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Biyotik ve abiyotik stres faktorleri ililkemizde ve tiim diinyada tarimsal verimi olumsuz
etkilemektedir. Onemli abiyotik stres faktorlerinden biri olan bor toksisitesi, Tiirkiye dahil diinyanin
kurak ve yar1 kurak bolgelerinde ciddi bir sorundur. Bugdayin bor toksisitesine duyarlt oldugu ve
iiretiminin de bor toksisitesinden dnemli dl¢iide etkilendigi bilinmektedir.

Bu nedenle, bor toksik ortamlarda basariyla yetistirilebilen, bor toleransi yiiksek bugday
cesitlerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Bununla birlikte, yogun bugday 1slah programlari, yetistirilen
bugday popiilasyonlarinda homojenligi gelistirmis ve onlar1 yiiksek bor dahil ¢evresel streslere karsi daha
duyarli hale getirmistir. Bu nedenle, daha iyi siirdiiriilebilirlik icin modern bugday genotiplerinin bor
toleransli yeni c¢esitlerle degistirilmesi gerekmektedir. Bor toleransli yeni bugday genotiplerinin
gelistirilmesi i¢in bor toksisite toleransi yiiksek bugday genetik kaynaklarinin tespit edilmesi ve
kullanilmasi gerekmektedir. Bugday genetik kaynaklar1 genis bir genetik tabana sahip olup, biyotik ve
abiyotik stres kosullarina dayanikli genotiplerin gelistirilmesi i¢cin dnemli bir potansiyele sahiptir. Yabani
tiirlerde farkli stres toleranslarinda yer alan molekiiler mekanizmay1 belirlemek ve bunu ekili tahil
mahsullerine uygulamak, adaptif bir strateji olabilir.

Bugday genetik kaynaklari arasinda yabani Gernik bugday1 (Triticum dicoccoides) binlerce
yildir olumsuz kosullara maruz kalmig ve giiniimiize kadar gelmistir. Yabani Gernik bugdayi, tarimsal
ekonomik degere sahip olmasa da, ¢evreye uyum ve farkli stres kosullarina tolerans i¢in 6nemli olan
genleri icerir. Modern bugday c¢esitlerinin Onciisiidiir ve bugdayimn atas1 oldugu i¢in bu 6zelliklerini
bugday 1slahinda kullanmak faydali ve kolay olacaktir. Pek ¢ok stres kosuluna toleransl genlerin kaynagi
olmasina ragmen, T. dicoccoides genotipleri, Bor toksisite toleransi agisindan kapsamli bir sekilde
taranmamuistir. Ne bora toleransli yabani Gernik bugday1 genotipi daha dnce bildirilmis ne de genlerinin
yiiksek bor altinda diferansiyel ekspresyonu ¢aligilmistir.

Bu amag dogrultusunda, bu tez kapsaminda, Bor toksik kosullarinda yetistirilen bor toleransl bir
T. dicoccoides genotipi olan P1362036'nin diferansiyel olarak eksprese edilen genleri, RNA Dizileme ve
RT-qPCR tabanli ekspresyon analizi ile tanimlanmustir. Caligmamizda, T. dicoccoides, P1362036
genotipinin Bor-toksisite toleransi diizeyi, B-toksisite toleransi iyi bilinen bir genotip olan kontrol ¢esidi
Bolal 2973 ile karsilastirilarak belirlenmistir. T. dicoccoides, P1362036'da yiiksek bor uygulamasi altinda



sadece yapraklarda daha az sararma gozlenmemis, ayni zamanda kok uzunlugu disindaki tiim biiylime
parametreleri Bolal 2973'e kiyasla yiiksek bor’dan daha az etkilenmistir. RNA dizileme sonuglarinda
toplam 2663 yeni gen ve 9.869 yeni transkript tanimlanmistir.

PI362036'min govdelerinde yiiksek bor altinda toplam olarak 2783 gen Onemli o&lgiide
diferansiyel olarak ifade edilmistir. Onemli 6lgiide diizenlenen bu genlerden 134'iiniin asag1 regiile
edildigi, 2649 genin ise yukari regiile edildigi bulunmustur. Bunlardan, transkriptom siralama sonuglarina
dayali olarak RT-qPCR analizi i¢in 6nemli 6l¢iide diferansiyel olarak eksprese edilen 8 gen secilmistir.
Calisilan sekiz gen arasinda Kontrol ile karsilagtirildiginda a-DOX, NAS, GELPs, FTSH 9, DCAF13,
ILK1 ve UXSI genleri yukari regiilasyon gosterirken, SFR1 geni bor toksik biiyiime kosulu altinda asag:
regiilasyon gostermistir. RT-qPCR ve RNA dizileme deki tiim genlerin diferansiyel ekspresyonu
birbiriyle uyumluydu. T. dicoccoides genotipinin yiiksek B toleransina iligkin ilk transkriptomik ¢aligma
oldugundan, elde edilen sonuglara odaklanilmali ve yiiksek bor’a tolerans saglamadaki gen fonksiyonunu
aydinlatmak i¢in potansiyel aday genlerin fonksiyonel karakterizasyonu yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Abiyotik stres, Bor toksisitesi, Bugday, Gen Ekspresyonu, RNA
Sekanslamasi, RT-gPCR, T. dicoccoides
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Abstract

Biotic and abiotic stress factors negatively affect agricultural yield in our country and the entire
world. Boron toxicity, which is one of the important abiotic stress factors, is a serious problem in arid and
semi-arid regions of the world, including Turkey. It is known that wheat, is sensitive to boron toxicity and
its production is also significantly affected by boron toxicity. Therefore, it is necessary to develop high
boron tolerant wheat varieties that can be successfully grown in boron toxic environments. However,
intensive wheat breeding programs have developed homogeneity in the grown wheat populations and
have made them more susceptible to environmental stresses, including high boron. Therefore, it is
necessary to replace cultivated wheat genotypes with new boron tolerant varieties for better sustainability.
For the development of new boron tolerant wheat genotypes, it is necessary to identify and use wheat
genetic resources with high boron toxicity tolerance. Wheat genetic resources have a wide genetic base
and have an important potential for the development of genotypes resistant to biotic and abiotic stress
conditions. Identifying the molecular mechanism involved in different stress tolerances in wild species
and applying it to cultivated cereal crops can be an adaptive strategy. Among the wheat genetic resources,
wild emmer wheat (Triticum dicoccoides) has been exposed to adverse conditions for thousands of years
and has survived to the present day. Although wild emmer wheat have no agricultural economic value,
they contain genes that are important for adaptation to the environment and tolerance to different stress
conditions. It is the precursor to modern wheat varieties, and since it is the wheat ancestor, it will be
useful and easy to use these features in wheat breeding. Despite being the source of tolerant genes for
many stress conditions, T. dicoccoides genotypes have not been thoroughly screened for boron toxicity
tolerance. Neither boron tolerant wild emmer wheat genotype has been previously reported nor
differential expression of its genes under high boron has been studied. Aiming this issue, within the scope
of this thesis, differentially expressed genes of a boron tolerant T. dicoccoides genotype, P1362036 grown
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under boron toxic condition have been identified via RNA Sequencing and the RT-gPCR based
expression analysis. In our study, Boron-toxicity tolerance level of T. dicoccoides, PI362036 genotype
was determined by comparing with the check cultivar Bolal 2973, which is a well-known B-toxicity-
tolerant genotype. Not only less yellowing of the leaves was observed in T. dicoccoides, P1362036 under
high-Boron treatment, but also all the growth parameters, other than root length were less influenced by
high boron as compared to Bolal 2973. In RNA sequencing results, total 2663 novel genes and 9,869
novel transcripts were identified. A total of 2783 genes were significantly differentially expressed in the
shoots of PI362036 under high boron. Out of these significantly regulated genes, 134 were found to be
downregulated, while 2649 genes were up-regulated. Among these, 8 significantly differentially
expressed genes were selected for RT-qPCR analysis based on transcriptome sequencing results. Among
the studied eight genes, while a-DOX, NAS, GELPs, FTSH 9, DCAF13, ILK1, and UXS1 genes showed
an upregulation, SFR1 gene showed downregulation under boron toxic growth condition as compared to
Control. The differential expression of all the genes in RT-qPCR and RNA sequencing was in accordance
with each other. Being the first transcriptomic study on the high boron tolerance of the T. dicoccoides
genotype, the obtained results should be focused, and the functional characterization of potential
candidate genes should be conducted to elucidate the gene function in providing tolerance to high boron.

Keywords: Abiotic stress, Boron toxicity, Gene Expression, RNA Sequencing, RT-
gPCR, T. dicoccoides, Wheat
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1. GIRIS

Tarim, diinya ekonomisi i¢in Onemli bir sektordiir. Tarim, ormancilik ve
balik¢iligin yarattigr kiiresel katma deger, 2000 ile 2019 arasinda reel olarak ytlizde 73
artarak 2019'da 3,5 trilyon dolara ulasmistir. (FAOSTAT 2021). Kiiresel ana mahsul
tiretiminin yaris1 musir, bugday piring ve seker kamisi gibi sadece dort mahsulden
olusmaktadir.Bugday, diinya ¢apinda insan beslenmesinin ana bileseni olarak tiiketilen
baslica tahil iirlinlerinden biridir. Kiiresel bugdayin iicte ikisinden fazlasi gida igin,
beste biri ise hayvan yemi i¢in kullanilmaktadir (Grote ve ark., 2021). Kiiresel tiretimi
yillik ortalama yaklasik 750 milyon tondur (2016-2018, OECD/FAO, 2019). Tiirkiye,
kiiresel tiretimin yaklasik %3'linii olusturan diinyanin en biiyiik 10. tarim ihracatgisidir
(FAOSTAT, 2021). Tahillar s6z konusu oldugunda en ¢ok tiiketilen ve iiretilen iiriin
bugdaydir (Demirbas ve Atig, 2005). Tiirkiye, diinya bugday diiretiminin yaklasik
%3'linii gerceklestirmekte ve islenmis bugday (bugday unu) ihracatinda diinyada ilk
sirada yer almaktadir (FAOSTAT, 2021). Tirkiye'nin tahil ekim alaninin yilizde 44'i
bugday iiretimine ayrilirken (TUIK, 2021), bugday ihracatinda hem ham, hem de
islenmis bugday triinlerinde lider konumdadir (FAOSTAT, 2021). Tiirkiye'de bugday
bin yildan fazla siiredir yetistirilmektedir (HELICKE, 2019). 1971'de 10.7 milyon ton
olan Tiirkiye'nin bugday tiretimi, 2020'de yillik ortalama %1,85 oraninda artarak 18.25
milyon tona yiikselmistir. Uretilen gida miktarindaki artisa ragmen, 2019'daki yiizde
8,4'e kiyasla diinya niifusunun yaklasik yiizde 10'u 2020'de aglik sorunu yasamistir
(FAOSTAT 2021). Birlesmis Milletler'e gore 15 Kasim 2022'de diinya niifusundaki
artts 8 milyara ulas olup. Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO), 2050 yilina kadar diinya
niifusunun yaklagik 9,1 milyara ulagacagini (giiniimiizden %34 daha fazla) ve hizla
artan diinya niifusunu beslemek i¢in tahil {iretiminin artmaya devam etmesi gerektigini
belirtmektedir (Foley ve ark., 2011).

Diinyada ve Tiirkiye'de bugday tretimini engelleyen bir¢ok faktér bulunmaktadir.
Diinyada, her yil toprak bozulmasinin tahminen 12 milyon hektar tarim arazisinin
kaybina ve bu da yilda en az 20 milyon ton tahil kaybina neden olmaktadir. Nkonya ve
ark. (2016) kiiresel arazi alaninin yaklasik %30'unun bozulmus oldugunu ve bozulmus
arazide tahmini ti¢ milyar insanin yasadigini belirtmektedir. Bu nedenle, bitkisel tiretim,
bitki Ortiisliniin ve toprak verimliliginin kaybi, ¢ollesme, erozyon, asitlesme ve tuzlanma
dahil olmak tiizere arazi bozulmasindan ¢esitli sekillerde etkilenmektedir. Ek olarak,

mahsul tretimi, 6zellikle (alt) tropik bolgelerde artan sicakliklar ve kuraklik, sel ve



degisen tarimsal ekolojik kosullar (6rn. {iriin mevsimleri) gibi daha siddetli ve sik asir1
hava olaylar1 ile iliskili olan hava degiskenligi ve iklim degisikligi nedeniyle giderek
daha fazla bozulmaktadir (Challinor ve ark., 2014). Yar1 kurak iklim kusaginda yer alan
Tiirkiye, iklim degisikliginden en ¢ok etkilenen bélgelerden biridir. Iklim degisikligi,
bugday iiretilen bolgelerde ortalama giineslenme siiresinin artmasi nedeniyle bugday
ekim alanlarinin giderek azalmasina neden olabilir (Karapinar ve Ozertan, 2020).
Uzmanlara gore, Orta Anadolu ve Gilineydogu Anadolu da dahil olmak iizere
Tirkiye'nin bugday iireten bolgelerinin ¢ogu, onlimiizdeki yillarda daha siddetli ve sik
kurakliklarla karsi karsiya kalacak gibi gériiniiyor. Iklim degisikliginin 2050 ve 2080
yillarinda Tiirkiye'nin yedi bolgesinde bugday ekim alanini, bugday iiretimini ve verimi
azaltacagi tahmin edilmektedir (Dellal ve ark., 2011; Dellal ve Unuvar, 2019). Bugday
tiretimi lizerindeki iklim degisikligi etkileri genellikle dogrudan biyotik ve abiyotik
streslerle iliskilidir (Ortiz ve ark., 2008; Cairns ve Prasanna, 2018; Deutsch ve ark.,
2018).

