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Bu calismada, bor (B) stresine karsi tolerans diizeyi kiiltiir bugdaylarindan farklilik gosteren,
yabani bir bugday tiirii olan Triticum boeticum L. kullanilmistir. Calismada kontrollii sartlarda perlit
ortaminda farkli B dozlar (toksik ve ileri derecede toksit diizeyler dahil), borik asit formunda,
uygulanmistir. Kontrol grubuna sadece Half Hoagland besin ¢ozeltisi, diger serilere ise 25, 250 ve 500
mg kg™ bor igeren Half Hoagland ¢ozeltisi uygulanmus ve bitkiler bu uygulama dozlarinda 2-3 yaprakli
doneme kadar yetistirilmistir. Bor uygulamasindaki bitkilerden alinan 6rneklerde, biiylime parametreleri
(kok ve govde), bagil su igerigi, bor konsantrasyonlari, prolin (PRO) ve lipid peroksidasyon (MDA)
antioksidant enzim aktiviteleri karsilagtirmali olarak incelenmistir. Calismada ayrica, kullanilan T.
boeticum L. genotipine ait farkli B dozlarindaki orneklerde, kiiltir bugdayinda B diglama
mekanizmasinda rol aldigi varsayilan TaBOR2 genine ait ekspresyon diizeyleri de ger¢cek zamanl
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) yontemi ile aragtirilmustir.

Yabani bugday genotiplerinde bor toksisitesi sonucu kok ve govde gelisiminin etkilendigi ve
geriledigi goriilmiistiir. Arastirmada kullanilan bitkilerin bor konsantrasyonlart bor uygulamasina bagh
olarak artig gostermistir. Prolin ve lipid peroksidasyon miktarlari da benzer bir sekilde yabani bugday
genotipinde artmistir.

Farkli B uygulama gruplarindan uygulamadan 1 giin sonra (1. zaman), 1 hafta sonra (2. zaman)
ve 2 hafta sonra (3. zaman) 6rnek alimi gergeklestirilmistir. Her bir ortama ait ayr1 ayr1 alinan kok ve
govde oOrneklerinden total RNA’lar izole edilerek bu RNA ornekler once ilk zincir komplementer
DNA’ya (cDNA) doniistiiriilmistiir. Daha sonra farkli dozlara ait 6rnekler kullanilarak B uygulamasindan
en az etkilenen bir referans gen (Puroindolin b geni) tespit edilmistir. TaBOR2 geninin aktivitesi bu
referans gen ile normalizasyonu neticesinde zamana bagli olarak QRT-PCR ile tespit edilmistir.
TaBOR2/Puroindolin b kok ve govde ekspresyonlarina bakildiginda 1. zaman diliminde kokteki
ekpresyonlar tiim dozlarda artig gosterirken diger zamanlarda (2. ve 3. zaman) azalmig, govde
orneklerinde ise 1. ve 2. zaman diliminde ekpresyon diisiik seviyede iken 3. zaman diliminde tiim
dozlarda artig oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar B’un ortamda yiiksek dozlarda bulunmasi durumunda
bitki biinyesinde de artig gosteren bor igeriginin etkilerinden korunmak isteyen dokularda boru diglama
mekanizmasinin dokuya bagli olarak bor igerigi ile orantili bir sekilde dislamada gorev alan TaBOR2
proteininin devreye girdigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Bor toksitesi, Bitki fizyolojik analizleri, Real-Time Kkantitatif PCR,
gRTPCR, Triticum boeticum L., Yabani bugday.
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DETERMINATION OF THE REACTIONS OF WILD WHEAT (Triticum
boeticum L.) AGAINST DIFFERENT BORON APPLICATIONS VIA
PHYSIOLOGICAL AND MOLECULAR METHODS

Songiil UYGAN

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
SELCUK UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE
IN AGRICULTURAL ENGINEERING

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Erdogan Esref HAKKI

Jury
Dog. Dr. Erdogan Esref HAKKI
Prof. Dr. Ali TOPAL
Yrd. Dog. Dr. Mustata YORGANCILAR

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™ 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, gRTPCR,
Triticum boeticum L., Wild Wheat.
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NNI ; Nispi nem igerigi

O, : Stiperoksit radikali
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S : Saniye

SOD ) Stiperoksit Dismiitaz

TA ) Turgorlu Agirlhik

TCA : Trikloroasetik asit
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uv : Ultra Viyole

\/ : Volt

wiv : Weight/volume (agirlik/hacim)
YA ) Yas Agirhik

Mg : Mikrogram

ul : Mikrolitre
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2n : Kromozom sayist



1. GIRIS

Bugday grubu olarak adlandirilan Triticum ve Aegilops, Gramineae familyasinin
Triticeae oymagina girmektedir. Triticum kromozom sayisina goére diploid (2n=14),
tetraploid (2n=28) ve hekzaploid (2n=42) olmak iizere ii¢ gruba ayrilir (Feldman ve
ark., 1988).

Kullanim alanlarma gore bu tiirler farkli sekilde siniflandirilabilmektedirler.
Hekzaploid bugdaylar ekmek ve pasta yapiminda, tetraploid bugdaylar ise makarna
yapiminda yogun olarak kullaniimaktadir. Diploid bugdaylarin ise giiniimiizde yaygin
kullanim alan1 bulunmamaktadir. Bugday insan beslenmesi icin gerekli olan kalori ve
proteinin 6nemli bir kismint karsilamakta olup, diinya niifusunun % 35’ini olusturan
yaklasik 40 iilkenin temel gida maddesidir. Insanlarin degisen tiiketim aliskanliklar: ve
gelisen teknolojiye bagl olarak, bugday iriinleri gesitlenmis ve tiiketici istekleri de
degismistir. Bugdayin en yaygin tiikketim sekilleri un, ekmek, makarna, irmik, biskiivi,
bulgur ve eristedir. Diinya’da ve Tiirkiye’de bu iirtinlerin disinda geleneksel iiriinler,
tatlhilar, nisasta vb. amagla da tiiketimi yapilmaktadir (Atli, 1999).

Tahillar, Diinyada ekilis ve tiretimi en fazla olan iiriin grubudur. Yeryliziiniin 1.4
milyar hektar olan islenen topraklarinin yaklasik yarisinda tahil ekimi yapilmaktadir
(Taslak ve ark., 2007). Tahillarin bu kadar ¢ok ekilmesinin sebebi, 6zellikle serin iklim
tahillarinin adaptasyon yeteneklerinin yiiksek olmasi nedeniyle ekstrem ekolojik
kosullarda yetistirilebilme istiinliigline sahip olmalaridir. Bugday, iilkemizde 7.5
milyon hektar ekim alan1 ve 20 milyon ton iiretimiyle tiim {iriinler igerisinde ilk siray1
almasina kargin, 267 kg/da olan ortalama verimiyle diinya ortalamasmin (321 kg/da)
altindadir (Anonim, 2013). Insan beslenmesinde gecmisten giiniimiize kadar
vazgecilmez bir gida maddesi olan ve iilkemizde ekim alanlarinin % 52’sini olusturan
bugdayin, veriminde saglanacak kiiclik artis bile, lilkemiz ekonomisine énemli katkilar
saglayabilir. Bugdayda verimin diismesine neden olan stres etmenleri; hastalik
olusturanlar ve zararlilar gibi biyotik kokenli olabilmesinin yaninda; tuzluluk, kuraklik,
diisiik ve yiiksek sicakliklar, besin elementlerinin eksik veya fazlaliklar gibi abiyotik

kokenli de olabilmektedir (Serrano ve Gaxiola, 1994).



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Triticum boeticum L.

Kaplica bugday: olarak bilinen Triticum boeticum L. {izerinde son yillarda yogun
calismalar yapilmaktadir. Ozellikle diploid 6zellige sahip olmas: ve elde edilecek
bilgilerin rahatlikla makarnalik ve ekmeklik bugday islahina uygulanabilirligi,
arastiricilar goziinde Kaplica bugdayini ¢ok cazip hale getirmistir. Kaplica bugdayinin
ilk defa nerede kiiltiire alindigi sorusuna cevap vermek igin Heun ve ark. (1997a)
tarafindan yaklasik 1400 yabani kaplica (T. monococcum L. ssp. boeoticum) bugdayr ile
kiiltir kaplica (T. monococcum L. ssp. monococcum) bugday: arasinda karsilastirmali
DNA analizleri yapilmigtir. Yapilan analizler sonucunda kiiltiir formuna en yakin
populasyonun Karacadag/Diyarbakir bolgesinden toplanan populasyon oldugu
sonucuna varilmistir.  Farkli arastiricilar tarafindan yapilan morfolojik analizlerde
Kaplica bugdayinin biotik ve abiotik stress kosullarina dayanikli oldugu ve bunlarin
bugday islahinda kullanilabilecegi ifade edilmistir (Vallage, 1979,; Waines., 1983).

Kaplica bugday: hem makarnalik hem de ekmeklik bugdayin yapisinda bulunan
A genomunu tasimaktadir. Bundan dolayr makarnalik ve ekmeklik bugday islahinda
genetik cesitliligi arttiracak yeni bir gen kaynagi olarak gortilmektedir (Vallage, 1978).

Giineydogu Anadolu bolgesi bugday gen kaynaklari bakimindan olduk¢a dnemli
bir bolgedir. Ozellikle son yillarda yapilan ¢alismalarla, kaplica (T. monococcum) ve
makarnalik bugdaym (T. durum) Karacadag/Diyarbakir da ilk kiiltire alinmis
oldugunun gosterilmesi, bu konu ile ugragsan bilim adamlarmin ilgisini bu bdlgeye
cekmistir (Heun ve ark., 1997b; Ozkan ve ark., 2002). Ozellikle Sanlurfa, Adiyaman,
Gaziantep, Diyarbakir ve Mardin ileri ¢evresinde bulunan yabani bugday gen
kaynaklarinin toplanmast ve bunlarin karakterizasyonunun yapilmas: oldukga
onemlidir. Ozkan ve ark. (2002) son yillarda yapmis olduklar1 bitki toplama gezilerinde
Triticum ve Aegilops tiirlerini toplamis ve kayda gegirmislerdir. Ozellikle ileriye déniik
bugday 1slahi ¢caligmalarinda abiotik ve biotik gen kaynaklar1 olarak kullanilmast igin

toplanan bu materyal lizerinde gerekli caligmalarin yapilmasi gerekmektedir (Aktas,
2007).



2.2. Bitkiler ve Bor

Bor oldukea ilging bir element olup dogada tek basina bulunmaz. Oksijenle bag
yapmaya yatkin oldugundan pek c¢ok degisik oksijen bilesimi olusturur. Basitten
karmasiga, sonsuz sayida degisik molekiil yapilarina sahip olabilen bor-oksijen
bilesimlerine “borat” denilmektedir. Borun bu 6zelliginden dolayr dogada yaklasik
olarak 230 degisik B minerali bulundugu bilinmektedir (Ediz ve Ozdag 2001.; Y1lmaz
2002).

Diinyada en biiyiik borat yataklari, kimyasal ¢okelme sonucu golsel ortamlarda
meydana gelmistir. Borat olusumlarina, golsel ortamlar disinda deniz ortaminda olusan
tuz yataklar1 i¢inde de rastlanir. Bundan baska B mineralleri, yeraltindaki magmanin
yeryliziine dogru yiikselirken kristallesmesi sonucu da olusabilir. Kirletilmis sular, B
madenlerinden c¢ikan artiklar ve kimyasal atiklar da topraktaki B’ un en yaygin
kaynaklar1 arasindadir ( Yilmaz 2002).

