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Prof. Dr. Sait GEZGIN
Do¢. Dr. Abdullah KAHRAMAN

Bor toksisitesi 6zellikle kurak ve yar1 kurak tarim bolgelerinde bugday tiriiniinde
bliylime ve tane veriminde azalmaya yol agmaktadir. Bu nedenle, bor’a toleransh
bugday c¢esitlerinin gelistirilmesi i¢in bor toksisitesine toleransi daha yiiksek olan
bugday yabani akrabalarinin (WWR'ler) incelenmesi ve kullanilmasi faydali olacaktir.
Ayrica, bor toksisitesi stres toleransini gelistirmek icin WWR'leri verimli bir sekilde
kullanmak icin, bor toksik biiyiime kosullar1 altinda bunlarda meydana gelen
transkriptomik degisiklikleri anlamak Onemlidir. Bu yaklagim dogrultusunda, bu
calismada, bor toksisitesine toleransli bir Triticum urartu genotipinin transkriptomik

yanitt RNA dizileme yoluyla arastirilmis ve RT-qPCR yoluyla B toksisitesi toleransini



diizenlemede rol oynadigi diisliniilen bazi genlerinin ekspresyonunu incelenmistir.
Fizyolojik biiylime analizinde, govde yas agirligi harig, T. urartu, P1662222 genotipinin
kok-govde uzunlugu, kok yas agirligr ve kok-gévde kuru agirligi dahil olmak iizere
diger tiim biiyiime parametreleri, kontrol ¢esidi Bolal 2973'e kiyasla yiiksek bordan (10
mM) daha az etkilenmistir. Ayrica, bor toksisitesi, genotipin B tolerans seviyesinden
bagimsiz olarak govdelere kiyasla kokler iizerinde daha azaltici bir etkiye sahip
olmustur. Molekiiler analizde, ¢alismada toplam 2.254 yeni gen ve 7402 yeni transkript
tanimlanmistir. Iki gdvde kiitiiphanesinde toplam 32.777 genin diferansiyel olarak
diizenlenirken, bunlar arasinda 654 gende Onemli Olgiide diferansiyel ekspresyonu
gozlenmistir. Onemli dlciide diizenlenmis bu genlerden 441'inin asag1 diizenlendigi,
213 genin ise yukari diizenlendigi tespit edilmistir. RT-qPCR analizi i¢in transkriptom
dizileme sonuglarina goére farkli mekanizmalarda yer alan ve 6nemli dl¢lide diferansiyel
ekspresyon gosteren dort gen rastgele secilmistir. Kontrol ile karsilastirildiginda Bor
toksik biliylime kosulu altinda calisilan dort gen arasinda, a-DOX, GELP, FTSH 9,
genleri asagi regiilasyon gosterirken, UXS1 geni yukar1 regiilasyon gostermistir.
Calisilan tim genlerin RT-qPCR yoluyla diferansiyel ekspresyonu, RNA dizileme
sonuclariyla uyumludur.

Bu tezde tanimlanan B toksisitesi stresine duyarli aday genlerin
tanimlanmasiyla, bugday ve diger tahil irilinlerinde gelecekteki omik arastirmalar
kolaylastirilacaktir. Arastirilan tez, T. urartu genotipinin bor toksisitesine toleransi ve
transkriptomundaki degisiklikler iizerine yapilan ilk aragtirmadir. Elde edilen sonuglar,
yiiksek bor’a yanit veren tanimlanmis genlerin bor toksisite toleransi saglamadaki
islevlerini dogrulamak iizere islevsel olarak karakterize etmek i¢in transgenik deneylere
thtiya¢c oldugunu gostermektedir.  Sonuclarimiz, evcillestirilmis bugdaymn genetik
cesitliligindeki dar bogaz1 genisletmek i¢in T. urartu’dan farkli genlerin
kullanilabilecegini ortaya koyarken, molekiiler 1slah veya genetik miihendisligi
araciligiyla bugdayin yiiksek bor konsantrasyonuna toleransini gelistirmeye olanak

saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Abiyotik stres, Bor toksisitesi, Bugday, Gen Ekspresyonu,
RT-gPCR, Transkriptomik analiz, Triticum urartu.
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One of the main problems brought by the increasing population and climate
change in today's world is the need for an increased food supply over the years.
However, increasing the food supply is getting difficult due to the reduction in crop
yields under a continuously changing environment. Thus, it is required to develop new
crops with more adaptation toward environmental change. Wild genetic resources are
known for their greater adaptation in harsh growth conditions and thus, should be used
for the development of genotypes with greater tolerance levels. Wheat is an important

agricultural crop whose production is largely affected by excess or deficiency of



mineral elements in the soil. Boron is one of those elements whose toxicity leads to a
reduction in growth and grain yield in wheat crop, especially in arid and semi-arid
agricultural regions. Thus, it will be beneficial to study and utilize wheat wild relatives
(WWRs) with greater boron toxicity tolerance to develop boron-tolerant wheat
cultivars. However, to efficiently utilize WWRs for developing boron toxicity stress
tolerance, it is important to understand transcriptomic changes occurring in them under
boron-toxic growth conditions. In line with this approach, in this study, we explored the
transcriptomic response of a boron toxicity-tolerant, Triticum urartu genotype,
P1662222 via RNA sequencing, and studied the expression of some of its genes that
seems to be involved in regulating its B toxicity tolerance via RT-gPCR. In
physiological growth analysis, except shoot fresh weight, all the other growth
parameters of T. urartu, P1662222 genotype including root-shoot length, root fresh
weight, and root shoot dry weight were less affected by high boron (10 mM) as
compared to check cultivar, Bolal 2973. Moreover, regardless of the genotype's level of
boron tolerance, boron toxicity had a greater depleting effect on roots than on shoots. In
molecular analysis, total 2,254 novel genes and 7402 novel transcripts were identified in
the study. While a total of 32,777 genes were differentially regulated in the two shoot
libraries, significant differential regulation was observed in 654 genes. Among these,
213 and 441 genes were up- and down-regulated respectively. Four significantly
differentially expressed genes involved in different mechanisms were randomly selected
based on transcriptome sequencing results for RT-gPCR analysis. Among the studied
four genes, while a-DOX, GELP, and FTSH 9 genes showed downregulation, UXS1
gene showed upregulation under boron toxic growth conditions as compared to Control.
The differential expression of all the studied genes via RT-qPCR was in line with the
RNA sequencing results.

The future omics research in wheat and other cereal crops will be facilitated by
the identification of the putative genes for boron toxicity stress responsiveness found in
this thesis. As per the available literature, this was the first study to determine the boron
toxicity tolerance of T. urartu genotype and changes in its transcriptome. The obtained
results suggested the need for more investigation including transgenic experiments to
functionally characterize the identified high boron-responsive genes and to confirm
their function in conferring B toxicity tolerance. The results directed towards the
utilization of several T. urartu genes to increase the restricted genetic diversity of

cultivated wheat. Molecular breeding or genetic engineering-based techniques can be



employed to effectively utilize the obtained data to increase boron toxicity tolerance in

modern wheat cultivars.

Keywords: Abiotic stress, Boron toxicity, Gene Expression, RT-qPCR
Transcriptomic analysis, Triticum urartu, Wheat.
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1. GIRIS

Diinya niifusu 1800 yilinda 1 milyardan 2023 yilinda 8 milyara yiikselmistir ve 2050
yilinda 9,7 milyara yiikselmesi beklenmektedir. Tiirkiye'nin niifusu 1960-2021 yillar1 arasinda
27,47 milyondan 84,78 milyona yiikselmistir. Diinya niifusunun 2050 yilinda beslenebilmesi
icin diinya gida tretiminin yaklasik %70 oraninda artmasi gerekmektedir. Gelismekte olan
iilkelerdeki tiretimin neredeyse iki katina ¢ikmasi gerekecektir. Bugday, kiiresel olarak en
yaygin tretilen tahildir ve tiretimi kiiresel tahil iiretiminin 1/3"inii olusturmaktadir ve {i¢ ana
kiiresel tahil {irtiniinden biridir. Diinya bugday iiretiminin yarisindan fazlasi insan
beslenmesine, geri kalan1 ise hayvan yemi ve isleme endiistrisinde kullanilmaktadir (Curtis ve
ark., 2002) (FAO 2018). 2021 yilinda bugday icin hasat edilen toplam alan kiiresel olarak 220
milyon (M) hektardir. Tiirkiye'de bugday hasat edilen alan 6 Mha, iiretim ise 17 milyon
tondur. Tirkiye'de yetistirilen tahillar arasinda en yaygin iiretimi yapilan bugdaydir ve
beslenmedeki oneminden dolayr Tiirkiye'de de stratejik bir bitki olarak kabul edilmistir
(Gaytancioglu, 2007). Tirkiye'de yaklasik olarak tarim topraklarmin %43'inde bugday
yetistiriciligi yapilmaktadir (Arisoy, 2010).

Bugday, kiiresel gida kalori ve proteinin beste birini saglayarak kiiresel gida ve
beslenme giivenliginin saglanmasinda 6zellikle 6nemli bir rol oynamaktadir (Dixon, 2007;
Shiferaw ve ark., 2013). Kiiresel bugday iiretiminin 2022-2023 pazarlama yilinda 781 milyon
metrik tonun {izerinde olacagi kaydedilmistir. Ancak niifus artisi, mevcut ortalama tiiketim
seviyelerinde bugday gida ihtiyacini karsilamak i¢in 2050 yilina kadar yilda 132 milyon mt ek
iretim yapilmasi gerektigi anlamina gelmektedir. Ne yazik ki tarim, iklim degisikligiyle ilgili
artan gevresel kaygilar nedeniyle bircok zorlukla kars: karsiya kalmaktadir. iklim degisikligi,
kiiresel olarak tropikal ve sub-tropikal bolgelerde yetistirilen tarimsal iirlinlerin ¢ogu igin
biiyiik bir tehdittir. Bugday verimliligi, kuraklik, sicaklik, tuzluluk, yiiksek CO2 ve beslenme
yetersizlikleri veya toksisiteleri gibi akut iklim olaylarinin tahmin edilemeyen sikligi
nedeniyle tehdit altindadir. Bu faktorler kiiresel gida ekonomisini, bugday kalitesini ve
verimini ve diinya gida giivenligini olumsuz yonde etkilemektedir (Wang ve Frei, 2011;
Aprile ve ark., 2013; Sehgal ve ark., 2018) ve bu durum birgok bitki 1slahgisi i¢in temel bir
endise kaynagidir. Degisen iklim ve CO2 seviyesi, sicak hava dalgalar1 ve yagmur desenleri
arasindaki ¢ok yonlii etkilesim sonuglar1 beraberinde gelecek nesile stabilize bugday kalitesi
ve verimi saglamak icin zor kosullar olusturmaktadir.

Topraktaki bor toksisitesi, 6zellikle yar1 kurak ve kurak tarim bolgelerinde olmak

lizere, diinya ¢apinda mahsul verimi i¢in 6nemli bir abiyotik kisitlamadir (Khan ve ark.,
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2021). B toksik topraklar1 Avustralya, Sili, Misir, Macaristan, Hindistan, Irak, Israil, italya,
Urdiin, Libya, Malezya, Meksika, Fas, Pakistan, Peru, Rusya, Sirbistan, Suriye, Tiirkiye ve
ABD dahil olmak tizere farkli iilkelerde rapor edilmistir (Brdar-Jokanovi¢, 2020). Tiirkiye'de
bor yataklarinm bulundugu Simav daglarindan beslenen I¢ Anadolu bélgesi ve Gediz nehri
cevresindeki ovalar (Salihli, Menemen vb.), Bursa Kemalpasa ve Igdir ovalarim1 kapsayan
tarimsal bolgenin %25'i bugday veriminde %50 kayba neden olan B toksisitesinden
muzdariptir. Yiiksek B, fotosentezi, hiicre boliinmesini, hiicre duvar stabilitesini, antioksidan
savunma mekanizmalarini ve karbonhidrat metabolizmasin etkileyerek bitkilerdeki fizyolojik
ve molekiiler siiregleri bozmaktadir (Papadakis ve ark., 2004; Landi ve ark., 2012; Pandey ve
ark., 2020). Stresli bitkilerde bodur kdk gelisimi, kloroz ve yaprak uglarinin nekrozu, asir
B'nin baz1 gozle goriiliir belirtileridir (Cervilla ve ark., 2007; Sakamoto ve ark., 2011; Catav
ve ark., 2018). Diisiik veya normal B konsantrasyonu saglandiginda, B’ nin bitkilere alim1
pasif diflizyon ile gerceklesirken, borik asit kanallar1 ve borat ihracatcilari, B noksanligi ve
yiiksek B yetistirme sartlar1 altinda bitkilerin hareketine fayda saglamaktadir (Pandey ve ark.,
2020; Khan ve ark., 2023a).

Borik asit veya boratlar, toprakta mobil borun bulundugu iki formdur. Ancak kok
bolgesinden siiziilmesi i¢in su gerekmektedir. Kurak ve yar1 kurak bolgeler daha az suya sahip
oldugundan, B'nin topraktan siiziilmesi i¢in gercken su miktar1 yetersiz kalmakta ve bu
nedenle B iist toprakta birikerek bitkilerde B toksisitesine yol agmakta ve bitkisel {iretimi
etkilemektedir (Camacho-Cristobal ve ark., 2008; Tanaka ve Fujiwara, 2008; Khan ve ark.,
2023a). B giibrelerinin uygulanmas: {irlinlerdeki B eksikligini giderebilirken, B toksik
topraklarin biiylik 6lcekte yikanmasi pratik degildir (Reid ve ark., 2004). Bu nedenle, B
toksisitesiyle basa ¢ikmak i¢in B toksisitesine toleransli bitki materyali gelistirmekten baska
bir secenek yoktur.

Bugdayin yabani akrabalari (WWR) ve bunlarin mevcut evcil veya kiiltlir formlari,
farkli biyotik ve abiyotik stres kisitlamalarina karsi tolerans gelistirmek i¢in muazzam bir
potansiyele sahiptir (Khan ve ark., 2022). Bununla birlikte, potansiyellerinden faydalanmak
icin, belirli stres kosullar1 altinda taranmalari ve toleransli genotiplerin belirlenmesi
gerekmektedir. Boylece bunlar hedeflenen islah programlarinda kullanilabilir. Ayrica, farkli
stres kosullarina karsi tolerans saglamada olasi rol oynayabilecek genlerin tanimlanmasi
gerekmektedir. Ne yazik ki, bor toksik biiylime kosullar1 altinda WWR'nin
degerlendirilmesine iliskin sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir (Emon ve ark., 2012; Khan ve
ark., 2021; Pandey ve ark., 2022; Khan ve ark., 2023b). T. urartu (diploid, AA), modern
durum (T. turgidum, AABB) ve ekmeklik (T. aestivum, AABBDD) bugdaylarin A alt
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genomunun atasidir (Dvordk ve ark., 1993; Peng ve ark., 2011). Bugdayda stres tepkilerini
incelemek ve modern bugday ¢esitlerinde stres toleransi gelistirmek i¢in yararli olabilecek
genlerin kesfi icin degerli bir genetik kaynaktir. ilging bir sekilde stres kosullarina karsi
potansiyel bir tolerans kaynagi olarak tanimlanmasina ragmen T. urartu bor toksisitesine
tolerans acisindan kapsamli bir sekilde taranmamaistir ve bugiine kadar bora toleransl higbir T.
urartu genotipi tanimlanmamistir. Ayrica, mevcut literatiire gore, bor toksik kosullar1 altinda
herhangi Dbir T. wurartu genotipindeki transkriptomik degisiklikler bugiine kadar
calisilmamistir. Bdylece literatiirde bir bosluk olusmustur. TUBITAK 1001 projesi (Proje No.
1190455) kapsaminda, farkli yabani ve ihmal edilmis bugday tiirlerini i¢ceren 150'den fazla
katilim bor toksisitesi toleransi agisindan taranmis ve fizyolojik ve biyokimyasal analiz
sonuclarina dayanarak yiiksek B toleransli bir T. urartu genotipi olan P1662222 belirlenmistir.
Bu tezde, bu genotip bor toksisitesi stresi altinda molekiiler diizeyde daha fazla arastirilmistir.
Bu nedenle tezin amaci, yiiksek derecede toksik B ortaminda (10 mM B) yetistirilen B
toksisitesine toleransli bir T. urartu genotipi olan P1662222'nin koklerinin transkriptomik
tepkisini kontrol (3,1 uM B) uygulamasia kiyasla belirlemektir. Elde edilen sonuglar,
gelecekteki 1slah programlarinda bugdayin B toksisitesine toleransini artirmak i¢in daha fazla
calisilabilecek birka¢ T. urartu aday genini Onermistir. Literatiirdeki eksiklik elde edilen
veriler ile tamamlanmakla birlikte, bugdaymn B toksisitesine verdigi yanitin arkasindaki
diizenleyici ve molekiiler proseslerin anlasilmasina da katki saglamistir. Belirlenen ytiksek
Bora duyarli genlerin fonksiyonel karakterizasyonu, bitkilerde B toksisite toleransin

saglamadaki rollerini belirlemek i¢cin gelecekte de yapilmasi nerilmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Bugday, Uretimi, iklim Degisikliginin Etkileri, Evrimi ve Bugdaym Yabani
AKkrabalan

Tahil tiirlerinden en yaygin bilinen ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) Poaceae
familyasinda oncelikle otogam ve yillik bir tahil tiiriidiir. Ug alt genom yapis1t A, B ve D
seklinde olusan ve 21 kromozom ¢iftinden meydana gelen alloheksaploid bir tiirdiir, Genom
BBAADD, 2n = 6x = 42 (Sears, 1952). insan ve c¢iftlik hayvanlarinin besin ihtiyaclarini
karsilama da bugdayin ekonomik 6nemi biiyiik paya sahiptir. Ayrica bugday giinliik enerji
kaynagimizi saglayarak karbonhidrat beslenmesinde biiyiik 6neme sahiptir. Bununla birlikte,
lif, proteinler ve fitokimyasallar, mineraller, vitaminler ve lipitler gibi kii¢lik bilesenler gibi
onemli diizeyde ek temel besin maddelerine de sahiptir.

T. aestivum, diinya genelinde yetistirilen baslica bugday tiirtiidiir ve kiiresel yillik
iiretimin 700 milyon tondan fazlasini kapsamaktadir. Ek olarak, her y1l Akdeniz'i ¢evreleyen
sicak ve kuru kosullara ve diger yerlerdeki benzer sicakliklara uygun yaklasik 35-40 milyon
ton tetraploid T. durum yetistirilmektedir. Durum bugday1 daha ¢ok makarna yapiminda
kullanildig1 i¢in makarnalik bugday olarak da adlandirilir. Ayni1 zaman diliminde 704 ton
piring ve 874 ton musir liretim degeri ile bugday1 diinya capinda iiretim agisindan en 6nemli
tigiincii tirlin haline getirmektedir.

Son kiiresel 1sinma, sicaklik degiskenligi ve asiriliklart ile yagis modellerinin
dagilimin1 6nemli dl¢iide degistirmistir (Rahmstorf ve Coumou, 2011; Gourdji ve ark., 2013).
Bu degisimler, kiiresel olarak piringten sonra en yaygin yetistirilen tahil iiriinii olan bugday
mahsuliiniin iiretim ortamlar1 iizerinde sonuglar dogurmaktadir (Reyer ve ark., 2013).
Sicakliktaki her bir derecelik artisla birlikte, kiiresel bugday iiretiminin %6 oraninda azalacagi
ve hem yere hem de zamana gore daha degisken hale gelecegi ongoriilmektedir (Asseng ve
ark., 2015). Cesitli arastirmalar, 2030 yilina kadar, tipik bir yildaki kritik gelisim
seviyelerinde asir1 yiiksek sicakliklarin tehdit olusturdugu kiiresel bugday yetistirme alaninda
iki kat artis ve 2050 yilina kadar risk altindaki alanda ii¢ kattan fazla artis beklememiz
gerektigini gostermistir. Ayrica, 2050 yilinda diinya niifusunun 9,1 milyara ulasacagi ve 2050
yilina kadar toplam tahil tiretiminin artirilmasi gerekecegi ongoriilmektedir.