Bor toksisitesi, Tiirkiye, Giiney Avustralya, Irak, Sili, Ispanya ve ABD dahil
olmak {izere, sulama suyu veya toprakta bor seviyesinin yiiksek oldugu diinyanin cesitli
kurak ve yar1 kurak bolgelerinde bitkisel iiretim igcin en Onemli abiyotik stres
faktorlerinden biridir (Cartwright ve ark., 1984; Nable ve ark., 1997; Kalayci ve ark.,
1998; Jefferies ve ark., 2000; El-Shazoly ve ark., 2019). Tiirkiye'de i¢c Anadolu bélgesi
tarim alanlarinin %26,6'sinda (yaklasik 800.000 hektarlik) B toksisitesi nemli bir sorun
teskil etmektedir (Gezgin ve ark., 2002). Toprakta mevcut yiiksek bor nedeniyle
bitkiler, Karbonhidrat metabolizmasi, antioksidan savunma stratejisi, hiicre duvari
stabilitesi, hiicre boliinmesi, fotosentez biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiler
mekanizmalara zarar gormektedir (Landi ve ark., 2012). Bor toksisitesi sadece kok
gelisimi ve biiylimesini olumsuz etkilemekle kalmayip, zamanla yaprak uclarindaki
hiicrelerin 6limii ile bitkide sararmalar da neden olmaktadir (Sakamoto ve ark., 2011,
Catav ve ark., 2018). Bitkiler bor’u yetersiz veya yeterli kosullarda pasif difiizyon
yoluyla alirken, eksik ve fazla bor arzi altinda bor’u tasimak icin borat tasiyicilarina ve
borik asit kanallarina ihtiya¢ duyarlar (Pandey ve ark., 2020). Bor agisindan zengin
sulama suyu ve azaltilmis yikanma ile bor agisindan zengin toprak, borun topragin en
st katmaninda ¢okelmesine neden olarak mahsul {iretimini azaltir (CamachoCristdbal
ve ark., 2008; Khan ve ark., 2022). Uriinlerdeki bor noksanligi, Bor giibrelerinin
uygulamast ile ¢oziilebilse de, arazideki topragin yikanmasi gergek¢i olmadigi igin bor

toksisitesinin tstesinden gelmek zordur (Reid ve ark., 2004). Bu nedenle, bor’a



toleransli genotipleri belirlemek, molekiiler mekanizmalarini anlamak ve bunlari
toleransli hatlar tiretmek i¢in 1slah programlarinda kullanmak, Bor toksisitesini ele
almak i¢in 6nemli bir yaklasimdir (Reid, 2010; Hua ve ark., 2021).Yabani bugday
akrabalar1 ve mevcut ilkel bigimlerinin, ¢evresel stres kosullarina karsi biiylik bir
tolerans kaynagi oldugu bilinmektedir. Potansiyel kaynaklardan biri, kiiltiire alinmis
durum bugdayinin (T. durum) dogrudan atasi olan yabani Gernik bugday1 (T. turgidum
ssp. dicoccoides) ve ekmeklik bugdayin (T. aestivum)A ve B genomlaridir . Yabani
Gernik bugdayinin, genetik introgresyon yoluyla bugday islah1 i¢in kullanilabilecek iki
soya sahip oldugu belirlenmistir: Israil, Suriye, Liibnan ve Urdiin'de dagitilan bat1 soyu
ve Tiirkiye, Irak ve Iran'da dagitilan orta dogu soyu (Ozkan ve ark., 2005; Matsuoka,
2011; Peng ve ark., 2011) bugdayin g¢evresel streslere karsi iyilestirilmesi i¢in iyi bir
kaynaktir (Peng ve ark., 2013). Birka¢ T. dicoccoides popiilasyonunun yaprak pasi,
govde pasi, serit pasi, kiilleme, fusarium bas yanikligi, kuraklik ve tuz stresi gibi farkl
streslere karsi tolerans gosterdigi bildirilmistir (Huang ve ark., 2016). Buna karsin, T.
dicoccoides ornekleri, bor toksisitesi stresine karsi tolerans agisindan kapsamli bir
sekilde aragtirrlmamistir. Yabani Gernik bugdayinda bugiine kadar Bora toleransh ve
bor toksisite stresi altinda diferansiyel olarak eksprese edilen genlerin belirlenmesi
lizerine bir ¢alisma bulunmamaktadir. Arastirma agigim kapatmak icin TUBITAK 1001
projesi (Proje No. 1190455) kapsaminda yaklasik 150 yabani ve yerli bugday ¢esidinin
bor toksisite tolerans diizeyi incelenmis ve fizyolojik ve biyokimyasal analiz
sonuglarina gore bor toleransi yiiksek bir T. dicoccoides genotipi, PI1362036
belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda, ilk kez, yiiksek derecede toksik bir Bor ortaminda
(10 mM B) yetistirilen Bor-toksisiteye toleransli T. dicoccoides , P1362036 genotipinin
slirglinlerindeki transkriptomik degisiklikleri, RNA dizilimi ve RT-qPCR kullanan bir
kontrol (3.1 uM B) uygulamasini rapor ediyoruz. Elde edilen sonuglar, yalnizca bor
toksisiteye toleransli T. dicoccoides bugday yanitinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar hakkinda daha fazla bilgi saglamakla kalmayacak, ayni zamanda
fonksiyonel karakterizasyon i¢in potansiyel aday genler ve bor toksisitesine bugday
toleransini iyilestirmek i¢in 1slah yetistirme programlarinda kullanimi alternatif oneriler

sunulmasin saglayacaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bugdaym Onemi, Uretimi, Bugday Genetik Kaynaklari ve Evrimi

Bugday, diinyanin en ¢ok tiiketilen tahilt olup bunu celtik ve musir takip
etmektedir. Bugday iki ana tiire ayrilir: (1) hekzaploid ekmeklik bugday (2n = 6x = 42,
BBAADD) ve (2) tetraploid durum bugday1 (2n = 4x = 28, BBAA). Su anda, kiiresel
diizeyde ekmeklik bugday, iiretilen tiim bugdayin %95'ini karsilamaktadir. Yetistirilme
sartlarina bagli olarak bugday, kiiresel bugday iiretim alaninin sirasiyla yaklagik %65 ve
%35'"ini kapsayan yazlik ve kislik bugday olarak siiflandirilir (Braun ve ark., 2010).
Ekmeklik bugday unu, Fransiz ekmegi, Arap ekmegi, Chapatti, biskiivi, pastacilik
tiriinleri ve ticari nigasta ve gluten liretiminde kullanilir. Durum bugdayinin yetisrilmesi,
makarna ve makarna tiriinlerinde kullanilmak {izere irmik {iretimi i¢in kullanilmaktadir.
Insan hayatinda bugday temel bir role sahiptir ve kiiresel, bdlgesel diizeylerde gida
giivenligini gelistirmistir. Kiiresel diizeyde giinliikk insan gereksinimlerinin yaklasik
%19'unu ve protein ihtiyacinin %21'ini karsilar (Braun ve ark., 2010). Basta Avrupa,
Kuzey Amerika ve Asya'nin bat1 ve kuzey bdlgelerinde olmak {izere diinya niifusunun
%401 icin temel gida maddesidir. Dogu ve giiney Afrika (%5,8), Bat1 ve Orta Afrika
(%4,7) ve Giiney Asya ve Pasifik (%4,3) gibi diinyanin yeni bugday yetistirilen
bolgelerinde bugday talep giderek hizla artmaktadir. Orta Asya (%5,6), Avustralya
(%2,2) ve Kuzey Afrika'nin (%2,2) geleneksel bugday yetistirme bolgelerinde de talep
giderek artmaktadir (Shiferaw ve ark., 2013).

Bugday, 144 milyon ton ticaret hacmi ve toplam degeri 36 milyar ABD dolari ile
kiiresel diizeyde en ¢ok ticareti yapilan tarimsal emtiadir (Shiferaw ve ark., 2013).
Temel iiriin olarak bugdaya bagimli olarak gelismekte olan iilkelerin ¢ogu, bugday
tiretiminde kendi kendine yeterli degildir ve bu nedenle de bugday, onlarin en énemli
ithal Uriiniidiir. Bugdayn artan ekonomik Onemine paralel olarak, hiikiimetler yillar
icinde bugday verimliligini artirmak i¢in onemli yatirimlar yapmstir. 2013 yilinda
ortalama 218,5 milyon hektarda 3,3 t/ha verimlilik diizeyiyle yaklasik 732 milyon ton
bugday iretilmistir (Yashavanthakumar ve ark., 2021); Bugday iiretimindeki hizlanan
artigin, ¢iftciler tarafindan Yesil Devrim teknoloji paketlerinin benimsenmesi ile
ozellikle girdilere (6r. giibreler) daha iyi yanit veren gelistirilmis yiiksek verimli gesitler,
tyilestirilmis sulama sistemleri ve iyilestirilmis hastalik direnci ve pestisitlerin yan1 sira

iyl yonetim uygulamalari, elverigli politikalar ve daha gii¢lii kurumlarla birlikte



basarildig: ifade edilmektedir (Baum ve ark., 2015). Bununla birlikte, Yesil Devrim'den
bu yana mega cesitlerin genis capta yetistirilmesi ve benimsenmesi, evcillestirilmesinin
neden oldugu genetik erozyonu giiclendirerek, onemli genetik erozyona ve gesitlilik
kaybina neden olmustur (Peng ve ark., 2011). iklim degisikliklerinin ortaya ¢ikmasiyla,
genetik erozyon, bugdaymn c¢evresel streslere, haserelere ve hastaliklara karsi
duyarliligin1 ve savunmasizligini artirmistir (El Solh ve ark., 2012).

Bugday genetik kaynaklari, 6zellikle birincil, ikincil ve {igiinciil gen havuzlari
dahil olmak fiizere yabani akrabalari, daha yiiksek verim, daha iyi adaptasyon, daha
yiiksek besinsel son iirlin kalitesi ve biyotik ve abiyotik streslere karsi direng igin
yetistirme yoluyla genetik kazanimlart siirdiirmek i¢in korunmasi ve akillica
kullanilmasi gereken 6nemli kaynaklardir. Bugdayin birincil gen havuzu, ekmeklik
bugday ve durum bugdayina A ve D genomunun ekili ve diploid dondérleri ile dogrudan
melezlesen yerel bugday tiirlerinden, erken evcillestirilmislerden ve yabani tiirlerden
olusur. Birincil gen havuzu, bugday ile kolay ¢aprazlanabilmesi nedeniyle siklikla tercih
edilmektedir (Mujeeb-Kazi, 2003). Bu tiirlerin kromozomlar1 1slah yontemiyle
kolaylikla kullanilabilir ¢linkii yetistirilen tiirlerle homologtur (Feuillet ve ark., 2008).
Son on senedir, Bugdayda ki iyilestirilmeleri sebebiyle belirli ortamlar igin birgok
yararli gen kaybolmus olabilir; bu kayip genlerden bazilar1 birincil gen havuzundan geri
kazanilabilir. Birincil gen havuzu, bugday ac¢isindan oldukca ¢esitli, cografi olarak
yaygin ve dollenme agidan 6nemli bir germplazm tasir (Feuillet ve ark., 2008). Bir ¢ok
kiiltiir bitkisi i¢in birincil gen havuzunun mevcut genetik ¢esitliliginin sadece kiigiik bir
kismmin o kiiltiir bitkisinin iyilestirilmesi i¢in kullanildigini not etmek onemlidir
(Tanksley ve McCouch, 1997). Bugdaym ikincil gen havuzu, poliploid Triticum ve
Aegilops gibi tiirlerle en az bir homolog genomu paylasan poliploid tiirler igerir.
Ugiinciil gen havuzu, homolog olmayan genomlara sahip daha uzaktan iligkili
diploidlerden ve poliploidlerden olusur. Yetistirilen tiirlerin genom yapilarina sahip
degildirler ve genetik materyalin transferi olduk¢a karmasiktir (Feuillet ve Eversole,
2007). Ugiinciil gen havuzu kaynaklarmnin kullanimi son derece karmasik olsa da, yeni
bugday cesitleri gelistirmek i¢in dnemli bir arag olma potansiyeline sahiptirler (Mujeeb-
Kazi ve ark., 2009).

Bugday gen havuzlarimi verimli bir sekilde anlamak i¢in bugdayin evrim
stirecini anlamak gerekir. Bugday, Bereketli Hilal'de yaklasik 12.000 ila 10.000 y1l 6nce
kiiltire alman ilk bitkiler arasindayd: (Nesbitt ve Samuel, 1996; Tanno ve Willcox,

2006). Tium kiltiri yapilan bugdaylar, Schulz (1913) tarafindan sirayla ii¢ ana



taksonomik gruba (Siyez, Gernik ve Spelta; kavuzlu) ayrilan Triticum cinsine aittir.
Sakamura (1918), Schulz'un ii¢ bugday grubunun da kromozom sayilarinda farklilik
gosterdigini buldu; siyezler diploidlerdir (2n = 2x = 14), Gernik tetraploidlerdir (2n = 4x
= 28) ve spelta hekzaploidlerdir (2n = 6x = 42), Her ti¢ grubun temel genomik
kromozom sayist x = 7'dir. Kisa bir siire sonra, daha fazla sitogenetik analize dayanarak,
Kihara (1924) kiltiirii yapilan siyez (Triticum monococcum L., 2n = 2x = 14), Gernik
(Triticum turgidum L. 2n = 4x = 28) ve Ekmeklik Bugdaymn (Triticum aestivum, 2n = 6x
=42) sirastyla AA, AABB ve AABBDD genomunda oldugunu rapor etmistir.

Diploid siyez bugdaymnm (T. monococcum;2n = 2x = 14, A"A™), yabani formu
olan T. monococcum ssp. aegilopoides (2n = 2x = 14, A™A™) Bereketli Hilal'de,
muhtemelen Tiirkiye'nin giineydogusundaki Karacadag siradaglarinda mevcuttur (Heun
ve ark., 1997). Siyez bugdayi temel olarak kiiltiirii yapilan tetraploid ve hekzaploid
bugdaylarla degistirilmis ve su anda sadece birkag Akdeniz iilkesinde yem igin ve 6zel
amach yetistirilen eskiden kalma bitki durumundadir (Nesbitt ve Samuel, 1996). T.
urartu bugdayi, hi¢cbir zaman {retilmemesine ragmen, Bereketli Hilal'in bazi
kisimlarinda bulunmus ve tiim tetraploid ve hekzaploid bugdaylardaki A"A" genomuna
katkida bulunarak bugday evriminde onemli bir rol almistir (Dvordk ve ark., 1993).
Gernik bugday:1 Triticum dicoccum (2n = 2x = 28, BB A"AY), yabani Gernik Triticum
dicoccoides'ten (2n = 2x = 28, BBA"A") evcillestirilmistir (Johnson ve Dhaliwal, 1976;
Dvorak ve Akhunov, 2005; Feldman ve Levy, 2005) (Sekil 2.1). Ayrica kiiltiir formu
Triticum timopheevii'ye (2n = 4x = 28, GGA'A'") benzeyen baska bir yabani tetraploid
bugday, Triticum araaticum (GGA"AY) ¢esidi de bulunmaktadir. T. timopheevii ise ¢ok
sinirl bir 6lgiide yetistirilmis olup Yabani Gernik bugdayindan evcillestirildigine
inaniliyor, (Feldman ve Millet, 2001). Ekmeklik bugday T. aestivum'un (2n = 6x = 42,
BBAADD) evrimi, uzun yillar bir¢ok aragtirmanin konusu olmustur ve simdiKki
hekzaploid bugdayin, tetraploid bugday tiirleri T. turgidum (2n = 4x = 28, BBAA) ile
diploid Aegilops tauchii’nin (2n = 2x = 14, DD) melezlenmesi sonucu ortaya ¢iktigi
kabul edilmektedir (Dvorak ve ark., 1998). Diger hekzaploid bugday Triticum
zhukovsky’nin (2n = 6x = 42, A'A' APA™ GG), T. timopheevii (2n = 4x = 28, A'A'GG)
ile T. monococcum (2n = 2x = 14, A"A™) melezlenmesinden ortaya ¢iktigi belirtilmistir
(Upadhya ve Swaminathan, 1963).