Gilinlimiizde B’ un ¢ok degisik kullanim alanlar1 vardir. Bunlardan bazilari, cam
sanayi, seramik sanayi, temizleme ve beyazlatma sanayi, metalurji, niikleer
uygulamalar, fotograf¢ilik, boya ve kagit endiistrisi, tekstil kimyasallari, deri giysiler,
kozmetik sanayi, bocek Oldiriiciiler ve tarimdir (Yilmaz 2002, Shorrocks 1997).
Tarimda inorganik giibre olarak kullanilabilecek B formlarina drnekler Cizelge 2.1. de
verilmis olup bunlardan borik asit ve boraks toprakta en kolay ¢dziinebilen ve bitkiler
tarafindan kolaylikla alinabilen formlardir. Bununla beraber suda borik asit ve
boraks’tan ¢ok daha hizli ¢oziinebilen sulu bor ise genellikle B ‘un direk olarak bitki

yapraklarina uygulanan formudur ( Perica ve ark. 2001) .

Cizelge 1.1. Tarimda Yaygin Olarak Kullanilan Boratlar (Shorrocks 1997)

0,

Rafine Uriinler NaB,0;.5H,0 Sodyum tetraborat pentahidrat 1B4.(9/0)
Na,Bg013.4H,0 Solubor 20.8
NaB40,.10H,0 Sodyum tetraborat dekahidrat 11.3
NaB,0O; Sodyum tetraborat 21.4
HsBO; Borik asit 17.5

Maden Cevheri 2Ca0.B,03.5H,0 Kolemanit Degisken
Na,0. 2Ca0.5B,0;.16H,0 Uleksit Degisken
2Ca0.B,0,.2Si03.H,0 Datolit Degisken
Ca0.MgO0.3B,0;.6H,0 Hidroborasit Degisken
2MgO. B,03.H,0 Askarit

Degisken




Bor, tohumlu bitkiler, diatomeler ve bazi yesil alg tiirleri i¢in gerekli bir mikro
element olmasina karsin fungi ve bakteriler tarafindan ihtiya¢ duyulmayan bir mikro
elementtir ve bitkilerin B ihtiyaci molar konsantrasyon temel alindiginda diger mikro
elementlerden en fazla olanidir ( Brown ve ark. 1999).

Bitkiler arasinda B istegi agisindan oldukca biiyiik farkliliklar vardir. Bitkiler B
ihtiyaglar1 temel alinarak gruplandirildiginda; 1) Gramineler; B ihtiyaci en az, 2) Diger
monokotiledon ve dikotiledon bitkiler; orta derecede; 3) Lateks iireten bitkiler; en
yiiksek B ihtiyaci olan bitkiler olarak 3 gruba ayrilabilir. Bu gruplara ait bazi bitki
ornekleri Cizelge 2.2.°de verilmistir. Diger bir smiflandirmada ise, dikotiledon ve
monokotiledonlar biiyiime evreleri ve B eksikligi semptomlarinin gorildiigii yerler
temel alinarak gruplandirilmistir. Bor eksikliginde bazi dikotiledonlarda (aygigegi,
domates, bal kabagi, yonca) kok biiyiimesinin inhibisyonu ve meristematik bdlgenin
dejenerasyonu ilk goriilen etkiler olmasina ragmen diger bazi dikotiledonlarda (bezelye,
soya fasulyesi, ac1 bakla) ise biiylime noktalarinda goriilen bu dejenerasyon daha sonra
ortaya ¢ikar. Ortamda B’ un bulunmadigi kosullarda bazi monokotiledonlar (muisir,
sorgum, dari, sogan) dikotiledonlara gére normal kok biiylimesi ve vejetatif biiyiimeyi
daha uzun bir siire devam ettirebilirler. Bugday, arpa, yulaf ve cavdar gibi
monokotiledonlar B eksikligi semptomlarini sadece reprodiiktif organlarin gelisimi

sirasinda gosterirler (Blevins ve Lukaszewski 1998, Mengel ve Kirby 1979).

Cizelge 2.2. Cesitli bitki gruplarinda bor igerigi (B, ppm kuru agirlik) (Mengel ve Kirby 1979)

Monokaotiller Dikotiller Latekse sahip Dikotiller

Arpa 2.3 Bezelye 22 Karahindiba 80
Bugday 3.3 Pancar 49  Siitlegen 93
Misir 5.0 Marul 70  Haghas 94

Dikotiledonlar arasinda B eksikligine en duyarli familyalarin Cruciferae ve
Chenopodiaceae oldugu bildirilmistir. Ornegin Cruciferae’den Brassica sp. ve
Raphanus sp. ile Chenopodiaceae’den Beta sp’nin B eksikligine en duyarl tiirler oldugu
cok uzun zamandir bilinmektedir. Bor eksikligine en hassas ve B uygulamasina en iyi

cevabi veren tiirler Cizelge 2.3. de verilmistir.



Cizelge 2.3. Bor eksikligine en hassas ve B uygulamasina en iyi cevap veren tiirler (Shorrocks 1997)

Bitki Tiirii Bitki Tiirii

Apium graveolens var. Dulce Kereviz Eucalyptus sp. Okaliptus
Arachis hypogaea Yerfistig Gossypium sp. Pamuk
Beta vulgaris Seker pancart  Helianthus annuus Aygicegi
Brassica sp. Brasica Malus domestica Elma
Brassica rutabaga Turp Medicago sativa Yonca
Coffea sp. Kahve Olea europaea Zeytin
Daucus carota Havug Pinus sp. Cam
Elaeis guineensis Hurma Vitis vinifera Asma

Cagimizda oldukg¢a fazla kullanim alanina sahip olan bor stratejik oneminin
yaninda, tarimsal acidan degerlendirildiginde alici ortama, dolayisiyla bitkilere ve
canlilara siddetli zarar verecek Ozelliklere sahiptir (Demirtas 2004). Bor zehirliligine
duyarlilik bakimindan bitki c¢esitleri arasinda genetik olarak ©Onemli farkliliklar
bulunmaktadir. Bor zehirlenmesine duyarlilig1 yiiksek olan ¢esitler hassas cesitlere gore
bilinyelerinde daha az miktarlarda B biriktirerek yiiksek B konsantrasyonlarina adapte
olabilmektedirler (Nable 1988,; Paul ve ark. 1992 ).

Bor bitkiler i¢in gerekli olan esas mikro besin elementlerinden birisidir. Pek ¢ok

vaskiiler bitki i¢in gerekli bir mikro besin elementi oldugu da kanitlanmistir. Borun,
bircok bitki ¢esidinde yapisal, fizyolojik ve biyokimyasal olaylarda yer aldig
bilinmektedir. Borun seker tasinimi, hiicre ¢eperi sentezi, ligninlesme, hiicre ¢eperi
yapisi, karbonhidrat metabolizmasi, RNA metabolizmasi, solunum, IAA metabolizmasi,
fenol metabolizmas1 gibi pek ¢ok metabolik olayda rol aldig: ileri siiriilmektedir. Ancak
yiikksek B konsantrasyonlarinda B toksite ve toleransinin fizyolojik metabolizmasinin
cok 1yi anlasilamadigi da ifade edilmektedir (Marshner, 1997).
Borun diol ve polioller ile kompleks olusturma kapasitesi yliksektir. Bu kompleksler
seker ve seker tiirevleri (seker alkoller ve iironik asitler gibi) 6zellikle de mannitol,
mannan ve polimannurik asit bilesiklerinin olusumu i¢in gerekmektedir. Bu bilesikler
hiicre ¢eperindeki hemiseliilozun bilesenleridir. Cift ¢eneklilerde; lignin biyosentezinin
onemli yapitaglarindan olan kafeik asit ve hidroksiferulik asit gibi bazi o-difenollerde
cis-diol komplekslerini olusturabilmektedir (Marshner, 1997).

Plazma membraninin dayanikliligi ve fonksiyonunda B’ un dnemli rollere sahip
oldugu fakat tonoplast veya kloroplast zar1 gibi membranlar etkilemedigi hususunda

fazla miktarda literatiir bulunmaktadir. Membran potansiyelinin olusumu ve kurulmasi



icin ortamda B’un bulunmasinin gerekli oldugu belirtilmektedir (Shorrocks 1997). Bor,
hiicre boliinmesinden ¢ok hiicre biliylimesi i¢in gereklidir. Kok uzamasi, hiicre
ceperindeki karsilikli baglar1 yeniden sekillenmesi sonucu hiicre biliylimesi ve
boliinmesi gibi olaylar sonucunda ger¢eklesmektedir (Marshner, 1997).

Bitkilerde ligninlesme ve ksilem farklilagmasi i¢cin B’ a ihtiyag duyulmasi
nedeniyle B’ un IAA metabolizmasi, lignin biyosentezinin diizenlenmesi ve ksilem
farklilasmasinda anahtar rol oynadigi belirtilmektedir (Nable ve ark. 1997).

Bitki organlarinda hareketi sinirli olan B, genelde immobil olarak nitelendirilir.
Bitkide transpirasyonla buhar halinde su kaybi siirdiikkge, B da st kisimlara dogru
taginmakta ve bitkinin tepe organlarinda immobiliteden dolay1 birikmektedir. Ancak son
yillarda yapilan arastirmalar sonucu, bitkilerde B tasinimina iliskin ¢ok farkli sonuglar
verilmistir. Bu yOniiyle, primer fotosentetik seker iiriinleri sorbitol, mannitol, duleitol
olan tiirlerde, B’un floemde taginiminin mobil oldugu bulunmustur. Bu fotosentatlarin B
elementiyle poliol baglariyla birlestikleri ve B’un mobil hale gectigi goOsterilmistir.
Ayrica, poliol olusumunda cevresel faktorlerin géz Oniinde tutulmasi gerektigi
vurgulanmistir (Brown ve Shelp 1997).

Borun bitkiler tarafindan alinim mekanizmasi heniiz netlik kazanmamis bir konu
olup, hem aktif hem de pasif taginmayi destekler nitelikte kanitlar bildirilmektedir
(Dordas ve ark. 2000). Ancak, ¢ogunlukla kabul géren mekanizma, B’un bitki kokleri
tarafindan pasif absorpsiyon yoluyla ve iyonlagsmamis borik asit [B(OH);] olarak
alindig1 ve sitoplazmada borat anyonu [B(OH),] olarak biriktirildigi (Roessner ve ark.
2006) ve az da olsa B(OH), iyonlari olarak da alindigi seklindedir (Hu ve Brown 1997).
Topragin yapisi, pH’s1, nemi, sicakligi, organik madde ve kil mineralleri igerigi gibi
bir¢ok faktor, B’un bitkiler tarafindan alinabilirligini etkilemektedir (Goldberg 1997).
Genelde toprak pH’s1 6.3-6.5 oldugunda, bitkiler tarafindan en yiiksek diizeyde B alimi
gerceklesmekte, daha yiliksek pH’larda ise alim keskin bir sekilde diisiis gostermektedir
(Nable ve ark. 1997).