Bugdaym evrimini ve bugdayin yabani akrabalarinin genetik cesitliligini anlamak,

bugday 1slahi icin Onemlidir. Tirler arast ve tiir i¢i hibridizasyon, poliploidizasyon ve
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tekrarlayan bugdayimn yabani akrabalarin olusumu, Triticum cinsinin evrimine yol agmistir
(Gustafson ve ark., 2009). Bugday (Triticum spp.), ~10.000 yil 6nce Yakin Dogu Bereketli
Hilal'de yetistirilen ve evcillestirilen Neolitik kurucu mahsul bitkilerinden biridir (Lev-Yadun
ve ark., 2006). Bereketli Hilal'de evcillestirilmesiyle baslayan ekimi, Norveg, Finlandiya ve
Rusya'da 67° K'ye kadar kuzeyde ve Arjantin'de 45° G'ye kadar giineyde, cogunlukla 1liman
bolgelerde ve daha az oranda sub-tropikal ve tropikal habitatlarda yetistirilen rakipsiz bir yer
yelpazesinde diinya ¢apinda yayilmistir (Feldman ve Millet, 2001). Mac Key, T. aestivum'u
bes alt tiire sahip olarak smiflandirmistir; ikisi kavuzlu, ssp. spelta, ssp. macha ve tigli ¢iplak
taneli, ssp. aestivum, ssp. Compactum ve ssp. sphaerococcum (Mac Key, 1954). Bir yari
yabani tiir olan ssp. tibetanum hari¢ tiim alt tiirler evcillestirilmistir, ssp. tibetanum

muhtemelen Tibet'te yetistirilmeyen yabani bir bugdaydir (Shao ve ark., 1983).

Yabani Kirmizi Siyez bugday
Triticum urartu

= y z Triticum
Aegilops speltoides 2n=14AA deglicnseibides boeticum
i 2n=14 BB/ GG
Yabani kavuzlu 2n=42 SS 2n=14 AA
0,3-0,5 milyon yil 8nce
Yabani Timopheevi Bugday
Yabani Gernik Bugday: Triticum araraticum
Triticum dicoccoides } 2n=28 AA BB
2n=28 AA BB

Evcillestirilmis Timopheevi Bugday

Ekili kavuzlu Evcillestirilmis Gernik Bugday: Aegilops tauschii Triticum timopheevi

10.000 yil 8nce Triticum diccocon 2n=14 DD = i
P e 2n=28 AABB e
Hekzaploid Spelta Bugday!
Triticum spelta Hekzaploid Zhukovskyi Bugday:
9.000 yil 6nce 2n=AA BBDD Triticum zhukovskyi
2n=42 AA BB AA
Ekili Kavuzsuz e : o
8.500 yil &nce Ekg' l::lonya Ekili durum bugdayi Aegilops tauschii
e UE! alyl ) Triticum durum Cosson
riticum polonicum D28 AABE 2n=14,DD Mutasyon
2n=28 AABB
Ekili iran Bugiday: Ekili Percin Bugday:
Triticum carthlicum Triticum turgidum
2n=28 AABB 2n=28 AABB

Hekzaploid Ekmeklik Bugday
Triticum aestivum L.
Triticum turgidum bugday grubu 2n=42 AA BBDD Triticum timopheevi bugday grubu

Sekil 1. Bugday Evriminin Sematik Diyagram [ (Yang ve ark., 2022)’dan

uyarlanmstir|

Bugday tiirlerinin kromozomal sayilarinin kesfi, bugdayin diploidler (2n = 2x = 14),
tetraploidler (2n = 4x = 28) ve hekzaploidlerden (2n = 6x = 42) olusan bir poliploid seriden
olustugunu gostermis ve bu, bugday evrimi ¢aligmasinda 6nemli bir doniim noktas1 oldugunu
ortaya koymustur (Levy ve Feldman, 2022). T. urartu'ya ¢ok benzeyen diploid bir tiir ondan
~1,3 MYA ayrismis ve A alt genomunun erkek donorii olarak tanimlanmistir. Benzer sekilde,

Ae. speltoides ile iliskili diploid bir tiir ondan ~4,5 MY A ayrismis ve B alt genomunun disi



donérii olarak tanimlanmistir (Peng ve ark., 2011) (Sekil 1). Bu iki tiir melezlesmis ve
yaklagik 800.000 yil Once tetraploid yabani gernik bugdayinin olusmasina yol agmistir
(Marcussen ve ark., 2014; Li ve ark., 2022; Yang ve ark., 2023). Yaklagik 9000 y1l 6nceki
ikinci allopoliploidizasyon olayinda, allotetraploid bugdayin A ve B alt genomlari, D alt
genomunun erkek dondrii olan Ae. tauschii ile melezlenmis ve ilk olusan kabuklu
allohekzaploid tiretilmistir (Feldman ve Millet, 2001; Feldman ve Levy, 2015; Yang ve ark.,
2023).

Bugdayin evrim ve evcillestirme siirecinde gelisen bu yabani akrabalari, 1slah¢ilara
cesitli tarim sistemleri i¢in daha uygun bir genetik altyapiya sahip yeni gesitler gelistirmeleri
icin biiyiik olanaklar sunmaktadir (Glaszmann ve ark., 2010). WWR’lar (yabani bugday
tiirleri), agronomik ve morfolojik 6zellikler bakimindan oldukga ¢esitli ve degisken yapiya
sahiptir. Bu tiirlerin farkli ekolojik bolgelerdeki dagilimi, benzersiz 6zelliklere sahip cesitli
tiirlerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bugdayin yabani akrabalarindaki genetik cesitliligi
tanimlamak ic¢in son otuz yilda ¢esitli molekiiler isaretleyici sistemleri kullanan ¢ok sayida
calisma yapilmistir. Bu nedenle, atalarin gen havuzunun kullanilmasi, yeni Ustiin ekmeklik
bugday cesitlerinin gelistirilmesi i¢in uygun bir stratejidir. Bugdaymn yabani akrabalari
modern bugdayla yakindan iliskili oldugundan, bunlar biiyiik 6lclide abiyotik stres toleransi
gelistirmek icin 1slah programlarinda kullanilmistir. Bu tiirler, kiiresel gida stogunun
stirdiiriilmesi igin gerekli kritik kaynaklar olarak tanimlanmaktadir (Redden, 2013). Poaceae
familyasinin Pooideae alt familyasinin bir parcast olan Triticeae kabilesi, Triticum ve
Aegilops L cinslerini kapsamaktadir. Bu akrabalar, en 6nemli tarimsal iiriin olan T. aestivum L
ile baglantili olduklarindan, bugday islah programlar1 i¢in 6nemli gen havuzlar saglarlar
(Bothmer ve ark., 1992). Bugdayin allo-poliploidi, poliploid tiirlerin yeni ortamlara daha iyi
uyum saglamasi ve agronomik 6zelliklerde daha diisiik ploidi derecesine sahip atalarindan
daha iyi performans gostermesi nedeniyle daha genis bir alana yayilmasini hizlandirmistir
(Dubcovsky ve Dvorak, 2007). Bu nedenle, giftgiler tercihlerini bu bugday tiirlerinden yana
kullanip daha genis bir iiretim alanina yol acarak Bereketli Hilal'den diinyaya yayilmalarini

kolaylastirmistir.

2.2 T. urartu, Cografyasi, Konumu, Stres temelli calismalar

Diploid bugdaylar (AA) en eski kiiltiir bitkisi tiirlerindendir. T. urartu Thumanjan ex
Gandilyan (2n=2x=14, AuAu) ve T. boeoticum Boiss (2n=2x =14, AA) diploid bugday

grubunun yabani temsilcileridir.. T. monococcum L. (2n = 2x = 14, AA) T. boeoticum'un
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evcillestirilmis halidir. Birlikte einkorn bugday grubunu olustururlar. Tiirkiye'deki Karacadag
ve Kartal-Karadag daglari evcillestirme merkezi olarak tanimlanmistir (Heun ve ark., 1997;
Kilian ve ark., 2007). Buradan siyez bugday1 doguya (Ermenistan, Giircistan, Iran) ve Istanbul
Bogazi iizerinden batiya (Yunanistan ve Orta Avrupa'ya dogru) goc etmistir. Bir diger
giizergah ise Magrip ve Iber Yarmmadasi'na deniz tasimaciligi ile saglanmistir. Bu rotalar
arkeolojik kanitlarin yani sira goc rotalart tarafindan sekillendirilen siyez gen havuzunun
poplilasyon yapisi tarafindan da desteklenmektedir (Zaharieva ve Monneveux, 2014;
Brandolini ve ark., 2016).

T. urartu fenotipik olarak T. boeoticum'a benzer ancak genetik olarak ayirt edilebilir
farkliliklara sahiptir (Morrison, 1993; Konovalov ve ark., 2010). T. urartu, tetra- ve
hekzaploid bugdaylarin A genom dondériinii temsil eder (Huang ve ark., 2002). Kardes tiirti T.
monococcum'un (2n = 2x = 14; genom AM™A™) aksine, T. urartu hi¢bir zaman
evcillestirilmemistir ve daha sonra evcillestirilecek ilk yabani formlarin ortaya ¢ikmasina
katkida bulundugu Bereketli Hilal'de hala genis bir alana yayilnstir (Ozkan ve ark., 2002). T.
urartu ile Aegilops'un Sitopsis boliimiiniin bir tiyesi olan Ae.speltoides Tausch'un (2n = 2x =
14, BB/GG) yakin bir akrabasi arasindaki melezlesme, tetraploid yabani bugday T.
dicoccoides'in olusumunu baglatmigtir. Bu yabani gernik bugdayi daha sonra evcillestirilmis
T. dicoccon'a dontismiistiir. Bununla birlikte, gernik soyu tek tetraploid yabani bugday
degildir. T. araraticum Jakubz. (2n = 4x = 28, GGAuAu) ayn1 zamanda T. urartu ve Ae.
speltoides arasindaki bagimsiz bir melezlesmenin soyundan gelmektedir (Zeibig ve ark.,
2021).

Antik T. urartu popiilasyonu, etkin popiilasyon biiyiikliigiinde (Ne) ~3 000 000'dan
~140 000'e onemli bir azalma yasamis ve daha sonra Younger Dryas doneminde Dogu
Akdeniz kiy1 ve Mezopotamya-Transkafkasya popiilasyonlarina boliinmiistiir (Wang ve ark.,
2022b). T. urartu popiilasyonlar1 Bereketli Hilal'de ortaya ¢ikar ve Liibnan, Tiirkiye, Irak,
Iran ve Transkafkasya'da bulunur. Cografi dagilim, biyoklimatik ve topografik kriterlere gore
gruplar olusturarak T. urartu'nun genetik cesitliligini de sekillendirmistir (Brunazzi ve ark.,
2018). T. monococcum L. var. aegilopoides (Link) Thell. genomunun makarna ve ekmeklik
bugdaylara katkida bulunduguna inanildig1 i¢in uzun bir siire T. urartu'nun genetik ¢esitliligi
arastirtlmamistir (Kimber ve Sears, 1987). Bu nedenle, T. urartu'dan ziyade T. monococcum
lizerine daha fazla arastirma yapilmistir. Ancak T. urartu'nun makarnalik ve ekmeklik
bugdaymn A genomunun atasi oldugunun kesfedilmesiyle birlikte aragtirmacilar bu tiirlin farkl
yoOnlerini derinlemesine incelemeye baslamistir. Bir¢cok c¢alisma, T. urartunun dogal
popiilasyonlarinin genetik cesitliligini bitki mimarisi, basaklanma tarihi ve tane biiyiikligi
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gibi agronomik ve kalite ozellikleriyle iligkili olarak ve mikrosatellit belirtegleri kullanarak
tanimlamistir (Wang ve ark., 2017). T. urartu i¢in taslak bir genom dizisinin mevcudiyeti
(Ling ve ark., 2013), T. urartu'nun genetik gesitliligini kapsamli bir sekilde karakterize etme
olasiligin1 ortaya c¢ikarmakta ve bugday 1slah boru hatlarina dahil edilmesini tesvik
etmektedir. T. urartu alelleri daha sonra biyoteknoloji yaklagimlari, amfiploid iiretim (Ahmed
ve ark., 2014) veya poliploid (Qiu ve ark., 2005) ve diploid bugday (Fricano ve ark., 2014) ile
dogrudan hibridizasyon yoluyla kiiltir bugdayina aktarilabilir. T. wurartu alelleri,
homeologlarin1 tamamlamak i¢in ekili bugdayda ifade edilmis ve gelismis islevsellik
saglamistir (Gao ve ark., 2017). Bugdaydaki molekiiler yaklagimlar, T. urartu’nun ekili
bugdayda kullanimini hizlandirma vaadi tagimaktadir.

Dogal se¢ilim altinda evrimlesen ve Orta Dogu'daki cesitli habitatlara adapte olan T.
urartu popiilasyonlari, biyotik ve abiyotik streslere karsi direng ve cesitli ortamlara tolerans
icin faydali aleller barindirmaktadir (Roy ve ark., 2011; Huang ve ark., 2016; Brunazzi ve
ark., 2018). Son zamanlarda, kiilleme direnci , kok pas direnci (Rouse ve Jin, 2011), nisasta
sentezi (Song ve ark., 2020) ve tohum depolama proteinleri (Luo ve ark., 2015; Zhang ve ark.,
2015; Luo ve ark., 2021; Shen ve ark., 2021) ile ilgili bir dizi gen T. urartu'da karakterize
edilmis ve daha sonra ekili bugdayda kullanilmistir (Qiu ve ark., 2005; Song ve ark., 2020). T.
urartu ayrica gliadin alellerini incelemek i¢in bir model olarak kullanilmistir (Zhang ve ark.,
2015) ve bugday islahinda kullanim i¢in umut verici ¢esitli glutenin alelleri gdstermistir
(Cuesta ve ark., 2015). Gharechahi ve ark. (2014), soguk stres kosullarinda yetistirilen T.
urartu genotipinde soguk iklimlendirme ile iliskili proteinleri tanimlamak i¢in proteomik
analiz gerceklestirmistir. Yang ve ark. (2014), 1s1 stresine yanit olarak T. urartu'nun farkl
dokularinda 1s1 soku transkripsiyon faktorleri (Hsfs) genlerinin ekspresyon analizlerini
gergeklestirmis ve transkript seviyelerinde birkag kat artis tespit etmistir. Qiao ve ark. (2019)
kadmiyum toksisitesinin T. urartu {izerindeki fizyolojik ve molekiiler etkilerini
gozlemlemisgtir. Wang ve ark. (2022a), T. urartunun MTP8'inin, detoksifikasyon
mekanizmasi olarak fazla Mn'nin hiicre i¢i tasinmasi ve depolanmasi yoluyla manganez
toleransinin diizenlenmesinde rol oynadigini bildirmistir. T. urartu'nun farkli abiyotik stresleri
diizenlemedeki roliine iliskin gen ifadesine dayali birka¢ calisma olmasina ragmen, bor

toksisitesi stresini kontrol etmedeki rolleri arastirilmamustir.



2.3 Bor ve Bitkilerdeki Hareketi

Bor (B), bitkilerdeki noksanlig1 ve toksisitesi 6nemli derecede sinirli bir aralikliga
sahip mikro besin elementi olarak tanimlanir (Khan ve ark., 2022). B, bitkiler tarafindan 1 g/g
ila 1 mg/g arasinda degisen daha diisiik miktarlarda gereklidir. Bitkilere B olarak giren borik
asit, yliksiiz yapisi ve kiigiik boyutu nedeniyle bitki boyunca serbestge dagilir ve fosfolipid
zarlarin1 kolayca geger (Landi ve ark., 2019; Brdar-Jokanovi¢, 2020; Pandey ve ark., 2020).
Lipit ¢ift katmanlarinin gegirgenligi nedeniyle, daha 6nce B'nin plazma zar1 boyunca pasif
difiizyonunun koklerden bor adsorpsiyonunun tek yontemi olduguna inaniliyordu. (Khan ve
ark., 2023a). Hiicre duvari ile ilgili birka¢ genin, bor tasiyicilarmin ve sinyal iletim
mekanizmalarinin  kesfedilmesi nedeniyle, bor elementinin bitkilere girisi yeniden
degerlendirilmistir (Wang ve ark., 2015). Bor toksisitesi toprakta mevcut oldugunda, pasif
difiizyon yoluyla bitki kék hiicrelerine islevsellik gosterir. Ote yandan borat ihracatcilar1 ve
borik asit kanallar diisiik toprak bor konsantrasyonlarinda bor girisini artirir (Stangoulis ve
ark., 2001; Miwa ve Fujiwara, 2010). Bor tasiyicilari sadece bor aliminda gorev aldigi gibi
bor toksisitesi gosteren dokularda da B’un uzaklastirilmasinda gorev almaktadir (Schnurbusch
ve ark., 2010). Polenlerde ve tohumlarda bulunan tasiyicilar ve kanallar, terleme oranlari
diisiik oldugunda bile bu dokulardaki hiicre i¢i B seviyelerini korur ve koklerde B alimini ve
ksilem i¢ine yiiklenmesini destekler (Tanaka ve ark., 2013; Yoshinari ve Takano, 2017). Bor,
transpirasyon kuvveti nedeniyle oncelikle bitkinin ksileminden gecer, yaprak uclarinda ve
olgun kisimlarda B birikmesine neden olarak nekroz ve klorozla sonuglanir (WIMMER ve
ark., 2003). Sonuglara gore, B toksisitesi uygulama ortaminda yetisen bitkilerde semptomlar
cogunlukla olgun yapraklarin kenarlarinda goézlenir. B'nin floemdeki siurli hareketliligi
nedeniyle, bitki vejetatif billylime sirasinda siirekli olarak ona ihtiya¢ duyar. Bor fotoasimilat
olarak sorbitol igerigi ve siikroza sahip olanlar gibi baz1 bitkilerde kompleksler olusturur ve
floemde dolasarak olgunlasmamis yapraklarda daha hizli birikmeye neden olur (Stangoulis ve
ark., 2010). Bu tiir bitkilerde, B toksisitesi stresinin belirtileri ¢ogunlukla gévde oliimii,
meyve hastaliklar1 gibi alici organlarda ortaya cikabilir. K6k uzunlugundaki azalma, bor
toksisitesinin gozlenebilir bir belirtisidir (Wang ve ark., 2010). Bitkilerde B emilimi stoma
iletkenligi ile de iliskilendirilmistir (Macho-Rivero ve ark., 2018). B konsantrasyonlari, B
fazlaligr oldugunda yapraklarin kenarlar1 ve uglart ile orta boliimiinde ve yaprak saplari
arasinda biiyiik farkliliklar gosterebilir. Ayrica yapraklar, floem sizintilarindan daha fazla bor
konsantrasyonuna sahiptir (Brown ve Shelp, 1997). Bugday basagi tamamen yaprak kini ile

cevrili oldugu i¢in bugdayda terleme yoluyla su kaybi1 oran1 azalir. Sonug olarak, ksilemdeki



B'nin bitki basaklara transmisyonu diisiik seviyededir (Rawson, 1996). Floem daha sonra
bor ve karbonhidratlar1 tagimalidir. Bu nedenle B, floem boyunca hareket eder ve bis-Suc
borat kompleksini olusturarak bugdaymn Suc'u birincil fotoasimilatlar1 olarak yer
degistirmesini saglar. Siikroz bosaltma islemi sirasinda B, bu kompleksten kurtulur ve lavabo
organlarina gider. Sonug olarak, bugdayda bis-Suc borat kompleksinin iiretimi, bitkinin tireme
gelisimini siirdiirmek i¢in ¢ok 6nemli olabilir (Rerkasem ve ark., 2004; Stangoulis ve ark.,
2010).

2.4. Borun Bitki Metabolizmasindaki islevi

Kaliteyi koruma, liretim, gelistirme ve optimum biiylime dahil olmak iizere hemen
hemen tiim bitki fonksiyonlar i¢in bor gereklidir (Shireen ve ark., 2018). Cesitli ¢alismalarda,
B'nin %95-98'inin yapraklarin hiicre duvarlarinda bulundugu bildirilmistir (Hu ve Brown,
1994). Bitki hiicrelerinde, iki pektin zincirinin rhamnogalacturonan Il'de (RG-II) borat
yoluyla kovalent ¢apraz baglanmasiyla bir hiicre duvart agi olusturulur (Loomis ve Durst,
1991; Funakawa ve Miwa, 2015). Hiicre duvarinin gézenekliligi ve gerilme mukavemeti bu
ag tarafindan kontrol edilir (Ryden ve ark., 2003). Pektin konsantrasyonlari, bitkilerin B
gereksinimleri ile yakindan iliskilidir (Hu ve ark., 1997). Ornegin, tek g¢enekliler, hiicre
duvarlarindaki daha az pektin nedeniyle iki ¢eneklilere kiyasla daha az B'ye ihtiya¢ duyar
(Miwa ve Fujiwara, 2010; Brdar-Jokanovi¢, 2020). B'un membran ve hiicre iskeletinde de rol
oynadig1 6ne siiriilmektedir (Brown ve ark., 2002; Voxeur ve Fry, 2014). B, zar islevinde yer
alir ve iyonlarin, metabolitlerin ve hormonlarin transferinin yani sira enzim aktivitelerini de
etkiler (Goldbach ve Wimmer, 2007). B fenol, azotlu bilesikler ve oksin metabolizmasinda,
flavonoid ve lignin sentezinde ve sekerlerin membran siiresince ilerlemesinde gérev alir (Shen
ve ark., 1993; Marschner ve Rengel, 2012). Ayni zamanda B'nin hiicre uzamasi ve
boliinmesindeki ehemmiyeti, erken biiyliyen dokularda artan ihtiyaci ile ortaya konulmustur
(Dell ve Huang, 1997). B, diger toprak besin maddelerinin bitkiler tarafindan mevcudiyetini
ve Ozlimsenmesini etkiler. B muamelesinden sonra pamuk yapraklarinda, tomurcuklarinda ve
tohumlarinda, makro elementlerin (N, P, K) ve mikro elementlerin (Fe, Cu, Zn) emiliminde
ve yeniden dagiliminda belirgin bir artis gostermistir (Ahmed ve ark., 2011). B, hiicre
bolinmesi (Brown ve Shelp, 1997), transkripsiyon ve translasyon (Dzondo-Gadet ve ark.,
2002) ve mikoriza ve baklagillerde azot fiksasyonu (Sonmez ve ark., 2009) dahil olmak iizere

farkli kritik faaliyetlerde bulunur.
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2.5. Bitkilerin Bor Toksisitesi Stresine Tepkileri

Topraktaki bor toksisitesi, ozellikle yar1 kurak ve kurak tarim bolgelerinde olmak
tizere, diinya ¢apinda mahsul verimi i¢in 6nemli bir abiyotik kisitlamadir (Khan ve ark.,
2021). B toksik topraklart Avustralya, Sili, Misir, Macaristan, Hindistan, Irak, Israil, Italya,
Urdiin, Libya, Malezya, Meksika, Fas, Pakistan, Peru, Rusya, Sirbistan, Suriye, Tiirkiye ve
ABD dahil olmak tizere farkli tilkelerde rapor edilmistir (Brdar-Jokanovi¢, 2020). Tiirkiye'de
bor yataklarinm bulundugu Simav daglarindan beslenen I¢ Anadolu bélgesi ve Gediz nehri
cevresindeki ovalar (Salihli, Menemen vb.), Bursa Kemalpasa ve Igdir ovalarmi kapsayan
tarimsal bolgenin %25't bugday veriminde %50 kayba neden olan B toksisitesinden
muzdariptir.