Yetistiriciler, evcillestirme ve gelistirme doneminde ortaya cikan bugdayin
yabani akrabalarini kullanarak, farkli tarim sistemleri i¢in daha iyi bir genetik gecmise

sahip yeni ¢esitler yaratmak i¢in birgok firsata sahiptir (Glaszmann ve ark., 2010).



Yabani bugday tiirleri, ¢ok ¢esitli fiziksel ve tarimsal 6zelliklere sahiptir ve etkin
iyilestirme i¢in kullanilabilecek daha fazla genetik ¢esitlilige sahiptir (Dempewolf ve
ark., 2014; Henry ve Nevo, 2014; Brozynska ve ark., 2016; Kilian ve ark., 2021). Bu
tiirlerin gesitli ekolojik bolgelerde yayilmasi sonucunda kendine 6zgii 6zelliklere sahip
bircok tiir gelistirilmistir. Bugdayin atalar1 ve yabani akrabalarindaki genetik c¢esitliligi
degerlendirmek i¢in son otuz yilda ¢esitli molekiiler isaretleyici sistemlerin kullanildig:
cok sayida arastirma yapilmistir. Bu nedenle, yeni, iistiin ekmeklik bugday cesitleri
gelistirmek icin, bugdayin atalarinin gen havuzundan yararlanmak faydali olacaktir.
Bugdayin yabani akrabalari, sert olabilen dogal ortamlarina iyi uyum saglamistir. Bu
nedenle abiyotik stres toleransi i¢in yararli 6zellikler tagirlar (Henry ve Nevo, 2014). Bu
faydali ozellikler, (6n) 1slah programlar1 aracilifiyla modern bugday cesitlerine dahil
edilebilir (Kilian ve ark., 2021; Sharma ve ark., 2021) ve bu gen havuzunun degeri ile

gelecekteki bugday ekimi giivence altina alinabilir.
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2.2 Bir Bugday Genetik Kaynag Olarak Triticum dicoccoides'in Onemi ve Stres

Toleransini Gelistirmede Kullanimi

Kiiltirli yapilan polyploid bugdaylar, yabani tetraploid atasi T. dicoccoides dan
turetilmistir. T. dicoccoides, Poaceae familyasina aittir ve BBAA olarak adlandirilan iki
homolog kromozom setine sahiptir. Bereketli Hilal'de bir yerlerde dogal olarak
evrimlesmistir (Dvorak ve Akhunov, 2005), yabani diploid bugday T. urartu'nun
(2n=2x=14, AA genomu) polen donérii olarak modern Aegilops speltoides Tausch
(SS) (2n=2x= 14, BB genomu) ile yakindan iliskili bilinmeyen bir tiirle hibritlenmesi
yoluyla dogal olarak gelismistir (Dvorak ve Akhunov, 2005). Bu genotip giinimiizden
yaklagik 300.000-500.000 y1l 6nce (BP yil1) anne ebeveyn olarak B genomuna katkida
bulunmustur (Kilian ve ark. 2007a; Johnson ve Dhaliwal, 1976; Dvorak ve Akhunov,
2005; Feldman ve Levy, 2005) T. dicoccoides Bereketli Hilal'de dogal olarak
yetismektedir ve 1906'da Dogu Celile'de Aaron Aaronsohn tarafindan yeniden
kesfedilmistir. T. dicoccoides'in evcillestirilmesi, Levant bolgesinde birbirinden
bagimsiz olarak birden ¢ok yerde gergeklesmis gibi goriinmektedir (Peng ve ark., 2011).
Islahgilar tarafindan yapilan evcillestirme ve segme siireciyle, Gernik (T. dicoccum veya
dicoccon) olarak bilinen baska bir bugday, yaklasik 10.000 yil 6nce ortaya ¢ikmis olup
(Peng ve ark., 2011), biiyiik olasilikla giineydogu Tiirkiye'de (Ozkan ve ark., 2005).
Yaklasik 8.500 y1l 6nce, daha kolay harmanlanabilen bir tiir olan T. durum, muhtemelen
secilim ve kendiliginden mutasyonlarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmistir (Ozkan ve
ark., 2005). T. dicoccoides'in cografi dagilimi, evcillestirme siireci boyunca degismistir;
su anda T. dicoccoides bati Bereketli Hilal'de, giineydogu Tiirkiye'nin orta kesiminde ve
dogu Irak ile bati Iran'daki daglik alanlarda yetismektedir (Ozkan ve ark., 2011). Yabani
Gernik yillik en az 400 mm yagis gerektirir (Willcox, 2005) ve esas olarak birincil
habitatlarda bulunur (Harlan ve Zohary, 1966). Tiir, gesitli jeolojik kosullara uyum
saglamis gibi goriinmektedir; bugiin T. dicoccoides, Tirkiye'de esas olarak bazalt
bolgelerinde (Ozkan ve ark., 2011), aym1 zamanda sert kirectas: ana kayalarda ve terra
rossa topraklarda da yetismektedir (Schweinfurth, 1908; Nevo, 2002). Giineydogu
Tirkiye ve kuzeybati Suriye'deki dagilimi diizensizdir ve kiregli topraklarda nadirdir
(Willcox, 2005). Einkorn'a benzer sekilde, Gernik bugday1 da Neolitik donemde Yakin
Dogu'da ve antik Mezopotamya ve Misir'da baslica bugday iirlintiydi. Tirkiye'de
yaklagik 5.000 yil o6nce Tun¢ Cagi'nda c¢iplak bugdaylarm (T. durum ve/veya T.

aestivum) yerini almasiyla azalmaya basladi. Avrupa'da bu degisiklik daha sonra



gerceklesti (Nesbitt ve Samuel, 1996). Bugiin Gernik bugday:r Tiirkiye, iran,
Ermenistan, Etiyopya, Umman, Italya ve Ispanya'da yalnizca izole edilmis bazi
geleneksel tarim topluluklarinda bulunabilir (Hammer ve ark., 2004; Teklu ve Hammer,
2006). Yabani Gernik bugdayi, biiyiik uzun taneleri ve olgunlastiginda basakgiklara
ayrilan kirilgan basaklart olan, agirlikli olarak kendi kendine tozlagan bir tiirdiir. Hem
tetraploid hem de hekzaploid bugday cesitleriyle verimli yavrular iretebilir (Xie ve
Nevo, 2008; NEVO ve CHEN, 2010). T. dicoccoides'in zengin gen havuzu ve dogrudan
atalar1, faydali ozelliklerin seckin cesitlere nispeten kolayca aktarilmasini saglar. T.
dicoccoides'in  (Avni ve ark., 2017) yiiksek kaliteli tam genom diizeneklerinin
mevcudiyeti, bunlarin bugday islah programlarinda kapsamli bir sekilde kullanilma
olasiligimi ortaya koymaktadir. Yabani Gernik bugday genotipleri, herbisitlere karsi
tolerans ve biyotik streslere karsi diren¢ genleri gostermistir (Xie ve Nevo, 2008;
NEVO ve CHEN, 2010). Yabani Gernik genotipleri, yiiksek taneli protein igerigi ile
ilgili genin (GPC-B1) iyi tanman bir kaynagi olmanin disinda, diinya ¢apinda ciddi
verim kayiplarindan sorumlu olan farkli abiyotik streslere kars1 kayda deger bir tolerans
sergiler (Uauy ve ark., 2006; Li ve ark., 2009; Shavrukov ve ark., 2010; Budak ve ark.,
2013). Bugdayda sar1 pasa dayanikli YR-36 (WKS1) ve YR-15 genleri sirastyla 6B ve
1B kromozomlarinda yer almaktadir (Uauy ve ark., 2005; Fu ve ark., 2009; Klymiuk ve
ark., 2018). Fu ve ark. (2009) ve Klymiuk ve ark. (2018), bu genlerin yabani Gernik
bugdayindan tiiretildigini gostermistir. Yr36 ve YRI5, yabani bugdayda dogal olarak
bulunur, ancak modern bugdayda bulunmaz. Bu nedenle farkli aragtirmacilar bu genleri
modern genotiplere aktarmislar ve sar1 pasa dayamikli bugday genotipleri
gelistirmislerdir. Gernik bugdaymnin DREB (TdicDRF1) ve membran proteini
(TdicTMPIT1) genleri, bugdayda kurakliga toleransin kaynak genleri olarak
tanimlanmistir. Ayrintili bir caligmada, yabani Gernik bugdaymin DRE-baglayici
proteini TdicDRF1, kuraklik stresi altinda kurakliga dayanikli T. dicoccoides girisinin
koklerinde artan bir sekilde ifade edilmistir (Lucas ve ark., 2011). Genler, yabani
Gernik bugdayinda dogal olarak islevseldir, ancak kiiltirii yapilan T. durum ve T.
aestivum'da degildir. Daha sonra arastirmacilar bu genleri modern genotiplere aktararak
kurakliga dayanikli bugday genotipleri gelistirdiler. Kantar ve ark. (2011) kuraklik
stresine yanit olarak T. dicoccoides genotiplerinin koklerinde ve siirglinlerinde
diferansiyel olarak diizenlenen mRNA'lar1 tanimladi. T. dicoccoides TdAtg8'in otofaji
ile iligkili bir geninin, ozmotik ve kuraklik stresi tepkisinde yer aldigi bulunmustur

(Kuzuoglu-Ozturk ve ark., 2012). Budak ve ark. (2013) diferansiyel olarak eksprese
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edilen proteinleri aydinlatmak ve transkriptlerin translasyon sonrasi modifikasyonlarini
daha iyi anlamak i¢in 9 giinliik kuraklik stresinde iki yabani Gernik ve bir modern
durum bugday1 genotipinin tam yaprak proteom profillerini karsilastirdi. Yabani Gernik
bugdayinin tuza duyarli 88 korunmus ve 124 yeni miRNA's1 tanimlanmis ve Feng ve
ark. (2017) tarafindan karakterize edilmistir. Yabani Gernik bugdayindan (Triticum
dicoccoides) kalsinérin B benzeri bir gen olan TACBL6'n1n, tuz ve diisitk K+ streslerine
yamtta yer aldigi bulunmustur (Chen ve ark., 2015). Suneja ve ark. (2019) kuraklik
stresi altindaki diger bugday genotipleriyle birlikte 26 yabani Gernik bugday1 tiiriinii
taradi ve iki T. dicoccoides tiiriini, 5259 ve 7130'un strese uyumlu plastisitenin
potansiyel donorleri olarak bildirdi. Yang ve ark. (2022) tuz toleransi ile iligkili
MIRNA-mRNA modiillerini tanimlamak i¢in hem tuza dayanikli (ST) hem de tuza
duyarli (SS) Yabani Gernik genotiplerinin kiiciik RNA, transkriptom ve degradome
dizilimini gergeklestirdi. Rui ve ark. (2023) RNA-seq kullanilarak tuz stresi altinda tuza
dayanikli bir T. dicoccoides genotipinin NAC transkripsiyon faktorlerinin (TF'ler)
ekspresyon modellerini gozlemledi. Cesitli caligmalarda, farkli stres tepkilerinde yer
alan ve seckin cesitlere giris icin hedeflenebilen birkag T. dicoccoides geni
tanimlanmistir. Ne yazik ki, bor toksisitesi stresi i¢in bu tiir genlerin higbiri

tanimlanmamustir.

2.3 Borun Bitkiler i¢cin Onemi ve Bitkilerdeki Hareketi

Bor, hem eksikligi hem de toksisitesi bitkilerde yaygin olan, bitki biiyiimesi ve
gelismesi igin gerekli olan temel bir mikro besin maddesidir (Landi ve ark., 2019).
Bitkiler tarafindan normal biiylime i¢in 1 pg/g ila 1 mg/g arasinda degisen kiigiik
miktarlarda gereklidir. Ayrica bitkilerde bor noksanlig1 ile toksisite arasindaki aralik
degeri ¢ok azdir. Yiiksek pH'da borat iyonlarina doniigebilen borik asit nétr ¢oziinen
formda bitki koklerine giren tek mikro elementtir. Kiiciik boyutu ve yiiksiiz yapisi
nedeniyle fosfolipit zarina kolayca girer ve bitkide rastgele dagilir (Brown ve ark.,
2002; Brdar-Jokanovi¢, 2020; Pandey ve ark., 2020). Baslangicta, lipit c¢ift
katmanlarinin gegirgenligi nedeniyle Bor’un plazma zar1 boyunca borik asit formundaki
pasif diflizyonunun koklerden Bor adsorpsiyonunun tek yontemi oldugu diistiniilmiistiir.
Bununla birlikte, hiicre duvari ile ilgili birka¢ genin, Bor tastyicilarinin ve sinyal iletim
mekanizmalarinin  kesfedilmesiyle, Bor’un bitkilere girisi yeniden tanimlanmistir

(Wang ve ark., 2015). Bor, normal ile yiiksek konsantrasyonlarda topraklarda mevcut
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oldugunda pasif difiizyon yoluyla kok hiicrelere girer. Ancak, Bor konsantrasyonlar
disiik topraklarda, borat tasiyicilari ve borik asit kanallar1 Bor girisini
kolaylastirmaktadir (Stangoulis ve ark., 2001; Tanaka ve Fujiwara, 2008; Miwa ve
Fujiwara, 2010). Sadece alim igin degil, ayn1 zamanda Bor tasiyicilar1 da Bor toksik
kosullar1 altinda Bor’un dokulardan dislanmasinda rol oynar (Miwa ve ark., 2007
Sutton ve ark., 2007; Schnurbusch ve ark., 2010).