Yapilan deneysel calismalar, benzer cevresel kosullar altinda yetistirilen
bitkilerde bile B aliminin bitki tiirlerine gore biiylik farkliliklar gosterdigini ortaya
koymaktadir. Koklerden pasif alinimda, transpirasyona bagli olarak alinan B, ksilem
iletim borular1 igersinde bitkinin tepe noktalarina dogru tasinmaktadir. Bu durumda
B’un alinmasi ve iletim borularinda taginmasi bitkinin transpirasyona bagli su alim ile

yakindan iliskilidir (Hu ve Brown 1997).



Genel olarak B absorpsiyonunun pasif bir sekilde oldugu ve B’un bitki
hiicrelerine borik asit (H3BO3) formunda alindig1 diisliniilmektedir. S6z konusu alim
sonucunda hiicre duvarlarinda ve sitoplazma igerisinde son derece hizli bir B kompleksi
olusumunun oldugu tahmin edilmektedir. Bitki icerisinde B komplekslerinin olusumu
hiicrelerdeki serbest borik asit konsantrasyonunu azaltirken, bunun da dis ¢ozeltiden
bitkiye B alimina yol agtig1 ve sonugta bitki dokularindaki B konsantrasyonlarinin
¢Ozeltiden alinan serbest H3BO3 konsantrasyonlarindan dolay1r asir1 sekilde artabildigi
belirtilmektedir (Hu ve Brown 1997).

Bitkiler tarafindan B alinmasinin ve farkli organlara taginmasinin bitkinin su
alim1 ve ksilemdeki hareketi ile yakindan iligkili oldugu ve ayrica bu taginmanin bitki
tirleri arasinda biiyiik farkliliklar gosterdigi belirlenmistir. Bu durum B’un esas
itibariyle ksilemde tasindigin1 géstermektedir. B tasinmasinin daha ¢ok transpirasyona
bagli olmasi, yaprak uglart ve kenarlarinda B birikiminin nedenini de ac¢iklamaktadir.
B’un yapraklarda bu sekilde akiimiile olmas: kimi hallerde toksik etkilere neden
olabilmektedir. Baz1 bitkiler B akiimiilasyonunun neden olacagi toksik etkilerden
korunmak i¢in ve tuzlu ortamlarda tuzun bitkilerden atilmasinda da kullanilan gutasyon
damlalar1 i¢inde B’u disar1 atma mekanizmasini gelistirmislerdir (Taban ve Erdal 2000).

Bitkilerde B’un toksisite olusturmasima iligkin olarak, yukarida ele alinan
kimyasina dayanilarak, temelde iic mekanizma ileri siiriilmektedir. Bunlar; 1) Hiicre
duvarn gelisiminin engellenmesi, 2) ATP, NADH veya NADPH gibi ribozlu yapilara
baglanarak 6nemli metabolik aktivitelerin engellenmesi ve 3) Serbest sekerlerdeki veya
RNA’daki ribozlara baglanarak hiicre boliinmesi ve gelismesinin engellenmesidir.
Ayrica, yapraklarda transpirasyon yolunun sonunda yiiksek konsantrasyonlarda B’un
birikmesiyle ozmotik dengesizliklerin ortaya ¢ikmasi da bu ii¢ temel mekanizmaya ek
olarak ileri siirlilen bir diger olast mekanizma olarak ele alinmaktadir (Stangoulis ve
Reid 2002).

Bor toksisitesi gibi abiyotik stres kosullar1 bitkilerde gelisimi ve verimliligi
kisitlayan en onemli etmenlerin baginda gelmektedir. Giderek azalan tarim alanlarinda,
strese yol acan olumsuz cevre kosullarina karsi bitkisel iiretimde verimliligi artirmak
onemlidir. Bunun da yolu, stres kosullarina dayanikli bireylerin se¢ilmesi veya 1slahidir.
Bunun i¢in de bitkilerin strese tolerans mekanizmalarinin bilinmesi gereklidir. Stres
kosullarinda biitiin bitkilerde oksidatif zararlanmalar meydana gelmekte ve stres
kosullarima dayanmak veya stresten kagmak icin bitki tiirlerinin ve g¢esitlerinin

gelistirmis olduklar1 mekanizmalar, birbirlerinden oldukga farklilik gostermektedir. Bu



nedenle kimi bitkiler abiyotik stres kosullarindan daha siddetli etkilenirken kimileri de
direng gostermektedir. Bu farkliliklar bitki tiirleri arasinda goriilebilecegi gibi, aym
bitkinin farkli ¢esitleri arasinda da goriilebilmektedir (Giines ve ark. 2002).

Diinya genelinde her ne kadar azlig1 kadar sorun olmasa da fazlaliginin 6nemli
bir abiyotik stres faktorii olarak karsimiza ¢iktigi, 6zellikle {ilkemiz gibi B bakimindan
zengin, bolgelerde tarimsal iriinlerdeki verim kayiplarint en aza indirgemek i¢in, B
toksisitesi ile miicadele oncelikli olarak ele alinmasi1 gereken 6nemli bir konudur. Bu
konuda etkin bir ilerleme kaydedilebilmesi i¢in ise iki temel unsurun agikliga
kavusturulmasi 6nemlidir. Bunlar; 1) Bitkilerde B’un toksisite olusturma mekanizmalar1
ve 2) Bitkilerin B toksisitesine karsi gelistirdikleri tolerans mekanizmalaridir (Reid ve
ark. 2004).

2.3. Stres

Bitkide metabolizmay1, biiyiime ve gelismeyi etkileyen veya engelleyen, uygun
olmayan herhangi bir durum veya madde stres olarak kabul edilir ve bitki tolerans: ile
yakindan iliskilidir (Ozcan ve ark. 2001). Kuraklik, yiiksek sicaklik, tuzluluk, metal,
pestisid ve toprak pH’s1 gibi stres faktorleri bitkilerdeki tiim metabolizmay1 olumsuz
etkileyerek, {irlin verimini, bliylimeyi ve gelismeyi siirlandirmakta, hatta bitkiye
oldiirticti zararlar da verebilmektedir. Bitkiler bu durumda hayatta kalmayi saglamak
i¢in gesitli stratejilerle tepkiler olusturmaktadir. Tiim bitki seviyelerinde stresin etkisinin
genellikle reaktif oksijen {tiretimi, biliylime ve fotosentezdeki azalma arasinda bir
iliskinin oldugu gosterilmistir (Ozcan ve ark. 2001, Raza ve ark. 2006). Stres faktorleri
nedeniyle hiicrede meydana gelen oksidatif stres; Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS)
superoksid radikalleri (O7), hidrojenperoksid (H,O;), singlent oksijen ve hidroksil
radikalleri (OH") gibi olusmasina neden olur. Biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin
sebep oldugu ROS’lar, lipid peroksidasyonu ve membran zararlarinda énemli bir role
sahiptir. Bitkilerde ROS’larin temizlenmesinde antioksidan maddeler ve enzimler
(stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz
(APX), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon s-transferaz (GST)) gorev yapmaktadirlar
(Morsy ve ark. 2007, Gong ve ark. 2005, Lichtenhaler 1996).



2.3.1. Stres Faktorleri (Stresorler)

Bitkiler yasamlar siirecince bir¢ok stres faktorii ile karsilasirlar. Bitki iizerinde
ender olarak tek baslarina etki yapabilen bu stres faktorleri, genellikle etkilerini es
zamanli olarak gerceklestirmektedirler. Biyotik ( patojen, diger organizmalarla rekabet
vb.) ve abiyotik (kuraklik, tuzluluk, radyasyon, kimyasal maddeler, yiiksek sicaklik
veya don vb.) stresler ekonomik Onemi olan tahillar dahil, tiim bitkilerin normal
fizyolojik islevlerinde degisikliklere yol ag¢maktadir. Tiim bu stresler bitkilerin
biyosentetik kapasitelerini azaltir, normal fonksiyonlarini degistirir ve bitkinin 6liimiine
yol agabilecek zararlara neden olabilir (Lichtenhaler 1996, Mahajan ve Tuteja 2005).

Diinya iizerinde kullanilabilir alanlar stres faktorlerine gore siniflandirildiginda
dogal bir stres faktorii olan kuraklik stresi %26°lik payiyla en biyiik dilimi
icermektedir. Bunu % 20 ile mineral stresi ve %15 ile soguk ve don stresleri takip
etmektedir. Bunlarin diginda kalan tiim diger stresler %29’luk bir pay alirken, yalnizca
%10’luk bir alan herhangi bir stres faktoriine maruz kalmamaktadir (Blum 1986). Bu
durumda, kuraklik ve tuz stresleri biiylimeyi ve verimi etkileyen en yaygin cevresel
streslerden olup bitkilerde bir¢cok fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler cevabi
indiiklemekte ve buna bagli olarak bitkiler, sinirli ¢evresel kosullara adapte olmayi
saglayacak tolerans mekanizmalar1 gelistirebilmektedirler (Gong ve ark. 2005, Arora ve
ark. 2002).

2.3.2. Metabolik Etki

Strese bagli olarak bitkilerde bir takim morfolojik ve fizyolojik degisimler
meydana gelmektedir. Bu degisimlerin anlasilmasi stres kosullarima daha dayanikl
bitkiler yetistirmemizde bize yardimci olacaktir. Abiyotik stres kosullarinda, bitkilerde
yapraklarin nispi nem iceriginin (NNI) ve yaprak su potansiyelinin diismesi fotosentez
oraninin azalmasina sebep olmaktadir (Lawlor 2001). Bununla birlikte tuzluluk
kosullarinda fotosentez oraninin azalmasiin temel sebebinin stomatal sinirlanmadan
kaynaklandig1 genellikle kabul edilmektedir (Cornic 1996). Stomalarin kapanmasi ile
fotosentez orani ve i¢sel CO, konsantrasyonu azalmakta, bu da sonug olarak fotosentez
metabolizmasini engellemektedir.

Abiyotik stres altinda yapraklarin absorbe ettigi 151k miktar1 ve yararlanilan 151k

arasindaki dengenin bozulmast nedeniyle fotosentez aktivitesinin geriledigi
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bilinmektedir (Foyer ve Noctor 2000). Bu kosullarda fotosistem II’de elektronlarin
olusmast ve kullanimi arasindaki denge bozulur. Kuraklik stresi altindaki bitkilerin
kloroplastlarindaki bu fotokimyasal degisiklikler sonucu fotosistem II’de asir1 miktarda
biriken ve kullanilamayan 151k enerjisi dokularda aktif oksijen tiirevlerinin (O2, H205,
OH) olusumuna neden olmaktadir ( Peltzer ve ark. 2002). Stres altinda stomalarin
kapanmasina bagli olarak yapraklarin mezofil dokularinda CO;, seviyesinin hizla
diismesi ve siiperoksit radikallerinin (O;) artmasi ile bitki dokularinda molekiiler
oksijen ile rekabet eden NADP’ler indirgenerek NADPH birikir. Bu kosullarda bitki
dokularinda NADP miktar1 azalir ve oksijen alternatif elektron alicisi olarak goérev
yapar. Bu durumda bitki dokularinda indirgenmis oksijen tiirevleri olan siiperoksit
radikalleri (O, ) ve bunun indirgenmis formu olan H,O, ve hidroksil (OH) radikalleri
Haber-Weiss ad1 verilen reaksiyon ile olusur (Cadenas 1989, Sairam ve Saxena 2000).
Aktif oksijen c¢esitleri olarak adlandirilan siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve
hidroksit radikalleri, lipid peroksidasyonuna ve sonugta membran zararlanmasina,
proteinlerin degredasyonuna, enzimlerin inaktivisyonuna, pigmentlerin azalmasina ve
DNA zincirlerinin bozulmasina yol agmaktadir (Fridovich 1986, Leibler ve ark. 1986,
Davies 1987, Imlay ve Linn 1988). Antioksidan enzimler bitkilerin, stiperoksit radikali
ve hidrojen peroksitin toksisitesini Onleyebilmeleri ve oksitadif strese Kkarsi
dayanimlarinda 6nemli bir savunma mekanizmasidir. Bitkiler hiicrelerini bu toksik
oksijenlerden siiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz, glutation reduktaz, katalaz
enzimleri ve bunlarin metabolitleri olan glutation, askorbik asit, a-tokoferol ve
karoteinoidler ile korurlar. Siiperoksit radikalleri (O,) bitki dokularinda SOD tarafindan
H,0,’e doniistiiriiliirler, H,O,’de bitki dokular1 i¢in toksik 6zellik tasir ve bu asamadan
sonra CAT ve APX tarafindan toksik H,O, dokular igin zararli olmayan O, ve H,O’ya
dontstiriliirler (Liebler ve ark. 1986, Sairam ve ark. 1998, Sairam ve Saxena 2000). Bu
durum antioksidan enzim sistemleri gii¢lii olan bireylerin stres kosullarina toleranslarini

artirir.