Bugday bitkisinde genel itibariyle B toksisitesi kloroz seklinde goriilmektedir,
yapraklarin uglarinda ve kenarlarinda lekeler meydana getirir ve genellikle yash yapraklarla
sl kalir (Princi ve ark., 2016). immobil B tiirlerinde, B transpirasyon yoluyla ilerledikge,
sararma semptomlari yan damarlarin yakininda daha belirginlesir (Reid ve Fitzpatrick,
2009b). Bugday gibi paralel venasyona sahip tek c¢enekliler yaprak uglarinda siyah lekeler
gosterirken, ags1 venasyona sahip iki ¢enekliler yaprak kenarlarinda B toksisitesi belirtileri
gosterir (Sutton ve ark., 2007). Ayrica B toksisitesi, ¢apraz baglanmadaki farkliliklar
nedeniyle hiicre duvarinin biiyiimesini kisitlayarak bitkilerin yaprak alanini da azaltmaktadir
(Roessner ve ark., 2006). B toksisitesinin kok biiyiimesi inhibisyonu iizerindeki molekiiler
yaniti, su tastyicilarinin azaltilmis ekspresyonunun yani sira hiicre duvart modifikasyonlar1 ve
absisik asit sinyalizasyonunda yer alan genlerin artan ekspresyonunu igerir (Aquea ve ark.,
2012). Yiiksek B, klorofil igerigindeki azalma, Fv/Fm oranindaki diisiis ve fotosentetik alanin
bir sonucu olarak fotosentetik oran iizerinde zararl bir etkiye sahiptir (Chen ve ark., 2012).
Ayrica, toksik B nedeniyle fotosentezdeki diisiis de toksisitenin seviyesiyle iliskilidir (Reid ve
ark., 2004). Toksik B diizeyinin bugday bitkisi iizerinde bir diger etkileri kok biiyiimesi
iizerinde sinirlayici bir etkiye sahip oldugu, boylece kok dokularinda daha fazla B birikimine
ve kuru agirlikta azalmaya neden oldugu kanitlanmigtir (Nable, 1988). Bugday koklerinin ug
kisimlari, apikal kok hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkiler nedeniyle olgun kdk bolgelerine
kiyasla B toksisitesinden daha fazla etkilenmektedir (Reid ve ark., 2004). Benzer besin
stresleri gibi, yliksek B oksidatif stresi artirarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikmesine
ve lipid peroksidasyonuna neden olarak hiicre 6liimiine yol agar (Gunes ve ark., 2006). Farkli
arastirmalar, duyarli genotiplere gore toksik diizeyde B uygulamasinda toleransl tiirlerde

gelismis antioksidan aktiviteler gostermis olsa da tam mekanizma belirsizligini korumaktadir
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(Pandey ve ark., 2020). Noksanliginda ise benzer sekilde, B toksisitesi de glutamat
dehidrojenaz (GDH) ve azot rediiktaz (NR) aktivitelerini etkileyerek azot metabolizmasini
kisitlar (Mahboobi ve ark., 2002). Sekerden nisasta olusumunun engellenmesi nedeniyle
birgok bitki tiirtinde asir1 B arz1 nedeniyle sakaroz seviyeleri de bozulur (Princi ve ark., 2016).
Yiiksek B ayrica kok ucundaki indirgen sekerleri (RS) de artirir. Bugday ve arpa verim
diisiisii sergilemis ve bor toksisitesinin gorsel belirtileri ve verim azalmasi agisindan gesitler
arasinda onemli ¢esitlilik goriilmiistiir (Yau ve Ryan, 2008). Ayrica, degisik B toksisite
semptomlara ve yliksek siirglin bor konsantrasyonlarina ragmen, yiiksek B altinda stabil
verime Ozgl ¢esitler vardir (Avci ve Akar, 2005). Yiiksek B uygulama kosullarinda yetisen
bitkilerin asir1 B'a karsi refleksleri genotipe, deneysel yonteme, sicakliga, B tedarikinin
kapsamina, biliylime asamasina ve gozlem altindaki bitkilerin organlarina bagli olmaktadir
(Brdar-Jokanovié, 2020). Ornegin, bugdayda kokler, yapraklar, saplar ve basaklar toplam
bitki B kapsaminin %16, %68, %6 ve %10'unu olusturmaktadir (Subedi ve ark., 1999). Ayrica
bugday bayrak yapraklari, tanelere gore 10 kat daha yiiksek igerige sahiptir (Campbell ve ark.,
2003). Ayni zamanda, laboratuvar sartlarinda tarla kosullarina goére bitkiler tarafindan daha
fazla B alim1 goriilmektedir (Paull, 1990). Yapilan arastirmalarla birlikte deney ¢esidine veya
toprak ya da besin ¢ozeltisi B konsantrasyonlarina bakilmaksizin, normalde toleransl bugday
genotiplerinin tim organlarda daha diisiik bor konsantrasyonlarmma sahip oldugu
diistiniilmektedir (Bellaloui ve Brown, 1998; Rehman ve ark., 2006; Nejad ve ark., 2015).
Bununla birlikte, en yliksek B konsantrasyonunu gosteren en yiiksek B toksisitesine toleranslt
bugday genotipleri ile bir dizi ¢alisma bu hipotezi reddetmistir (Brdar-Jokanovi¢ ve ark.,
2013; Khan ve ark., 2021).

2.6 RNA Dizileme ve Gen ifadesi

RNA dizilimi (RNA-seq), RNA'nin varligimi ve miktarii1 ve dolayisiyla belirli bir
zamanda biyolojik bir dokudaki gen ifadesini anlamak i¢in kullanilabilir (Zhang ve ark.,
2016). RNA-seq tabanli genom ¢apinda transkript profili, genlerin, tek niikleotid
varyantlarinin ve transkript izoformlariin diferansiyel ifadesinin 6nceden genom dizisi bilgisi
gerekmeden tespit edilmesini saglar (Sekil 2). Bu teknik, farkli {irinlerin B toksisitesi stresine
kars1 transkriptomik tepkisini anlamak igin yaygin olarak kullanilmaktadir (Pandey ve ark.,
2020). Bu calismalar, bor toksisitesi stresine yanit veren yollarin aydinlatilmasini
kolaylastirmakta ve stres toleransi oOzelliklerindeki genetik varyasyon hakkinda bilgi

saglamaktadir. Bir dizi calisma bugdayda B toksisitesi toleransi konusunu ele almis ve
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modern tetraploid ve hekzaploid bugdayda bor toksisitesine toleransla iligkili farkli sekilde
ifade edilen genleri tanimlamis olsa da (Kayihan ve ark., 2017; Pandey ve ark., 2020), T.

urartu'nun bor toksisitesine tolerans diizeyi ve bu 6zellikle iliskili genler hakkinda hicbir bilgi

sunulmamuistir.
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Sekil 2. Transkriptomik degisiklikleri anlamak icin izlenen yontem

2.7 Bugday Bitkilerinde Bor Toksisitesi Stresi Uzerine Cahsmalar

Farkli calismalar, ortolog B toksisitesine toleranslh arpa genlerinin 5A, 5B ve 5D ve
7B ve 7D bugday kromozomlarinda bulundugunu one stirmistiir (Sutton ve ark., 2007).
Bitkilerin B toksisitesi toleransi ile iliskili tanimlanmis {i¢ farkli Bol, Bo2 ve Bo3 geni
arasinda, 7B kromozomu iizerinde haritalanan Bol genellikle 1slah programlarinda

kullanilmaktadir. 4AL kromozomu iizerinde yer alan ve yiiksek B toleransi ile baglantili olan
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bir bagka lokus bugiine kadar tarimsal 1slahta ayrintili sekilde incelenmemistir. Bir¢ok farkli
arastirma kaynaklarinda tanimlanan B toleransli genler, giincel cesitlerin tolerans seviyesini
artirmak i¢in markor destekli seleksiyon yoluyla piramit sekline dondstiiriilebilir. B'un bir
diger rolii bitkilerdeki islevselligi borat taginimi, borik asit kanal kolaylastirilmis diflizyon ve
pasif diflizyon yoluyla meydana gelir (Reid ve Fitzpatrick, 2009a). B, normal B tedariki
altinda borik asit formunda pasif difiizyon yoluyla bitkilere kolayca niifuz eder (Stangoulis ve
ark., 2001). Bununla birlikte, farkli B tasiyicilart ve borik asit kanallari, B noksanligi ve
yiikksek B kosullarinda B hareketinde onemli bir rol oynamaktadir (Nable, 1988; Miwa ve
Fujiwara, 2010). Toksik B altinda borik asidin tasinmasi, dokulardan daha yiiksek B
definasyonuna ve dokularda B birikiminin azalmasina yol acan B tasiyicilar1 ve borik asit
kanallar1 araciligiyla gerceklestirilir (Miwa ve Fujiwara, 2010). Toksik B uygulamasi ile
birlikte , NIPS5;1, dokularda B tasinmasini yavaslatmak igin asagi yonde gergeklestirilir
(Tanaka ve ark., 2011). Bununla birlikte, bor toksisitesinin semptomlarini engellemek igin
plazma membrani intrinsik proteinlerinin (PIP) seviyeleri azalmaktadir (Martinez-Ballesta ve
ark., 2008). Bugdayda, ti¢ farkli TaBOR1.1, TaBOR1.2 ve TaBOR1.3 B akis tasiyicisi, B
eksikliginde daha fazla birikim gostermistir (Leaungthitikanchana ve ark., 2013). Bununla
birlikte, yiiksek B altinda, TaBORI1.2'nin yukar1 regiilasyonu ve TaBORI1.3'lin asag1
regiilasyonu ile ifadeleri degiskendi. S6z edilen genlerin fonksiyonel analizi ekmeklik
bugdayda gerceklestirilmis olup ve karakterizasyonlarinin tetraploid bugdayda yapilmasi 6n
sarttir. Ayrica bu genler disinda, makarnalik ve ekmeklik bugdayda koke 6zgii ii¢ B tasiyict
Bot geni (Bot-B5b), (Bot(Tp4A)-B5c) ve (Bot-B5c) raporu sunulmustur (Pallotta ve ark.,
2014). Aegilops tauschii katilimlarinda Bot-B5b alelinin tanimlanmasi, Aegilops'un B
toleransi kaynagi olarak kapsamli bir sekilde taranmasini 6nermistir (Pallotta ve ark., 2014).
Arabidopsis thaliana'da BOR tipi borat tastyicilar1 (BOR1-BOR7) rapor edilmistir
(Yoshinari ve Takano, 2017) ve bunlarin ¢ogu diisiik B kapsami altinda B hareketini
diizenlemektedir. Yiiksek B kosillarinda BOR1 proteini agsagi dogru diizenlenirken, diisiik B
altinda borat ihracatgist BOR1 siirgiinlerde B islevini yiikseltmektedir (Aibara ve ark., 2018).
Bununla birlikte bugdayda, BOR1'in ortologlar1 olan TaBOR2, koklerdeki B diizeyini
azaltmak icin yukar regiile edilir ve boylece B toksisitesini ayarlamaktadir (Sutton ve ark.,
2007; Miwa ve ark., 2014). Kayihan ve ark. (2017) toksik bor (B) ortaminda yetistirilen iki
bugday cesidinin yaprak ve koklerinin fizyolojik, biyokimyasal ve transkriptomik tepkilerini
incelemistir. Yaprak ve kok dokularinda yaptiklar1 calismada, B toksisitesi, bora duyarli Atay
85 ¢esidinde, bora toleransli Bolal 2973 ¢esidine gore protein yikimu ile ilgili daha fazla geni
indiiklemistir. Calismalarinda transkriptomdaki farkliliklar, yliksek diizeyde metabolik uyum
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gerektiren hassas cesitte daha yiiksek B birikimine baglanmistir. Hormon sinyali, kinazlar,
WRKY ve MYB gibi transkripsiyon faktorleri ve reaktif oksijen tiirlerini (ROS) temizleme
mekanizmalarindaki anahtar enzimlerle ilgili genler, her iki ¢esitte de B toksisitesinden farkli
sekilde etkilenmistir. Kayihan ve ark. (2021) vyiikksek B seviyeleri altindaki
performanslarindaki farkliliklari ele almak i¢in iki bugday ¢esidi Bolal-2973 (B-toleransli) ve
Atay-85'te (B-duyarli) miR319, miR172 ve miR398'in ve bunlarin olasi hedef genlerinin
posttranskripsiyonel gen regiilasyonunu bildirmistir. Arastirma grubumuzdan, yiiksek
derecede toksik B ortaminda (10 mM B) yetistirilen hekzaploid bir bugday tiirii olan B-
toksisitesine toleransli T. zhukovskyi genotipinin koklerinin transkriptomik tepkisini kontrol
(3,1 uM B) uygulamasiyla karsilastirmali olarak gozlemlenmistir (Pandey ve ark., 2022).
Calismalarinda, sirastyla 1679 ve 4313 yukar1 ve asagi regiile edilmis gen ile 5992 genin
onemli 6l¢iide diferansiyel olarak ifade edildigi bulunmustur. Benzer bir sekilde, Khan ve ark.
(2023b) RNA dizilimi kullanarak bora toleransli T. dicoccum siirgiinlerinde bor toksisitesi
stresine duyarli genleri tanimlamistir. Caligilan genotipin yiiksek B altindaki filizlerinde
450'den fazla gen onemli Olglide farkl sekilde ifade edilmistir. Caligmalarinda toplam 3237
yeni gen ve 12.206 yeni transkript belirlenmistir. AP2-EREBP, MYB ve C3H, B toksisitesi
altinda diferansiyel olarak ifade edilen transkripsiyon faktorlerinin (TF'ler) en yiiksek
yiizdesine sahip genlerdi. Ilgin¢ bir sekilde, KEGG yolag1 fotosentez-anten proteinleri en
onemli zenginlesmeyi gostermistir. Yiiksek B konsantrasyonunu diizenlemek i¢in diferansiyel
olarak ifade edilen bir dizi gen tanimlanmis olsa da bunlarin 1slah programlarinda kullanimi

ve tarlada nihai islevsel analizleri heniiz gerceklesmemistir.

2.8 Konunun Onemi ve Tezin Amaci

Giris boliimiinde de belirtildigi gibi, topraktaki bor toksisitesi, 6zellikle yar1 kurak ve
kurak tarim bolgelerinde olmak iizere, diinya ¢apinda mahsul verimi i¢in 6nemli bir abiyotik
kisitlamadir (Khan ve ark., 2021). B toksik toprak Avustralya, Sili, Misir, Macaristan,
Hindistan, Irak, Israil, Italya, Urdiin, Libya, Malezya, Meksika, Fas, Pakistan, Peru, Rusya,
Sirbistan, Suriye, Tiirkiye ve ABD dahil olmak iizere farkl tilkelerde rapor edilmistir (Brdar-
Jokanovié, 2020).

Tiirkiye'de bor yataklarinin bulundugu Simav daglar1 basta olmak {izere Orta Anadolu
bolgesi ve Gediz nehri ¢evresindeki ovalar (Salihli, Menemen vb.), Bursa Kemalpasa ve [gdir
ovalarim1 kapsayan tarimsal bolgenin %25'i bugday veriminde %50 kayba neden olan B

toksisitesinden muzdariptir (Sekil 3). Kurak ve yar1 kurak bolgeler daha az suya sahip
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oldugundan, B'nin topraktan siiziilmesi i¢in gereken su miktar1 yetersiz kalmakta ve bu
nedenle B iist toprakta birikerek bitkilerde B toksisitesine yol agmakta ve bitkisel iiretimi
etkilemektedir (Camacho-Cristobal ve ark., 2008; Tanaka ve Fujiwara, 2008; Khan ve ark.,
2021). B giibrelerinin uygulanmasi {riinlerdeki B eksikligini giderebilirken, B toksik
topraklarin biiyiikk olgekte yikanmasi pratik degildir (Reid ve ark., 2004). Bu nedenle, B
toksisitesinden muzdarip topraklarin islahin1 saglamak zordur. Bu nedenle, giiniimiizde B
toksisitesiyle basa ¢ikmak i¢in B toksisitesine toleransli bitki materyali gelistirmekten baska

uygulanabilir bir segenek yoktur.
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Sekil 3. Tiirkiye'nin toprak B toksisitesinden (sar1) ve ¢ok yiiksek toprak B toksisitesinden

(kirmizi) muzdarip tarim bélgeleri (https://www.boren.gov.tr/Sayfa/tarim-bor-arastirma-

uyqulama-programi/19).

Ne yazik ki, bugday 1slah programlari ekili popiilasyonlarda homojenlik saglamis ve
bu da onlar1 B gibi ¢evresel streslere kars1 daha yatkin hale getirmistir (NEVO ve CHEN,
2010; Fu, 2015). Bu nedenle, giintimiizde karsilasilan en 6nemli zorluklardan biri, daha iyi bir
stirdiiriilebilirlik i¢in ekili bugday cesitlerinin B toleransli yeni ¢esitlerle degistirilmesidir. B
toksisitesine toleransl yeni bugday genotipleri gelistirmek icin yeni genetik kaynaklarin ve bu

kaynaklardaki B toleranst saglamaktan sorumlu potansiyel genlerin belirlenmesi
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gerekmektedir. Bugdayin yabani akrabalar1 ve mevcut evcil veya Kkiiltiir formlari, yeni
genlerin ana kaynagi olarak kabul edilir ve farkli biyotik ve abiyotik stres kisitlamalarina karsi
tolerans gelistirmek i¢in bitki 1slah programlarinda kullanilmak tizere biiyilik bir potansiyele
sahiptir (Khoury ve ark., 2010; McCouch ve ark., 2013; Khan ve ark., 2022). Yabani bugday
ve onun atasi olan tiirlerde B toksisitesi ilizerine bazi ¢alismalar yapilmis olsa da bunlarin ¢ogu
sadece deneysel genotiplerin B tolerans seviyesini belirlemistir (Schnurbusch ve ark., 2008;
Emon ve ark., 2012; Emon ve ark., 2015; Khan ve ark., 2021) ve sadece ¢ok az1 transkriptom
veya gen ifadelerindeki degisikliklere odaklanmistir (Pandey ve ark., 2022; Khan ve ark.,
2023Db).

Durum ve ekmeklik bugdayin A genomunun atasi olan siyez bugday1 grubuna ait T.
urartu, T. monococcum ile ayni kromozom sayisini, benzer genom boyutunu ve gen igerigini
paylagmaktadir (Ozkan ve ark., 2010). T. urartu'nun genomik ¢alismalar1, poliploid bugday
genomlarinin yapisini, siirecini ve evrimini aragtirmak i¢in yararlh olmustur. Farkli biyotik ve
abiyotik stres toleransi igin ¢esitli genlerin kaynagi olmustur. Bununla birlikte, T. urartu, bor
toksisitesi stres tepkilerinde yer alan genlerin belirlenmesi igin bugiline kadar hig
taranmamustir. Birkag¢ arastirma bugdayin bor toksisitesine tepkisine odaklanmis ve durum ve
ekmeklik bugday katilimlarinda bor toleransi ile ilgili farkli sekilde ifade edilen genler
(DEG'ler) rapor etmis olsa da (Kayihan ve ark., 2017; Pandey ve ark., 2022), hi¢bir ¢caligmada
bor-toleransli bir T. urartu genotipi ve B toksisite stresi altinda farkli sekilde diizenlenen
genleri rapor edilmemistir.