Bor toksisitesi belirtileri tipik olarak olgun yapraklarin kenarlarinda ortaya ¢ikar,
ancak Bor eksikligi belirtileri ilk olarak geng¢ yapraklar gibi meristematik dokularda
ortaya ¢ikar (Marschner, 1995). Bor’un floemdeki hareketliliginin azalmasi nedeniyle,
vejetatif biiylimesi sirasinda bitki tarafindan siirekli olarak gereklidir. Yiiksek sorbitol
icerigine sahip olanlar ve fotoasimilat olarak siikroz (Suc) icerenler gibi bazi bitkilerde
Bor, kompleksler olusturarak floem yoluyla gegerek gen¢ yapraklarda daha hizli
birikmeye neden olur (Brown ve Shelp, 1997; Hu ve ark., 1997; Stangoulis ve ark.,
2001; Stangoulis ve ark., 2010). Bu tiir bitkilerde Bor toksisite stresinin belirtileri daha
cok meyve hastaliklari, gévde oliimii gibi olabilir. Bor toksisitesi koklerde gozlenemese
de kok boyunun uzamasinm gozlemlenebilir bir parametredir (Wang ve ark., 2010).
Bitkilerde bor alimmin stoma iletkenligi ile iligkili oldugu da belirtilmistir (Macho-
Rivero ve ark., 2018). Asir1 bor arz1 altinda, bor konsantrasyonlari, yapraklarin ve orta
damarlarin ve yaprak saplarinin kenarlar1 ve uglar1 arasinda énemli dl¢iide degisebilir.
Ayrica floem eksiidalarindaki Bor konsantrasyonu yapraklara gore daha disiiktiir
(Brown ve Shelp, 1997). Bugdayda basak taslagi tamamen yaprak kini ile ortiildigii i¢in
terleme yoluyla su kayb1 minimuma indirilir. Bu, bor’un ksilem yoluyla siirgiin ucuna
minimum diizeyde tasinmasina yol agar (Rawson, 1996). Daha sonra Bor ve sekerler
floem yoluyla saglanmalidir. Boylece bugdayda Bor, bis-Suc borat kompleksinin
olusumu yoluyla floemden gegcer ve bdylece Suc'u ana fotoasimilatlar1 olarak yer
degistirir. Siikrozun bosaltilmasi sirasinda Bor da bu kompleksten salinir ve organlarina
ulasir. Bu nedenle, bugdayda bis-Suc borat kompleksi olusumu, iireme gelisimini
stirdiirmede biiyiikk 6nem tasimaktadir (Rerkasem ve ark., 2004; Stangoulis ve ark.,
2010).
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2.4. Bitkilerde Metabolik Degisikliklerin Diizenlenmesinde Bor’un Rolii

Bor’un bugday biiylimesi ve metabolizmasindaki roliine olan ilgi yaklasik bir
asirdir devam etmektedir (Catav ve ark., 2018; Brdar-Jokanovi¢, 2020). Bor’un ana
roli, hiicre duvarmin biitiinliiglinii, yapisin1 ve stabilitesini korumakla bilinir.
Sitoplazmik pH da (7.0-7.5) veya daha diisiik (yaklasik 5.0), bitkilerde Bor’un ¢ogu (%
98'den fazla) borik asit formunda bulunur. Hem borik asit hem de borat anyonlari
sorbitol, riboz, apioz gibi cis-hidroksil gruplar1 i¢geren molekiillere baglanabilir (Matoh
ve Kobayashi, 2002). Matoh ve ark. (1993) turp koklerinin hiicre duvarlarindan ilk kez
izole edilmis bor-polisakkarit kompleksi ve dahasi, Kobayashi ve ark. (1996),
polisakkariti  pektik bir polisakarit rhamnogalacturonan Il (RGII) olarak
smiflandirmistir. Bor’un ester baglart olusturan RG II molekiilleri ile ¢apraz
baglanmasi, hiicre duvarmin giiciine katkida bulunur (O'Neill ve ark., 2004; Funakawa
ve Miwa, 2015). Hiicre duvarlarinda daha fazla pektin bulunan dikotlar, monokotlara
gore daha yiiksek Bor gereksinimlerine ve Bor toksisitesine karsi daha yiiksek toleransa
sahiptir (Hu ve ark., 1996; O'Neill ve ark., 2004). Bor ayrica amino asitler, fenolikler,
tironik asitler ve polialkoller dahil olmak tizere diger bilesiklerle kompleksler olusturur
(Hu ve ark., 1996; Brown ve ark., 2002).

Sadece hiicre duvarinda degil, B-RGII yapilar1 ile glikosil inositol fosforil
seramid bazli komplekslerin olusumu yoluyla plazma zarinin hiicre duvarina
baglanmasinda da ¢ok onemli bir rol oynar (Wang ve ark., 2015). Bor, zarin
isleyisindeki rolii nedeniyle, zar boyunca enzimatik reaksiyonlara, hormonlara ve
iyonlarin tasinmasina katilir (Brown ve ark., 2002; Goldbach ve Wimmer, 2007; Mosa
ve ark., 2016). Proton pompalayan ATPaz aktivitesini kontrol ederek zar boyunca
proton gradyanini korumaya Bor’un dahil oldugu gozlemlenmistir (Goldbach ve
Wimmer, 2007; Rossini Oliva ve ark., 2018). Bor, hidroksil radikallerinin birikmesiyle
plazma zarindaki su kanallarimin aktivitesini diizenler (Yu ve ark., 2002). Bor nitrat
metabolizmasini, nitrak birikimini ve  rediiktaz (NR) aktivitesinin diferansiyel
diizenlemesi kontrol ettigi bulunmustur (Eraslan ve ark., 2007; Cervilla ve ark., 2009;
Seth ve Aery, 2017). Protein biyosentezi, hiicresel tasima, proteoliz, detoksifikasyon ve
antioksidan savunma ile iliskili yiiksek molekiiler agirlikli proteinlerin ekspresyonunu
Bor diizenlemektedir (Sang ve ark., 2015). Bor, seker igerigini ve seker gereksinimlerini
karsilamak icin kokler, meyveler gibi hizli biiyliyen organlara tagimmasini artirir. B-
polyol komplekslerinin olusumu ve Bor’un topraga bosaltilmak i{izere koklere hareketi

bliyiik 6lgiide B-karbonhidrat etkilesimleri tarafindan diizenlenir. B, oksin {iretiminin
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metabolik yollartyla, 6zellikle de kok uzunlugunu diizenleyen indol-3-asetik asitle
iligkilidir. Ek olarak, kok dokularda hiicre boliinmesi ve meristematik aktivite igin
stirekli bir Bor kaynagi gereklidir (Tarig ve Mott, 2007). Bor, polenin ¢imlenmesini ve
polen tiipiiniin biiylimesini, polen tiipli duvarindaki kallozun esit dagilimini
diizenleyerek, pektin ile birleserek hiicre duvarinin plastik uzayabilirligini koruyarak ve
hiicre duvarinda daha az fenolik birikimini etkileyerek etkiler (Wang ve ark., 2003).
Ayrica Bor, hem transkripsiyon hem de translasyon seviyelerinde biyolojik hiicre
aktivitelerine katkida bulunur (Dzondo-Gadet ve ark., 2002). Bor un oksinlerin endojen
seviyesini artirmadaki ve embriyogenezde yer alan proteinlerin transkripsiyonel yukari
regiilasyonundaki rolii birka¢ calismada dogrulanmistir (CamachoCristobal ve ark.,

2008; Brdar-Jokanovi¢, 2020).

2.5. Yiiksek Bor’un Bugday Biiyiimesine Etkisi Uzerine Farkh Cahsmalar

Yiiksek bor konsantrayonu,bugdayin enzimatik aktivitelerini ve biyokimyasal
bilesenlerini etkileyerek en sonunda veriminin diismesine neden olur. Buna ilaveten
yiiksek bor konsantrasyonu bugdayin prolin, ¢6ziiniir seker igerigi, toplam fenol igerigi
ve ¢Oziiniir protein igerigini arttirir. Enzimatik aktivitelerin ve biyokimyasal analizlerin
sonucunda benzer Bor Konsantrasyonlarina sahip farkli ¢esitlerin neden Bor
toksisitesine farkli tepkiler gosterdigine dair bir fikir verir. Yiksek Bor, fenolik
bilesiklerin biyogenezi i¢in eritroz-4-fosfat saglayan pentoz fosfat yolunun (PPP)
seviyesini artirarak bugday yapraklarinda fenolik bilesiklerin birikmesine neden olur
(Seth ve Aery, 2014; Pardossi ve ark., 2015; Mishra ve Heckathorn, 2016; Seth ve Aery,
2017). Daha yiiksek Bor seviyeleri, amino asit metabolizmasinda, hiicresel tagimada,
proteolizde ve antioksidan iiretiminde yer alan proteinlerin prolin yikiminin azalmasina
ve ekspresyonunun artmasina yol acar (Sang ve ark., 2015; Seth ve Aery, 2017). Prolin
ozmoprotektan gorevi gorlir ve hiicresel dengeyi koruyarak bitkinin B stresine karsi
toleransin1 kolaylastirir (COSTA ve ark., 2011; Kayihan ve ark., 2016). Bugday
genotiplerinin, B-polyol komplekslerinin olusumu ve Bor’un kaynaktan alic1 organlara
hareketi ile Bor stres kosullarina adapte oldugu gozlemlenmistir. Bu, ¢oziiniir seker
iceriginin artmasma ve disa akis tasiyicilarinin ekspresyonunun artmasina yol acar,
sonunda fazla B'yi topraga pompalar ve doku Bor konsantrasyonlarin1 en aza indirir
(Reid ve ark., 2004; Miwa ve ark., 2007; Martinez-Cuenca ve ark., 2015; Wakuta ve
ark., 2016). Yine yiiksek bor konsantrasyonu, niikleik asitlerin, proteinlerin ve lipidlerin

oksidatif hasarina neden olan hidrojen peroksit (H202) ve siiperoksit anyonu (O2) gibi
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ROS iiretimine yol agar (Ardic ve ark., 2009). Bu, hiicresel hasar1 en aza indiren ROS
tiirlerinin siiplirme sistemini uyarir. Prolin gibi osmoprotektif molekiiller ve POX, SOD
ve CAT gibi antioksidan enzimler bitkinin ROS hasariyla basa ¢ikmasina destek olur.
Bor toksisitesi, bugdayda peroksidaz enzimi bazli gen ekspresyonunu etkileyerek
peroksidaz aktivitesini ve hidrojen peroksidin detoksifikasyonunu arttirir (Kayihan ve
ark., 2016). Duyarl gesitlere kiyasla toleransli bugday genotiplerinde daha diisiik ROS
iretimi ve gelismis antioksidan enzim aktiviteleri, Bor toksisitesi altinda *O2 ve
H202'min yeterli sekilde temizlenmesine ve dolayisiyla Bor toksisitesine karsi daha
fazla toleransa katkida bulunabilir. Antioksidan enzim aktiviteleri disinda malonialdehit
(MDA), membran lipitlerinde oksidatif hasarin potansiyel bir gostergesidir. Ancak
toleransh gesitlerin MDA's1, Bor toksisitesi altindaki hassas cesitlere gore daha az
artabilir (Erdal ve ark., 2014). Bor toksik biiyiime kosullarinin bugday bitkileri tizerinde
fizyolojik ve biyokimyasal etkilerinin yan1 sira genotoksik sonuglari da bulunmaktadir
(Kekec ve ark., 2010; Catav ve ark., 2018). Genotoksik etkiler, molekiiler belirtecler
kullanilarak ve toleranshi ve duyarli genotipler i¢in bant profillerinin yogunlugu veya
varhgi karsilastirilarak tahmin edilebilir. Ayrica Bor toksisitesinin, dokulardaki Bor
birikiminin belirgin hiz1 nedeniyle kok ve siirgiin numuneleri iizerinde farkli genotoksik

etkileri vardir (Catav ve ark., 2018).

2.6. Bugday Genleri ifadesi: Bor Toksisite Toleransinda Onemli Bir Adim

Bor toksisitesi altinda borik asit kanallar1 ve plazma zarindaki Bor tastyicilar
devreye girerek dokularda daha az Bor birikmesine veya dokulardan daha fazla Bor
atilimina katkida bulunarak Bor toksisitesinin etkilerini azaltir (Nable, 1988; Miwa ve
Fujiwara, 2010). Birka¢ c¢alisma, plazma zari intrinsik proteinleri (PIP) aquaporin
seviyelerindeki azalmanin, borik asidin tasinmasini kontrol ederek borik asit
toksisitesinin sonuglarini azaltabilecegini 6ne siirdii (Martinez-Ballesta ve ark., 2008).
Nodulin 26 benzeri intrinsik proteinlerin (NIP'ler) ikinci grubunun borik asit i¢in
permeaz gorevi gordiigli ve aktif olarak Bor hareketine dahil oldugu varsayilmaktadir
(Takano ve ark., 2006; Miwa ve Fujiwara, 2010; Yoshinari ve Takano, 2017). NIP
familyas1 geni NIP5;1, diisiikk Bor kaynagi altinda Arabidopsis koklerinde asir1 eksprese
edildi ve borik asit kanali olarak tanimlanan ilk gen oldu (Takano ve ark., 2006).
Bununla birlikte, yiiksek Bor kaynag: altinda, NIP5;1'in mRNA's1, NIP5;1'in ifadesini
diizenleyerek bozulur ve bitkinin Bor toksik durumuna adaptasyonu i¢in asir1 Bor

taginmasini engeller (Tanaka ve ark., 2011). Bor, borat tasiyicilarinin Bor toksisitesinin
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kontroliinde 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir (Schnurbusch ve ark., 2007; Yoshinari
ve Takano, 2017). Bugiine kadar, BOR tipi borat tasiyicilart (BOR1-BOR7) kodlayan
Arabidopsis thaliana'da yedi gen rapor edilmistir (Yoshinari ve Takano, 2017). Borat
tasiyicisi BOR1, diisiik Bor altinda Bor’un siirglinlere dogru hareketini destekler;
bununla birlikte, yliksek Bor altinda, BOR1 proteini secici olarak asagi regiile edilir ve
BOR1 ekspresyonu, transkripsiyonel olarak baskilanir. BOR1'in bu transkripsiyon
sonras1 kontrolii, bitkilerin Bor toksisitesinden kurtulmasini1 destekler (Aibara ve ark.,
2018). Bugdaydaki Saccharomyces cerevisiae'nin BOR1 ortologlarinin klonlar1 (Ta-
BOR?2), gelismis ekspresyonlar1 iizerinde kok Bor konsantrasyonlarini azaltmistir
(Takano ve ark., 2002; Reid, 2007; Sutton ve ark., 2007).Bor ¢ikisiyla iligkili olarak,
Bor tasiyicilarinin ¢ogu, diisiik Bor istegi altinda Bor alimimi diizenlese de, AtBOR4
temel olarak, yiiksek Bor istegi altinda gelismis Bor toleransi saglayan dokulardir
(Miwa ve ark., 2007; Miwa ve ark., 2014; Lv ve ark., 2017). Sadece koklerde degil,
yapraklarda da Bor tasiyicilar toksik Bor’un sitoplazmadan nispeten daha fazla Bor’un
birikebilecegi apoplazmaya gonderilmesinde rol oynar (Reid ve Fitzpatrick, 2009). Kok
dokularimin dis plazma zarinda eksprese edilen AtBOR4 ile daha yiiksek sekans
benzerligine sahip TaBor2, B toksisitesinden kaginarak ksileme Bor girigini azaltir
(Miwa ve ark., 2007; Nakagawa ve ark., 2007; Reid, 2007; Miwa ve ark., 2014).
Bugdayda Arabidopsis'in Bor tasiyici gen ailesinin birka¢ homologu rapor edilmistir
(Sutton ve ark., 2007; Leaungthitikanchana ve ark., 2013; Pallotta ve ark., 2014; Reid,
2014). Bahsedilen Bor tasiyicilart arasinda Reid (2007), ekmeklik bugdaym Bor akis
tastyicist TaBOR2 geni (D genomu) ile ¢alistt; burada tam uzunluktaki cDNA, pGEM-T
kolay vektorlerine klonlandi ve ekspresyon analizi, bugdaydaki TaBOR2 gen
ekspresyonunun Bor toksisite toleransi ile iliskili oldugunu dogruladi. Bugdaydaki
AtBorl'in ortolojisi olan TaBORI1, Bor’un siirgiine hareketini ve kdoklere girisini
diizenler. Ug Triticum aestivum BOR1 geni, TaBOR1.1, TaBOR1.2 ve TaBORL1.3
(sirastyla 5D, SA ve SB bugday kromozomlarinda bulunur), pirincin Bor toksisiteye
toleransli genine ortolog olan OsBORI1, Bor disa akis tasiyicilari olarak islev goriir
(Leaungthitikanchana ve ark., 2013). Titin ve Arabidopsis'te TaBORI1-GFP
flizyonlarinin gecgici ekspresyonu ve bu genlerin farkli Bor stres kosullari altinda
diferansiyel birikimi gozlendi. Bu genler arasinda, kok stirgiinii dokularinda ytiksek Bor
kaynagi altinda TaBOR1.2'nin asir1 ekspresyonu, yliksek Bor toleransi saglayan Bor
akis tasiyicilar1  olarak  rollerini  gdstermisti.  Bu ii¢ genin fonksiyonel