2.4. SYBR Green yontemi ile Real Time PCR

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’nda goriilen floresan 151k teknikleriyle
beraber gelismeler kantitatif yada gercek zamanli PCR (Real Time PCR; (qQRT-PCR))
imkanlarin1 ortaya ¢ikarmis ve genis kullanim alanlarinin dogmasina yol ag¢mistir.

Halihazirda kullanilan qRT-PCR teknolojileri TagMan, Molecular Beacons, Scorpions
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ve SYBR Green yontemleridir. Bu tekniklerin her birinde ortak olan olusturulan PCR
tirtinlerinin floresan sinyal {iretimi ile belirlenmesidir.

SYBR Green yonteminde kullanilan florojenik boya solusyon halinde ¢ok az
floresan 1s1ma yaparken, c¢ift zincirli DNA (dsDNA)’ya baglandiginda ¢ok giiclii bir
1simaya yol agar. Diger yontemler ise Forster Resonance Energy Transfer (FRET)
sistemine dayali olup bir florojenik boya ile bir quencher biriminin ayni veya farkli
oligontikleotidlerdeki birlikteligine bagli floresan sinyal iiretmeleri ile belirlenir
(Pmarkara ve ark., 2010).

Sonugta bu yontemlerde, 100-600 kadar baz ¢iftinden olusan kisa DNA
dizinlerinin eksponansiyel (listel) olarak c¢ogaltilmasi saglanmis olup, genlerin
expresyonlart sonucu ortaya ¢ikan nispi RNA miktar1 tespitinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Real Time PCR c¢alismalarinda tamamlayict DNA (cDNA)
kullanilmakta ve cDNA yogunlugu her bir PCR dongiisiinde ortaya ¢ikan floresan 15181
yogunlugundaki artisa bagli olarak belirlenmektedir.

Bu ¢alismada Gen merkezi Anadolu olan Triticum boeticum L.(AA genomu )
yabani bugday genotipinin Bor (B) toksisitesine tolerans mekanizmalarinin oksidatif
stres ile ilgili fizyolojik parametrelerinin bor uygulamalarina bagl olarak bitkilerin yas
ve kuru agirlhiklarindaki azalmalar, Bagil su igerigi ve Bor konsantrasyonlar
bakimindan genotipteki farkliliklar belirlenmistir. Yabani bugday genotipinin bor
stresine tolerans diizeyleri ve antioksidan enzim aktivitelerinin toleranstaki etkisi
belirlenmistir.

Kiiltiir bugdaylarinda daha 6nce belirlenmis bir bor tasiyici proteine (transporter)
ait bugdayda borun taginmasinda rol alan genin, T. boeticum L. da belirlenerek, bu gene
ait ekspresyonlarin abiyotik stres kosullarinda farkli bor dozlarina bagh olarak
degisimlerinin Real-Time PCR metodu ile incelenerek bitkilerin bora karsi olan

tepkilerinin belirlenmesi amaglanmuistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada; Gramineae (bugdaygiller) familyasinda yer alan Triticum L.
cinsine ait Triticum boeticum L. yabani bugday genotipi materyal olarak kullanilmistir.

Bu calismada kullanilan yabani bugday genotipi, Tarla Bitkileri Merkez
Arastirma Enstitiisiinden temin edilmistir.

Laboratuar galigmalar1 S.U. Ziraat Fakiiltesi Bitki Biyoteknolojisi ve Molekiiler
Genetik Arastirma Laboratuar1 ile Bitki Fizyolojisi Arastirma Laboratuarlari’nda

yirttilmistir ( Sekil 3.1).

BITKI BIYOTEKNOLOJISi LABORATUVARI
DOKU KULTURU VE MOLEKULER GENETIK

[
==

12/06/2011

Sekil 3.1 Bitki Biyoteknolojisi ve Bitki Fizyolojisi Aragtirma Laboratuarlari

3.1. Deneme serilerinin hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan T. boeticum L. genotipi iklim odasinda kontrollii
kosullarda yetistirilmistir. Tklim odasi1; bitkilerin tohum ¢imlenmesi ve ¢imlenme
sonrasi1 geng fidecikleri, bliylime ve gelisme siiresince % 45-55 nem, 16 saat aydinlik ve
8 saat karanlik fotoperyod, 21+1 OC sicaklik ile 10000 Liix/Giin 151k intensitesi olacak

sekilde ayarlanmistir.

Denemede kullanilan tohumlar 6nce %35°lik sodyum hipoklorid ile 10’ar dakika
muamele edildikten sonra de-iyonize su (dl -H,O) ile 3 kez yikanarak sterilize

edilmislerdir. Daha sonra saksilar saf su ile yikandiktan sonra iglerine stiper iri perlit



13

(0,0-5 mm.) konulmus ve her saksiya her uygulama i¢in 20 adet tohum ekilmistir (Sekil
3.2.).

Sekil 3.2 Tohumlarin perlit ortamina ekilmesi

Tim serilerde sulama iki giinde bir ve esit miktarda Half Hoagland besin
¢ozeltisi ile yapilmigtir. Kontrol grubuna sadece Half Hoagland besin ¢ozeltisi, diger
serilere ise 25, 250 ve 500 mg kg™ bor i¢eren Half Hoagland ¢ozeltisi uygulanmistir.

Bitkilerin ilk ii¢ yaprakli evresi denemenin ilk baslangi¢ giinii, 0. giin, diger bir
degisle ilk kronik doz 25 mg kg™ ve akut dozlar olan 250 ve 500 mg kg™ bor igeren
Half Hoagland ¢ozeltisi ile sulamanin yapildigi giin olarak kabul edilmistir. Denemede
kullanilan Yabani bugday g¢esidi T. boeticum L. i¢in 0. Giin olarak 19.03.2010 tarihi
tespit edilmis ve bor dozlar1 uygulanmasina basglanmisgtir. Denemede bor uygulamasini
takip eden giinden itibaren ilk tepkilerin goriilmeye baslandigi giin (Sekil 3.3) ilk

orneklemeler yapilmistir.
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Sekil 3.3 ilk tepkilerin gériilmesiyle birlikte 6rnek alim zamani

Bitkiler bor uygulamasinin sonrasinda ilk tepkinin goriildiigi giin (7. Giin) ve
olim evresine (14. Giin ) yaklagsma giinlerinde hasat edilmisler ve ornekler enzim
analizlerinde kullanilmak iizere -80 °C’ de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

Molekiiler analizler i¢in 3 farkli donemde (Bor igeren Half Hoagland ¢ozeltisi
uygulandiktan bir giin sonra, Bor i¢eren Half Hoagland ¢6zeltisi uygulandiktan bir hafta
sonra ve hasat Oncesi) her bir bireyden ayr1 ayr yaprak ve kok ornekleri alinmistir.
Ozellikle RNA analiz 6rnekleri alinirken bitki RNA’smin dis etkenlerden korunmasi
icin RNase off ile muamele edilmis eldivenler ve 6nceden hazirlanmis temiz posetler
kullanilmistir. RNA analiz drnekleri sivi azotta ani soklama ile dondurularak -80 °C

derin dondurucuda RNA izolasyonuna kadar muhafaza edilmistir.

3.2. Uygulanan Analiz Yontemleri

Bor elementinin bitki tiirlerindeki fizyolojik etkilesimini belirlemek ve amagta

belirtilen hedeflere ulasabilmek i¢in bitkilerde asagida belirtilen ¢aligmalar yapilmastir;
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3.2.1. Bilyiime parametreleri

Kontrol ve bor uygulanmis gruplardan; ilk tepkinin goriildiigii giin ve Olim
evresinde bitki ornekleri alinarak kokleri ve govdeleri birbirinden ayrilmistir. Kok ve
govdenin uzunluklar: Slciilmiis (Sekil 3.4), yas ve kuru agirliklar: tartilmistir. Ornekler

70 °C de 72 saat etiivde kurutulduktan sonra kuru agirliklari belirlenmistir.

Sekil 3.4. Bitkilerde Kok ve Gévde Uzunluklarinin Olgiilmesi

3.2.2. Bagil su igerigi

Bor uygulamasmin ilk tepkinin goriildiigii giin ve Oliim evresinde her bir
gruptaki bitkilerden en gen¢ siirgiinlerden sonra gelen lateral yapraklarin ug
kisimlarindan segilen dort adet yaprak 6rnegi alinarak yas agirliklar 6lgiilmiistiir. Alti
saat boyunca dI-H,0 icinde petri kaplarinda bekletilerek turgor haline gelmeleri

saglanmistir. 70 OC> de 72 saat etiivde kurutulduktan sonra kuru agirliklar saptanmaigstir.
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Her bir gruba ait yaprak drneklerinin bagil su igerigi asagidaki formiile gore % olarak
hesaplanmuistir;

Bagil Su Igerigi (%) = [(YA — KA) / (TA — KA)]x100

YA=Yas Agirlik

KA=Kuru Agirlik

TA=Turgorlu Agirlik

3.2.3. Bitkilerde bor analizi

Hasat sonrasi kese kagitlari igerisinde laboratuara getirilen bitkilerin vejetatif
aksami ve kok aksami tamamen temizleninceye kadar musluk suyu ile yikandiktan
sonra strastyla bir kez saf su, 0.2 N HCI ¢ozeltisi, iki kez saf su ve bir kez de deiyonize
su ile yikanip, kaba filtre kagidi ilizerinde fazla sulart alinmistir. Daha sonra kese
kagidina ayr1 ayr1 konulan bitki kisimlar1 hava sirkiilasyonlu kurutma dolabinda 70 °C’
de sabit agirliga gelinceye kadar kurutulmuslardir. Kuruyan bitki 6rneklerinin agirliklar
belirlendikten sonra tungsten kapli bitki 6glitme degirmeninde Ogiitiilmiislerdir.
Polietilen kavanozlara konulan 6giitiilmiis bitki ornekleri analizde kullanilmadan 6nce
70°C’de sabit agirliga gelinceye kadar kurutma dolabinda birakilmis ve kavanozlarin
kapaklar1 sikica kapatilmistir.