Bu arastirma alanindaki eksiklik goz éniinde bulundurularak, TUBITAK 1001 projesi
(Proje no. 1190455) kapsaminda kapsaml1 bir taramadan sonra, bor-toksisitesine toleransli bir
T. urartu katilimi, PI662222, tanimlanmistir. Bu tezin arastirma amaci olarak, bor
toksisitesine toleransli bir T. urartu genotipi olan P1662222'nin normal ve toksik B kosullar
altinda yetistirilen siirgiinlerinin transkriptomunu RNA dizileme veya RT-gPCR yoluyla
arastirilarak, B toksisitesine toleransinda rol oynayan molekiiler mekanizma hakkinda bilgi
edinilmistir. Bu deneyin amaci, B toksisitesi stresinde yetisen T. urartu'nun transkripsiyonel
regiilasyonunu, metabolik yolaklarini ve diferansiyel olarak ifade edilen genlerini (DEG'ler)
belirlemektir. Sonuglar, gelecekteki 1slah programlarinda bugdayin B toksisitesine toleransini
artirmak i¢in daha fazla arastirilabilecek aday genleri 6nermekle kalmayacak, ayn1 zamanda
bugdayin B toksisitesine tepkisinin arkasindaki diizenleyici ve molekiiler siireglerin
anlasilmasini1 da artiracaktir. Bununla birlikte, B toksisitesine tolerans saglamadaki rollerini

dogrulamak amaciyla tanimlanan yiiksek B'a duyarli genleri islevsel olarak karakterize etmek

17



icin transgenik deneyler ve alt hiicresel karakterizasyon dahil olmak {iizere daha fazla

aragtirma yapilmasi gerekmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez ¢alismasi baslamadan 6nce, TUBITAK 1001 (1190455) projesi kapsaminda,
ABD, Ankara ve Izmir Gen Bankasi'ndan elde edilen tohumlar, tohum ¢ogaltimi igin tarlada
ve serada yetistirilmistir. Ayrica, farkli yabani ve dayaniksiz bugday tiirlerini igeren 158 ¢esit,
Bor toksisitesi toleransi seviyesini belirtmek icin taranmistir ve fizyolojik ve biyokimyasal
analizlerin sonuglarina gore bir yiiksek bora toleransli T. urartu, P1662222 genotipi
belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda, bu genotip bor toksisite stresi altinda molekiiler diizeyde

detayl1 olarak incelenmistir.

3.1 Bitki Materyali, Bor Toksisitesinin Uygulanmasi ve Biiyiime Parametrelerinin
Ol¢iimii

Bu tezde kullanilan 1G44827 [taksonomi T. urartu Tumanian ex Gandilyan] olarak da
tanimlanan bor toksisitesine toleransl diploid yabani bugday genotipi, P1662222, Urdiin, At
Tafilah , Jordan’a aittir. Dr. Ogr. Uyesi Anamika Pandey, TUBITAK 1001 (No. 1190455)
projesinin arastirma c¢alismalarint gergeklestirmek tizere ABD Tarim Bakanligi-Tarim
Aragtirma Servisi, National Small Grains Collection (NSGC)'ndan tohum materyalini teslim
almigtir. P1662222'nin B toleransinin seviyesini tahmin etmek icin bor toksisite tolerans ile
iyi bilinen Tiirk hekzaploid bugday cesidi Bolal 2973 (Mahboobi ve ark., 2001; Pallotta ve
ark., 2014) referans gesit olarak kullanilmistir. Hidroponik deneyde, bitkiler %45-55 nem,
16/8 h 1s1k/karanlik foto periyot, 22 + 10 °C sicaklik ve 16.000 Lx/giin 151k yogunlugu ile bir
odada yetistirilmistir. T. urartu genotipi ve Bolal 2973, her ikisinin de {i¢ tekerriirii, hem
Kontrol [3.1 pumM B ile 1/5th Hoagland] hem de yiiksek Bor (10 mM) konsantrasyonu
uygulamasinda biiyttilmustur (Sekil 4).

Bagslangicta, tohumlar %5 sodyum hipoklorit ve %75 etanol ve steril damitilmis su ile
sterilize edilmistir. Yiizeydeki sterilizasyonu tamamladiktan sonra, tohumlar 4-5 saat suda
tutulmustur ve cimlenene kadar 22°C'de karanlikta kalmistir. Daha sonra her genotipin
cimlenmis bes fidesinin ii¢ kopyasi, iki farkli sette (her uygulama icin bir set) 1/5. Hoagland
cozeltisi iceren saksilara taginmistir. Bu sekilde, bir biyolojik tekerriir bes bitkiden
olusmustur, ve her uygulama i¢in {i¢ biyolojik tekerriir genotip basina toplam 15 bitkiden
olusmustur.Bor uygulamalar1 (Kontrol ve 10 mM) 1/5 Hoagland c¢ozeltisinde 3 giinliik
biiylime periyodu tamamlandiktan sonra baglatilmistir. Uygulama 7 giin devam edilmistir ve

ic giinde bir Hoagland ¢ozeltisi degistirilmistir. Yedi giin sonra bitkiler hasat edilmis ve
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genotiplerin gévde uzunlugu (SL), kok uzunlugu (URL), gévde yas agirhigi (SFW), kok yas
agirhigr (RFW), govde kuru agirlign (SDW) ve kok kuru agirligt (RDW) dahil olmak iizere
genotiplerin biiylime parametreleri 6l¢iilmiistiir. Buna ek olarak, molekiiler analiz igin, siv1
azot ve RNasezap kullanilarak her iki uygulamadan T. urartu genotipinin {i¢ tekerriir alinmis

ve RNA izolasyonu i¢in -80 °C'de saklanmuistir.

Sekil 4: Hidroponik sistemde yetisen her iki genotipin bitkileri.

3.2 T. urartu Genotipin Toplanan Siirgiin Orneklerinden RNA izolasyonu

T. urartu genotipi P1662222'in ii¢ tekerriirden yaprak érneklerinin RNA izolasyonu,
Pandey ve ark. tarafindan saglanan manuel toplam RNA ekstraksiyon yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir (Pandey ve ark., 2022). llk olarak RNA izolasyonu i¢in kullanilacak olan
havan ve topuz DEPC ile 10 saat muamele edilmektedir. DEPC’den ¢ikarilan havan ve topuz
otoklavda steril edildikten sonra kullanilmigtir. -80°C den alinan bir miktar (0.1-0.2 g) 6rnek
havan igerisine koyularak {lizerine siv1 azot dokiilerek ezme islemi gerceklestirilmistir. Ezilen
bitki Ornegi 2ml eppendorf tiipiine alinarak iizerine 1000 pL QIAzol-Lysis Reagent
konulmustur. Ornekleri vortex yapip ve 5 dakika boyunca karanlik ortamda bekletip daha
sonra lizerine 200 puL Kloroform ilave edilerek 5 dakika boyunca karanlik ortamda
bekletildikten sonra 12000 rpm’de 15 dakika boyunca 4°C’de santrifiij edilmistir.
Santrifiijden c¢ikarilan 6rneklerden siipernatant alinarak ve {izerine 500 pL izopropanol

koyularak karisim haline getirilmis ve 5 dakika boyunca karanlik ortamda bekletilmektedir.
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Daha sonra 12000 rpm’de 10 dakika boyunca 4°C’de santrifiij edilmektedir. Santrifiijden
cikarilan Orneklerin tizerindeki slipernatant dokiilerek ve alt kisimda kalan pellet {izerine 500
pL %70’lik etil alkol ilave edilerek 10 dakika boyunca 7500 rpm’de 4°C ‘de santrifijj
edilmektedir. Santrifiij edilen 6rneklerden etil alkol dikkatli bir sekilde dokiilmiistiir ve altinda
kalan RNA pelleti tizerine 100 pL distile su ilave edilmistir.

3.3 izole Edilen Total RNA Orneklerinin Kalite Okumalarinin Gergceklestirilmesi

Izole edilmis toplam RNA &rneklerinin miktar ve kalite ile birlikte RNA biitiinliik
skoru (RIS) degerleri, sirasiyla bir nanodrop spektrofotometre, %1 agaroz jel ve QIAxcel
gelismis fragman analizorli kullanilarak degerlendirilmistir ve daha sonra 6rnekler -80°C'de

saklanmuistir.

3.4 T. urartu Genotipinin Siirgiin Orneklerinin RNA Dizilimi ve Diferansiyel Olarak
Eksprese Edilen Genlerin Degerlendirilmesi

T. urartu P1662222 genotipinin ii¢ biyolojik tekerriiriiniin tiimii kullanilarak ve toplam
RNA'larinin esit miktarlarini karistirarak iki uygulamadan alinan 6rnekler (kontrol ve yiiksek
B) RNA dizilimi i¢in hazirlanmistir. RIN degerleri 7'den yiiksek olan 6rneklerin her ikisi de
cDNA kiitiiphanesi hazirlamak i¢in kullanilmistir ve hazirlanan numunelerin MGI dizilimi
DNBseq platformu (Illumina, San Diego, CA, ABD) kullanilarak yapilmigstir.

Q20 bazlarinin >%97'si ve Q30 bazlarinin >%90" ile, oligoDT sec¢imi kullanilarak
ornek basma ~96 milyon yiiksek kaliteli eslestirilmis son okuma gelistirilmistir. Referans
genom haritalamas1 ve transkriptlerin miktarinin belirlenmesi i¢in her iki uygulama
orneginden alinan phred skoru >30 olan yiiksek kalitede okumalar, temiz okumalar olarak
kaydedilmistir. Elde edilen temiz okumalar1 T. aestivum referans genomu
(IWGSC_CS_RefSeq v2.1) ile karsilastirmak icin HISAT2 (Spliced Alignment of
Transcripts icin Hiyerarsik Indeksleme) yazilimi kullanilirken, temiz okumalari referans
genlerle karsilastirmak i¢in Bowtie2 kullanilmistir. Ek olarak, her 6rnegin gen ifadesi RSEM
kullanilarak ~ degerlendirilmigtir. ~ Cufflinks v2.2.2  yazilimi, genlerin/transkriptlerin
ekspresyonunu normallestirmek i¢in transkriptin her kilobazlik bodlge basina kag¢ okuma
diistiigii ve bu okuma sayisinin bir milyona boliinmesi (FPKM) yonteminden yararlanilmistir.
Genlerin diferansiyel kat degisimini ve FDR (yanlis veri orani) degerlerini belirlemek i¢in
FPKM degerleri kullanilmigtir. Genlerin daha kiigiik FDR degerleri, daha yiiksek kat

degisikliklerini ve ¢nemli ifade farkliliklarin1 gostermektedir. Onemli &lgiide diferansiyel
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olarak eksprese edilen genler (DEG'ler), ayarlanmis p degeri < 0.01, yanlis veri oran1 (FDR) <
0.001 ve log2FoldChange > 1 olanlardir. iDEG R paketi, iki uygulama altinda genlerin

diferansiyel ekspresyonunun istatistiksel nemini belirlemek igin kullanilmugtir.

3.5 Kontrol ve bor toksik kosullar altinda yetistirilen. Urartu Genotipinin

Gévdelerinden izole Edilen RNA Orneklerinin Ters Transkripsiyonu

Ug biyolojik tekerriirden alinan RNA &rnekleri ters transkripsiyon yapmak igin
kullanilmistir. izole edilen total RNA’larin ¢cDNA’ya doniistiiriilmesi, Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) ve oligo-dT primerleri kullanilarak mRNA Reverse
transkripsiyonu (RT) kit prosediiriine uygun olarak gergeklestirilmistir. RNA 6rneklerinden
1.5 puL alindiktan sonra sirasiyla 25 uM RT primerden 1 pL ve 10.7 pL RNaz-free su
eklenerek hacim 13.2 pL’ye tamamlanmistir. Bu asamay1 takiben farkli bir eppendorf tiipiinde
RT miks hazirlanmigtir. RT miksin her bir 6rnek bilesimi Tablo 3.5.1.’de gosterilmektedir.
Her ornek igin 13.2 pL’lik RNA karisimina 6.8 pL RT miks eklenerek toplam hacim 20 pL
olarak ayarlanmistir. Hazirlanan 6rneklerin RT reaksiyonu Thermal Cycler cihazinda islemler
sirastyla 55°C’de 30 dk, 85°C’de 5 dk ve 4°C’de tutulmasiyla gergeklestirilmistir. Elde edilen
cDNA’lar qRT-PCR analizine kadar -20°C’de depolanmustir.

Tablo 3.5.1. RT miks bilesenleri

. Miktar
Bilesen (uL)
5X TRT arabellegi 4.0
RNaz inhibitorii 0.5
10 uM dNTP miksleri 2.0
Ters Transkriptaz Enzim (RT Enzim) 0.3
Toplam hacim**Bir 6rnek i¢in miktari 6.8

3.6 RNA dizileme sonuclarindan secilen hedef genlerin ayrintilar1 ve RT-qPCR Tabanh

Ekspresyon Analizi

Kontrol ile karsilastirildiginda bor toksisitesi altinda anlamli ekspresyon gosteren dort
gen, RNA dizileme sonuglarindan secilmis olup ve genlerin diferansiyel ekspresyonunu
dogrulamak icin RT-qPCR gergeklestirilmistir. Hedef genlerin normalizasyonu, referans gen

olarak Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz geni (TaGAP) kullanilarak gerceklestirilmistir
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(Pallotta ve ark., 2014; Kayihan ve ark., 2017). RT-qPCR i¢in segilen genler i¢in primerler
tasarlamak tizere NCBI Primer-BLAST programi kullanilmistir (Tablo 3.6.1).

RT-qPCR'ler, Maxima SYBR Green RT-gPCR Master mix (Thermo Scientific) kullanilarak
Pandey ve ark. (2022) tarafindan tanimlanan malzemeleri ve yoOntemleri takiben
LightCycler® 96'da (Roche, Almanya) yapilmistir. PCR Master miksinin bilesimi Tablo
3.6.1. ’de verilmistir. Her bir ornek icin toplam Master miks hacmi 18 pL olarak
ayarlanmistir. Tim cDNA orneklerinin 1:40 oraninda hazirlanmig diliisyonlarindan 2 pL alip
ve 18 uL gqPCR miksi ile karistirtp, toplam hacim 20 pL’ye ayarlanmistir. Her iki
uygulamadan her bir genin qPCR reaksiyonlar1 i¢in ii¢ tekerriir kullanilmistir. Reaksiyonlar

icin takip edilen qRT-PCR kosullar1 Tablo 3.6.2 *de verilmistir.

Tablo 3.6.1. RT-qPCR analizi i¢in transkriptom dizileme sonuclarma dayal olarak T.
urartu genotipinden secilen DEG'lerin listesi ve tasarlanan Primerlerin Dizilimleri

(*TuG —T. urartu Geni)

Eggu Secilmis Gen Gen Bilgileri Primer Tiirii | Sekans (5'->3")
PREDICTED: T . GGCATGGGTTGAGCCTCT
4 - Ileri primer
dicoccoides alpha- T
dioxygenase 1-like

TUGL | TraesCS3B02GS49000 | | 5c119326475), tersorimer | AACCCATGGCTCTGGTAG
transkript varyantt  XI, P AA
mRNA
PREDICTED: T. ileri pri AACAGGGAAGTTGAAGG
dicoccoides GDSL | o primer GGA

TuG2 | TraesCS3B02G219300 esteraz/lipaz ~ At4g10955
benzeri (LOC119275874), | Ters primer g\éATTACCAGCCCTCCCC
MRNA

leri primer GCTGAGAAGTGCATCACG

PREDICTED: P CT
T.dicoccoides ATP'ye bagli

TuG3 | TraesCS3B02G252900 | Sinko metalloproteaz . GTTTCCTTTAAACAATGG
FTSH 9, | Ters primer CGAGGCA
kloroplastik/mitokondriyal
(LOC119276292), mRNA
PREDICTED: T. ileri Brimer GCCGCGTGGTTAGCAATT
dicoccoides uDp- | " prime T

TuG4 | TraesCS3B02G388100 qukuromIg asq _ GCCATCAATCCAGCAACC
dekarboksilaz 1 benzeri | Ters primer AG
(LOC119277519), mRNA
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Tablo 3.6.1. gqRT-PCR Master miksi bilesenleri

Miktar
Bilesen

(nL)
10 uM 6n primer 2
10 uM arka primer 2
Syber green miks 8
RNaz free su 6
Toplam hacim* 18

Tablo 3.6.2. PCR reaksiyon dongiisii

Ramp Hiz1| Zaman
Sicaklik (°C)
(°Cls) (s)
Tutunma 95 5 600
3Adimda 95 5 10
Amplifikasyon | 50-60* 5 30
(40-45 Dongii) | 72 5 30
50 4 20
Erime Noktasi
95 0,1 20

3.7 istatistiksel Analiz

Biiylime parametreleri i¢in, Kontrol ile karsilagtirildiginda 10 mM bor uygulamasinin
altinda ol¢iilen fizyolojik Ozelliklerin her birindeki yiizde degisimleri (ii¢ tekerriir dayali
olarak) MS Excel 2010 kullanilarak tahmin edilmistir. RT-qPCR'de hedef ve referans genlerin
ifade diizeyleri ve iki uygulama icin ortalamalarin ortalama hatalar1 MS excel programi
kullanilarak hesaplanmistir. Erime egrileri tek tek orneklerin hassasiyetini ortaya ¢ikardi ve
Livak ve Schmittgen (2001) tarafindan onerilen DCt yontemi goreceli nicellestirmeyi

tanimlamak i¢in kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1 B toksisitesi Stresi altinda T. urartu, P1662222 ve Bolal 2973'teki Fizyolojik
Degisiklikler

Birkag calisma, bugday genotiplerinin tolerans diizeyini anlamak i¢in kok-govde
biiyiime parametrelerinin dlglilmesinin faydasini gostermistir (Schnurbusch ve ark., 2008;
Metwally ve ark., 2012; Coskun ve ark., 2014; Pallotta ve ark., 2014). Calismamizda T.
urartu, P1662222 genotipinin B-toksisite toleransi, B-toksisite toleransi iyi bilinen bir genotip
olan kontrol c¢esidi Bolal 2973 ile karsilastirilmas: amag¢lanmistir. Kontrol ¢esidi Bolal ile
karsilastirildiginda T. urartu genotipin yapraklarda daha az sararma gozlenmistir. Gévdenin
yas agirligi disinda, tiim biiyiime parametrelerinde, P1662222'min, Bolal 2973’¢ kiyasla
yiiksek bor konsatrasyonundan daha az etkilendigi belirlenmistir (Tablo 4.1.1 ve 4.1.2).
Bolal'in kdk uzunlugu ve gévde uzunlugu, kontrole gore yiiksek B altinda sirasiyla %50 ve
%38 azalirken, P1662222'nin kdk uzunlugu yalnizca %39 azalmistir ve govde uzunlugu
yliksek bor altinda %8 oraninda artmistir. Ayni1 sekilde, Bolal'in kok yas agirligi ve govde yas
agirliginda %108 ve %30'luk bir diisiis gozlenmistir.

Tablo 4.1.1. Kontrol ile karsilastirlldiginda yiiksek B (10 mM B) kosullarinda yetistirilen
Triticum wurartu genotipi, P1662222 ve kontrol c¢esidi Bolal 2973'iin fizyolojik
parametrelerinin Ortalama, Standart Sapma ve Standart Hata Degerleri.

P162222 Bolal 2973
Standart Standart
Ortalama Sst:ng?;t Hata Ortalama Sst:ng?;t Hata
P Ortalamasi P Ortalamasi

. Kontrol | 22.00 1.00 0.58 39.17 3.82 2.20
Govde Viksek
Uzunlugu (cm) Bgr SeK 1 23.83 2.47 1.42 28.33 1.53 0.88
Kok Uzunlugu };E)lr:trll 23.67 2.52 1.45 26.17 1.76 1.01
(cm) UK 1 17.00 2.29 1.32 17.50 3.77 2.18

Bor

Govde Yas 5912”(;(' 0.15 0.04 0.02 0.50 0.02 0.01
Agirligi () Bgr €1 0.10 0.03 0.02 0.38 0.17 0.10

.. Kontrol | 0.09 0.04 0.03 0.14 0.05 0.03
Kok Yas Yiiksek
Agirhg (g) Bor 0.08 0.03 0.02 0.07 0.02 0.01

. Kontrol | 0.019 0.005 0.003 0.053 0.008 0.004
Govde Kuru Viksek
Agirhig (g) Bgr 0.020 0.006 | 0.003 0.053 0.016 | 0.009

.. Kontrol | 0.006 0.003 0.002 0.011 0.003 0.002
Kok Kuru Viksek
Agirhg (g) s 0.006 0.001 | 0.001 0.007 0.001 | 0.001

Bor
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Tablo 4.1.2. Kontrol ile karsilastirildiginda yiiksek bor (10 mM B) kosullarinda
yetistirilen T. urartu genotipi, P1662222 ve kontrol ¢esidi Bolal 2973'iin fizyolojik
parametrelerindeki yiizde degisim.