karakterizasyonlar1 yapilmis olmasina ragmen sadece ekmeklik bugdaya atanmistir ve
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bu genlerin makarnalik bugday genotiplerinde ve diger bugday tiirlerinde de
fonksiyonel analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Arpa ve bugdayda yiliksek Bor
toleransi i¢in QTL'ler kesfedilmis olsa da, 2014 yilina kadar sadece arpa genlerinin Bor
toleransinda 6nemli rollere sahip oldugu gosterilmistir (Paull ve ark., 1991; Jefferies ve
ark., 2000). NIP aquaporin ailesinin bir iiyesini ve anyon gecirgen bir tasiyiciy1
kodlayan arpanin HvNIP2;1 (6H) ve HvBot1 (4H) genleri, B stres tepkilerinde rol oynar
(Schnurbusch ve ark., 2010). Bununla birlikte, ortologlar1 bugdayda farkli konumlarda
haritalanmistir ve baslica Bor toleranshi bugday QTL'leri, Bol (7BL) ve Bo4 (4AL) ile
iliskilendirilmemistir (Jamjod, 1996; Jefferies ve ark., 2000). 2014 yilinda yapilan bir
calismada Pallotta ve ark. (2014) ii¢ koke 6zgii B tasiyict genin (Bot genleri) roliinii
bildirmis ve Bot-B5 alellerinin (Bot-B5b), (Bot(Tp4A)-B5c) ve (Bot-B5¢) makarnalik
ve ekmeklik bugdayda varligin1 ve islevini maya hiicrelerinde doniistiirerek dogrulamis
ve bunlarin gegici ekspresyonu sogan epidermal hiicrelerinde gozlenmistir. Bor genleri
sadece makarnalik ve ekmeklik bugday cesitlerinde rapor edilmistir. Bununla birlikte,
Pallotta ve ark. (2014) daha once Bot-B5b alelini Aegilops araciligiyla tanimlamstir.
Ae. tauschii girisleri ve Aegilops'un kiiltir bugdayda Bor toleransinin kaynagi
olabilecegini ve ayrintili olarak arastirilmasi gerektigini Onermistir. Kayihan ve ark.
(2017), toksik Bor (B) ortaminda yetistirilen iki bugday ¢esidinin yaprak ve koklerinin
transkriptomik tepkilerini incelemistir. Yaprak ve kok dokularinda yaptiklar1 ¢alismada,
Bor toksisitesi, Bor’a duyarli gesit olan Atay'da, Bor toleransl ¢esit olan Bolal'dakinden
daha fazla protein pargalanmasiyla ilgili geni indiiklemistir. Calismalarinda
transkriptomdaki farkliliklar, yiiksek diizeyde metabolik uyum gerektiren hassas ¢esitte,
daha yiiksek Bor birikimine baglanmustir. Kaythan ve ark. (2021), yiiksek bor seviyeleri
altindaki performanslarindaki farkliliklar: ele almak icin iki bugday cesidi Bolal-2973
(Bor-toleransli) ve Atay-85'te (Bor-hassas) miR319, miR172 ve miR398'in ve bunlarin
makul hedef genlerinin transkripsiyon sonrast gen diizenlemesini bildirmislerdir.
Arastirma grubumuzdan, toksik Bor ortaminda (10 mM Bor) yetistirilen Bor toksisiteye
toleransli bir hekzaploid bugday tiirii olan bir Triticum zhukovskyi genotipinin
koklerinin transkriptomik tepkisini gdzlemlenmistir (Pandey ve ark.,, 2022).
Calismalarinda, sirasiyla 1679 ve 4313 yukar1 ve asagi regiile edilmis gen ile 5992
genin Onemli Olclide diferansiyel olarak ifade edildigi bulunmustur. Benzer sekilde,
Khan ve ark. (2023b), Bor toleransli T. dicoccum siirgiinlerinde, Bor toksisitesine
duyarli genleri RNA dizilimi kullanilarak tanimlanmis olup 450'den fazla gen, incelenen

genotipin siirgiinlerinde yiliksek Bor altinda 6nemli dl¢lide diferansiyel olarak eksprese
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edilmistir. Calismada toplam 3237 yeni gen ve 12.206 yeni transkript belirlenmistir.
AP2-EREBP, MYB ve C3H, Bor toksisitesi altinda diferansiyel olarak ifade edilen
transkripsiyon faktorlerinin (TF'ler) en yiiksek yiizdelerine sahip aileler oldugu
belirlenmistir. KEGG yolu fotosentez-anten proteinleri en onemli artis1 gostermistir.
Bor’un toksisitesini diizenlemek igin diferansiyel olarak eksprese edilen bir dizi gen
tanimlanmis olsa da, bunlarin yetistirme programlarindaki kullanimi ve tarladaki nihai

fonksiyonel analizleri heniiz yapilmamustir.

2.7. RNA Sekanslamasi

RNA sekanslamasi (RNA-Seq), belirli kosullar altinda biyolojik bir 6rnekde
RNA'nin varligini, miktarin1 ve yapisini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilir. Transkriptom
boyunca ifadeyi Olgmek i¢in olduk¢a hassas ve dogru bir aractir (Sekil 2.2).
Transkriptom dizileme, mevcut bir genom dizisini gerektirmez ve belirli bir stresten
etkilenmis bitki dokularinda genlerin, yeni transkriptlerin ve ilgili transkripsiyonel
yollarin ve faktorlerin genom capinda diferansiyel diizenlemesini saptayabilir. Bor
toksisitesi altinda yetistirilen tetraploid ve hekzaploid bugday tiirleri de dahil olmak
tizere birgok bitkideki transkripsiyon degisikliklerini degerlendirmek i¢in bu ydntemi
bir¢ok arastirict kullanmistir (Kayihan ve ark., 2017; Khan ve ark., 2023b). Ayrica,
kontrollii biiyiime kosullar1 ile karsilastirildginda Bor toksisitesine maruz birakilarak
yetistirilen herhangi bir Bor toleransli T. dicoccoides genotipindeki transkripsiyonel

farkliliklar1 anlamak i¢in halihazirda bir literatiir bulunmamaktadir.



18

RNA Isolation ' J
Cells or Tissue i Jjj

preparation
@
e ©

‘ . High-content gene expression
assay , RNA-seq

Quantification of gene
expression

—

“Expression Level |

|
oo ‘gene: ooy

Sekil 2.2 Deney orneklerinde diferansiyel olarak ifade edilen genleri

belirlemek i¢in izlenen prosediirii gosteren diyagram

2.8. Konunun Onemi ve Tezin Amaci

Giris bolimiinde de belirtildigi gibi, Bor toksisitesi stresi, Tiirkiye, Giiney
Avustralya, Irak, Sili, Ispanya ve ABD'yi kapsayan diinya ¢apinda su eksikligi ¢ceken
tarim bolgelerinin biiyiik bir kismina zarar vermektedir (Cartwright ve ark., 1984; Nable
ve ark., 1997; Kalayci ve ark., 1998; Jefferies ve ark., 2000; El-Shazoly ve ark., 2019).
Tirkiye'de de Orta Anadolu bolgesinin tarim alanlarinin %26,6'sin1 olusturan yaklasik
800.000 ha'lik bir alan topraktaki yiiksek Bor nedeniyle zarar gormektedir (Gezgin ve

ark., 2002) (Sekil 2.3). Bor agisindan zengin sulama suyu ve azaltilmis yikanma ile Bor
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acisindan zengin toprak, Bor’un topragin en iist katmaninda ¢okelmesine neden olarak

verimi azaltir (Camacho-Cristobal ve ark., 2008; Khan ve ark., 2021).
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Sekil 2.3. Bor toksisitesi (sar1) ve ¢ok yiiksek toprak Bor toksisitesi (kirmizi)

olan bolgeleri gosteren Tiirkiye haritas1 (https://www.boren.gov.tr/Sayfa/tarim-bor-

arastirma-uyqulama-programi/19)

Bitkilerdeki bor eksikligi, bor giibrelerinin temini ile ¢oziilebilse de, tarim
topraginin yikanmast ger¢ek¢i olmadigi igin toksisitenin iistesinden gelmek zordur
(Reid ve ark., 2004). Bu nedenle, Bor’a toleransli genotiplerin belirlenmesi ve bunlarin
toleransh hatlar iiretmek ic¢in 1slah programlarinda kullanilmasi, tarim bolgelerindeki
Bor toksisitesi sorunuyla basa ¢ikmanin tek olasi ¢oziimiidiir (Reid, 2010; Hua ve ark.,
2021). Bununla birlikte, yiiksek tane verimine odaklanan 1slah program elit
germplazmdaki genetik ¢esitliligi azaltigit ve bu durumun yalnizca genotiplerin
tyilestirme yetenegini azaltmakla kalmayip ayni zamanda onlar stres kosullarina karsi
daha duyarli hale getirdigi daha 6nce belirlenmistir (Rauf ve ark., 2010). Bu nedenle,
yiiksek Bor toleransi olugturmaktan sorumlu olan yeni genetik kaynaklari ve bunlardaki
olas1 genleri belirlemek, Bor toksisitesine direngli yeni bugday genotipleri olusturmak
icin 6nemlidir (Rasheed ve ark., 2018). Bugdayin yabani akrabalar1 ve mevcut ilkel
formlari, bir dizi potansiyel gene sahiptir ve cevresel stres kosullarina karsi1 biiytik bir
tolerans kaynagi olduklari bilinmektedir (McCouch ve ark., 2013; Khan ve ark., 2021).

Modern bugday cesitlerinin Bor toksisitesine tolerans diizeylerinin belirlenmesi ve

R
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transkriptomik degisimlerinin arastirilmasina yonelik farkli ¢caligmalar yapilmis olsa da,
bugdayin yabani akrabalar1 en az arastirilmis ve bu yonde kullanilmistir (Schnurbusch
ve ark., 2008; Emon ve ark., 2012; Emon ve ark., 2015; Khan ve ark., 2021; Pandey ve
ark., 2022; Khan ve ark., 2023b). Yabani Gernik bugday1 ve durum bugday1 ayni genom
formiiliine sahiptirler ve ekmeklik bugdaya iki genom kazandirmistir. T. dicoccoides
bugdaymn evcillestirilmesinde temel bir rol sahiptir (Peng ve ark., 2011). T.
dicoccoides'in genom dizilimi, ilgili genlerin tanimlanmasi ve izolasyonu i¢in yardimci
olabilir. T. dicoccoides'in ¢evresel streslere farkli adaptif kompleksleri, ekmeklik
bugdayin 1slahi i¢in biiyilk onem tagimaktadir (Peng ve ark., 2011). T. dicoccoides'in
bugday 1slahi i¢in sahip oldugu biiyiik potansiyel onlarca yildir kabul edilmis olsa da,
bu potansiyel bugiine kadar biiyiik 6l¢tide kullanilmamustir. Cesitli biyotik ve abiyotik
strese tolerans saglamaktan sorumlu genlerin kaynagi olarak tanimlanmasina ragmen, T.
dicoccoides bugiine kadar Bor toksisitesi stres tepkilerinde yer alan genleri belirlemek
icin hi¢ ¢alistilmamistir. Sonug olarak, bu aragtirma alanindaki boslugu doldurmak igin
TUBITAK 1001 projesi (Proje no. 1190455) kapsaminda farkli bugday tiirleri taranmus
ve bor-toksisiteye dayanikli bir T. dicoccoides tiirline ait bir genotip, P1362036
belirlenmistirBu tez arastirmasinin amaci, normal ve yiiksek bora maruz birakilan T.
dicoccoides genotipinde siirgiin transkriptomun RNA dizilimi (RNA seq) analiziyle

yiiksek bor toleransin saglaya molekiiler mekanizmalar1 arastirmakair.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Daha 6nceki boliimlerde de bahsedildigi gibi TUBITAK 1001 projesi (1190455)
kapsaminda ABD, Ankara ve Izmir Gen Bankasi'ndan temin edilen tohum materyali
tohum cogaltma amaciyla tarla ve serada yetistirilmistir. Ayrica, farkli yabani ve
bugday tiirlerini iceren 158 gesit, Bor toksisitesi toleransi agisindan taranarak fizyolojik
Ve biyokimyasal analiz sonuglarina gore yiiksek Bor’a toleranshi bir T. dicoccoides,
P1362036 genotipi tanimlanmistir. Bu tez ¢alismasinda, bu genotip molekiiler diizeyde
Bor toksisite stresi altinda daha detayl aragtirllmistir. Deneyin amaci, normal biiyliime
kosullariyla karsilastirildiginda yiiksek Bor ortami altinda yetistirilen T. dicoccoides

genotipinin diferansiyel olarak eksprese edilen genlerini (DEG'ler) bildirmekti.

3.1. Bitki Materyali, Bor Toksisite Uygulamasi1 ve Biiyiime Parametrelerinin

Olciimii

Bu tezde kullanilan ve Psendogord olarak da adlandirilan Bor toksisitesine
dayanikli tetraploid yabani bugday genotipi, P1362036 [taksonomi Triticum turgidum L.
subsp. Bu tezde kullanilan dicoccoides (Korn. ex Asch. & Graebn.) Thell.], Cluj,
Romanya'ya aittir. Dr. Ogr. Uyesi Anamika Pandey, TUBITAK 1001 (No. 1190455)
projesi kapsaminda tohum materyalini ABD Tarim Bakanligi-Tarimsal Arastirma
Servisi, Ulusal Kiiciilk Tane Koleksiyonu (NSGC) tarafindan teslim almistir
PI362036'nin Bor toleransinin seviyesini belirlemek igin onceki caligmalarda Bor
toksisitesi tolerans1 gosteren Tiirk ekmeklik bugday ¢esidi Bolal 2973 (Mahboobi ve
ark., 2001; Pallotta ve ark., 2014) referans ¢esit olarak kullanilmistir.