Kurutulan ve 6giitiilen bitki 6rneklerinden 0.3 g tartilmis, 5 ml HNOj ile yiiksek
sicaklik (210 °C) ve yiiksek basing (200 PSI) altinda mikrodalga cihazinda (CEM Mars
5) ¢oOziindiirilmustiir. Daha sonra oOrnekler 25 ml’ lik balonjoje’ye aktarilarak
sogutulmus, deiyonize su ile derecesine tamamlanmistir. Bu siiziikler hemen ince
gozenekli (Whatman No:42 veya mavibant) filtre kagidi ile siiziilerek 25 ml’lik
polietilen siselere aktarilmis ve siiziikte bor igerikleri ICP-AES (Inductively Coupled
Plasma Atomic Emission Spectrometer) (Varian- Vista, axiel) cihazi ile Elementel
Analiz Laboratuarlarimizda belirlenmistir (Soil Survey Laboratory Methods Manual,
2004).

3.2.4. Enzim ekstraktlarimin hazirlanmasi
Antioksidan enzimlerin ekstraksiyonu i¢in derin dondurucuda saklanmig olan

yapraklar, sogutulmus havanda 0,5 g yaprak Ornekleri sivi azotta %2 w/v

polyvinylpolyprrolidone (PVPP) ve 1 mM EDTA igeren pH 7,8'de 50 mM Na-fosfat
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tamponuyla homojenize edilmistir. Filtrasyon sonrasi +4 °C'de, 14 000 rpm'de 30
dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant, enzim aktivitesi analizlerinde

kullanilmustir. Ekstraksiyon prosediiriiniin tiimii + 4°C'de gerceklestirilmistir.
3.2.5. Prolin Analizi

Serbest prolin igeriginin belirlenmesi Bates ve ark. ma (1973) gore yapilmistir.
Sivi  fazdan aspire edilen toluen fraksiyonunun 520 nm'deki absorbansi
spektrofotometreden  okunmustur. Prolin  konsantrasyonu, kalibrasyon egrisi

kullanilarak hesaplanmis ve pmol prolin g™ taze agirlik olarak ifade edilmistir.
3.2.6. Lipit Peroksidasyonun Belirlenmesi

Lipit peroksidasyonunun belirlenmesi TBAR reaksiyonu sonucu olusan
malondialdehit (MDA) miktarinin belirlendigi Madhava ve Sresty'nin (2000)
tanimladig1 yonteme gore yapilmistir. Aktivite i¢cin 532-600 nm aralifinda absorbans

degisimlerine bakilmistir.
3.2.7. RNA izolasyonu

Bitki i¢in olumlu sonu¢ veren 6zel amacli RNA kitleri kullanilarak hassas
analizlerde kullanilabilecek kalite ve miktarlarda RNA izolasyonlar1 gergeklestirilmistir.
RNA analizleri i¢in 3 farkli donemde (Bor igeren Half Hoagland ¢ozeltisi
uygulandiktan bir giin sonra, Bor igeren Half Hoagland ¢6zeltisi uygulandiktan bir hafta
sonra ve hasat dncesi) ornek alinarak yaprak ve kok ornekleri ayri ayr1 sivi azotta toz

haline getirilip (EZ-RNA Total RNA Isolation Kit ), RNA izolasyonlar1 yapilmistir.

e Ornekler steril havan iginde, sivi azotta toz haline gelinceye kadar
ezilmistir.

e Ezilen 6rnek, steril 2 ml’lik santrifiij tlipline alinarak iizerine kullanmis
oldugumuz RNA izolasyon kitinin bilesenlerinden olan A solusyonu 500
ul olarak ilave edilmistir.

e Bu islemin ardindan tiiplere izolasyon kitinin diger bileseni olan B

solusyonundan 500 pl ilave edilmistir.
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e Tiiplerin ayni silire vortekslenmesiyle elde edilen homojen karigimi
iceren tiipler, 4 °C 12.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek tiipler
icerisindeki karisimin altta protein ortada DNA en iistte RNA olmak
lizere 3 faza ayrilmasi saglanmistir.

e Bunlardan RNA fazlar1 digerleriyle karigtirllmadan dikkatli bir sekilde
bagka tiiplere toplanarak, tiiplerin iizerlerine 500 pl izopropanol ilave
edilip vortekslenerek 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

e Ardindan tiipler tekrar 4 °C 12.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek,
tiiplerin tabaninda RNA peleti olustugu gézlemlenmistir.

e RNA’larn iizerindeki izopropanol dokiilerek yerine -20 °C’de muhafaza
ettigimiz % 75 EtOH % 25 DEPC ddH,0O’dan olusan karisimin 250 pl’si
ilave edilerek, 4 °C 12.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra
etanol uzaklastirilmistir.

e Ardindan tiipler 5 dakika boyunca 65 °C ‘de bekletilerek etanol tamamen
uzaklastiriimistir.

e Tiiplerin igine 25 ul DEPC ddH,O ilave edilerek 3 dakika boyunca 65 °C
‘de bekletilerek RNA pelletinin tamamen ¢oziinmesi saglanmistir.

e RNA okumalari, DNA ve protein bulagmasi olup olmadigi gibi kalite
belirleyici calismalar Nanodrop Biyofotometre kullanilarak, RNA
orneklerinin konsantrasyonlart 260 nm dalga boyunda Niikleik Asitler,
280 nm’de protein, 230 nm’de icerige karisan diger bilesiklerin
miktarlar1 belirlenmistir (Ek 1, EK 2, Ek 3, Ek 4, Ek 5, Ek 6).

e Konsantrasyonu belirlenen RNA oOrneklerinin 1 pg olacak sekilde
konsantrasyonlar1 esitlendikten sonra Reverse transcriptase enzimi ile
RNA zincirinin DNA zincirine doniistiiriilmesi sonucu olusan ilk zincir

komplementer DNA materyali olan cDNA sentezi yapilmustir.
3.2.8. cDNA Sentezi
Komplementer DNA (cDNA) sentezi, cDNA sentez kitinin (RevertAid™ First

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

gerceklestirilmistir.
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RNA orneklerinin her birinden, igerisinde 1 pg RNA bulunacak sekilde
konsantrasyonlar1 esitlendikten sonra, tiiplerin i¢ine 1 pl Random
Hexamer ilave edilerek 12 pl’ye tamamlanmaigtir.

Elde edilen karisim 65 °C de 5 dakika inkiibe edilmistir.

Ardindan oOrnekler buz iizerine alinarak, Polipropilen tiip igerisinde
hazirlanan reaksiyon karisimi her bir 6rnek i¢in; 4 ul 5x Reaction Buffer,
2 ul 10 mM dNTP Mix,1 pl RiboLock™ RNase Inhibitor (20u/ ul), 1 pl
RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/ul),  enzim
bilesenlerinden olusturulan bu reaksiyon karisimi tiiplere 8’er ul olarak
ilave edilmistir.

Ornekler Polymerase chain reaction (PCR) cihazinda 25 °C de 5 dakika,
42 °C de 60 dakika, 70 °C de 5 dakika inkiibe edilmistir.

Islem sonunda elde edilen cDNA’lar kantitatif PCR (Q-PCR)
deneylerinde kullanilacaklar1 zamana kadar -20 °C de muhafaza

edilmistir.

Reid (2007)’ ye gore izole edilen potansiyel bor tasiyicisi genin mRNA dizileri

baz alinarak tasarlanan ¢ift tarafli primerler kullanilarak bu genin farkli bor

konsantrasyonlarinda elde edilen mRNA’ larin ekspresyon diizeyleri kantitatif PCR

yontemiyle tespit edilmistir. Yabani bugdaylarda belirlenen bu gene ait ekspresyonlarin

farkli bor dozlarina bagli olarak varsa degisimleri Real Time PCR metoduyla

belirlenmistir. Real Time PCR c¢aligmalarinda Puroindolin b housekeeping geni

normalizasyonda kullanilmistir.

Cizelge 3.1. SYBR Green Miks ile Calisilan Primerler

Uzunluk Son Uriin
Primerler Sekanslari (mer) (Basepair)
S - 20
TABOR2REIDO7RT F5- GATGGGTCTGCATTTGGACT -3 103
R 5- CCAAAAAGCTCTCCTGCAAC -3° 20
o F5-ATTTTCCATTCACTTGGCCC -3° 20
Puroindolin b 92
R5-TGCTATCTGGCTCAGCTGC -3° 19

Deneylerimizde TABOR2REIDO7RT ekspresyonlart SYBR Green Q-PCR Master

Mix ile calisildi. Bu miks, PCR kosullar1 i¢in gerekli tiim materyali igerisinde

bulundurmakta ve SYBR Green boyasi i¢gin FAM filtresi kullanilmaktadir. Deneylerde
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ekspresyonuna bakilacak primerlerin (Cizelge 3.1.) Cizelge 3.2.’deki reaksiyon

bilesenlerine eklenmesiyle, reaksiyon hacmi her bir 6rnek i¢in 25 ul olarak hazirlandi.

Cizelge 3.2. SYBR Green Miksle Hazirlanan 25 pl Reaksiyon Hacmi Bilegenleri

Ekspresyonuna bakilacak forward primer (10 pmol /ul) 1.5 pl
Ekspresyonuna bakilacak reverse primer (10 pmol /ul) 1.5 pl
SYBR Green Master Miks 12.5 ul
cDNA 1l
ddH20 8.5 ul
Toplam 25 nl

Hazirlanan 6rnekler optik kapakl: tiipler igerisinde Q-PCR (Strategene MX3000 P,
USA) cihazina yerlestirildi. Deneylerin amplifikasyon kosullari, her bir primer igin
Fermantas SYBR Green Q-PCR Master Mixi kullanilarak optimize edildi.
TABORZ2REIDO7RT primeri i¢in ¢izelge 3.3.’deki Q-PCR kosullar1 uygulandi.

Cizelge 3.3. SYBR Green ile ¢alisilan TABOR2REIDO7RT Q-PCR Amplifikasyon Kosullari
94°C  3dakika

94°C 45 saniye

59°C 30 saniye 40 Dongii
72°C 30 saniye

72°C 5 dakika

SYBR Green yontemiyle yapilan Q-PCR’in baslangicinda ortamda tek zincirli
cDNA molekiilii, primerler ve reaksiyon tampon ¢ozeltisi icinde SYBR Green boyasi
bulunmaktadir. Bagli olmayan serbest cDNA molekiilii tek zincirli oldugu igin ¢ok az
bir floresan 1s1ma yapmaktadir. Primerler baglanip uzama basladiginda ise SYBR
Green, cift zincirli ¢cDNA’nin arasina girerek floresan yayilimi baglatmaktadir.
Baslangigtaki dongiilerde zayif olan floresan sinyal; olusan ekspresyona bagli olarak

belirli sayida ¢ogaltim sonrasinda ilerleyen dongiilerde hizla artmaya baglamaktadir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Biiyiime Parametreleri

Arastirmada, Triticum boeticum L. genotipine toksik seviyede uygulanan borun
bitkinin yas ve kuru agirlik ile kdk ve govde uzunlugu degerlerine ait veriler ayr

basliklar halinde verilmistir.

4.1.1. Govde yas agirhgi

T. boeticum L. genotipine toksik seviyede B uygulamasinin 7. ve 14. giiniinde
Olgiilen govde yas agirliklarma (g) ait grafikler Sekil 4.1’ de verilmistir. Yapilan
analizlerde, kullanilan genotip ve uygulamalar arasi farklilik, gévde yas agirligi

bakimindan uygulamanin 7. ve 14. giiniinde alinan 6rneklerde 6nemli bulunmustur.