Katihimlar Bolal 2973 P1662222
Ozellikler/Tiirler Triticum aestivum Triticum urartu
Govde Uzunlugu -38 8

Kok Uzunlugu -50 -39

Govde Yas Agirhig -30 -49

Kok Yas Agirlig -108 -16

Govde Kuru Agirlig 0 3

Kok Kuru Agirlig -53 -7

Ancak P162222’de, yiiksek bor altindaki bu iki parametrede sirasiyla %16 ve %49'luk
bir azalma goriilmiistiir. Yiiksek bor konsantrasyonu, Bolal 2973 ¢esidinin kok kuru agirligini
kontrol kosullara kiyasla %53 azaltirken, P16222'nin kok kuru agirligini yalnizca %7
azaltmistir. Bolal'm govde kuru agirhigi bor toksisitesi altinda ne artis ne de azalma
gosterirken, yiiksek bor konsantrasyonu P1662222 genotipinin kok kuru agirliginda%3'lik bir
artisa neden olmustur. Bolal 2973 ile karsilastirildiginda, yiiksek bor, T. urartu, P1662222
bitkisinin kok-govde yas agirligi hari¢ tiim biiylime parametreleri iizerinde azalan fizyolojik
etkiler gostermistir. Bitki bliylime parametreleri, bugday genotiplerinde bor toleransini
tahmin etmek igin biiyiik 6l¢iide kullanilmaktadir (Torun ve ark., 2006; Schnurbusch ve ark.,
2008; Metwally ve ark., 2012; Coskun ve ark., 2014; Pallotta ve ark., 2014; Khan ve ark.,
2021; Khan ve ark., 2022; Pandey ve ark., 2022; Khan ve ark., 2023a; Khan ve ark., 2023b).
P1662222'nin biiylime parametreleri, kontrol ¢esidine kiyasla yliksek bor altinda ya artmis ya
da daha az azalmistir. Sonuglar, calismalarda kullanilan kontrol ¢esidine kiyasla bor
toksisitesinin yabani veya ihmal edilmis bugday genotiplerinin biiylime parametreleri
tizerinde daha az etkiye sahip oldugunu gosteren 6nceki deneylere benzerdir (Khan ve ark.,
2021; Khan ve ark., 2022).

Kontrol ¢esidine kiyasla daha toleransli T. urartu genotipinin gévde uzunlugunda
yiiksek bor altinda bir artis gosteren sonuglarimiz, Schnurbusch ve ark. (2007) ve Pallotta ve
ark. (2014) calismalar ile desteklenmistir. Kok-gévde kuru maddesi, genotiplerin gesitli
streslere karsi tolerans diizeyini anlamak i¢in 6nemli bir kriterdir (Metwally ve ark., 2012;
Nejad ve ark., 2015; Khan ve ark., 2021). Kok-govde biyokiitlesi i¢in bizim ¢alismamiza
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benzer sekilde, Torun ve ark. (2006) toleransh genotiplerin gévde kuru agirligi'sinin, daha az
toleransli genotiplerle karsilagtirildiginda daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Baska bir
calismada, bor toleransli Aegilops genotipleri, kontrol ¢esitlerine kiyasla bor toksisitesi altinda
govde kuru agirligi ve kok kuru agirhiginda yiiksek artis ve daha az azalma gostermistir (Khan
ve ark., 2021). Sonuglarimizla uyumlu olarak, B toleransli T. zhukovskyi genotipi, kontrol
genotipi Bolal ile karsilastirildiginda kok-govde kuru maddesi iizerinde bor toksisitesinin ¢ok
daha az etkisini gostermistir (Pandey ve ark., 2022). Hem P1662222'nin hem de kontrol
¢esidin kok kuru agirhigi yiiksek bor altinda azalmistir, ancak bor toksisitesi altinda kontrol
cesidin govde kuru agirligi higbir etki gostermemistir ve hatta P1662222’ninki artmustir.
Dolayistyla bu durum genotipin bor tolerans seviyesinden bagimsiz olarak bor toksisitesinin
kokler lizerinde govdelere gore daha fazla azaltici etkisi oldugunu gostermektedir (Kalayci ve
ark., 1998; Pandey ve ark., 2022).

4.2 T. urartu genotipinin toplanan giévde orneklerinden izole edilen toplam RNA
orneklerinin konsantrasyonu ve kalitesi

Materyal ve yontemlerde bahsedildigi gibi, her iki uygulamdan T. urartu genotipinin
iic tekerriir RNA izolasyonu ve ileri molekiiler analiz i¢in -80°C'de saklanmistir. Bu
orneklerin RNA izolasyonu metodoloji bdliimiinde bahsedildigi gibi yapilmis ve izole edilen
RNA o6rneklerinin konsantrasyonu ve safligi Tablo 4.2.1. ve 4.2.2'de verilmistir. Tablo 4.2.1.
incelendiginde A260/A280 oranlarinin 1.77-2.20 arasinda degistigi goriilmektedir. Yiiksek
safliktaki RNA izolasyonunda A260/A280 oran1 1.70-2.25 arasinda olmas1 gerekliligi dikkate
alimmistir. Ayrica, her iki uygulamdan da T. urartu genotipi P1662222 gdvdelerinin g

tekerriiriindan 1zole edilen RNA 6rneklerinin agaroz jel goriintiisii Sekil 4.2.1.'de verilmistir.

Tablo 4.2.1. T. urartu, P1662222 yaprak orneklerinin RNA Kkonsantrasyonlar: ve safhik
degerleri.

Ornek Kimligi | Ornek Tiirii ng/puL 260/280 260/230
1 Kontrol tekrari-1 997 2 2.16
2 Kontrol tekrari-2 802 2.05 1.77
3 Kontrol _tekrari-3 759 2.04 2.20
4. Yiiksek B_tekrari-1 | 1168 2.07 2.09
5 Yiiksek B tekrari-2 | 616 2 1.98
6 Yiiksek B_tekrari-3 | 583 2.01 1.82
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Sekil 4.2.1. Agaroz Jel her iki uygulamadan T. urartu genotipi, P1662222°nin
govdelerinin ii¢ tekerriiriinden izole edilen RNA oérnekleri.

Tablo 4.2.2. RNA dizilimi i¢in gonderilen Kontrol ve yiiksek bor uygulamalarindan T.
urartu govdelerinin iki RNA 6rneginin RNA Biitiinliik Skoru (RIS) degeri

Toplam Konsantrasyon

Uygulanacak Bor Dozu RIS

(ng/pL)
Kontrol 8.0 184.56
Bor (10 mM) 8.5 164.60

4.3 RNA Dizilimi ve Sirali Okumalarm Genom Haritalamasi

Her iki uygulama i¢in bor toleranshi P1662222 genotipinin govdelerinin her biri toplam
15 bitkiden olusan ii¢ biyolojik tekerriiriindan alinan RNA Ornekleri karigtirilarak RNA
dizileme analizi i¢in Genoks, Ankara'ya gonderilmistir . Kontrol ve yiiksek bor
uygulamasindan aliman RNA o6rneklerinin dizilimi, her 6rnekten ortalama 67 milyon okuma
ile toplam 135,26 milyon temiz okuma kaydedilmistir (Tablo 4.3.1). Kontrol ve uygulama
orneklerinde Q20 ve Q30'daki ortalama temiz okumalar sirasiyla %96,5 ve %88.6'dir (Tablo
4.3.1). T. aestivum referans genomu (IWGSC_CS RefSeq v2.1) iki kiitiiphaneden 12.60 ve

28



12.15 yiiksek kaliteli temiz okuma degerlerine eslendi ve sirastyla %4.30 ve %4.02 esleme

orani kaydedilmistir (Tablo 4.3.1). Sirasiyla kontrol ve uygulama kiitiiphanelerinde 26.602 ve

27.981 genin yani sira 29.378 ve 30.744 transkript bulunmustur (Tablo 4.3.1). Yeni genlerin

ve transkriptlerin belirlenmesi,

calismada, toplam 2.254 6zgiin gen ve 7.402 transkript belirlenmistir.

Tablo 4.3.1.

RNA diziliminin en o6nemli avantajlarindan biridir. Bu

Kontrol (3.1 pM B) ile karsilastirldiinda yiiksek B (10 mM B)

kosullarinda yetistirilen T. urartu (Tu) govdelerinin sekanslama verilerinin Kkalite
tahmin sonuclar ve referans genom hizalamasi verileri.

Degiskenler/ Ornekler Tu_Kontrol Tu_YB_U Degiskenler/ Ornekler Tu_Kontrol Tu_YB_Uyg
ygulama ulama

Toplam Temiz Okuma Egsiz

P 56.06 79.2 Genom Haritalama Oram1 ~ 36.34 36.64
(M) %)
Toplam Temiz Bazlar 561 792 Toplam Gen 26602 27981
(Gb) Sayist
Temiz Okumalar Q20 (%)  96.23 96.76 S;'y'?sf” g 25520 26809
Temiz Okumalar Q30 (%) 87.61 89.67 Yeni Gen Numarasi 1082 1172
Toplam Genom 0 . .
Haritalama Orani1 (%) 12.60% 12.15% Toplam Transkript Sayis1 29378 30744
Essiz Genom Haritalama 4.30% 4.02% Bilinen Transkript 25695 27025
Orani (%) Numarasi
Toplam Genom 68.05 70.34 Yeni Transkript Numarast 3683 3719

Haritalama Orant (%)

4.4 T. urartu Govdelerinin Yiiksek Bor Altinda Diferansiyel Olarak Diizenlenmis Genler

Iki gévde kiitiiphanesi, toplam 32.777 genin farkli diizenlemesini gostermistir. Bunlar

arasinda, yiiksek B kosullarinda P1662222'nin gdvdesinde 654 gen onemli 6l¢iide diferansiyel

olarak eksprese edilmistir. Bu 6nemli Ol¢lide diizenlenen genlerden 441'inin asagi regiile

edildigi, 213 genin ise yukari regiile edildigi bulunmustur (Sekil 4.4.1.).
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® Up: 213

log,FoldChange = 1 ,FDR <0.001

¢ Down: 441

log.FoldChange <-1 ,FDR <0.001

‘\\‘. o no-DEGs: 32123

[y abs(log.FoldChange) <1 or FDR > 0.001

-10

Sekil 4.4.1. 3.1 pM B (kontrol) uygulamasina kiyasla T. urartu (Tu) genotip
P1662222'nin yiiksek B (10 mM) ile muamele edilmis govdelerinde diferansiyel olarak
ifade edilen genleri (mavi ve kirmiz1 noktalar) gosteren MA cizimi. Y ekseni (M) ve X
ekseni (A), sirasiyla log2 doniistiiriilmiis kat degisimini ve log2 doniistiiriilmiis ortalama
ifade seviyesini gosterir.

45 RT-gPCR analizi icin T. urartu genotipinden secilen transkriptom dizileme
sonuclarina dayah olarak onemli olciide diferansiyel olarak eksprese edilen 4 genin
secimi.

RNA dizileme sonuglarina dayanarak, Kontrol ile karsilastirildiginda yiiksek bor

kosullarinda 6nemli 6l¢iide diferansiyel olarak eksprese edilen 4 geni rastgele secilmistir ve
RT-qPCR yoluyla ekspresyon seviyelerini dogrulanmigtir. Bu genlerin eksprasyonlarindaki
kat degisimleri ve RNA dizilimindeki eksprasyonunun anlamlilik derecesini gdsteren p degeri

Tablo 4.5.1.'de verilmistir.
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Tablo 4.5.1. RT-qPCR analizi i¢in T. urartu genotipinde secilen transkriptom
sekanslama sonuc¢larina dayal DEG listesi.
(*TuG —T. urartu Geni)

i i Kisa
GEN SECILMIS HEDEF | log2 kat | log10 S .
KODU | GEN degisimi | padi ]gspmu GEN BILGILERI

PREDICTED: T. dicoccoides alpha-
TuG1l | TraesCS3B02G549000 | -14.98 3.57 | a-DOX | dioxygenase 1-like (LOC119326475),
transcript variant X1, mMRNA

PREDICTED: T. dicoccoides GDSL
TuG2 | TraesCS3B02G219300 | -14.48 3.14 | GELP esterase/lipase At4910955-like
(LOC119275874), mMRNA

PREDICTED: T. dicoccoides ATP-
dependent zinc metalloprotease FTSH 9,
chloroplastic/mitochondrial
(LOC119276292), mRNA

TuG3 | TraesCS3B02G252900 | -13.66 2.26 FTSH9

PREDICTED: T. dicoccoides UDP-
TuG4 | TraesCS3B02G388100 | -7.04 1.80 | UXS1 glucuronic  acid  decarboxylase  1-like
(LOC119277519), mMRNA

4.6 TuGl. a-DOX - TraesCS3B02G549000- [PREDICTED: T. dicoccoides alpha-
dioxygenase 1-like (LOC119326475), transkript varyanti X1, mRNA]

TuG1 geni (TraesCS3B02G549000), Kontrol ile karsilagtirildiginda bor toksisitesi
stresinde azalmis ekspresyon gostermistir. Neredeyse ihmal edilebilir bir kat azalmasi
gostermesine ragmen, asagi regiilasyon, ifadede 14,98 kat degisiklik gosterdigi transkriptom
dizinlemesinde elde edilen sonuca uygun bulunmustur. Asag: regiilasyon, TuGl ifadesinin
yiiksek bor biiylime kosullar1 altinda etkilendigini gdstermistir. (Tablo 4.6.1; Sekil 4.6.1.).

Haem peroksidaz (ailesi) ait protein kodlayan gen TuGl, Kromozom 3B'de (ters
sarmal) bulunur. Gen ontolojisi analizinde, bu genin molekiiler fonksiyonu peroksidaz
aktivitesi, oksidorediiktaz aktivitesi ve hem baglanmasi ile iliskiliyken, bu genin biyolojik
slireci yag asidi biyosentetik siireci, oksidatif strese yanit, oksilipin biyosentetik siireci ve
hiicresel oksidan detoksifikasyon ile ilgilidir.

Tua-DOX1 genlerinin T. urartu govdelerinde hem dizinlemede hem de RT-
qPCR sonuglarinda azalan ekspresyonu, bunun boron toksisite toleransini
diizenlemedeki olas1 roliinii ortaya koymustur. Agir metal stresi (Koeduka ve ark.,
2005), yiiksek tuzluluk stresi (Wei ve ark., 2000), otgul saldirist1 (Hermsmeier ve
ark., 2001), hiicre 6liimiine aracilik eden hiicresel sinyaller (De Ledn ve ark., 2002)
ve bakteriyel enfeksiyon (Sanz ve ark., 1998) gibi farkl: stres kosullarinda bitkilerde
a-DOX genlerinin 6nemli Ol¢lide diferansiyel ekspresyonu rapor edilmistir. Bu

deneylerin bazilar1 genlerin yukar regiile ekspresyon ortaya c¢ikarirken, bazi asagi regiile
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ekspresyon bildirmistir. Ayn1 genotip icindeki ifade tipindeki farkliliklar, calisilan a-DOX
genlerine, hedef dokulara (yapraklar veya kokler) ve stres siiresine bagli olmaktadir. Ornegin,
Tirajoh ve ark. (2004), tuzluluk altinda domates koklerinde Lea-DOX1, Lea-DOX2 ve Lea-
DOX3 dahil olmak iizere farkli a-DOX genlerinin ifadesini gézlemlemistir. Tuzluluk stresi,
0,5 saat sonra tiim Lea-DOX izoformlarinin ifadesini azaltmistir. Ancak, 2 saat sonra, sadece
Lea-DOX2 ve Lea-DOX3'teki transkript seviyelerini azaltmigtir. Calismamizin aksine, Lea-
DOX1 8 saat ve 24 saat tuz stresinden sonra koklerde bir artis gostermistir. Bu fark,
caligmalarinda tamamen farkli bitki (domates) veya doku (kok) kullanilmasindan
kaynaklanabilmektedir. Arabidopsis thaliana'da (Saffert ve ark., 2000), ¢alismamiza
benzer sekilde, Ata-DOX1 geninin ifadesi, 50 mM NaCl kaynag: (Theingi Soe Taing
Aung) altinda asag1 dogru diizenlenmistir. Ancak 100, 150 ve 200 mM NaCl seviyesi
altinda upregiile edilmistir. Ayrica Ata-DOX1 geninin ekspresyonu hem kok hem de
govde dokularinda farkli tespit edilmistir. Ata-DOXI1 geni 250 mM tuz stresi disinda
hi¢bir uygulamada govdelerde ekspresyon edilmezken, koklerde tiim uygulamalarda
ifade edilmistir. Benzer sekilde, Koeduka ve ark. (2005), piring yapraklarindaki a-
DOX genlerinin ifadesi, stres uygulamalarinin tiirline ve siiresine bagli olmaktadir.
Deneylerinde a-DOX geninin ekspresyonu bakteriyel stres, metil viologen (MV, bir
hiicre i¢i siiperoksit iireteci), sodyum nitroprusid (SNP, bir NO iireteci), CuSO4 veya
NiSO4 altinda artarken, ZnSO4, hidrojen peroksit veya CoSO4 kaynagi altinda
azalmistir. Bizim ¢alismamizla uyumlu olarak, Abdeen ve ark. (2010) Arabidopsis
bitkilerinin DOX1 geninin kuraklik stresi altinda 1,1 kat azalmis ifade gosterdigini
bulmuslardir. Bu tiir calismalar, a-DOX genlerinin bitkilerde stres toleransi
gelistirmede Oonemli bir role sahip olabilecegini ve daha fazla karakterize edilmesi

gerektigini yonlendirmektedir.

Tablo 4.6.1. RT-qPCR ile TuG1 Geninin Kontrol ile Normalize Edilmis Farklihk Gen
Ifadesi Degerleri.

TuGl Kontroliin Normallestirilmesi
Ortalama Ortalama

Uygulanacak Bor Dozlari | ifade Standart Hata
Kontrol 1.00 0.38
10 mM B 0.86 0.26
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8.00

4.00

100 T ' e —

0.50

BC BT

Sekil 4.6.1. TuG1 geninin referans gen TaGAP’a gore Relatif transkript diizeyi . Relatif
ifade diizeyi 3 bagimsiz tekerriiriin ortalamasidir. Standart sapmalarin ortalamasi
kontrole gore normalize edilmistir.

4.7 TuG2. GELP-TraesCS3B02G219300- [PREDICTED: T. dicoccoides GDSL
esteraz/lipaz At4g10955-like (LOC119275874), mRNA]

TuG2. geni (TraesCS3B02G219300), Kontrol ile karsilastirildiginda Bor toksisitesi
stresinde azalmig ifade gostermistir. Neredeyse ihmal edilebilir bir kat azalmasi gostermesine
ragmen, asag1 regiilasyon, ekspresyonda 14,48 kat degisiklik gdsterdigi transkriptom
dizinlemesinde elde edilen sonu¢a uygun bulunmustur. Asagi regiilasyon, TuG2 ifadesinin
yiksek B biiylime kosullar1 altinda etkilendigini gostermistir. (Tablo 4.7.1.; Sekil 4.7.1.).

GDSL esteraz/lipaz At4g10955 benzeri gen olan TuG2 geni, Fungal lipaz benzeri alan
iceren proteini kodlar. Gen, Kromozom 3B'de (ileri sarmal) bulunur ve GDSL esteraz/lipaz
protein (GELP) ailesine aittir. Gen ontolojisi analizinde bu genin molekiiler fonksiyonu
hidrolaz aktivitesi ile iliskiliyken, bu genin biyolojik siireci lipid metabolik siireci ile
iliskilidir.

GDSL esteraz/lipazlar (GELP'ler), biiyiime, gelisme ve stres tepkilerinde hayati roller
oynayan bitkilerde biiylik 6l¢iide dagilmistir. Bizim calismamizla uyumlu olarak gen,
Xanthomonas translucens ve Fusarium graminearum ile enfekte olmus bugday yapraklarinda,
enfeksiyon olmamasi durumuna kiyasla sirasiyla 1,9 ve 1,6 kat asag1 regiilasyon gostermistir.
Ayni sekilde Ren ve ark. (2021), sakizli govde yanigia dayanikli yabani karpuz ¢esidi PI
189225'te (C. amarus) sakizli govde yanigi direnciyle ilgili 12 GDSL tipi lipaz1 incelemisgler
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ve bunlardan 9'unun asilamadan sonraki ilk saate kiyasla asilamadan 24 saat sonra onemli
olgiide asag regiile edildigini bulmuslardir.