Hidroponik deneyde bitkiler, %45-55 nem, 16/8 saat aydmnlik/karanlik
fotoperiyodu, 22 + 10 °C sicaklik ve 16.000 Lx/giin 151k yogunluguna sahip bir odada
biiyltiilmiistir. T. dicoccoides genotipi ve Bolal 2973 ii¢ tekerriirii olarak hem kontrolde
[1/5th Hoagland with 3.1 uM B] hem de oldukga toksik bor uygulamasinda [10 mM B]
yetistirilmistir (Sekil 3.1). Baslangigta, tohumlar %5 sodyum hipoklorit, ardindan %75
etanol ve steril distile su ile sterilize edilmistir. Yiizey sterilizasyonu tamamlandiktan
sonra tohumlar 4-5 saat suda bekletilmis ve ¢imlenene kadar 22°C'de karanlikta
bekletilmistir. Ayrica, her bir ¢esidin ¢imlenmis bes fidesinin ii¢ tekerriirt, iki farklh

sette (her uygulama icin bir set) 1/5 Hoagland soliisyonu igeren saksilara tasgmmastir.
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Boylece, bir biyolojik tekerriir, bes bitkiden olusturulmustur ve ii¢ tekerriir, her
uygulama igin genotip basina toplam 15 bitkiden olusmustur. 1/5'lik Hoagland
soliisyonunda 3 giinliik bliyiitmeden sonra Bor uygulamalarina (Kontrol ve 10 mM)
baslanmistir. Uygulama 7 giin devam etmis olup soliisyonlar ii¢ giinde bir
degistirilmstir. Bitkiler 7 glin sonra hasat edilmis ve govde uzunlugu (GU), kok
uzunlugu (KU), gévde yas agirligi (GYA), kok yas agirhigr (KYA), govde kuru agirhigi
(GKA) ve kok kuru agirlign (KKA) KYAGKA dahil olmak iizere genotiplerin biliyiime
parametrelerin (KKA) dl¢iimleri alinmistir. Ayrica, molekiiler analiz i¢in, s1vi nitrojen
ve RNasezap kullanilarak her iki uygulamadan T. dicoccoides genotipinin ti¢ tekerriir

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

3.2. T.dicoccoides Genotipinden Toplanan Gévde Orneklerinin RNA izolasyonu

T. dicoccoides genotipi PI362036'min ii¢ tekerriirden yaprak orneklerinin RNA
izolasyonu, Pandey ve arkadaslari tarafindan saglanan manuel toplam RNA
ekstraksiyon metodu kullanilarak yapilmistir (Pandey ve ark., 2022). RNA izolasyonu
icin ilk olarak kullanilacak olan havan ve topuz DEPC ile 10 saat muamele
edilmektedir. DEPC’den c¢ikarilan havan ve topuz otoklavda steril edildikten sonra
kullanilmistir. -80°C den alinan bir miktar (0.1-0.2 g) 6rnek havan igerisine koyularak
lizerine sivi azot dokiilerek ezme islemi gerceklestirilmistir. Ezilen bitki 6rnegi 2ml
eppendorf tiipline alimarak {izerine 1000 pL QIAzol-Lysis Reagent konulmustur.
Ornekleri vortex yapip ve 5 dakika boyunca karanlik ortamda bekletip daha sonra
tizerine 200 pL Chloroform ilave edilerek 5 dakika boyunca karanlik ortamda
bekletildikten sonra 12000 rpm’de 15 dakika boyunca 4°C’de santrifiij edilmisdir.
Santrifiijden ¢ikarilan orneklerden siipernatant alinarak ve tizerine 500 pL izopropanol
koyularak karigim haline getirilmis ve 5 dakika boyunca karanlik ortamda
bekletilmektedir. Daha sonra 12000 rpm’de 10 dakika boyunca 4°C’de santrifii
edilmektedir. Santrifiijden ¢ikarilan orneklerin iizerindeki siipernatant dokiilerek ve alt
kisimda kalan pellet iizerine 500 uL %70’lik etil alkol ilave edilerek 10 dakika boyunca
7500 rpm’de 4°C ‘de santrifiij edilmektedir. Santrifiij edilen 6rneklerden etil alkol
dikkatli bir sekilde dokiilmiistiir ve altinda kalan RNA pelleti iizerine 100 pL distile su

ilave edilmistir.
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Sekil 3.1. Kontrol ve Bor toksik biiyiime kosullar1 altinda hidroponik sistemde
yetistirilen P1362036 ve Bolal 2973 genotipleri

3.3. Izole Edilen Total RNA Orneklerinin Kalite Okumalarimn Gerceklestirilmesi

Izole edilmis total RNA 6rneklerinin RNA biitiinliik skoru (RIS) degerleri ile birlikte
miktar ve kalite, sirastyla bir QIAxcel gelismis fragman analizor, nanodrop
spektrofotometre, ve %1 agaroz jeli kullanilarak belirlenmistir ve Ornekler -80°C'de

saklanmustir.

3.4. T. dicoccoides Genotipinin Siirgiin Orneklerinin RNA Dizilimi ve Farkh
Eksprese Edilen Genlerin Degerlendirilmesi

T. dicoccoides P1362036 genotipinin {i¢ biyolojik tekerriiriiniin timii kullanilarak
ve toplam RNA'larinin esit miktarlarini karigtirarak iki uygulamadan alinan 6rnekler

(kontrol ve yiiksek B) RNA dizilimi i¢in hazirlanmistir. RIN degerleri 7'den yiiksek
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olan oOrneklerin her ikisi de cDNA kiitiiphanesi hazirlamak i¢in kullanilmis ve
hazirlanan 6rneklerin MGI dizilimi DNBseq platformu (Illumina, San Diego, CA, ABD)
kullanilarak yapilmistir. Q20 bazlarinin >%97'si ve Q30 bazlarinin >%90' ile, oligoDT
secimi kullanilarak 6rnek basina ~96 milyon yiiksek kaliteli eslestirilmis son okuma
gelistirilmistir. Referans genom haritalamasi ve transkriptlerin miktarinin belirlenmesi
icin her iki uygulama 6rneginden alinan phred skoru >30 olan iyi kalitede okumalar,
temiz okumalar olarak konuslandirildi. Elde edilen temiz okumalar1 T. aestivum referans
genomu (IWGSC_CS RefSeq v2.1) ile hizalamak igin HISAT2 (Spliced Alignment of
Transcripts icin Hiyerarsik indeksleme) yazilimi kullanilirken, temiz okumalari referans
genlerle hizalamak i¢i Bowtie2 kullaniimistir.

[laveten, her oOrnegin gen ifadesi RSEM kullanilarak degerlendirilmistir.
Genlerin/transkriptlerin ekspresyonunu normallestirmek igin transkriptin her kilobazlik
bolge basina kag okuma diistiigli ve bu okuma sayisinin bir milyona boliinmesi (FPKM)
yontemi dayali Cufflinks v2.2.2 yazilimi kullanilmistir. Genlerin diferansiyel kat
degisimini ve FDR (yanlis kesif orani) degerlerini belirlemek igin FPKM degerleri
kullanilmistir. Genlerin daha kii¢iik FDR degerleri, daha yiiksek kat degisikliklerini ve
onemli ifade farkliliklarim gésterir. Onemli dlciide diferansiyel olarak eksprese edilen
genler (DEG'ler), ayarlanmis p degeri < 0.01, yanlis kesif oran1 (FDR) < 0.001 ve
log2FoldChange > 1 olanlardir. iDEG R paketi, iki uygulama altinda genlerin

diferansiyel ekspresyonunun istatistiksel onemini belirlemek i¢in kullanilmastir.

3.6. T. dicoccoides'in Gévdelerinden Izole Edilen RNA Orneklerinin Ters
Transkripsiyonu Kontrol ve Bor Toksik Kosulu Altinda Yetistirilen Genotip

Ters transkripsiyonu yliriitmek i¢in {i¢ biyolojik tekerriir alinan RNA 6rnekleri
kullanilmustir. izole edilen total RNA’larmn ¢cDNA’ya déniistiiriilmesi, Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) ve oligo-dT primerleri kullanilarak mRNA Reverse
transkripsiyonu (RT) kit prosediiriine uygun olarak gergeklestirilmisti. RNA
orneklerinden 1.5 pL alindiktan sonra sirasiyla 25 uM RT primerden 1 pL ve 10.7 uL
RNaz-free su eklenerek hacim 13.2 pL’ye tamamlanmistir. Bu asamay1 takiben farkli bir
eppendorf tiiplinde RT miks hazirlanmistir. RT miksin her bir 6rnek bilesimi
Tablo3.1.’de gosterilmektedir. Her 6rnek icin 13.2 pL’lik RNA karisimina 6.8 pl. RT
miks eklenerek toplam hacim 20 pL olarak ayarlanmistir. Hazirlanan orneklerin RT

reaksiyonu Thermal Cycler cihazinda iglemler sirasiyla 55°C’de 30 dk, 85°C’de 5 dk ve
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4°C’de tutulmasiyla gerceklestirilmistir. Elde edilen cDNA’lar qRT-PCR analizine kadar
-20°C’de depolanmustir.

Tablo 3.1 RT miks bilesenleri

. Miktar
Bilesen (uL)
5X TRT buffer 4.0
RNaz inhibitor 0.5
10 uM dNTP miks 2.0
Reverse Transcriptase Enzim (RT Enzim) | 0.3
Toplam hacim* 6.8

*Bir 6rnek i¢in miktari

3.7. RNA Dizileme Sonuc¢larindan Secilen Hdef Genlerin Ayrintilar1 ve Bunlarin
RT-qPCR Tabanh Ekspresyon Analizi

Kontrol ile karsilagtirildiginda bor toksisitesi altinda anlamli ifade gdsteren sekiz
gen, RNA dizileme sonuglarindan se¢ildi ve genlerin diferansiyel ifadesini dogrulamak
icin RT-qPCR yapilmistir. Hedef genlerin standartlagtirilmasi, igeren kontrol olarak
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz geni (TaGAP) kullanilarak gergeklestirilmistir
(Pallotta ve ark., 2014; Kayihan ve ark., 2017). RT-qPCR ig¢in secilen genlere primerler
tasarlamak {izere NCBI Primer-BLAST programi kullanilmistir (Tablo 3.2).

RT-gPCR'ler, Maxima SYBR Green RT-gPCR Master mix (Thermo Scientific)
kullanilarak Pandey ve ark. (2022) tarafindan tanimlanan malzemeleri ve yontemleri
takiben LightCycler® 96'da (Roche, Almanya) yapilmistir. PCR Master miksinin
bilesimi Tablo 3.3’de verilmistir. Her bir 6rnek i¢in toplam Master miks hacmi 18 pL
olarak ayarlanmisti. Tim cDNA Orneklerinin  1:40 oraninda hazirlanmis
diliisyonlarindan 2 pL alip ve 18 pL qPCR miksi ile karistirip, toplam hacim 20 pL’ye
ayarlanmistir. Her iki uygulama her bir genin qPCR reaksiyonlart i¢in ti¢ tekerriir
kullanilmistir. Reaksiyonlar i¢in takip edilen gqRT-PCR kosullar1 Tablo 3.4 ’de

verilmistir.
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Tablo 3.2. RT-qPCR analizi icin transkriptom sekanslama sonuclarma dayah
olarak T. dicoccoides genotipinden secilen DEG'lerin listesi ve tasarlanan
Primerlerin Dizilimleri (*TdsG - T. dicoccoides Geni)

Gen | Secilmis | Gen Bilgileri Primer Tiirii | Sekans (5'->3")
Kodu | Gen
TraesCs PREDICTED: _ Triticum ileri primer GGCATGGGTTGAGCC
TdsG 3B02G5 dicoccoides alpha-dioxygenase TCTT
1 49000 1-like (LOC119326475), Ters primer AACCCATGGCTCTGG
transcript variant X1, mRNA TAGAA
TraesCs PREDICTED: Triticum ileri primer CAGGTACCAAGGCAA
TdsG 6A02G0 dicoccoides probable GAACAC
2 93000 nicotianamine  synthase 4 Ters primer TGATCTTCTGGACCA
(LOC119314969), mRNA GGGCA
PREDICTED: Triticum ileri primer CCACTGTAAACGGCG
TraesCS | dicoccoides  swib-dependent P CTAGA
TdsG 3B02GO | recombination DNA repair
3 . : GGATCGGTTGGGGTT
01500 protein 1 homolog | Ters primer GCTTT
(LOC119274246), mMRNA
TraesCs PREDICTED: Triticum fleri primer AACAGGGAAGTTGA
TdsG 3B02G2 dicoccoides GDSL AGGGGA
4 19300 esterase/lipase At4g10955-like Ters primer CAATTACCAGCCCTC
(LOC119275874), mRNA CCCAG
PREDICTED: Triticum ileri primer GCTGAGAAGTGCATC
TraesCS | dicoccoides  ATP-dependent P ACGCT
;SrdSG 3B02G2 | zinc metalloprotease FTSH 9, GTTTCCTTTAAACAAT
52900 chloroplastic/mitochondrial Ters primer GGCGAGGCA
(LOC119276292), mRNA
TraesCs P_REDIC_ZTED: Triticum ileri primer CTTGCAAACCTTGGA
TdsG 3B02G1 dicoccoides DDB1- and CAGCG
6 91500 CUL4-associated factor 13-like Ters primer ACAGCGATTGATTGA
(LOC119275595), mRNA P CGGAGG
PREDICTED: Triticum fleri primer TGAGCTTCGAAGGTT
TraesCS | dicoccoides integrin-linked P TGCGGAAG
;dSG 3B02G3 |protein  kinase  1-like T ATCOCGATOAGEE
06500 (LOC119276811),  transcript | Ters primer TGACGAG
variant X1, mRNA
TraesCS P_REDIC_ZTED: Triticum ileri primer GCCGCGTGGTTAGCA
TdsG 3B02G3 dicoccoides  UDP-glucuronic ATTTT
8 88100 acid  decarboxylase  1-like Ters primer GCCATCAATCCAGCA
(LOC119277519), mRNA ACCAG
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Tablo 3.3 qRT-PCR Master miksi bilesenleri

. Miktar
Bilesen (L)
10 uM forward primer 2
10 uM reverse primer 2
Syber green miks 8
RNaz free su 6
Toplam hacim* 18

Tablo 3.4 qPCR reaksiyon dongiisii

Sicakhik (°| Ramp Hiz1| Zaman

C) (°Cls) (s)

Tutunma 95 5 600
3 Adimda | 95 5 10
Amplifikasyon | 50-60* 5 30
(40-45 Dongii) | 72 5 30
) 50 4 20
Erime Noktas1 95 01 20

3.8. istatistiksel Analiz

Biiylime parametreleri icin, Kontrol ile karsilastirildiginda 10 mM bor
uygulamasi altinda o6l¢iilen fizyolojik 6zelliklerin her birindeki yiizde degisimleri (3
tekerriire dayal1 olarak) MS Excel 2010 kullanilarak hesaplanmistir. RT-gPCR'de hedef
ve referans genlerin ifade diizeyleri ve iki uygulama i¢in ortalamalarin ortalama hatalari
MS excel programi kullanilarak hesaplanmistir. Erime egrileri sayesinde, bireysel
orneklerin hassasiyeti ortaya c¢ikmistir. Bagil Ol¢limii belirlemek igin Livak ve