0.400

0.350 |

0.300 | —

0.250 +—

w7/, gun

(g) 0.200 — 14.gin

0.150 +—

0.100 +—

0.050 +— — — — —

0.000 A T T T 1

Oppm 25ppm 250 ppm 500 ppm

Sekil 4.1. T. boeticum L. genotipinin B toksisitesi kosullarinda 7. ve 14. giinde elde edilen gévde yas
agirliklar

Grafikte goriildiigii gibi B dozunun artmasi ile govde yas agirliklarinda genel
olarak hem 7. hem de 14. giinde azalma meydana gelmistir. T. boeticum L. genotipinin
govde yas agirhign 7. giinde 0 mg kg™ dozuna gore kiyaslandiginda 25 mg kg™ ‘de %
7.90, 250 mg kg™ de % 22.81, 500 mg kg™’ de % 31.67 oraninda azalma goriilmiistiir.
14. giinde 0 mg kg™ gore kiyaslandiginda 25 mg kg™ “de % 23.58, 250 mg kg™ de %
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37.14, 500 mg kg’ de % 55.25 oraminda azalma meydana gelmistir( Sekil 4.1). Bu
azalmalar, hem 7. ginde, hem 14. giinde kontrole kiyasla 500 mg kg* B

uygulamasinda maksimum diizeyde oldugu goriilmiistiir.

Tahillarda bora hassasiyet bakimindan tiir ve ¢esit seviyesinde benzer tepki
farkliliklar1 Brezilya, Cin, Hindistan, Nepal, Tayland ve Tiirkiye gibi degisik iilkelerde
yapilan tarla denemelerinde belirgin olarak ortaya konulmustur (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 bugday cesitlerinin bora
dayanikli veya hassasiyetlerinin belirlenmesinde yas govde agirliklarina etkisi ortaya
konularak genotip i¢in bir genelleme yapildiginda, T. boeticum L. genotipinin B
toksitesine hassas oldugu soylenebilir. Benzer sekilde Rerkasem ve Jamjod (1997),
bugdayda bora hassasiyet bakimindan tiirler arasinda farkliliklar goriildiigiinii, bazen de

tiir igerisinde bile genis bir genotipik varyasyon olabilecegini bildirmistir.

4.1.2. Govde kuru agirhg:

T. boeticum L. genotipine toksik seviyede B uygulamasinin 7. ve 14. giinde

Olciilen ortalama gévde kuru agirliklar (g) Sekil 4.2.°te verilmistir.

m7.gln
I I 14.gun
o T - T - T I 1
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Sekil 4.2 T. boeticum L. genotipinin B toksisitesi kosullarinda 7. ve 14. giinde elde edilen govde
kuru agirliklar
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T. boeticum L. genotipinin 7. giinde toksik seviyede B uygulamasinin gévde
kuru agirlik etkisine bakildiginda 0 mg kg™ dozuna gére govde kuru agirhiklar: 25 mg
kg™t ‘de % 9.21, 250 mg kg™ de % 9.88, 500 mg kg™’ de % 47.02 oraninda azalma
goriilmiistiir. 14. giinde 0 mg kg™ gore kiyaslandiginda 25 mg kg™ “de % 20.35, 250 mg
kg' de % 37.08, 500 mg kg™ de % 65.23 oraninda azalmis ve bu azalma 7. ve 14.
giinde de 500 mg kg™ B uygulamasinda maksimum diizeyde olmustur (Sekil 4.2).

4.1.3. Kok yas agirh@

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

giiniinde Ol¢iilen kok yas agirliklarina (g) ait ortalama degerler Sekil 4.3’te verilmistir.

0.300
0.250 —
0.200 —
w7 gln
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0.100 —
0.050 —
0.000 T T T 1
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Sekil 4.3 T. boeticum L. genotipinin bor toksisitesi kosullarinda7.ve 14. giinde elde edilen kok yas
agirliklari

Frakli bor dozlarinin uygulandigi T. boeticum L. genotipinde B dozlarmnin
artmasi ile kok yas agirliklarinda hem 7. hem de 14. giinde genel olarak azalma
meydana gelmistir. 0 mg kg™ dozuna gore kok yas agrliklar1 25 mg kg™ ‘de % 5.80, 250
mg kg™ de % 9.86, 500 mg kg™ de % 9.22 oraninda azalma meydana gelmistir. 14.
giinde 0 mg kg™ ® dozuna gore kiyaslandiginda 25 mg kg™ B dozunda % 33.97, 250 mg
kg' de % 48.84, 500 mg kg™ de % 56.39 oraninda azalmis ve bu azalma 7. ve 14.
giinde de 500 mg kg B uygulamasinda maksimum diizeyde olmustur (Sekil 4.3).
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4.1.4. Kok kuru agirh@

T. boeticum L. genotipinde toksik seviyede B uygulamalarinin 7. ve 14. giinde

olgiilen ortalama kok kuru agirliklari (g) sekil 4.4°te verilmistir.

0.300
0.250
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Sekil 4.4. T. boeticum L. genotipinin bor toksisitesi kosullarinda7. ve 14. giinde elde edilen kok kuru
agirliklar

Toksik seviyede Bor uygulamalariin 7. giinde kok kuru agirliklarina etkisine
bakildiginda, 0 mg kg™ dozuna gére 25 mg kg™ ‘de % 0.52, 250 mg kg™ de % 5.01,
500 mg kg™ de % 8.65 oraninda azalma meydana gelmistir. 14. Giinde kok kuru
agirliklar1 0 mg kg™ B dozuna gore kiyaslandiginda 25 mg kg™ ‘de % 11.88, 250 mg kg™
" de % 60.49, 500 mg kg™’ de % 71.72 oraninda azalmis ve bu azalma 7. ve 14. giinde
de 500 mg kg™ B uygulamasinda maksimum diizeyde olmustur (sekil.4.4).

4.1.5. Govde Boyu

Farkli B dozlarina bagl olarak T. boeticum L. genotipine ait 7. giin ve 14. giin
icin ortalama govde uzunluklar1 sekil 4.5. ‘te verilmistir. Yapilan analizde 0 mg kg™
dozuna goére gévde uzunlugu bakimindan tiim dozlarda azalma goriilmiis ve bu azalma
7. ginde en fazla 500 mg kg’ B uygulamasinda maksimum diizeyde (% 78.19)
olurken, 14. giinde 0 mg kg™ dozuna gére, en fazla 500 mg kg™ B uygulamasinda

maksimum diizeyde (% 74.06) gévde uzunlugunda azalma goriilmistiir.
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Sekil 4.5. T. boeticum L. genotipinin bor toksisitesi kosullarinda 7. ve 14. giinde elde edilen gévde boyu
degerleri

4.1.6. Kok Boyu

Farkli B dozlarina bagl olarak T. boeticum L. genotipine ait ortalama kok

uzunluklart (m) sekil 4.6 ’da verilmistir.
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Tablo 4.6. T. boeticum L. genotipinin bor toksisitesi bor toksisitesi kosullarinda 7. ve 14. giinde elde
edilen kok boyu degerleri

Toksik seviyede Bor uygulamasinin T. boeticum L. genotipinin kok uzunluklar
tizerine etkisine bakildiginda B dozunun artirilmasi ile genotipte 7. ve 14. glinde kdk
uzunluklari genel olarak azalmis ve bu azalma 0 mg kg™ dozuna gére kiyaslandiginda 7.
giinde en fazla 500 mg kg™ B uygulamasinda (% 43.23) olurken, 14. giinde de 500 mg

kg™ B uygulamasinda maksimum diizeyde azalma ( % 44.44) olmustur.
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4.2. Bagl su icerigi

T. boeticum L. genotipinde toksik seviyede B uygulamalarinin 7. ve 14. giinde

olgiilen, ortalama bagil su igerigi (%) degerleri sekil 4.7.”de verilmistir.

100.00
80.00 [N — IS EEN—— B

60.00 +— — — — — .
m 7. gln
(%)

40.00 — — — — — m14.gln

2000 — [ — IS —EE—— B

0.00 - . . . 1
Oppm  25ppm 250ppm 500 ppm

Sekil 4.7. T. boeticum L. genotipinin bor toksisitesi kosullarinda 7. ve 14. giinde elde edilen bagil su
icerigi (%) degerleri

Toksik seviyede B wuygulamalarmmin yaprak bagil su icerigi etkisine
bakildiginda 7. giinde, B uygulamasi ile bagil su icerigi degerleri genel olarak artmistir.
B dozu uygulamalar: 0 mg kg™ B dozuna gore kiyaslandiginda bu artis, 7.giinde 250
mg kg B uygulamasinda maksimum diizeyde (% 4.02) olurken ve 14.giinde 0 mg kg™
B dozuna gore kiyaslandiginda genel olarak azalmis ve bu azalma 500 mg kg B dozu

uygulamasinda (% 21.31 ) maksimum diizeyde olmustur. (sekil 4.7).
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4.3. Bor Konsantrasyonu Degerleri

4.3.1. Govde bor konsantrasyonu

T. boeticum L. genotipinin gévde B igerikleri ICP-AES cihazi ile belirlendikten
sonra 7. giin ve 14. giin ‘e ait B miktarlar1 mg kg™ olarak hesaplanmus ve elde edilen

ortalama degerler sekil 4.8.’de verilmistir.
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Sekil 4.8. T. boeticum L. genotipinin bor toksisitesi kosullarinda 7. ve 14. giinde elde edilen gévde bor
konsantrasyonu degerleri

7. ve 14. ginde Genotip x B dozu interaksiyonu incelendiginde govde B
konsantrasyonlar1 60.55 ile 3205.82 mg kg™ arasinda degisim gdstermistir. Bor dozu
uygulamalar1 0 mg kg™ B dozuna gére kiyaslandiginda 7. ve 14. giinde de en fazla B
konsantrasyonu, 500 mg kg™ B dozunda tespit edilmistir. (sekil 4.8.).

4.3.2 Kok bor konsantrasyonu

T. boeticum L. genotipinin kok B igerikleri ICP-AES cihazi ile belirlendikten
sonra 7. giin ve 14. giin ‘e ait B miktarlar1 mg kg™ olarak hesaplanmus ve elde edilen

ortalama degerler sekil 4.9.’da verilmistir.
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Sekil 4.9. T. boeticum L. genotipinin bor toksisitesi kosullarinda 7. ve 14. giinde elde edilen kok bor
konsantrasyonu degerleri

T. boeticum L. genotipine toksik seviyede B uygulamasinin 7. ve 14. giinde
Genotip x B dozu incelendiginde kok B konsantrasyonlar1 122,07 ile 3176,59 mg kg™
arasinda degisim gostermistir. Farkli B dozu uygulamalart 0 mg kg B dozuna gore
kiyaslandiginda 7. ve 14. giinde en fazla B konsantrasyonu, 500 mg kg™ dozunda tespit
edilmistir (sekil 4.9.).

4.4. Antioksidant Enzim Aktiviteleri

T. boeticum L. genotipine toksik seviyede bor uygulamalarinin antioksidant
enzim aktivitelerinin belirlenmesi i¢in; prolin (PRO) ve lipit peroksidasyon (MDA)

Olctimleri yapilmis, elde edilen veriler grafikler halinde sekil 4.11 ve 4.12 de verilmistir.