Calismamizin aksine, GELP biber bitkilerinde Obuda biber viriisi (ObPV)
asilamasindan sonra 6 kat yukari regiile edilmistir (Kalapos ve ark., 2021). Benzer sekilde,
soya fasulyesinde GELP28'in asir1 ekspresyonunun bitkilerde kuraklik toleransini indiikledigi
rapor edilmistir (Su ve ark., 2020). Benzer sekilde, asir1 GELP ekspresyonuna sahip soya
fasulyesi bitkilerinin de tuz stresine karsi toleransli oldugu bulunmustur (Su ve ark., 2020).
Bu tiir caligmalar, GELP genlerinin bitkilerde stres toleransi gelistirmede 6nemli bir role sahip

olabilecegini ve daha fazla karakterize edilmesi gerektigini yonlendirmektedir.

Tablo 4.7.1. RT-gPCR ile TuG2 Geninin Kontrol ile Normalize Edilmis Farklihk Gen
Ifadesi Degerleri.

TuG2
Kontroliin Normallestirilmesi
) Uygulama Ortalama Ortalama
Uygulanacak Bor Dozlari .
Kodu Ifade Standart Hata
Kontrol BC 1.00 0.38
10 mM B BT 0.78 0.10

8.00
4.00

2.00

- | ]

0.50
BC BT

Sekil 4.7.1. TuG2 geninin referans gen TaGAP'a gore goreceli Relatif transkript diizeyi.
Relatif ifade diizeyi 3 bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalarin ortalamasi
kontrole gore normalize edilmistir.
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48 TuG3. FTSH - TraesCS3B02G252900- [PREDICTED: T. dicoccoides ATP-
dependent zinc metalloprotease FTSH 9, chloroplastic/mitochondrial (LOC119276292),
MRNA]

TuG3 geni (TraesCS3B02G252900), Kontrol ile karsilastirildiginda B toksisitesi
altinda azalmis ifade goOstermistir. Neredeyse ihmal edilebilir kat azalmasi gdstermesine
ragmen, asagi regiilasyon, ifadede 13.66 kat degisiklik gosterdigi transkriptom dizinlemesinde
elde edilen sonuga uygun bulunmustur. Asagi regiilasyon, TuG3 ifadesinin yiliksek B biiyiime
kosullar1 altinda etkilendigini gostermistir (Tablo 4.8.1.- Sekil 4.8.1.).

Calismamizda yiiksek B'da ekspresyonun azaldigimi ortaya koyan TuG3 geni, T.
dicoccoides ATP-bagimli ¢inko metalloproteaz FTSH 9 kloroplastik/mitokondriyal
(LOC119276292) geninin bir homologudur. Gen, Kromozom 3B'de (ters sarmal) bulunur ve
C-terminal bolimiinde peptidaz M41 ailesine ve N-terminal bolimiinde AAA ATPase
ailesine aittir. Gen ontolojisi analizinde bu genin molekiiler fonksiyonu, niikleotid
baglanmasi, ATP'ye bagli peptidaz aktivitesi, metalloendopeptidaz aktivitesi, ATP
baglanmasi, peptidaz aktivitesi, metalopeptidaz aktivitesi, hidrolaz aktivitesi ve ATP hidroliz
aktivitesi ile iligkilidir. Benzer sekilde, biyolojik siireci proteoliz ve 1siya tepki ile ilgiliyken,
hiicresel fonksiyonu sitoplazma, mitokondri, kloroplast tilakoid, kloroplast zarfi, zar ve hiicre
ici zara bagli organel ile ilgilidir.

Onceki birkag calisma, sonuglarimizla uyumlu olarak FTSH geninin asag: regiile
edilmis ifadesini gostermistir. Caligmamizla uyumlu olarak gen, Xanthomonas translucens ile
enfekte olmus bugday yapraklarinda, enfeksiyon olmamasi durumuyla karsilastirildiginda 1.5
kat asagi regiilasyon gdostermistir. Sonuglarimizla uyumlu olarak ATP bagimli ¢inko
metalloproteaz FTSH, kloroplastik patates yapraklarinda 1 ve 3 giinliikk soguk stresi
uygulamasindan sonra ekspresyonda 0,44 ve 0,27 kat azalma gostermistir (Li ve ark., 2021).
Ancak ayn1 genotipe 5 ve 7 giinliik soguk uygulamadan sonra ekspresyon 0,77 ve 0,58 kat
artmistir. Sonuglarimizin aksine, Zhang ve ark. (2014), bu genin, Kontrol'e kiyasla 72 saatlik
enfeksiyondan sonra serit pas enfeksiyonuna yanit olarak bugday hatti 'te 1,2 kat yukari regiile
edildigini ortaya c¢ikarmistir. Benzer sekilde, nohut genotiplerinde tuzluluk stresine yanit
olarak FTSH proteininin artan ifadesi kaydedilmistir (Arefian ve ark., 2019). ATP'ye bagiml
cinko metaloproteaz FTSH ailesinin, bitkinin sicaga ve soguga kars1 direncine dahil oldugu
bulunmustur (Luo ve Kim, 2021). Bu tiir ¢alismalar, ATP'ye bagh ¢inko metalloproteaz
FTSH 9 genlerinin bitkilerde stres toleransinin gelistirilmesinde Onemli bir role sahip

olabilecegini ve daha fazla karakterize edilmesi gerektigini yonlendirmektedir.
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Tablo 4.8.1. RT-gPCR ile TuG3 Geninin Kontrol Ile Normalize Edilmis Farkhlik Gen
Ifadesi Degerleri.

TuG3 Kontroliin Normallestirilmesi
. Uygulama Ortalama Ortalama
Uygulanacak B Dozlari . Standart
Kodu Ifade
Hata
Kontrol BC 1.00 0.37
10 mM B BT 0.71 0.18

8.00

4.00

2.00

1.00 T

S

BC BT

0.50

Sekil 4.8.1. TuG3 geninin referans gen TaGAP'a gore Relatif transkript diizeyi. Relatif
ifade diizeyleri 3 bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalarin ortalamasi

kontrole gore normalize edilmistir.

4.9 TuG4. UXS1 -TraesCS3B02G388100- [PREDICTED: T. dicoccoides UDP-
glukuronik asit dekarboksilaz 1-like (LOC119277519), mRNA]

TuG4 geni (TraesCS3B02G388100), Kontrol ile karsilastirildiginda bor toksisitesi
stresinde ekspresyonu 3 kat artis gOstermistir. Yukart regiilasyon, TuG4 geninin
ekspresyonunun bor toksik kosullar altinda etkilendigini gdstermektedir. Ancak, bu artan
ekspresyon, 7.4 kat azalma gosterdigi transkriptom dizinlemesinde elde edilen sonucla
uyumlu degildir (Tablo 4.9.1.; Sekil 4.9.1.). Transkriptom siralamasinda elde edilen gen

ifadesi sonucuyla tutarsizligi, Fang ve ark. (2015)’nin sonuglartyla uyumludur. Bununla
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birlikte, bor toksisitesi altindaki bitkilerde gercek ekspresyon diizeyini anlamak igin
fonksiyonel karakterizasyonu kesinlikle gereklidir.

Calismamizda yiiksek bor stresinde yaklasik ii¢ kat yukar1 regiilasyon gosteren TuG4
geni, T. dicoccoides UDP-glukuronik asit dekarboksilaz 1-like (LOC119277519) (UXS1)
geninin bir homologudur. Gen, Kromozom 3B'de (ileri sarmal) bulunur ve NAD(P) bagiml
epimeraz/dehidrataz ailesine ve UDP-glukuronik asit dekarboksilaz alt ailesine aittir. UDP-
glukuronik asidin UDP-ksiloza NAD bagimli dekarboksilasyonu bu gen araciligiyla katalize
edilir ve gen, glikozaminoglikan biyosentezinde birincil tetrasakaritin sentezi i¢in gereklidir.
Gen ontoloji analizinde, bu genin molekiiler fonksiyonu liyaz aktivitesi, karboksil-liyaz
aktivitesi, UDP-glukuronat dekarboksilaz aktivitesi ve NAD+ baglanmasi ile iliskilidir.
Benzer sekilde biyolojik siireci, UDP-D-ksiloz biyosentetik siireci ve D-ksiloz metabolik
stireci ile ilgiliyken, hiicresel islevi, zar ve zarin ayrilmaz bileseni ile ilgilidir.

Bu genin yiiksek bor stresi altinda yukari regiilasyon sonug¢larimiz, Zhang ve ark.
(2014), tarafindan elde edilen sonuglarla uyumludur, burada N9134 bugday hattindaki gen,
kiilleme tarafindan yukari regiile edilmistir. Bor toleransli T. dicoccum'un UXS1 geni, yiliksek
bor biiyiime kosulu altinda {i¢ kat yukar1 regiilasyon gostermistir (Khan ve ark., 2023b).
Bugday disinda, UXS1 geninin Phormium tenax (Bai ve ark., 2017) ve Iris germanica'da
(Zhang ve ark., 2021) kuraklik stresi altinda yukari regiile edildigi bulunmustur. Bizim
calismamizla uyumlu olarak Arabidopsis thaliana bitkilerinde UXS1 geni de 2 saat ozon
stresine maruz kaldiginda 1,4 kat yukari regiilasyon gostermistir (Xu ve ark., 2015). Bu tiir
caligmalar, UXSI1 geninin bitkilerde stres toleransi gelistirmede Onemli bir role sahip

olabilecegini ve daha fazla karakterize edilmesi gerektigini gosterdektedir.

Tablo 4.9.1.RT-qPCR ile TuG4 geninin Kontrol ile Normalize Edilmis Farkhhk Gen
ifadesi Degerleri.

TuG4 Kontroliin Normallestirilmesi
) Uygulama Ortalama Ortalama
Uygulanacak Bor Dozlari .
Kodu Ifade Standart Hata
Kontrol BC 1.00 0.19
10mM B BT 2.93 1.45
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Sekil 4.9.1. TuG4 geninin referans gen TaGAP’a gore Relatif transkript diizeyi. Relatif
ifade diizeyleri 3 bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalarin ortalamasi
kontrole gore normalize edilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 SONUCLAR

Farkli biyotik ve abiyotik stresler, modern bugday bitkisinin kalitesini ve iiretimini
onemli dlgiide kisitlamaktadir (Khan ve ark., 2023a). Bugday genotiplerinin yillar boyunca
evcillestirilmesi ve 1slah siireci, genetik varyasyonlarinin kaybolmasina neden olarak onlari
stirekli degisen ortam ve streslere daha yatkin hale getirmektedir (Khan ve ark., 2022). Daha
fazla genetik cesitlilige sahip yabani bugday tiirlerinin kullanilmasi, bu zorlugun iistesinden
gelmek icin faydali olabilmektedir. T. urartu gibi atalar1 da dahil olmak iizere yabani bugday
tiirleri, ¢esitli biyotik ve abiyotik streslere tolerans saglayan birka¢ geni barindiran daha genis
bir gen havuzuna sahiptir. Yabani bugday tiirlerinde bulunan genetik ¢esitliligin hedeflenen
1slah programlari i¢in kullanilmasi, ekili bugday ¢esitlerinin bor toksisitesi gibi streslere karsi
dayanikliligin1 artirmaya yardime1 olabilir.

Yabani siyez veya Kirmizi yabani siyez olarak da bilinen T. urartu, diploid bir yabani
bugday tiiriidiir ve makarnalik ve ekmeklik bugdayin A genom dondriidiir. Giiniimiizde
Tiirkiye, Iran, Irak ve Suriye'yi iceren Bereketli Hilal bolgesine 6zgiidiir. Evcillestirilmis siyez
bugdayinin (T. monococcum) yakin akrabasi olmasinin yani sira, T. urartu, ¢esitli agronomik
ozellikleri ve stres toleransii gelistirmek icin bugday 1slah programlarinda kullanilabilecek
degerli genetik 6zelliklere sahiptir. T. urartu'nun tetraploid ve hekzaploid bugday genotipleri
ile tlirler aras1 melezlenmesine yonelik birkag basarili girisim daha 6nce rapor edilmistir (Qiu
ve ark., 2005; Rodriguez-Sudrez ve ark., 2011).

T. urartu tiirti, kurakliga dayaniklilik, kiilleme direnci ve soguk stresi toleransi gibi
degerli 6zellikleriyle iyi bilinmesine ragmen (Gharechahi ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2021),
diinyada ve Tiirkiye'de Onemli bir tarim sorunu olan toprakta bor toksisitesine karsi
dayaniklilig1 az arastirilmistir. Ayrica, cesitli arastirmalar bugdayin bor toksisitesine verdigi
tepkiye odaklanmis ve makarnalik ve ekmeklik bugday cesitlerinde bor tolerans: ile ilgili
diferansiyel olarak eksprese edilmis genler (DEG'ler) bildirmis olsa da (Kayihan ve ark.,
2017; Pandey ve ark., 2022), higbir ¢aligma bor-toleransli T. urartu genotipi ve bor toksisitesi
stresi altinda diferansiyel olarak ekspresyon olan genleri rapor etmemistir. Bu tezde, ilk defa,
yiiksek bor diizeyinin, yiiksek bor toleransh T. urartu genotipi olan P1662222'in biiyiimesini

ve transkriptomunu nasil etkiledigi rapor edilmistir.
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Sonuglar, T. urartu genotipine bor toksisite toleransi saglamada ¢esitli mekanizmalarin
yer aldigin1 gostermektedir. Bor toksisitesine toleranshi T. urartu, P1662222'de yiiksek bor
uygulamasi altinda, iyi bilinen bor toksisitesine toleransl ekmeklik bugday ¢esidi Bolal 2973
ile karsilastinnldiginda yapraklarda daha az sararma gozlenmistir. Fizyolojik biiyiime
analizinde govde yas agirligi hari¢ T. urartu, P1662222 genotipinin kok-gévde uzunlugu, kok
yas agirligr ve kok-govde kuru agirligi dahil diger tiim biiylime parametreleri Bolal 2973'e
gore yiksek bordan (10 mM) daha az etkilenmistir. Ayrica genotiplerin bor tolerans
seviyesinden bagimsiz olarak bor toksisitesi kokler tizerinde govdelere gore daha fazla azaltici
etki géstermistir.

Transkripsiyonel profilleme, birkag genin diferansiyel regiilasyon yoluyla T. urartu'da
bor toksisite toleransina dahil oldugu varsayilan fonksiyonel aday genleri basartyla
tanimlamistir. Hem uygulamalardan hem de Sirali Okumalarin Genom Haritalamasindan elde
edilen bor toleransli PI1662222 genotipinin goévderlerinin RNA Dizilimi, kontrol ve
degerlendirme kiitiiphanelerinde sirasiyla toplam 26.602 ve 27.981 genin yani1 sira 29.378 ve
30.744 transkript saglamistir. Ayrica ¢aligmada toplam 2.254 yeni gen ve 7402 yeni transkript
tammlanmustir. ki siirgiin  kiitiiphanesi, toplam 32.777 genin farkli diizenlemesini
gostermistir. Bunlarin arasinda 654 gen, yiikksek B konsantrasyonunda P1662222'nin
strgiinlerinde 6nemli Ol¢lide diferansiyel olarak eksprese edilmistir. Bu onemli olgiide
diizenlenen genlerden 441'inin asag1 regiile edildigi, 213 genin ise yukar1 regiile edildigi
bulunmugtur. Farkli mekanizmalarda yer alan 6nemli Slgiide diferansiyel olarak eksprese
edilmis dort gen, RT-qPCR analizi i¢in transkriptom siralama sonuglarina gore rastgele
secilmistir. Calisilan dort gen arasinda a-DOX, GELP, FTSH 9 genleri asagi regiilasyon
gosterirken, UXS1 geni Kontrol'e kiyasla B toksik biiylime kosulu altinda yukar1 regiilasyon
gostermistir.

Bor’a toleransli T. urartu genotipi P1662222'de kontrole kiyasla yiiksek bor
uygulamasi altinda 6nemli 6l¢iide diferansiyel olarak eksprese edilen 654 genin tanimlanmast,
bu genotipin ve potansiyel genlerinin bor toksisitesi stresi i¢in bugday ¢esitlerini 1yilestirmede

daha fazla incelenmesi ve kullanilmasi ihtiyacinin oldugunu gdstermektedir.
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5.2 ONERILER

Bu tez c¢aligmasi, T. urartu genotipinin bor toksisitesine toleransi ve
transkriptomundaki degisiklikler lizerine yapilan ilk arastirmadir. En eski yabani bugday
tiirlerinden biri olmasina ragmen, T. urartu'nun biyotik ve abiyotik stres toleranslar1 agisindan
potansiyeli iyi aragtirllmamis ve bu nedenle tiir, mahsuliin 1slaht ig¢in yeterince
kullanilmamistir. Modern tetraploid ve hekzaploid bugdayin atasi ve A genom dondrii olan ve
verimli melezler liretme kapasitesi olan, bu ¢alismada bildirilen bor'a toleransli T. urartu
genotipi P1662222, 1slah programlarinda bor toksisite toleransi kaynagi olarak ve bugday
bitkisinde daha ileri omik ¢aligsmalar1 yiiriitmek igin etkili bir sekilde kullanilabilir. Ek olarak,
bildirilen yiiksek bor'a duyarli aday genler, bitki yetistiricileri ve molekiiler biyologlar
tarafindan yiiksek verimli bugday cesitlerinde yiiksek bor toleransini birlestirmek ig¢in
gelecekte kullanilabilir. T. urartu genotipinin yiiksek bor toleransi iizerine yapilan ilk
transkriptomik c¢alisma olmasi nedeniyle elde edilen sonuglara odaklanilmali ve potansiyel
aday genlerin fonksiyonel karakterizasyonu yapilarak yiiksek bora’a tolerans saglamada gen
fonksiyonunun aydinlatilmasi gerekmektedir. Farkli bugday atalarinin taranmasi ve belirli bir
strese adaptasyon diizeylerinin belirlenmesi, 1slah programlari i¢in verimli genetik kaynaklar
saglayabilir (Khan ve ark., 2021). Ayrica, yeterince kullanilmayan yabani genotiplerin
tolerans saglamada yer alabilecek genlerini bulmak ve bunlar kiiltiir ¢esitlerine dahil etmek,

gelistirilecek yeni cesitlerin Stres toleranslarini artirmak i¢in bagarili bir strateji olabilir.

41



KAYNAKLAR

Abdeen, A., Schnell, J. ve Miki, B., 2010, Transcriptome analysis reveals absence of
unintended effects in drought-tolerant transgenic plants overexpressing the
transcription factor ABF3, BMC genomics, 11 (1), 69.

Ahmed, N., Abid, M., Ahmad, F., Ullah, M. A,, Javaid, Q. ve Ali, M. A., 2011, Impact of
boron fertilization on dry matter production and mineral constitution of irrigated
cotton, Pak J Bot, 43 (6), 2903-2910.

Ahmed, S., Bux, H., Rasheed, A., Kazi, A. G., Rauf, A., Mahmood, T. ve Mujeeb-Kazi, A.,
2014, Stripe rust resistance in Triticum durum — T. monococcum and T. durum — T.
urartu amphiploids, Australasian Plant Pathology, 43 (2), 109-113.

Aibara, 1., Hirai, T., Kasai, K., Takano, J., Onouchi, H., Naito, S., Fujiwara, T. ve Miwa, K.,
2018, Boron-dependent translational suppression of the borate exporter BOR1
contributes to the avoidance of boron toxicity, Plant Physiology, 177 (2), 759-774.

Aprile, A., Havlickova, L., Panna, R., Mare, C., Borrelli, G. M., Marone, D., Perrotta, C.,
Rampino, P., De Bellis, L. ve Curn, V., 2013, Different stress responsive strategies to
drought and heat in two durum wheat cultivars with contrasting water use efficiency,
BMC genomics, 14 (1), 1-18.

Aquea, F., Federici, F., Moscoso, C., Vega, A., Jullian, P., Haseloff, J. ve Arce-Johnson, P.,
2012, A molecular framework for the inhibition of Arabidopsis root growth in
response to boron toxicity, Plant Cell Environ, 35 (4), 719-734.

Arefian, M., Vessal, S., Malekzadeh-Shafaroudi, S., Siddique, K. H. M. ve Bagheri, A., 2019,
Comparative proteomics and gene expression analyses revealed responsive proteins
and mechanisms for salt tolerance in chickpea genotypes, BMC Plant Biology, 19 (1),
300.

Arisoy 2010. Tiirkiye’nin Avrupa Birligi bugday ortak piyasa diizenine uyumunun i¢ Anadolu
Bolgesi tireticilerine olasi yansimalari.

Asseng, S., Ewert, F., Martre, P., Rotter, R. P., Lobell, D. B., Cammarano, D., Kimball, B. A.,
Ottman, M. J., Wall, G. W. ve White, J. W., 2015, Rising temperatures reduce global
wheat production, Nature climate change, 5 (2), 143-147.

Avci, M. ve Akar, T., 2005, Severity and spatial distribution of boron toxicity in barley
cultivated areas of Central Anatolia and transitional zones, Turkish journal of
agriculture and forestry, 29 (5), 377-382.