Schmittgen (2001) tarafindan tavsiye edilen DCt yontemi kullanilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bor Toksisitesi Stres Altinda T. dicoccoides, P1362036 ve Bolal 2973'teki
Fizyolojik Degisiklikler

Kok-govde bliylime parametreleri, bugday genotiplerinin tolerans diizeylerini
belirtmek i¢in 6nemli bir kriter olarak kabul edilmistir (Schnurbusch ve ark., 2008;
Metwally ve ark., 2012; Coskun ve ark., 2014; Pallotta ve ark., 2014). Calismamizda,
T. dicoccoides, P1362036 genotipinin Bor-toksisite toleransi, Bor-toksisite toleransi
yiiksek bir genotip olan kontrol ¢esidi Bolal 2973 ile karsilagtirilarak belirlenmistir.
Bolal ile karsilastirildiginda yiiksek Bor uygulamasi altinda T. dicoccoides, P1362036'da
yapraklarda daha az sararma gozlenmistir. Yiiksek Bor, tiim biliylime parametrelerini
onemli dlcgiide etkilemis olup, kék uzunlugu disinda tiim biiylime parametrelerinde
P1362036'nin Bolal 2973'e kiyasla yiiksek Bor dan daha az etkilendigi ortaya ¢ikmistir
(Tablo 4.1 ve 4.2.). Bolal'm KU ve GU kontrole ile karsilastirilma yapilarak yiiksek Bor
altinda sirastyla %50 ve %38 azalirken, PI362036'nin KU yiiksek bor altinda %56
azalmis ve GU %12 artmistir. Benzer sekilde Bolal''lm KYA ve GYA'sinde %108 ve
%30'luk bir azalma gozlenmistir. Ancak P1362036 iki parameter i¢in yiiksek Bor altinda
sirastyla yalnizca %53'lik bir diisiis ve %5'lik bir artig gostermistir. Yiiksek Bor, Bolal
koklerinin KA'sini kontrol kosullara kiyasla %53 azaltirken, KKA'de %6'lik bir artig
gostererek P1362036'nin  koklerini olumsuz etkilememistir. Bolal'n GKA'si Bor
toksisitesi altinda ne artis ne de azalis, PI362036 ise yiiksek Bor altinda %34'liik bir

artis gostermistir.
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Tablo 4.1. Yiiksek Bor (10 mM Bor) kosullarinda yetistirilen Triticum dicoccoides
genotipi, P1362036 ve kontrol cesidi Bolal 2973'iin fizyolojik parametrelerindeki
Ortalama, Standart Sapma ve Standart Hata Ortalamas.

Bolal 2973 P1362036
Av SL | SD SEM AvSL |SD | SEM
) Kontrol | 3917 | 3.82 | 2.20 2083 | 388 | 224
Govde Yiksek
Uzunlugu(cm) . 2833 | 153 | 0.88 3383 | 126 |073
Kontrol | 2617 | 1.76 | 1.01 2367 | 126 |0.73
Kok Uzunlugu(cm) | Yiksek | 1200 | 377 | 218 1517 | 293 | 1.69
: . . . . . .
J— 50223! 050 002 |001 043 | 008 |005
Agirhai(g) X 038 |017 |0.10 045 | 004 |002
Kontrol | 014 | 005 | 003 022 005 |003
Kok Yas Agrhgi(g) | Yiksek | 57 100 |01 015 |002 |o001
: . . . . . .
) Kontrol | 0.053 | 0.008 | 0.004 0.046 | 0.007 | 0.004
Govde Kuru Viksek
Agirhai(g) Xt 0.053 | 0.016 | 0.009 0.070 | 0.004 | 0.002
. Kontrol | 0.011 | 0.003 | 0.002 0011 | 0.003 | 0.002
Kok Kuru Viksek
Agirlig(g) B“ 5K 10,007 |0.001 |0.001 0.012 | 0.003 | 0.002

Tablo 4.2 Kontrol ile karsilastirildiginda yiiksek Bor (10 mM Bor) kosullarinda
yetistirilen Triticum dicoccoides genotipi, P1362036 ve kontrol ¢esidi Bolal 2973'iin
fizyolojik parametrelerindeki yiizde degisimleri.

Cegsitler Bolal 2973 P1362036
Ozellikler/Tiirler Triticum aestivum Triticum dicoccoides
Govde Uzunlugu (GU) -38 12

Kok Uzunlugu (KU) -50 -56

Govde Yas Agirhig1 (GYA) -30

Kok Yas Agirlhign (KYA) -108 -53

Govde Kuru Agirhigr (GKA) 0 34

Kok Kuru Agirhign (KKA) -53

Bolal 2973 ile karsilagtirildiginda, T. dicoccoides, PI1362036, Bor toksisitesinin

azaltilmis fizyolojik etkilerini gdstermistir. Bitki billylime 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; Khan ve ark.,

2023a).

P1362036'nin tiim biiylime parametreleri Bolal 2973 ile karsilastirildiginda

yliksek Bor’dan daha az etkilendigini ortaya koymustur. PI362036min biiylime



30

parametreleri, kontrol ¢esidiyle karsilastirildiginda yiiksek Bor altinda ya artmis ya da
cok az azalmistir. Bu sonuglar, Bor toksisitesinin kontrol ¢esitlerine kiyasla yabani veya
ithmal edilmis bugday genotiplerinin biliylime parametreleri iizerinde daha az etkiye
sahip oldugunu gosteren onceki deneylerle karsilastirilabilir (Khan ve ark., 2021; Khan
ve ark., 2022). Kok-govde kuru maddesi, genotiplerin farkli streslere karsi tolerans
diizeylerini anlamak i¢in énemli bir kriterdir (Metwally ve ark., 2012; Nejad ve ark.,
2015; Khan ve ark., 2021).

Yiiksek Bor altinda kontrol ¢esidine kiyasla daha toleransli T. dicoccoides
genotipinin siirgiin uzunlugunda daha fazla artig gosteren sonuglarimiz Schnurbusch ve
ark. (2007) ve Pallotta ve ark. (2014) ile uyumlu bulunmustur. Kok-govde biyokiitlesi
icin bizim ¢alismamiza benzer sekilde, Torun ve ark. (2006) toleranshi genotiplerin
GKA'sinin daha az toleranshi genotiplerle karsilastirildiginda daha yiiksek oldugunu
bulmuslardir. Baska bir ¢alismada, bor toleransli Aegilops genotipleri, Bor toksisitesi
alinda GKA ve KKA'de sirasiyla yiliksek artis ve daha az azalma gOstermistir.
Sonuglarimizla uyumlu olarak, Bor toleransli T. zhukovskyi genotipi, kontrol genotipi
Bolal ile karsilastirildiginda Bor toksisitesinin kok-govde kuru maddesi tlizerindeki
etkisini daha az gostermistir (Pandey ve ark., 2022). PI362036 ve kontrol gesidinin
KKA'sinde GKA'ye kiyasla Bor toksisitesi altinda sirastyla daha az artis ve daha biiyiik
azalmaya dayali olarak, Bor toksisitesinin, genotipin Bor tolerans seviyesinden
bagimsiz olarak govdelere kiyasla kokler {izerinde daha fazla azaltici etkiye sahip

oldugu goriilmektedir (Kalayci ve ark., 1998; Pandey ve ark., 2022).

4.2. T. dicoccoides Genotipinin Toplanan Gévde Orneklerinden izole Edilen
Toplam RNA Orneklerinin Konsantrasyon ve Kalitesi
Materyal ve yontemlerde bahsedildigi gibi, her iki uygulamdan T. dicoccoides

genotipinin U¢ tekerriiri, RNA izolasyonu ve ileri molekiiler analiz i¢in -80°C'de
saklanmistir.Bu Orneklerin RNA izolasyonu metodoloji boliimiinde bahsedildigi gibi
gerceklestirilmis ve izole edilen RNA orneklerinin konsantrasyonu ve safligi Tablo 4.3
ve 4.4 de verilmistir. Tablo 4.3 incelendiginde A260/A280 oranlarinin 1.88-1.97
arasinda degistigi goriilmektedir. Yiksek safliktaki RNA izolasyonunda A260/A280
orani 1.7-2.2 arasinda olmasi gerekliligi dikkate alinmistir. Ayrica, her iki uygulamadan
T. dicoccoides genotip, P1362036 govdelerinin ii¢ tekerriiriindan izole edilen RNA

orneklerinin agaroz jel resmi verilmistir (Sekil 4.1).
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Tablo 4.3 T. dicoccoides, P1362036 yaprak orneklerinin RNA dl¢iimleri ve

saflik degerleri.

Numune | Ornek Tipi ng/ul | 260/280 | 260/230

1. Kontrol_Tek.1 |513.07 | 1.95 1.77

2. Kontrol__Tek.2 | 603.18 | 1.97 1.74

3. Kontrol__Tek.3 | 633.05 | 1.96 1.93
Yiiksek

4 B Tek.1 430.13 | 1.88 1.85
Yiiksek

5. B Tek.2 485.59 | 1.93 1.45
Yiiksek

6. B Tek.3 399.07 | 1.89 1.95

Kontrol Yiik. Bor
M 1.2 3 4.5 56:31.4T

s et

Sekil 4.1 Kontrol ve bor toksik uygulamalarinda yetistirilen T. dicoccoides,
PI1362036 genotipinin govdelerinin ii¢ tekerriirden izole edilen RNA 6rneklerinin
Agaroz Jel resmi.

Tablo 4.4 RNA dizilimi i¢in gonderilen Kontrol ve yiiksek bor uygulamalarindan T.
dicoccoides govdelerinin iki RNA érneginin RNA Biitiinliik Skoru (RIS) degeri

.. Toplam

Ornek RIS Konsantrasyon(ng/uL)
Kontrol 8.7 437.95

Yiiksek B 7.5 590.67

4.3. RNA Dizilimi ve Sirali Okumalarmm Genom Haritalamasi
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Her iki uygulama icin Bor toleransli P1362036 genotipinin gévdelerinin her biri
toplam 15 bitkiden olugsan {ii¢ biyolojik tekerriiriindan alinan RNA ornekleri
kanigtirilarak RNA dizileme analizi i¢in Genoks, Ankara'ya gonderilmistir. Kontrol ve
yiiksek Bor uygulamasindan alinan RNA 6rneklerinin dizilimi, her 6rnekten ortalama 96
milyon okuma ile toplam 192,18 milyon temiz okuma vermistir (Tablo 4.5). Kontrol ve
Bor uygulanan 6rneklerinde Q20 ve Q30'de ortalama temiz okumalar sirasiyla %97,2 ve
%90,4  belirlenmistir  (Tablo  4.5). T.  aestivum referans ~ genomu
(IWGSC_CS _RefSeq v2.1), sirasiyla %3,60 ve %4,45 benzersiz esleme oraniyla iki
kiitiiphaneden 12,29 ve 13,53 yiiksek kaliteli temiz okumayla eslenmistir (Tablo 4.5).
Kontrol ve uygulama kiitiiphanelerinde sirasiyla 33.612 ve 42.724 gen, ve 36.519 ve
47.693 transkript bulunmustur (Tablo 4.5). RNA dizilemenin en 6nemli faydasi, yeni
genlerin ve transkriptlerin belirlenmesidir (Amirbakhtiar ve ark., 2021). Bu ¢alismada

sirasiyla toplam 2663 yeni gen ve 9.869 yeni transkript belirlenmistir.

Tablo 4.5 Kontrol (3.1 pM Bor) ile karsilastirildiginda yiiksek Bor (10 mM
Bor) kosullarinda yetistirilen T. dicoccoides (Td) siirgiinlerinin dizileme verilerinin
kalite tahmin sonuclar: ve referans genom dizilimi verileri

Degiskenler/ Numuneler Td_Kaontrol Td_YB Degiskenler/ Td_Kontrol Td_YB_
Degerlendirme Numuneler Degerlendirme
Essiz Genom
97.11 95.07 Haritalama Oran1  41.88 38.63

Toplam Temiz Okuma (M) (%)

Toplam Temiz Bazlar (Gb) 9.71 951 Toplam Gen 33612 42724
Sayisi

Temiz Bilinen Gen

Okumalar Q20 97.43 97.02 Sayisi 32452 41221

(%)
Yeni Gen

Temiz Okumalar Q30 (%) 91.08 89.82 Numarasi 1160 1503

Toplam Genom Haritalama 0 0 Toplam

Oran1 (%) 12.29% 13.53% Transkript Sayist 36519 47693

Egsiz Genom Haritalama Orani Bilinen

(%) 3.60% 4.45% Transkript 32230 42113
Numarasi

Toplam Genom Haritalama 76.02 7381 Yeni  Transkript 4289 5580

Orani (%) Numarasi

4.4 Yiksek Bor Altinda T. dicoccoides Govdelerinin Diferansiyel Olarak
Diizenlenmis Genleri
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Iki govde kiitiiphanesi, toplam 46.426 genin diferansiyel regiilasyon
gostermistir. Bunlar arasinda 2783 gen, yliksek Bor altinda P1362036'nin gévdelerinde
onemli Ol¢iide diferansiyel olarak eksprese edilmistir. Bu onemli Olgiide diizenlenen
genlerden 134Yniin asag1 regiile edildigi, 2649 genin ise yukar1 regiile edildigi
bulunmustur (Sekil 4.2).

MA plot of 5CL-VS-5TL.PossionDis_Method

e Up: 2649

log.FoldChange = 1 ,FDR <0.001

® Down: 134

log.FoldChange < -1 ,FDR < 0.001

no-DEGs: 43643

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

-5 0 5 10 15

Sekil 4.2 3.1 uM Bor (kontrol) uygulamasina kiyasla T. dicoccoides (Tds)
genotip PI362036'min yiiksek Bor (TB 10 mM) wuygulanms govdelerinde
diferansiyel olarak ifade edilen genleri (mavi ve kirmizi noktalar) gosteren MA
cizimi. X ekseni (A) ve Y ekseni (M), sirasiyla log2 doniistiiriilmiis kat degisimini
ve log2 doniistiiriilmiis ortalama ifadenin seviyesini gosterir.