4.4.1. Prolin bulgular:

Arastirma sonucunda denemede kullanilan T. boeticum L. genotipine ait prolin

degerlerinin, farkli B dozu uygulamalarina gore degisimleri sekil 4.11° de verilmistir.
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Sekil 4.11. T. boeticum L. genotipinin bor toksisitesi kosullarinda 7. ve 14. giin prolin degerleri

Denemede 7. giin 6rneklemelerinde kontrole kiyasla, 25 mg B kg™ dozunda
%1.61, 250 mg B kg™ dozunda %0.88, 500 mg B kg™ B dozunda artis %3.96 oraninda
artig belirlenmistir. Arastirma ile ilgili olarak 14. giin de yapilan 6rneklendirmelerde T.
boeticum L. genotipinin kontrole gore, 25 mg B kg™ dozunda %1.24 oraninda, 250 mg
B kg™ dozunda %2.07 oraninda ve 500 mg B kg™ dozunda da %1.52 oraninda artislar
oldugu belirlenmistir (sekil 4.11).

4.4.2. Lipit Peroksidasyonun Belirlenmesi

Arastirmada kullanilan T. boeticum L. genotipine ait lipid peroksidasyon
oranlari, malondialdehit miktarinda meydana gelen degisimlere gore belirlenmis ve elde

edilen degerlere ait grafikler sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12 T. boeticum L. genotipinin bor toksisitesi kosullarinda 7. ve 14. giin MDA degerleri

Toksik seviyede Bor uygulamalarina bagli olarak bitkilerde meydana gelen stres
sonucunda artan oksidatif stresin diger Onemli gostergesi membran lipidlerinin
peroksidasyonudur ve ortamdaki malondialdehit (MDA) miktarina goére tayin
edilmektedir (Elstner ve Osswald, 1994). Denemede kullanilan T. boeticum L.
genotipinin farkli b dozlarina gére MDA miktarlar farklilik géstermektedir. 7. gilin ve
14. gilin de yapilan 6rneklemelerde MDA miktarlar1 bor uygulalarina bagl olarak arttig1
belirlenmistir. Bor toksisitesinin genotipte yarattigi stresin 0 mg kg'1 B dozuna kiyasla

500 mg kg™ B dozun da MDA miktarmin daha fazla oldugu belirlenmistir (sekil 4.12).

4.5. Molekiiler genetik Calismalara Ait Sonuclar

Triticum boeticum L. (AA genomu), genotipinin farkli zaman dilimlerinde ( 1.
Zaman: Bor (B) uygulamasindan 1 gilin sonra alinan Ornekler, 2. Zaman: B
uygulamasindan 7 giin sora alinan 6rnekler, 3. Zaman: B uygulamasindan 14 giin sonra
alinan ornekler) alinan kok ve govde oOrneklerinden izole edilen RNA firiinlerinin
konsantrasyon degerlerine ( EK 1, Ek 2, Ek 3, Ek 4, Ek 5, Ek 6) gore toplam RNA
icerikleri belirlenmis ve bu degerlere gore CDNA sentezleri yapilarak ornekler gRT-
PCR islemleri i¢in uygun hale getirilmistir. Ilgilendigimiz B tasiyict geni olan TaBOR2’
un farkli B dozlarindaki ekspresyonunu izlemek i¢in TaBor2REIDO7RT F-R ve

ekspresyonun giivenirligini kontrol etmek i¢in Puroindolin b F-R primerleri kullanilarak
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PCR yapilmistir. PCR firtinleri %1,5’lik agaroz jelde GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder
uzunluk markdrii ile birlikte ylirtitiilmiistiir.

Reid (2007)’ ye gore izole edilen bor tasiyicisi genin Tabor2REIDO7RT mRNA
dizileri baz alinarak tasarlanan ¢ift tarafli primerler kullanilmistir. Bu genin farkli bor
konsantrasyonlarinda ve farkli zamanlarda ( 1. Zaman, 2. Zaman, 3. Zaman) elde edilen
mRNA cekspresyon diizeyleri kantitatif PCR yoOntemiyle tespit edilmistir. Yabani
bugdaylarda belirlenen bu gene ait ekspresyonlarin farkli bor dozlarmma ve farkh
zamanlara bagl olarak ortaya g¢ikan degisimleri gqRT-PCR metoduyla belirlenmistir.
Real Time PCR, normalizasyon caligmalarinda Actin (Sekil 4.12.), Tubulin (Sekil
4.13.), Ubiquitin (Sekil 4.14.), GAPDH (Sekil 4.15.), ve Puroindolin b (Sekil 4.16.) gibi
housekeeping genleri ile analizler yapilmis ve bu sonuglara gére, Puroindolin b geni,
referans genin ozelliklerini en iyi yansittigidan normalizasyonda Puroindolin b geni

kullanilmaistir.

Actin
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Sekil 4.12. Actin housekeeping geninin Ct degerleri

Tubulin
40.00
30.00 +— L omm o o |
(Ct)
20.00 +— - - | - __E1l.zaman
N 2.zaman
10.00 — L — P ! | -
3.zaman
0.00 ‘ . . |
Oppm 25ppm  250ppm 500 ppm

Sekil 4.13. Tubulin housekeeping geninin Ct degerleri


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
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Sekil 4.14. Ubiquitin housekeeping geninin Ct degerleri

GAPDH

40.00

30.00

(ct) B 1.zaman
20.00 [ | || [ m2.zaman
10.00 +— - P - _ 3.zaman
0.00 ——=— S — S e

Oppm 25ppm 250 ppm 500 ppm

Sekil 4.15. GAPDH housekeeping geninin Ct degerleri

10.00 Puroindolin b
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Sekil 4.16. Puroindolin b housekeeping geninin Ct degerleri

Bu ¢aligmalar sonucunda T. boeticum L. genotipinin farkli zamanlarda ve farkli
B dozlarinda kok ve govde 6rneklerinden Tabor2REIDO7RT primerleri ile elde edilen
gen ekspresyon diizeyleri (Cizelge 4.17., Cizelge 4.18.) belirlenmistir.
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Cizelge 4.17. T. boeticum L. genotipinin TaBOR2 genine ait kok ekspresyon (Ct) degerleri

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

Cizelge 4.18. T. boeticum L. genotipinin TaBOR2 genine ait govde ekspresyon (Ct) degerleri

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 kok ve govde diizeyinde TaBOR2/puroindolin b
ekspresyon sonuglari (Sekil 4.17., Sekil 4.18. ) verilmistir. Buna gore 1. zamanda
diliminde kok orneklerinde yapilan analizler sonucunda kontrole gére 250 mg kg™
dozunda ekspresyonda yiiksek diizeyde bir artis goriilmektedir 2. ve 3. zamanlarda
ekspresyonun gittikge azaldig tespit edilmistir. Govde 6rneklerinde ise bunun tam tersi
olmustur 1. zamanda TaBOR2/puroindolin b ekpresyonu olduk¢a diisiikken ilerleyen
zamanlarda ve dozlarda ekspresyonda artis oldugu tespit edilmistir. 3. zaman diliminde
kontrol oOrneklerinde yiiksek c¢ikan ekspresyon verileri ise daha fazla calisma ile

aciklanmaya mubhtagtir.
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Sekil 4.17 T. boeticum L. genotipine ait kok TaBOR2/Puroindolin b ekspresyonu
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Sekil 4.18. T. boeticum L. genotipine ait govde TaBOR2/Puroindolin b ekspresyonu

34



35

5. SONUCLAR VE ONERILER

Iklim odas1 uygulamalari, kontrollii sartlarda gerceklestirilen sera-saksi
calismalarina gore, Ozellikle de tarla caligmalarina gore, molekiiler yontemler ve
fizyolojik yontemler agisindan daha uygun g¢alismalardir. Element alimi gibi igerikteki
cok kiiciik farkliliklarin dahi bitkideki metabolik faaliyetlere yansimasinin ¢ok yiiksek
olabilecegi durumlarda, bitki biiylitme ortaminda yer alan elementlerin mevcut sartlarda
en ylksek hassasiyetle ortama uygulanabilecegi ve cevresel faktorlerin ortadan
kaldirildig1 bir yontem olmasi dolayisiyla iklim odasi uygulamalar1 6nemlidir. Bu tez
calismasi kapsaminda Bor dislama mekanizmasinda yer alan bir B tasiyicis1 olarak
bilinen TaBOR2 geninin sentezlenme diizeylerine bakildiginda, B’un bitkiler tarafindan
alinabilirligini etkileyecek, topragin yapisi, pH’s1, nemi, sicakligi, organik madde ve kil
mineralleri icerigi gibi bir¢ok faktor iklim odasi kosullarinda ortadan kaldirilmakta ve
tepkiler net olarak ortaya konmaktadir.

Calisma kapsaminda kullanilan yontemler sayesinde bitkilerin element alim
mekanizmalarimin agiga ¢ikarilmasina katki saglanarak, genotiplerin tolerans ve
hassasiyetleri tespit edilerek bu bilgiler 1s1ginda kiiltiir bitkilerinde istenilen yonde
secimler yapilabilecektir. Yapilan arastirmalarda bitkilerin basak¢ik ve ¢igek olusturma
sirasinda B noksanligina gosterdikleri tepkilere gore toleransl hatlardan duyarli hatlara
geri melezleme ile tolerans Ozelliklerinin transfer edilebilecegi ifade edilmistir. Belirli
tiirlerde B hareketinin bilinmesi, bitkideki B durumunu teshis etmek i¢in kullanilmasi
gereken yaklasimin belirlenmesinde kolaylik saglayacagi, B eksikliginin sebep ve
sonuglarin1 anlamaya yardimci olacagi ve kullanilmasi gereken optimum giibre
miktarinin belirlenmesini de saglayacagi bilinmektedir. Yaptigimiz bu tez caligmasi
kapsaminda kullanilan T. boeticum L. genotipinin, 6zelliklerinin ve B hareketinin
belirlenmesi ile 6zellikleri bilinen uygun bélgeler i¢in uygun genotip se¢imlerinde bu
yabani bugday tiirlinden elde edilen bilgilerden faydalanilmasi planlanmaktadir.

T. boeticum L. genotipinin toksik seviyede B uygulamalarina verdigi tepkinin
molekiiler ve fizyolojik seviyede incelenmesi ve bitkiler tarafindan bu elementin alim
mekanizmasinin aragtirilmasi amaciyla yapilan bu tez kapsaminda elde edilen sonuglar

asagidaki sekilde 6zetlenebilir;
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T. boeticum L. genotipinin kontrollii sartlarda iretildigi ve farkli B dozu
uygulamasina tabi tutulan kok ve govde oOrneklerinden izole edilen total RNA
konsantrasyonlarinin yeterli seviyede oldugu belirlenmistir.

Genel olarak T. boeticum L. genotipinin kok orneklerinde 1. zaman diliminde
genotipte B’un dislanmasinda faaliyet gosteren proteinle (TaBORZ2) ilgili gerek kritik
B igerigine sahip Half Hoagland ortamindaki érneklerde gerekse B icermeyen 0 mg kg™
ortamindaki 6rneklerde RNA diizeyleri maksimum seviyede oldugu belirlenmistir. 2. ve
3. zaman diliminde ise ve ayni genotipin 25 mg kg™ B, 250 mg kg ™ B ve yiiksek B
iceren ortamlarda (500 mg kg ™) kok érneklerinde B tastyict proteininin (TaBOR2) total
RNA diizeylerinin azaldig1 tespit edilmistir. Bu da bitki gelisiminin ortam kosullarindan
etkilenmis olabilecegi ile agiklanabilir.