Bai, Z.-y., Wang, T., Wu, Y.-h., Wang, K., Liang, Q.-y., Pan, Y.-z., Jiang, B.-b., Zhang, L.,
Liu, G.-l., Jia, Y. ve Liu, Q.-l., 2017, Whole-transcriptome sequence analysis of
differentially expressed genes in Phormium tenax under drought stress, Scientific
Reports, 7 (1), 41700.

Bellaloui, N. ve Brown, P. H., 1998, Cultivar differences in boron uptake and distribution in
celery (Apium graveolens), tomato (Lycopersicon esculentum) and wheat (Triticum
aestivum), Plant and soil, 198 (2), 153-158.

Bothmer, R. V., Seberg, O. ve Jacobsen, N., 1992, Genetic resources in the Triticeae,
Hereditas, 116 (1-2), 141-150.

42



Brandolini, A., Volante, A. ve Heun, M., 2016, Geographic differentiation of domesticated
einkorn wheat and possible Neolithic migration routes, Heredity, 117 (3), 135-141.

Brdar-Jgkanovié, M., Maksimovi¢, 1., Kraljevi¢-Balali¢, M., Zeremski-Skori¢, T., Kondié¢-
Spika, A. ve Kobiljski, B., 2013, Boron concentration vs. content as criterion for
estimating boron tolerance in wheat, Journal of Plant Nutrition, 36 (3), 470-480.

Brdar-Jokanovi¢, M., 2020, Boron toxicity and deficiency in agricultural plants, International
journal of molecular sciences, 21 (4), 1424.

Brown, P., Bellaloui, N., Wimmer, M., Bassil, E., Ruiz, J., Hu, H., Pfeffer, H., Dannel, F. ve
Romheld, V., 2002, Boron in plant biology, Plant biology, 4 (02), 205-223.

Brown, P. H. ve Shelp, B. J., 1997, Boron mobility in plants, Plant and soil, 193 (1-2), 85-
101.

Brunazzi, A., Scaglione, D., Talini, R. F., Miculan, M., Magni, F., Poland, J., Enrico P¢, M.,
Brandolini, A. ve Dell'Acqua, M., 2018, Molecular diversity and landscape genomics
of the crop wild relative Triticum urartu across the Fertile Crescent, The Plant
Journal, 94 (4), 670-684.

Camacho-Cristobal, J. J., Rexach, J. ve Gonzalez-Fontes, A., 2008, Boron in plants:
deficiency and toxicity, Journal of Integrative Plant Biology, 50 (10), 1247-1255.

Campbell, B. T., Baenziger, P. S., Gill, K. S., Eskridge, K. M., Budak, H., Erayman, M.,
Dweikat, 1. ve Yen, Y., 2003, Identification of QTLs and Environmental Interactions
Associated with Agronomic Traits on Chromosome 3A of Wheat, Crop Science, 43
(4), 1493-1505.

Catav, S. S., Geng, T. O., Kesik Oktay, M. ve Kiigiikakyiiz, K., 2018, Effect of boron toxicity
on oxidative stress and genotoxicity in wheat (Triticum aestivum L.), Bulletin of
environmental contamination and toxicology, 100, 502-508.

Cervilla, L. M., Blasco, B., Rios, J. J., Romero, L. ve Ruiz, J. M., 2007, Oxidative stress and
antioxidants in tomato (Solanum lycopersicum) plants subjected to boron toxicity,
Annals of Botany, 100 (4), 747-756.

Chen, L.-S., Han, S., Qi, Y.-P. ve Yang, L.-T., 2012, Boron stresses and tolerance in citrus,
African Journal of Biotechnology, 11 (22), 5961-59609.

Coskun, Y., Olgunsoy, P., Karatas, N., Bulut, F. ve Yarar, F., 2014, Mannitol application
alleviates boron toxicity in wheat seedlings, Communications in soil science and plant
analysis, 45 (7), 944-952.

Cuesta, S., Guzman, C. ve Alvarez, J. B., 2015, Molecular characterization of novel LMW-i
glutenin subunit genes from Triticum urartu Thum. ex Gandil, Theoretical and
Applied Genetics, 128 (11), 2155-2165.

Curtis, B. C., Rajaram, S. ve Gomez Macpherson, H., 2002, Bread wheat: improvement and
production, Rome, Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), p.

De Le6n, 1. P., Sanz, A., Hamberg, M. ve Castresana, C., 2002, Involvement of the
Arabidopsisa-DOX1 fatty acid dioxygenase in protection against oxidative stress and
cell death, The Plant Journal, 29 (1), 61-72.

Dell, B. ve Huang, L., 1997, Physiological response of plants to low boron, Plant and soil,
193 (1), 103-120.

43



Dixon, J., 2007, The economics of wheat: research challenges from field to fork, Wheat
Production in Stressed Environments: Proceedings of the 7th International Wheat
Conference, 27 November—2 December 2005, Mar del Plata, Argentina, 9-22.

Dubcovsky, J. ve Dvorak, J., 2007, Genome plasticity a key factor in the success of polyploid
wheat under domestication, Science, 316 (5833), 1862-1866.

Dvordk, J., Terlizzi, P., Zhang, H. B. ve Resta, P., 1993, The evolution of polyploid wheats:
identification of the A genome donor species, Genome, 36 (1), 21-31.

Dzondo-Gadet, M., Mayap-Nzietchueng, R., Hess, K., Nabet, P., Belleville, F. ve Dousset, B.,
2002, Action of boron at the molecular level, Biological Trace Element Research, 85
(1), 23-33.

Emon, R., Gustafson, K., Bebeli, P., Jahiruddin, M., Haque, M., Ross, K. ve Gusafson, J.,
2012, Screening Aegilops-Triticum species for Boron tolerance, Afr J Agr Res, 7,
1931-1936.

Emon, R. M., Nevame, A. Y. M., Gustafson, P. J., Haque, M. S., Jahiruddin, M. ve Islam, M.
M., 2015, Morpho-Genetic Study and Detection of Boron Toxicity Tolerance of Wild
Wheat Genotypes, Journal of Applied Biotechnology, 3 (2), 41.

Fang, W., Zhao, F. a., Sun, Y., Xie, D., Sun, L., Xu, Z., Zhu, W., Yang, L., Zhao, Y., Lv, S.,
Tang, Z., Nie, L., Li, W., Hou, J., Duan, Z., Yu, Y. ve Yang, X., 2015, Transcriptomic
Profiling Reveals Complex Molecular Regulation in Cotton Genic Male Sterile
Mutant Yu98-8A, PloS One, 10 (9), e0133425.

FAO 2018. Wheat production statistics FAOSTAT available at:
www.fao.org/faostat/en/#data/QCAccessed (August 2018)

Feldman, M. ve Millet, E., 2001, The contribution of the discovery of wild emmer to an
understanding of wheat evolution and domestication and to wheat improvement, Israel
Journal of Plant Sciences, 49 (supl), 25-36.

Feldman, M. ve Levy, A. A, 2015, Origin and evolution of wheat and related Triticeae
species, Alien introgression in wheat: cytogenetics, molecular biology, and genomics,
21-76.

Fricano, A., Brandolini, A., Rossini, L., Sourdille, P., Wunder, J., Effgen, S., Hidalgo, A.,
Erba, D., Piffanelli, P. ve Salamini, F., 2014, Crossability of Triticum urartu and
Triticum monococcum wheats, homoeologous recombination, and description of a
panel of interspecific introgression lines, G3 (Bethesda), 4 (10), 1931-1941.

Fu, Y.-B., 2015, Understanding crop genetic diversity under modern plant breeding,
Theoretical and Applied Genetics, 128 (11), 2131-2142.

Funakawa, H. ve Miwa, K., 2015, Synthesis of borate cross-linked rhamnogalacturonan II,
Frontiers in Plant Science, 6, 223.

Gao, F., Chen, B, Jiao, J., Jia, L. ve Liu, C., 2017, Two novel vesicle-inducing proteins in
plastids 1 genes cloned and characterized in Triticum urartu, PloS One, 12 (1),
e0170439.

Gaytancioglu, S. K. O., 2007, Tiirkiye’de bugdayda uygulanan tarim politikalar1 ve trakya
bolgesi bugday iireticilerinin sorunlari, Tekirdag Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 4 (3), 249-
259.

44


http://www.fao.org/faostat/en/#data/QCAccessed

Gharechahi, J., Alizadeh, H., Naghavi, M. R. ve Sharifi, G., 2014, A proteomic analysis to
identify cold acclimation associated proteins in wild wheat (Triticum urartu L.), Mol
Biol Rep, 41 (6), 3897-3905.

Glaszmann, J.-C., Kilian, B., Upadhyaya, H. D. ve Varshney, R. K., 2010, Accessing genetic
diversity for crop improvement, Current opinion in plant biology, 13 (2), 167-173.

Goldbach, H. E. ve Wimmer, M. A., 2007, Boron in plants and animals: Is there a role beyond
cell-wall structure?, Journal of Plant Nutrition and Soil Science, 170 (1), 39-48.

Gourdji, S. M., Sibley, A. M. ve Lobell, D. B., 2013, Global crop exposure to critical high
temperatures in the reproductive period: historical trends and future projections,
Environmental Research Letters, 8 (2), 024041.

Gunes, A., Soylemezoglu, G., Inal, A., Bagci, E., Coban, S. ve Sahin, O., 2006, Antioxidant
and stomatal responses of grapevine (Vitis vinifera L.) to boron toxicity, Scientia
Horticulturae, 110 (3), 279-284.

Gustafson, P., Raskina, O., Ma, X. ve Nevo, E., 2009, Wheat Evolution, Domestication, and
Improvement, In: Wheat Science and Trade, Eds, p. 3-30.

Hermsmeier, D., Schittko, U. ve Baldwin, I. T., 2001, Molecular Interactions between the
Specialist HerbivoreManduca sexta (Lepidoptera, Sphingidae) and Its Natural Host
Nicotiana attenuata. |. Large-Scale Changes in the Accumulation of Growth- and
Defense-Related Plant mMRNAs1, Plant Physiology, 125 (2), 683-700.

Heun, M., Schafer-Pregl, R., Klawan, D., Castagna, R., Accerbi, M., Borghi, B. ve Salamini,
F., 1997, Site of einkorn wheat domestication identified by DNA fingerprinting,
Science, 278 (5341), 1312-1314.

Hu, H. ve Brown, P. H., 1994, Localization of boron in cell walls of squash and tobacco and
its association with pectin (evidence for a structural role of boron in the cell wall),
Plant Physiology, 105 (2), 681-689.

Hu, H., Penn, S. G., Lebrilla, C. B. ve Brown, P. H., 1997, Isolation and characterization of
soluble boron complexes in higher plants (the mechanism of phloem mobility of
boron), Plant Physiology, 113 (2), 649-655.

Huang, L., Raats, D., Sela, H., Klymiuk, V., Lidzbarsky, G., Feng, L., Krugman, T. ve
Fahima, T., 2016, Evolution and adaptation of wild emmer wheat populations to biotic
and abiotic stresses, Annual review of phytopathology, 54, 279-301.

Huang, S., Sirikhachornkit, A., Su, X., Faris, J., Gill, B., Haselkorn, R. ve Gornicki, P., 2002,
Genes encoding plastid acetyl-CoA carboxylase and 3-phosphoglycerate kinase of the
<i>Triticum</i>/<i>Aegilops</i> complex and the evolutionary history of polyploid
wheat, Proceedings of the National Academy of Sciences, 99 (12), 8133-8138.

Kalapos, B., Juhasz, C., Balogh, E., Kocsy, G., Tobias, 1. ve Gullner, G., 2021, Transcriptome
profiling of pepper leaves by RNA-Seq during an incompatible and a compatible
pepper-tobamovirus interaction, Scientific Reports, 11 (1), 20680.

Kalayci, M., Alkan, A., Cakmak, 1., Bayramoglu, O., Yilmaz, A., Aydin, M., Ozbek, V., Ekiz,
H. ve Ozberisoy, F., 1998, Studies on differential response of wheat cultivars to boron
toxicity, Euphytica, 100 (1-3), 123-129.

Kayihan, C., Kayihan, D. S. ve Aksoy, E., 2021, Identification and expression profiling of
toxic boron-responsive microRNAs and their targets in sensitive and tolerant wheat
cultivars, Turkish journal of agriculture and forestry, 45 (4), 411-433.

45



Kayihan, C., Oz, M. T., Eyidogan, F., Yiicel, M. ve Oktem, H. A., 2017, Physiological,
Biochemical, and Transcriptomic Responses to Boron Toxicity in Leaf and Root
Tissues of Contrasting Wheat Cultivars, Plant Molecular Biology Reporter, 35 (1), 97-
100.

Khan, M. K., Pandey, A., Hamurcu, M., Avsaroglu, Z. Z., Ozbek, M., Omay, A. H., Elbasan,
F., Omay, M. R., Gokmen, F. ve Topal, A., 2021, Variability in physiological traits
reveals boron toxicity tolerance in Aegilops species, Frontiers in Plant Science, 12,
736614.

Khan, M. K., Pandey, A., Hamurcu, M., Germ, M., Yilmaz, F. G., Ozbek, M., Avsaroglu, Z.
Z., Topal, A. ve Gezgin, S., 2022, Nutrient homeostasis of Aegilops accessions
differing in B tolerance level under boron toxic growth conditions, Biology, 11 (8),
1094.

Khan, M. K., Arifuzzaman, M., Pandey, A., Turin, M. T. S., Hamurcu, M., Athar, T., Masuda,
M. S., Gokmen Yilmaz, F., Topal, A. ve Gezgin, S., 2023a, Advancement in
mitigating the effects of boron stress in wheat, In: Abiotic Stresses in Wheat, Eds, p.
329-338.

Khan, M. K., Pandey, A., Hamurcu, M., Rajpal, V. R., Vyhnanek, T., Topal, A., Raina, S. N.
ve Gezgin, S., 2023b, Insight into the Boron Toxicity Stress-Responsive Genes in
Boron-Tolerant Triticum dicoccum Shoots Using RNA Sequencing, Agronomy, 13

(3).

Khoury, C., Laliberté, B. ve Guarino, L., 2010, Trends in ex situ conservation of plant genetic
resources: a review of global crop and regional conservation strategies, Genetic
resources and crop evolution, 57 (4), 625-639.

Kilian, B., Ozkan, H., Deusch, O., Effgen, S., Brandolini, A., Kohl, J., Martin, W. ve
Salamini, F., 2007, Independent wheat B and G genome origins in outcrossing
Aegilops progenitor haplotypes, Molecular Biology and Evolution, 24 (1), 217-227.

Kimber, G. v. ve Sears, E. R., 1987, Evolution in the genus Triticum and the origin of
cultivated wheat, Wheat and wheat improvement, 13, 154-164.

Koeduka, T., Matsui, K., Hasegawa, M., Akakabe, Y. ve Kajiwara, T., 2005, Rice fatty acid
a-dioxygenase is induced by pathogen attack and heavy metal stress: activation
through jasmonate signaling, Journal of Plant Physiology, 162 (8), 912-920.

Konovalov, F. A., Goncharov, N. P., Goryunova, S., Shaturova, A., Proshlyakova, T. ve
Kudryavtsev, A., 2010, Molecular markers based on LTR retrotransposons BARE-1
and Jeli uncover different strata of evolutionary relationships in diploid wheats,
Molecular Genetics and Genomics, 283, 551-563.

Landi, M., Degl’Innocenti, E., Pardossi, A. ve Guidi, L., 2012, Antioxidant and
photosynthetic responses in plants under boron toxicity: a review, Am. J. Agric. Biol.
Sci, 7 (3), 255-270.

Landi, M., Margaritopoulou, T., Papadakis, 1. E. ve Araniti, F., 2019, Boron toxicity in higher
plants: an update, Planta, 250 (4), 1011-1032.

Leaungthitikanchana, S., Fujibe, T., Tanaka, M., Wang, S., Sotta, N., Takano, J. ve Fujiwara,
T., 2013, Differential expression of three BOR1 genes corresponding to different
genomes in response to boron conditions in hexaploid wheat (Triticum aestivum L.),
Plant Cell Physiol, 54 (7), 1056-1063.

46



Lev-Yadun, S., Gopher, A. ve Abbo, S., 2006, How and when was wild wheat domesticated?,
Science, 313 (5785), 296-297.

Levy, A. A. ve Feldman, M., 2022, Evolution and origin of bread wheat, Plant Cell, 34 (7),
2549-2567.

Li, H., Luo, W., Ji, R., Xu, Y., Xu, G., Qiu, S. ve Tang, H., 2021, A comparative proteomic
study of cold responses in potato leaves, Heliyon, 7 (2), e06002.

Li, L.-F., Zhang, Z.-B., Wang, Z.-H., Li, N., Sha, Y., Wang, X.-F., Ding, N., Li, Y., Zhao, J.
ve Wu, Y., 2022, Genome sequences of five Sitopsis species of Aegilops and the
origin of polyploid wheat B subgenome, Molecular plant, 15 (3), 488-503.

Ling, H.-Q., Zhao, S., Liu, D., Wang, J., Sun, H., Zhang, C., Fan, H., Li, D., Dong, L. ve Tao,
Y., 2013, Draft genome of the wheat A-genome progenitor Triticum urartu, Nature,
496 (7443), 87-90.

Livak, K. J. ve Schmittgen, T. D., 2001, Analysis of relative gene expression data using real-
time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method, Methods, 25 (4), 402-
408.

Loomis, W. D. ve Durst, R. W., 1991, Boron and cell walls, Current topics in plant
biochemistry and physiology: Proceedings of the... Plant Biochemistry and Physiology
Symposium held at the University of Missouri, Columbia (USA).

Luo, G., Zhang, X., Zhang, Y., Yang, W., Li, Y., Sun, J., Zhan, K., Zhang, A. ve Liu, D.,
2015, Composition, variation, expression and evolution of low-molecular-weight
glutenin subunit genes in Triticum urartu, BMC Plant Biology, 15 (1), 1-14.

Luo, G., Shen, L., Song, Y., Yu, K., Ji, J., Zhang, C., Yang, W., Li, X., Sun, J. ve Zhan, K.,
2021, The MYB family transcription factor TUODORANTL1 from Triticum urartu and
the homolog TaODORANT1 from Triticum aestivum inhibit seed storage protein
synthesis in wheat, Plant Biotechnology Journal, 19 (9), 1863-1877.

Luo, S. ve Kim, C., 2021, Current Understanding of Temperature Stress-Responsive
Chloroplast FtsH Metalloproteases, International journal of molecular sciences, 22
(22), 12106.

Mac Key, J., 1954, Mutation breeding in polyploid cereals, Acta Agriculturae Scandinavica, 4
(1), 549-557.

Macho-Rivero, M. A., Herrera-Rodriguez, M. B., Brejcha, R., Schéftner, A. R., Tanaka, N.,
Fujiwara, T., Gonzalez-Fontes, A. ve Camacho-Cristobal, J. J., 2018, Boron toxicity
reduces water transport from root to shoot in Arabidopsis plants. Evidence for a
reduced transpiration rate and expression of major PIP aquaporin genes, Plant and
Cell Physiology, 59 (4), 841-849.

Mahboobi, H., Yucel, M. ve Oktem, H. A., 2001, CELL WALL URONIC ACID
CONCENTRATIONS OF RESISTANT AND SENSITIVE CULTIVARS OF
WHEAT AND BARLEY UNDER BORON TOXICITY, Journal of Plant Nutrition,
24 (12), 1965-1973.

Mahboobi, H., Yiicel, M. ve Oktem, H. A. 2002, Nitrate reductase and glutamate
dehydrogenase activities of resistant and sensitive cultivars of wheat and barley under
boron toxicity, Journal of Plant Nutrition, 25 (8), 1829-1837.

Marcussen, T., Sandve, S. R., Heier, L., Spannagl, M., Pfeifer, M., International Wheat
Genome Sequencing Consortium, Jakobsen, K. S., Wulff, B. B., Steuernagel, B. ve

47



Mayer, K. F., 2014, Ancient hybridizations among the ancestral genomes of bread
wheat, Science, 345 (6194), 1250092.

Marschner, P. ve Rengel, Z., 2012, Nutrient availability in soils, In: Marschner's mineral
nutrition of higher plants, Eds: Elsevier, p. 315-330.

Martinez-Ballesta, M. d. C., Bastias, E., Zhu, C., Schiffner, A. R., Gonzalez-Moro, B.,
Gonzalez-Murua, C. ve Carvajal, M., 2008, Boric acid and salinity effects on maize
roots. Response of aquaporins ZmPIP1 and ZmPIP2, and plasma membrane
H+-ATPase, in relation to water and nutrient uptake, Physiologia Plantarum, 132 (4),
479-490.

