.07 1.12 2.2 

 500 ppm 2. tek. 1110.74 79.271 27.769 15.917 1.74 0.35 0.9 

 500 ppm 3. tek. 901.10 61.024 22.527 13.215 1.70 0.37 1.1 

500 ppm 4. tek. 755.38 79.902 18.885 11.024 1.71 0.24 1.3 
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EK-1 3. Zaman diliminde kök örneklerinin RNA konsantrasyonları 

T. boeticum L. 
Konsantrasyon 

 (ng/µl) 
230 260 280 260/280 260/230 

Top. RNA  

(µg) 

 0 ppm 1. tek. 767.54 55.692 19.188 11.434 1.68 0.34 1.3 

 0 ppm 2. tek. 412.77 10.472 10.319 5.266 1.96 0.99 2.4 

 25 ppm 1. tek. 701.87 51.151 17.547 10.517 1.67 0.34 1.4 

 25 ppm 2. tek. 421.63 8.381 10.541 5.113 2.06 1.26 2.4 

 250 ppm 1. tek. 459.87 7.574 11.497 5.792 1.98 1.52 2.2 

 250 ppm 2. tek. 456.86 11.944 11.421 5.519 2.07 0.96 2.2 

 500 ppm 1. tek. 200.64 12.932 5.016 2.755 1.82 0.39 5.0 

 500 ppm 2. tek. 185.96 12.719 4.649 2.616 1.78 0.37 5.4 
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EK-4 1. Zaman diliminde gövde örneklerinin RNA konsantrasyonları 

T. boeticum L.  
Konsantrasyon 

 (ng/µl) 
230 260 280 260/280 260/230 

Top. RNA  

(µg) 

 0 ppm 1. tek. 786.30 8.341 19.658 9.271 2.12 2.36 1.3 

 0 ppm 2. tek. 1019.80 10.787 25.494 12.080 2.11 2.36 1.0 

 0 ppm 3. tek. 655.60 6.912 16.391 7.804 2.10 2.37 1.5 

 0 ppm 4. tek. 845.60 8.888 21.193 10.050 2.10 2.38 1.2 

 25 ppm 1. tek. 839.90 9.178 20.999 10.002 2.10 2.29 1.2 

 25 ppm 2. tek. 855.40 9.631 21.385 10.140 2.11 2.22 1.2 

 25 ppm 3. tek. 977.50 10.355 24.437 11.558 2.11 2.36 1.0 

 25 ppm 4. tek. 864.50 9.101 21.612 10.252 2.11 2.37 1.2 

 250 ppm 1. tek. 851.30 9.521 21.281 10.090 2.11 2.24 1.2 

 250 ppm 2. tek. 937.30 10.022 23.432 11.118 2.11 2.34 1.1 

 250 ppm 3. tek. 692.80 7.364 17.320 8.242 2.10 2.35 1.4 

 250 ppm 4. tek. 905.10 9.540 22.627 10.671 2.12 2.37 1.1 

 500 ppm 1. tek. 637.40 6.826 15.936 7.617 2.09 2.33 1.6 

 500 ppm 2. tek. 636.10 6.972 15.901 7.578 2.1 2.28 1.6 

 500 ppm 3. tek. 679.40 7.187 16.986 8.058 2.11 2.36 1.5 

500 ppm 4. tek. 596.50 6.426 14.913 7.196 2.07 2.32 1.7 
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EK-5 2. Zaman diliminde gövde örneklerinin RNA konsantrasyonları 

T. boeticum L.  
Konsantrasyon 

 (ng/µl) 
230 260 280 260/280 260/230 

Top. RNA  

(µg) 

 0 ppm 1. tek. 1352.12 37.078 33.803 17.072 1.98 0.91 0.7 

 0 ppm 2. tek. 1492.22 76.204 37.306 19.143 1.95 0.49 0.7 

 0 ppm 3. tek. 1490.00 59.8 37.25 19.11 1.95 0.62 0.7 

 0 ppm 4. tek. 1698.75 60.358 42.469 21.951 1.93 0.7 0.6 

 25 ppm 1. tek. 1470.93 58.252 36.773 20.002 1.84 0.63 0.7 

 25 ppm 2. tek. 776.58 33.383 19.414 9.799 1.98 0.58 1.3 

 25 ppm 3. tek. 1093.46 28.509 27.336 13.944 1.96 0.96 0.9 

 25 ppm 4. tek. 1321.65 43.234 33.041 16.6 1.99 0.76 0.8 

 250 ppm 1. tek. 1175.61 42.261 29.39 14.914 1.97 0.7 0.9 

 250 ppm 2. tek. 698.12 71.333 17.453 8.862 1.97 0.24 1.4 

 250 ppm 3. tek. 1591.67 71.338 39.792 20.9 1.90 0.56 0.6 

 250 ppm 4. tek. 1250.19 42.423 31.255 15.932 1.96 0.74 0.8 

 500 ppm 1. tek. 601.97 43.941 15.049 7.784 1.93 0.34 1.7 

 500 ppm 2. tek. 1349.74 70.011 33.744 17.43 1.94 0.48 0.7 

 500 ppm 3. tek. 1049.95 49.604 26.249 16.081 1.63 0.53 1.0 

500 ppm 4. tek. 1839.57 54.418 45.989 23.089 1.99 0.85 0.5 
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EK-6 3. Zaman diliminde gövde örneklerinin RNA konsantrasyonları 

T. boeticum L.  
Konsantrasyon 

 (ng/µl) 
230 260 280 260/280 260/230 

Top. RNA  

(µg) 

 0 ppm 1. tek. 635.69 24.77 15.89 8.616 1.84 0.64 1.6 

 0 ppm 2. tek. 690.39 17.79 17.26 8.526 2.02 0.97 1.4 

 25 ppm 1. tek. 908.82 24.15 22.72 11.641 1.95 0.94 1.1 

 25 ppm 2. tek. 407.86 10.90 10.20 5.563 1.83 0.94 2.5 

 250 ppm 1. tek. 546.42 23.52 13.66 7.057 1.94 0.58 1.8 

 250 ppm 2. tek. 742.35 16.50 18.56 9.627 1.93 1.12 1.3 

 500 ppm 1. tek. 1074.88 40.16 26.87 14.908 1.80 0.67 0.9 

 500 ppm 2. tek. 549.82 36.02 13.75 7.962 1.73 0.38 1.8 
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