T. boeticum L. genotipinin kok analiz 6rneklerinde yiiksek B igeren ortamlarda
aktif taginmayla, B’un diglanmasinda faaliyet gésteren proteinin RNA ekspresyon
diizeylerinde baslangigta bir artis oldugu ancak ekspresyonlarda ileriki dénemlerde
giderek azalma oldugu belirlenmistir. En yiiksek artisa ise 250 ppm dozunda 1. Zaman
diliminde rastlanmistir. Bu da olduk¢a anlamlidir. Ciinkii bu Ornekler bor
uygulamasindan bir giin sonra alinmiglardir. 500 ppm dozunda ise, ileri derecede toksik
doz, tolerans mekanizmasinin fazla boru dislamada yetersiz kaldigi sonucuna
varilmigtir. Nitekim bu veriler 6rneklerin fizyolojik analizleri ile de desteklenmektedir.

T. boeticum L. genotipinin gévde Orneklerinde 1. zaman diliminde RNA
ekspresyon diizeyleri kritik B igerigine sahip Half Hoagland ortamindaki 6rneklerde ve
B icermeyen 0 mg kg’ ortamindaki rneklerde TaBOR2 geninin RNA ekspresyon
diizeyleri minimum seviyede oldugu belirlenmistir. 2. ve 3. zaman diliminde ise ve ayn1
genotipin 25 mg kg™ B, 250 mg kg ™ B ve yiiksek B igeren ortamlarda (500 mg kg ™)
govde Orneklerinde TaBOR2 proteininin RNA ekspresyon diizeyleri arttig1
belirlenmistir.

T. boeticum L. genotipinin gévde analiz drneklerinde B igermeyen 0 mg kg'1
ortamindaki ve yiiksek B igeren ortamlarda (500 mg kg ™) aktif tasmnmayla, TaBOR2
gen ekspresyonunun 1. zaman diliminde minimum seviyede oldugu belirlenmis,
ekspresyon diizeyinin ileriki donemlerde giderek arttigi tespit edilmistir. Bununla
birlikte 3. Zaman diliminde 0 mg kg ™ B dozu uygulamalarinda genin ekspresyonunda
¢ok Onemli bir artis olmasi daha fazla ¢alisma ile izah edilmesi gereken bir duruma
isaret etmektedir. Ciinkii bu beklentinin aksi ydniinde bir ekspresyon diizeyidir. Thtimal

odur ki, burada bitkiye bor tasinmasinda devreye giren TaBOR2 i¢in bir homolog genin
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ekspresyon diizeyleri goézleniyor olabilir. Diger dozlarda ise 2. ve 3. Zaman
araliklarindaki ifade diizeylerindeki artiglar fazla borun kokten alindigi ilk asamadan
sonra govdeye taginmasi ile birlikte bu yiikksek diizeydeki borun bitki disina
verilmesinde TaBOR2 geninin govdedeki aktivite artigi ile agiklanabilir. Bu sonuglari

ilgili zaman dilimlerindeki bor konsantrasyon verileri de desteklemektedir.

Prolin, bitkilerde meydana gelen stres olusumuyla birlikte serbest radikalleri
stipiiriicii, su stresini dengeleyen ve proteinlerin kararliligini saglayan bir osmolit olarak
gorev yapmaktadir (Jain ve ark., 1991). Prolin ile ilgili yapilan ¢aligmalarda rollerinin;
ozmolit olarak gdrev yapmasi, hacmin dengelenmesi, proteinlerin stabilizasyonu,
sitozilik pH’nin ve hidroksil radikallerinin diizenlenmesi sayilabilir (Matysik ve ark.,
2002). Caligmamizda T. boeticum L. genotipinin 7. giinde yapilan orneklemelerinde
biribirine benzer sekilde 25 ve 250 mg B kg™ dozlarinda artis olurken, 500 mg B kg™
dozunda genotipte azalma oldugu belirlenmistir. 14. giinde yapilan 6rneklemelerde ise
genotipe uygulanan B dozlarinda artis oldugu belirlenmistir. Yapilan calismalar
sonucunda bor toksisitesi kosullarinda bitkilerde prolin seviyelerinin arttig1
belirlenmistir. Prolin birikimi hiicresel diizeyde osmotik dengenin diizenlenmesinde rol
oynayabilir. Bu yilizden osmoregiilasyonda onemlidir. Bir¢ok arastirict prolinin tiim

bitki seviyelerinde ve hiicre kiiltiirlerinde osmotik koruyuculugunu gostermistir.

Sonug olarak bu caligma ile heniiz tam olarak aydinlatilamayan B’un bitkideki
hareket mekanizmasina molekiiler ve fizyolojik diizeyde 151k tutulmaya calisilmis ve
bilgimiz dahilinde ilk defa, 6nemli gen kaynagi olan yabani bir bugday tiiriinde B’un
dislanmasinda faaliyet gosteren bir proteinle ilgili RNA ekspresyon diizeyleri
belirlenmis ve antioksidan enzim aktiviteleri, bilylime parametreleri ve bor
konsantrasyonlar1 ile desteklenmistir. Ancak arastirilan noktalarin netlesmesi i¢in konu

lizerine ¢aligmalarin devam etmesinin yararli olacagi kanaatindeyim.
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EKLER

EK-1 1. Zaman diliminde kok 6rneklerinin RNA konsantrasyonlari
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T.boeticum L. OMSANTASYON 50 560 280  260/280 260/230  'OoP-RNA

(ng/p) (ng)
0 ppm 1. tek. 311.81 1228 780  4.13 1.89 0.63 3.2
0 ppm 2. tek. 816.55 62.71 2041 1224 167 0.33 1.2
0 ppm 3. tek. 829.92 64.07 20.75 1241  1.67 0.32 1.2
0 ppm 4. tek. 457.95 10.42 1145 5091 1.94 1.1 2.2
25 ppm 1. tek. 391.74 865 979 479 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 1518 9.35 1.62 0.29 1.6
25 ppm 4. tek. 980.74 66.29 2452 1507 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. 337.27 796 843 439 1.92 1.06 3.0
250 ppm 4. tek. 294.75 845  7.37  3.89 1.9 0.87 3.4
500 ppm 1. tek. 639.69 60.26 1599  9.86 1.62 0.27 1.6
500 ppm 2. tek. 608.21 53.71 1521 9.43 1.61 0.28 1.6
500 ppm 3. tek. 42357 803 1059 5.5 2.06 1.32 2.4
500 ppm 4. tek. 680.67 57.77 17.02 1041  1.63 0.29 1.5




EK-2 2. Zaman diliminde kok 6rneklerinin RNA konsantrasyonlari
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T.boeticum L, KOMSANIrasyon 535 260 280  260/280 260/230  'OP-RNA
(ng/pl) (g
0 ppm 1. tek. 1318.02 80.729 3295 18631 @ 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 22279  1.80 0.48 0.6
0 ppm 4. tek. 1389.47 78.594 34.737 19865  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 24956  1.86 0.55 0.5
25 ppm 4. tek. 1865.83 82.965 46.646 25736  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 8329 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 5415 16.019 9.69 1.65 0.30 1.6
500 ppm 1. tek. 456.39 10.173 1141 5518 2.07 1.12 2.2
500 ppm 2. tek. 1110.74 79.271 27.769 15917  1.74 0.35 0.9
500 ppm 3. tek. 901.10 61.024 22527 13215 1.70 0.37 1.1
500 ppm 4. tek. 755.38 79.902 18.885 11.024 1.71 0.24 1.3




EK-1 3. Zaman diliminde kok 6rneklerinin RNA konsantrasyonlari
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T.bosticum L. KOMSANTASYON o5, 55y 580 260/280 260230 'OP-RNA

(ng/ul) (ng)
0 ppm 1. tek. 76754 55602 10.188 11434 168 034 13
0 ppm 2. tek. 41277 10472 10319 5266 196  0.99 2.4
25 ppm 1. tek. 70187 51151 17547 10517 167 034 1.4
25 ppm 2. tek. 42163 8381 10541 5113 206 126 24
250 ppm 1. tek. 459.87 7574 11497 5.792 1.98 1.52 2.2
250 ppm 2. tek. 45686 11944 11421 5519 207 0.9 2.2
500 ppm 1. tek. 20064 12932 5016 2755 18 039 5.0
500 ppm 2. tek. 18596 12719 4649 2616 178 037 5.4




EK-4 1. Zaman diliminde gévde 6rneklerinin RNA konsantrasyonlari
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T boeticum L, OMSANrAYON 500 o6 280 260/280 260/230 1 OP-RNA

(ng/nh) (ng)
0 ppm 1. tek. 78630 8341 19658 9271 212 236 13
0 ppm 2. tek. 101080 10787 25494 12.080 211  2.36 1.0
0 ppm 3. tek. 65560 6912 16391 7.804 210 237 15
0 ppm 4. tek. 84560 8888 21193 10050 210  2.38 12
25 ppm 1. tek. 839.90 9178 20999 10002 210  2.29 12
25 ppm 2. tek. 85540 0631 21385 10140 211 222 12
25 ppm 3. tek. 97750 10355 24437 11558 211  2.36 10
25 ppm 4. tek. 86450 9101 21612 10252 211 237 12
250 ppm 1. tek. 85130 9521 21.281 10090 211  2.24 12
250 ppm 2. tek. 93730 10022 23432 11118 211 234 11
250 ppm 3. tek.  692.80  7.364 17.320 8242 210  2.35 14
250 ppm4.tek. 90510  9.540 22627 10671 212 237 11
500 ppm 1. tek.  637.40 6826 15936 7.617 209  2.33 16
500 ppm2.tek. 63610 6972 15901 7578 21 228 16
500 ppm3.tek.  679.40  7.187 16986 8058 211  2.36 15
500 ppm 4. tek. 506.50 6426 14913 7196 207 232 17




EK-5 2. Zaman diliminde gévde 6rneklerinin RNA konsantrasyonlari
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T boeticum L., KOMSAnUrasyon 50 950 280 260/280 260/230  |oP- RNA

(ng/pl) (ng)
0 ppm 1. tek. 1352.12 37.078 33.803 17.072 1.98 0.91 0.7
0 ppm 2. tek. 149222 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 28509 27.336 13.944 1.96 0.96 0.9
25 ppm 4. tek. 1321.65 43234 33.041 16.6 1.99 0.76 0.8
250 ppm 1. tek. 1175.61 42261 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 14
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




EK-6 3. Zaman diliminde gévde 6rneklerinin RNA konsantrasyonlari
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T.bosticum L. OMSAMIANON 50 g 280 260/280 2600230 ' OP- RNA
(ng/nh) (ng)

0 ppm 1. tek. 635.69 2477 1589 8616  1.84 0.64 1.6

0 ppm 2. tek. 690.39 17.79 17.26 8526  2.02 0.97 1.4

25 ppm 1. tek. 908.82 2415 2272 11641 1.95 0.94 1.1

25 ppm 2. tek. 407.86 10.90 1020 5563  1.83 0.94 2.5

250 ppm 1. tek. 546.42 2352 13.66 7.057 1.94 0.58 1.8

250 ppm 2. tek. 742.35 1650 1856 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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