McCouch, S., Baute, G. J., Bradeen, J., Bramel, P., Bretting, P. K., Buckler, E., Burke, J. M.,
Charest, D., Cloutier, S., Cole, G., Dempewolf, H., Dingkuhn, M., Feuillet, C., Gepts,
P., Grattapaglia, D., Guarino, L., Jackson, S., Knapp, S., Langridge, P., Lawton-Rauh,
A., Lijua, Q., Lusty, C., Michael, T., Myles, S., Naito, K., Nelson, R. L., Pontarollo,
R., Richards, C. M., Rieseberg, L., Ross-lbarra, J., Rounsley, S., Hamilton, R. S.,
Schurr, U., Stein, N., Tomooka, N., van der Knaap, E., van Tassel, D., Toll, J., Valls,
J., Varshney, R. K., Ward, J., Waugh, R., Wenzl, P. ve Zamir, D., 2013, Feeding the
future, Nature, 499 (7456), 23-24.

Metwally, A., EI-Shazoly, R. ve Hamada, A. M., 2012, Effect of boron on growth criteria of
some wheat cultivars, J. Biol. Earth Sci, 2 (1), B1-B9.

Miwa, K. ve Fujiwara, T., 2010, Boron transport in plants: co-ordinated regulation of
transporters, Annals of Botany, 105 (7), 1103-1108.

Miwa, K., Aibara, I. ve Fujiwara, T., 2014, Arabidopsis thaliana BOR4 is upregulated under
high boron conditions and confers tolerance to high boron, Soil science and plant
nutrition, 60 (3), 349-355.

Morrison, L., 1993, Triticum-Aegilops systematics: taking an integrative approach,
Biodiversity and wheat improvement., 59-66.

Nable, R. O., 1988, Resistance to boron toxicity amongst several barley and wheat cultivars: a
preliminary examination of the resistance mechanism, Plant and soil, 112 (1), 45-52.

Nejad, S. G., Savaghebi, G., Farahbakhsh, M., Amiri, R. M. ve Rezaei, H., 2015, Tolerance of
some wheat varieties to boron toxicity, Cereal Research Communications, 43 (3), 384-
393.

Nevo, E. ve Chen, G., 2010, Drought and salt tolerances in wild relatives for wheat and barley
improvement, Plant, Cell & Environment, 33 (4), 670-685.

Ozkan, H., Brandolini, A., Schifer-Pregl, R. ve Salamini, F., 2002, AFLP analysis of a
collection of tetraploid wheats indicates the origin of emmer and hard wheat
domestication in southeast Turkey, Molecular Biology and Evolution, 19 (10), 1797-
1801.

Ozkan, H., Tuna, M., Kilian, B., Mori, N. ve Ohta, S., 2010, Genome size variation in diploid
and tetraploid wild wheats, AoB PLANTS, 2010.

Pallotta, M., Schnurbusch, T., Hayes, J., Hay, A., Baumann, U., Paull, J., Langridge, P. ve
Sutton, T., 2014, Molecular basis of adaptation to high soil boron in wheat landraces
and elite cultivars, Nature, 514 (7520), 88-91.

48



Pandey, A., Khan, M. K., Hamurcu, M., Yilmaz, F. G. ve Gezgin, S., 2020, Boron Toxicity:
An Insight on Its Influence on Wheat Growth, In: Metal Toxicology Handbook, Eds:
CRC Press, p. 417-432.

Pandey, A., Khan, M. K., Hamurcu, M., Brestic, M., Topal, A. ve Gezgin, S., 2022, Insight
into the Root Transcriptome of a Boron-Tolerant Triticum zhukovskyi Genotype
Grown under Boron Toxicity, Agronomy, 12 (10).

Papadakis, I. E., Dimassi, K. N., Bosabalidis, A. M., Therios, I. N., Patakas, A. ve
Giannakoula, A., 2004, Boron toxicity in ‘Clementine’mandarin plants grafted on two
rootstocks, Plant Science, 166 (2), 539-547.

Paull, J. G., 1990, Genetic studies on the tolerance of wheat to high concentrations of boron.

Peng, J. H., Sun, D. ve Nevo, E., 2011, Domestication evolution, genetics and genomics in
wheat, Molecular Breeding, 28, 281-301.

Princi, M. P., Lupini, A., Araniti, F., Longo, C., Mauceri, A., Sunseri, F. ve Abenavoli, M. R,
2016, Boron Toxicity and Tolerance in Plants, 115-147.

Qiao, K., Liang, S., Wang, F., Wang, H., Hu, Z. ve Chai, T., 2019, Effects of cadmium
toxicity on diploid wheat (Triticum urartu) and the molecular mechanism of the
cadmium response, Journal of hazardous materials, 374, 1-10.

Qiu, Y., Zhou, R., Kong, X., Zhang, S. ve Jia, J., 2005, Microsatellite mapping of a Triticum
urartu Tum. derived powdery mildew resistance gene transferred to common wheat
(Triticum aestivum L.), Theoretical and Applied Genetics, 111, 1524-1531.

Rahmstorf, S. ve Coumou, D., 2011, Increase of extreme events in a warming world,
Proceedings of the National Academy of Sciences, 108 (44), 17905-17909.

Rawson, H., 1996, The developmental stage during which boron limitation causes sterility in
wheat genotypes and the recovery of fertility, Functional Plant Biology, 23 (6), 709-
717.

Redden, R., 2013, New approaches for crop genetic adaptation to the abiotic stresses
predicted with climate change, Agronomy, 3 (2), 419-432.

Rehman, S., Park, T. I., Kim, Y. J., Seo, Y. W. ve Yun, S. J,, 2006, Inverse relationship
between boron toxicity tolerance and boron contents of barley seed and root, Journal
of Plant Nutrition, 29 (10), 1779-17809.

Reid, R. ve Fitzpatrick, K., 2009a, Influence of Leaf Tolerance Mechanisms and Rain on
Boron Toxicity in Barley and Wheat, Plant Physiology, 151 (1), 413-420.

Reid, R. ve Fitzpatrick, K. L., 2009b, Redistribution of boron in leaves reduces boron toxicity,
Plant signaling & behavior, 4 (11), 1091-1093.

Reid, R. J., Hayes, J. E., Post, A., Stangoulis, J. C. R. ve Graham, R. D., 2004, A critical
analysis of the causes of boron toxicity in plants, Plant, Cell & Environment, 27 (11),
1405-1414.

Ren, Y., Li, M., Guo, S., Sun, H., Zhao, J., Zhang, J., Liu, G., He, H., Tian, S., Yu, Y., Gong,
G., Zhang, H., Zhang, X., Alseekh, S., Fernie, A. R., Scheller, H. V. ve Xu, Y., 2021,
Evolutionary gain of oligosaccharide hydrolysis and sugar transport enhanced
carbohydrate partitioning in sweet watermelon fruits, Plant Cell, 33 (5), 1554-1573.

49



Rerkasem, B., Nirantrayagul, S. ve Jamjod, S., 2004, Increasing boron efficiency in
international bread wheat, durum wheat, triticale and barley germplasm will boost
production on soils low in boron, Field Crops Research, 86 (2-3), 175-184.

Reyer, C. P., Leuzinger, S., Rammig, A., Wolf, A., Bartholomeus, R. P., Bonfante, A., De
Lorenzi, F., Dury, M., Gloning, P. ve Abou Jaoudé, R., 2013, A plant's perspective of
extremes: terrestrial plant responses to changing climatic variability, Global change
biology, 19 (1), 75-89.

Rodriguez-Suarez, C., Ramirez, M. C., Martin, A. ve Atienza, S. G., 2011, Applicability of
chromosome-specific SSR wheat markers for the introgression of Triticum urartu in
durum wheat breeding programmes, Plant Genetic Resources, 9 (3), 439-444.

Roessner, U., Patterson, J. H., Forbes, M. G., Fincher, G. B., Langridge, P. ve Bacic, A.,
2006, An investigation of boron toxicity in barley using metabolomics, Plant Physiol,
142 (3), 1087-1101.

Rouse, M. ve Jin, Y., 2011, Stem rust resistance in A-genome diploid relatives of wheat,
Plant Disease, 95 (8), 941-944.

Roy, S. J., Tucker, E. J. ve Tester, M., 2011, Genetic analysis of abiotic stress tolerance in
crops, Current opinion in plant biology, 14 (3), 232-239.

Ryden, P., Sugimoto-Shirasu, K., Smith, A. C., Findlay, K., Reiter, W.-D. ve McCann, M. C,,
2003, Tensile properties of Arabidopsis cell walls depend on both a xyloglucan cross-
linked microfibrillar network and rhamnogalacturonan Il-borate complexes, Plant
Physiology, 132 (2), 1033-1040.

Saffert, A., Hartmann-Schreier, J., Schon, A. ve Schreier, P., 2000, A dual function alpha-
dioxygenase-peroxidase and NAD(+) oxidoreductase active enzyme from germinating
pea rationalizing alpha-oxidation of fatty acids in plants, Plant Physiol, 123 (4), 1545-
1552,

Sakamoto, T., Inui, Y. T., Uraguchi, S., Yoshizumi, T., Matsunaga, S., Mastui, M., Umeda,
M., Fukui, K. ve Fujiwara, T., 2011, Condensin Il alleviates DNA damage and is
essential for tolerance of boron overload stress in Arabidopsis, The Plant Cell, 23 (9),
3533-3546.

Sanz, A., Moreno, J. I. ve Castresana, C., 1998, PIOX, a new pathogen-induced oxygenase
with homology to animal cyclooxygenase, Plant Cell, 10 (9), 1523-1537.

Schnurbusch, T., Collins, N. C., Eastwood, R. F., Sutton, T., Jefferies, S. P. ve Langridge, P.,
2007, Fine mapping and targeted SNP survey using rice-wheat gene colinearity in the
region of the Bol boron toxicity tolerance locus of bread wheat, Theoretical and
Applied Genetics, 115 (4), 451-461.

Schnurbusch, T., Langridge, P. ve Sutton, T., 2008, The Bol-specific PCR marker AWWS5L7
is predictive of boron tolerance status in a range of exotic durum and bread wheats,
Genome, 51 (12), 963-971.

Schnurbusch, T., Hayes, J., Hrmova, M., Baumann, U., Ramesh, S. A., Tyerman, S. D.,
Langridge, P. ve Sutton, T., 2010, Boron Toxicity Tolerance in Barley through
Reduced Expression of the Multifunctional Aquaporin HvNIP2;1 Plant Physiology,
153 (4), 1706-1715.

Sears, E., 1952, Homoeologous chromosomes in Triticum aestivum.

50



Sehgal, A., Sita, K., Siddique, K. H. M., Kumar, R., Bhogireddy, S., Varshney, R. K.,
HanumanthaRao, B., Nair, R. M., Prasad, P. V. V. ve Nayyar, H., 2018, Drought
or/and Heat-Stress Effects on Seed Filling in Food Crops: Impacts on Functional
Biochemistry, Seed Yields, and Nutritional Quality, Frontiers in Plant Science, 9.

Shao, Q.-Q., Li, C.-S. ve Basang, C., 1983, Semi-wild wheat from Xizang (Tibet),
Proceedings of the sixth International Wheat Genetics Symposium/edited by Sadao
Sakamoto.

Shen, L., Luo, G., Song, Y., Xu, J., Ji, J., Zhang, C., Gregova, E., Yang, W., Li, X. ve Sun, J.,
2021, A novel NAC family transcription factor SPR suppresses seed storage protein
synthesis in wheat, Plant Biotechnology Journal, 19 (5), 992-1007.

Shen, Z., Liang, Y. ve Shen, K., 1993, Effect of boron on the nitrate reductase activity in
oilseed rape plants, Journal of Plant Nutrition, 16 (7), 1229-12309.

Shiferaw, B., Smale, M., Braun, H.-J., Duveiller, E., Reynolds, M. ve Muricho, G., 2013,
Crops that feed the world 10. Past successes and future challenges to the role played
by wheat in global food security, Food Security, 5, 291-317.

Shireen, F., Nawaz, M. A., Chen, C., Zhang, Q., Zheng, Z., Sohail, H., Sun, J., Cao, H.,
Huang, Y. ve Bie, Z., 2018, Boron: Functions and Approaches to Enhance Its
Availability in Plants for Sustainable Agriculture, Int J Mol Sci, 19 (7).

Song, Y., Luo, G., Shen, L., Yu, K., Yang, W., Li, X., Sun, J., Zhan, K., Cui, D. ve Liu, D.,
2020, TubZIP28, a novel bZIP family transcription factor from Triticum urartu, and
TabZIP28, its homologue from Triticum aestivum, enhance starch synthesis in wheat,
new phytologist, 226 (5), 1384-1398.

Sonmez, O., Aydemir, S. ve Kaya, C., 2009, Mitigation effects of mycorrhiza on boron
toxicity in wheat (Triticum durum) plants, New Zealand Journal of Crop and
Horticultural Science, 37 (2), 99-104.

Stangoulis, J., Tate, M., Graham, R., Bucknall, M., Palmer, L., Boughton, B. ve Reid, R.,
2010, The Mechanism of Boron Mobility in Wheat and Canola Phloem  Plant
Physiology, 153 (2), 876-881.

Stangoulis, J. C. R., Reid, R. J., Brown, P. H. ve Graham, R. D., 2001, Kinetic analysis of
boron transport in Chara, Planta, 213 (1), 142-146.

Su, H.-G., Zhang, X.-H., Wang, T.-T., Wei, W.-L., Wang, Y.-X., Chen, J., Zhou, Y.-B., Chen,
M., Ma, Y.-Z., Xu, Z.-S. ve Min, D.-H., 2020, Genome-Wide Identification,
Evolution, and Expression of GDSL-Type Esterase/Lipase Gene Family in Soybean,
Frontiers in Plant Science, 11.

Subedi, K., Gregory, P. ve Gooding, M., 1999, Boron accumulation and partitioning in wheat
cultivars with contrasting tolerance to boron deficiency, Plant and soil, 214 (1), 141-
152.

Sutton, T., Baumann, U., Hayes, J., Collins, N. C., Shi, B. J., Schnurbusch, T., Hay, A.,
Mayo, G., Pallotta, M., Tester, M. ve Langridge, P., 2007, Boron-toxicity tolerance in
barley arising from efflux transporter amplification, Science, 318 (5855), 1446-1449.

Tanaka, M. ve Fujiwara, T., 2008, Physiological roles and transport mechanisms of boron:
perspectives from plants, Pfliigers Archiv-European Journal of Physiology, 456, 671-
677.

51



Tanaka, M., Takano, J., Chiba, Y., Lombardo, F., Ogasawara, Y., Onouchi, H., Naito, S. ve
Fujiwara, T., 2011, Boron-dependent degradation of NIP5;1 mRNA for acclimation to
excess boron conditions in Arabidopsis, Plant Cell, 23 (9), 3547-3559.

Tanaka, N., Uraguchi, S., Saito, A., Kajikawa, M., Kasai, K., Sato, Y., Nagamura, Y. ve
Fujiwara, T., 2013, Roles of Pollen-Specific Boron Efflux Transporter, OsBOR4, in
the Rice Fertilization Process, Plant and Cell Physiology, 54 (12), 2011-2019.

Tirajoh, A., Aung, T. S. T., McKay, A. B. ve Plant, A. L., 2004, Stress-responsive a-
dioxygenase expression in tomato roots, Journal of Experimental Botany, 56 (412),
713-723.

Torun, A. A., Yazici, A., Erdem, H. ve CAKMAK, 1., 2006, Genotypic variation in tolerance
to boron toxicity in 70 durum wheat genotypes, Turkish journal of agriculture and
forestry, 30 (1), 49-58.

Voxeur, A. ve Fry, S. C., 2014, Glycosylinositol phosphorylceramides from Rosa cell cultures
are boron-bridged in the plasma membrane and form complexes with
rhamnogalacturonan I1, The Plant Journal, 79 (1), 139-149.

Wang, B.-L., Shi, L., Li, Y.-X. ve Zhang, W.-H., 2010, Boron toxicity is alleviated by
hydrogen sulfide in cucumber (Cucumis sativus L.) seedlings, Planta, 231 (6), 1301-
1309.

Wang, F., Qiao, K., Wang, H., Wang, H. ve Chai, T., 2022a, MTP8 from Triticum urartu Is
Primarily Responsible for Manganese Tolerance, International journal of molecular
sciences, 23 (10), 5683.

Wang, N., Yang, C., Pan, Z., Liu, Y. ve Peng, S. a., 2015, Boron deficiency in woody plants:
various responses and tolerance mechanisms, Frontiers in Plant Science, 6.

Wang, X., Luo, G., Yang, W, Li, Y., Sun, J., Zhan, K., Liu, D. ve Zhang, A., 2017, Genetic
diversity, population structure and marker-trait associations for agronomic and grain
traits in wild diploid wheat Triticum urartu, BMC Plant Biology, 17 (1), 1-17.

Wang, X., Hu, Y., He, W., Yu, K., Zhang, C., Li, Y., Yang, W., Sun, J., Li, X., Zheng, F.,
Zhou, S., Kong, L., Ling, H., Zhao, S., Liu, D. ve Zhang, A., 2022b, Whole-genome
resequencing of the wheat A subgenome progenitor Triticum urartu provides insights
into its demographic history and geographic adaptation, Plant Commun, 3 (5), 100345.

Wang, Y. ve Frei, M., 2011, Stressed food-The impact of abiotic environmental stresses on
crop quality, Agriculture, Ecosystems & Environment, 141 (3-4), 271-286.

Wei, J.-Z., Tirajoh, A., Effendy, J. ve Plant, A. L., 2000, Characterization of salt-induced
changes in gene expression in tomato (Lycopersicon esculentum) roots and the role
played by abscisic acid, Plant Science, 159 (1), 135-148.

Wimmer, M. A., Miihling, K. H., Lauchli, A., Brown, P. H. ve GOLDBACH. E., 2003, The
interaction between salinity and boron toxicity affects the subcellular distribution of
ions and proteins in wheat leaves, Plant, Cell & Environment, 26 (8), 1267-1274.

Xu, E., Vaahtera, L., Horak, H., Hincha, D. K., Heyer, A. G. ve Brosché¢, M., 2015,
Quantitative trait loci mapping and transcriptome analysis reveal candidate genes
regulating the response to ozone in Arabidopsis thaliana, Plant Cell Environ, 38 (7),
1418-1433.

52



Yang, F., Zhang, J., Liu, Q., Liu, H., Zhou, Y., Yang, W. ve Ma, W., 2022, Improvement and
Re-Evolution of Tetraploid Wheat for Global Environmental Challenge and Diversity
Consumption Demand, International journal of molecular sciences, 23 (4), 2206.

Yang, W, Li, J., Liu, D., Sun, J., He, L. ve Zhang, A., 2014, Genome-wide analysis of the
heat shock transcription factor family in"Triticum urartu'and'Aegilops tauschii’, Plant
Omics, 7 (5), 291-297.

Yang, Y., Cui, L., Lu, Z, Li, G., Yang, Z., Zhao, G., Kong, C., Li, D., Chen, Y., Xie, Z.,
Chen, Z., Zhang, L., Xia, C., Liu, X, Jia, J. ve Kong, X., 2023, Genome sequencing of
Sitopsis species provides insights into their contribution to the B subgenome of bread
wheat, Plant Communications, 4 (4), 100567.

Yau, S. K. ve Ryan, J., 2008, Boron Toxicity Tolerance in Crops: A Viable Alternative to Soil
Amelioration, Crop Science, 48 (3), 854.

Yoshinari, A. ve Takano, J., 2017, Insights into the Mechanisms Underlying Boron
Homeostasis in Plants, Frontiers in Plant Science, 8.

Zaharieva, M. ve Monneveux, P., 2014, Cultivated einkorn wheat (Triticum monococcum L.
subsp. monococcum): the long life of a founder crop of agriculture, Genetic resources
and crop evolution, 61, 677-706.

Zeibig, F., Kilian, B. ve Frei, M., 2021, The grain quality of wheat wild relatives in the
evolutionary context, Theoretical and Applied Genetics, 1-20.

Zhang, H., Yang, Y., Wang, C., Liu, M., Li, H., Fu, Y., Wang, Y., Nie, Y., Liu, X. ve Ji, W.,
2014. Large-scale transcriptome comparison reveals distinct gene activations in wheat
responding to stripe rust and powdery mildew. BMC genomics 15, 898. Erisim Adresi,
http://europepmc.org/abstract/ MED/25318379

Zhang, J., Wang, J., Jiang, W., Liu, J., Yang, S., Gali, J. ve Li, Y., 2016, Identification and
Analysis of NaHCO3 Stress Responsive Genes in Wild Soybean (Glycine soja) Roots
by RNA-seq, Front Plant Sci, 7, 1842.

Zhang, J., Huang, D., Zhao, X. ve Zhang, M., 2021, Evaluation of drought resistance and
transcriptome analysis for the identification of drought-responsive genes in Iris
germanica, Scientific Reports, 11 (1), 16308.

Zhang, Y., Luo, G., Liu, D., Wang, D., Yang, W., Sun, J., Zhang, A. ve Zhan, K., 2015,
Genome-, transcriptome-and proteome-wide analyses of the gliadin gene families in
Triticum urartu, PloS One, 10 (7), e0131559.

53