45. RT-gPCR Analizi icin T. dicoccoides Genotipinden Segilen Transkriptom
Siralama Sonuclarina Dayah Olarak Onemli Ol¢iide Diferansiyel Olarak Eksprese
Edilmis 8 Genin Se¢imi (*TdsG — T. dicoccoides Gene)

RNA siralama Sonuglarina dayanarak, Kontrol ile karsilastirildiginda yiiksek Bor

altinda 6nemli Ol¢giide diferansiyel olarak ifade edilen 8 gen rastgele secilmis ve RT-
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gqPCR yoluyla ekspresyon diizeyleri dogrulanmistir. Bu genlerin eksprasyonlarindaki kat
degisiklikleri ve RNA dizilemesindeki ekspresyonlarinin anlamlilik derecesini gosteren

p degeri Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6 RT-qPCR analizi icin T. dicoccoides genotipinden secilen transkriptom

siralama sonug¢larina dayal DEG listesi (*TdsG — T. dicoccoides Gene)

Gen
Kodu

Secilmis Hedef Gen

log2
Fold
Chang
e

logl

padj

Gen
Kisa
Formu

TdsG1

TraesCS3B02G549000

14.84

2.46

o-DOX

PREDICTED: Triticum dicoccoides alpha-
dioxygenase  1-like  (LOC119326475),
transcript variant X1, mRNA

TdsG2

TraesCS6A02G093000

14.70

2.40

NAS

PREDICTED: Triticum dicoccoides
probable  nicotianamine  synthase 4
(LOC119314969), mMRNA

TdsG3

TraesCS3B02G001500

-8.12

2.96

SFR1

PREDICTED: Triticum dicoccoides swi5-
dependent recombination DNA repair
protein 1 homolog (LOC119274246),
mRNA

TdsG4

TraesCS3B02G219300

13.86

2.37

GELP

PREDICTED: Triticum dicoccoides GDSL
esterase/lipase At4g10955-like
(LOC119275874), mMRNA

TdsG5

TraesCS3B02G252900

13.79

2.35

FTSH9

PREDICTED: Triticum dicoccoides ATP-
dependent zinc metalloprotease FTSH 9,
chloroplastic/mitochondrial
(LOC119276292), mMRNA

TdsG6

TraesCS3B02G191500

13.86

2.37

DCAF13

PREDICTED: Triticum dicoccoides DDB1-
and CUL4-associated factor  13-like
(LOC119275595), mRNA

TdsG7

TraesCS3B02G306500

13.74

2.31

ILK1

PREDICTED: Triticum dicoccoides
integrin-linked  protein  kinase  1-like
(LOC119276811), transcript variant X1,
mRNA

TdsG8

TraesCS3B02G388100

13.26

2.01

UXS1

PREDICTED: Triticum dicoccoides UDP-
glucuronic  acid  decarboxylase  1-like
(LOC119277519), mRNA

4.6.

TdsG1. (Triticum dicoccoides,

4X), a-DOX - TraesCS3B02G549000-
[PREDICTED: Triticum dicoccoides alpha-dioxygenase 1-like (LOC119326475),
transcript variant X1, mRNA]

TdsG1l geni (TraesCS3B02G549000), Kontrol ile karsilastirildiginda B

toksisitesi altinda yaklagik bir kat artis gostermistir. Yukar1 regiilasyon, TdsG1

ekspresyonunun yiiksek B biliyiime kosullar1 altinda etkilendigini gostermistir. Bu
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yukar1 regiilasyon, ekspresyonda 14,84 kat degisiklik gosterdigi RNA dizilemesinde
elde edilen gen ekspresyonu sonucu ile uyumluydu. (Tablo 4.7; Sekil 4.3).

Haem peroksidaz (ailesi) ait protein kodlayan gen, TdsG1l, Kromozom 3B'de
(ters sarmal) bulunur. Gen ontolojisi analizinde, bu genin molekiiler fonksiyonu
peroksidaz aktivitesi, oksidorediiktaz aktivitesi ve heme baglanmasi ile iligkiliyken, bu
genin biyolojik silireci yag asidi biyosentetik siireci, oksidatif strese yanit, oksilipin
biyosentetik siireci ve hiicresel oksidan ile detoksifikasyon ilgilidir.

Bitkilerde o-DOX genlerinin diferansiyel ekspresyonu, agir metal stresi
(Koeduka ve ark., 2005), yaralanma (Tirajoh ve ark., 2004), yiiksek tuzluluk stresi (Wel
ve ark., 2000), otcul saldirist (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 rapor edilmistir. Bunlarin arasinda, birkag ¢alisma,
sonuglarimizla uyumlu olarak a-DOX geninin yukart dogru diizenlenmis ifadesini
gostermistir.  Zhang ve ark. (2014), kontrol ile karsilastirildiginda kiilleme
enfeksiyondan 24 saat, 48 saat ve 72 saat sonra enfeksiyonuna yanit olarak bugday hatti
N9134'te bu genin yukar1 regiile edildigini ortaya ¢ikarmistir. Benzer sekilde, Fusarium
graminearum ile asilamadan 50 saat sonra ekmeklik bugdaym NIL2'si (Yakin izojenik
hatt12), kontrol isleme kiyasla bu genin ifadesinde 2,8 kat degisiklik gostermistir
(Nussbaumer ve ark., 2015). Baska bir ¢alismada, iki haftalik diisiik sicaklik (4°C)
uygulamasi, kontrol (23°C) ile karsilastirildiginda ekmeklik bugday ¢esidinde bu genin
ekspresyonunu yukar1 dogru diizenlemistir (Li ve ark., 2015). Bu tiir ¢aligmalar, a-DOX
genlerinin bitkilerde stres toleransi gelistirmede 6nemli bir role sahip olabilecegini ve
daha fazla karakterize edilmesi gerektigini gdstermektedir.

Tablo 4.7 Kontrole gore normalize edilmis TdsG1 Geninin RT-qPCR tabanh
ortalama Diferansiyel Gen Ekspresyon Degerleri

TdsG1 Kontrole kiyasla normalize edilmis

.- Uygulama
Uygulama Tipi Kodu Ortalama sem
Kontrol BC 1.00 0.08
10 mM B BT 1.41 0.19
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4.00
2.00
1.00 T T
BC BT

Sekil 4.3 Referans gen TaGAP ile ilgili olarak TdsG1 geninin bagil transkript
seviyesi. Goreceli ifade degerleri, Kontrol'e gore normallestirilmis standart hata
ortalamasi ile ii¢ tekeriiriin ortalama degerleri olarak verilmistir.

4.7. TdsG2. (Triticum dicoccoides, 4X), NAS - TraesCS6A02G093000- [TAHMIN
EDILMISTIR: Triticum dicoccoides Olast Nikotianamin Sentaz 4
(LOC119314969), MRNA]

TdsG2, RT-gPCR'de kontrol ile karsilastirildiginda Bor toksisitesi altinda

ifadede bir kat artis gostermistir. Bulunan yukar1 diizenleme, TdsG2'nin ifadesinin Bor
stres kosullar altinda etkilendigini gostermistir. Bu upregiilasyon, ekspresyonda 14.7
kat degisiklik gosterdigi transkriptom dizilemesinde elde edilen gen ekspresyonu
sonucu ile uyumluydu (Tablo 4.8; Sekil 4.4).

Muhtemel bir nicotianamine sentaz (NAS) olan TdsG2 geninin, bitki i¢cindeki
fizyolojik demir durumu igin bir sensor olarak yardimci olan ve demirin tasinmasinda
yer alabilecek bir poliamin olan nikotianamini sentezledigi bilinmektedir. Kromozom
6A'da (ters sarmal) bulunur ve nikotiyanamin sentaz (NAS) benzeri aileye aittir. Gen
ontolojisi analizinde, bu genin molekiiler fonksiyonu transferaz aktivitesi ve
nikotiyanamin sentaz aktivitesi ile iligskiliyken, bu genin biyolojik siireci nikotiyanamin
biyosentetik siireci ile ilgilidir. Gen, sistein ve metiyonin metabolizmasi, ¢esitli bitki
sekonder metabolitlerinin biyosentezi, metabolik yollar ve sekonder metabolitlerin
biyosentezi dahil olmak iizere farkli KEGG yollarmna katilir.

Bizim ¢alismamizin aksine, Chinese Spring ekmeklik bugday ¢esidinde fosfor
eksikligi stresi altinda kontrole gére NAS geninde yaklasik bir kat asagi regiilasyon
gozlenmistir (Oono ve ark., 2013). Bununla birlikte, bugday fidelerinde demir
noksanliginda NAS genlerinin yukar1 dogru diizenlendigi bulunmustur (Kaur ve ark.,

2021). Ayrica, NAS genlerinin asir1 ekspresyonunun tatli patates, piring ve soya
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fasulyesi bitkilerinde Fe eksikligi tolerans1 gelistirdigi bildirilmistir (Lee ve ark., 2009;
Nozoye ve ark., 2014; Nozoye ve ark., 2017). Yeni bir bugday nikotianamin sentaz
geni, TaNAS-D'nin transgenik Arabidopsis bitkilerinde tuz toleransi gelistirmedeki rolii
zaten dogrulanmistir (Han ve ark., 2017). Bu tiir ¢alismalar, ¢alismamizda tanimlanan
Nicotianamine sentaz geninin Bor toksisitesi toleransina yonelik fonksiyonel

karakterizasyonunun gerekliligini vurgulamaktadir.

Tablo 4.8 Kontrole normalize edilmis TdsG2 Geninin RT-qPCR tabanlh ortalama
Diferansiyel Gen Ekspresyon Degerleri

TdsG2 Kontrole kiyasla normalize edilmis
- Uygulama

Uygulama Tipi Kodu Ortalama sem
Kontrol BC 1.00 0.68
10mM B BT 1.50 0.21

8.00

4.00

2.00

1.00

BC BT

Sekil 4.4. Referans gen TaGAP ile ilgili olarak TdsG2 geninin bagil transkript
seviyesi. Goreceli ifade degerleri, Kontrol'e gore normallestirilmis standart hata
ortalamasi ile ii¢ tekerriiriin ortalama degerleri olarak verilmistir.
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4.8. TdsG3. (Triticum dicoccoides, 4X), SFR1 - TraesCS3B02G001500-
[TAHMIN EDILMISTIR: Triticum dicoccoides swiS'e bagh rekombinasyon
DNA onarim proteini 1 homologu (LOC119274246), mRNA]

RT-gPCR Triticum dicoccoides swiS'e bagli rekombinasyon DNA onarim
proteini 1 (LOC119274246) (SFR1) geninin bir homologu olan TdsG3 geninin
(TraesCS3B02G001500) asagi regiilasyonunu dogrulamistir (Tablo 4.9 Sekil 4.9).

TdsG3 geni, Kromozom 3B'de (ters sarmal) bulunur. Gen, transkriptom
sekanslamasinda ve RT-qPCR'de sirasiyla 8 kat ve 1 kat asag1 regiilasyon gostermistir.
Bu calismanin aksine, diisiik sicakliga tepki olarak bu geninin ifadesinde kontrole
kiyasla iki kat yukar1 regiilasyon gozlenmistir (Li ve ark., 2015). Ayrica, Bor toksisitesi
stresine yanit olarak Bor toleransli T. dicoccum genotipinde bu genin ekspresyonunda
kontrole kiyasla 0,5 katlik bir upregiilasyon kaydedilmistir (Khan ve ark., 2023b). Bu
tiir caligmalar, swiS'e bagli rekombinasyon DNA onarim proteini 1 homolog genlerinin
bitkilerde stres toleransinin gelistirilmesinde Onemli bir role sahip olabilecegini ve
ayrica karakterize edilmesi gerektigini yonlendirir.

Tablo 4.9 Kontrole normalize edilmis TdsG3 Geninin RT-qPCR tabanh ortalama
Diferansiyel Gen Ekspresyon Degerleri

TdsG3 Kontrole kiyasla normalize edilmis

.- Uygulama
Uygulama Tipi Kodu Ortalama sem
Kontrol BC 1.00 0.44
10 MM B BT 0.63 0.07

8.00

4.00

2.00

1.00 W

I

BC BT

0.50

Sekil 4.5 Referans gen TaGAP ile ilgili olarak TdsG3 geninin bagil transkript
seviyesi. Goreceli ifade degerleri, kontrole gore normallestirilmis standart hata
ortalamasi ile ii¢ tekeriiriin ortalama degerleri olarak verilmistir.
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4.9. TdsG4. (Triticum dicoccoides, 4X), GELP - TraesCS3B02G219300-
[TAHMIN EDILMISTIR: Triticum dicoccoides GDSL esteraz/lipaz At4g10955
benzeri (LOC119275874), mRNA]

TdsG4 geni (TraesCS3B02G219300), Kontrol ile karsilastirildiginda B

toksisitesi altinda ifadede yaklasik dort kat artis gostermistir. Bu yukar1 regiilasyon,
TdsG4 ekspresyonunun yiliksek B biiylime kosullar1 altinda olduk¢a etkilendigini
gostermistir. Bu upregiilasyon, ekspresyonda 13.86 kat degisiklik gosterdigi RNA
dizilemesinde elde edilen gen ekspresyonu sonucu ile uyumludur (Tablo 4.10; Sekil
4.6).

GDSL esteraz/lipaz At4g10955 benzeri gen olan TdsG4 geni, Fungal lipaz
benzeri alan igeren 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), biiylime, gelisme ve
stres tepkilerinde hayati roller oynayan bitkilerde biiyiik dl¢iide dagilmistir. Calismamiz
dogrultusunda GELP (GDSL esteraz/lipaz At4g10955-like), Obuda biber viriisi
(ObPV) asilamasindan sonra biber bitkilerinde 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). Ayrica,
asir1 GELP ekspresyonuna sahip soya fasulyesi bitkilerinin de tuz stresine karsi
toleransli oldugu bulunmustur (Su ve ark., 2020). Bizim g¢alismamizin aksine gen,
Xanthomonas translucens ile enfekte olmus bugday yapraklarinda enfeksiyon olmamasi
durumuyla karsilastirildiginda 1.9 kat asag1 regiilasyon gostermistir. Bu tiir calismalar,
GELP genlerinin bitkilerde stres toleransi gelistirmede Onemli bir role sahip

olabilecegini ve daha fazla karakterize edilmesi gerektigini gostermektedir.

Tablo 4.10 Kontrole normalize edilmis TdsG4 Geninin RT-qPCR tabanh
ortalama Diferansiyel Gen Ekspresyon Degerleri

WGS8 Kontrole kiyasla normalize edilmis

- Uygulama
Uygulama Tipi Kodu Ortalama sem
Kontrol BC 1.00 0.33
10 mM B BT 3.84 1.62
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8.00
4.00
2.00
1.00 l T
BC BT

Sekil 4.6. Referans gen TaGAP ile ilgili olarak TdsG4 geninin bagil transkript
seviyesi. Goreceli ifade degerleri, Kontrol'e gore normallestirilmis standart hata
ortalamasi ile ii¢ tekerriiriin ortalama degerleri olarak verilmistir.

4.10. TdsG5. (Triticum dicoccoides, 4X), FTSH - TraesCS3B02G252900- [TAHMIN
EDILMIS: Triticum dicoccoides ATP'ye bagh cinko metalloproteaz FTSH 9,
kloroplastik/mitokondriyal (LOC119276292), mRNA]

TdsG5 geni (TraesCS3B02G252900), kontrol ile Kkarsilastirildiginda B
toksisitesi altinda yiiksek ifade gostermistir. Neredeyse ihmal edilebilir kat artigi
gbstermesine ragmen, yukari regiilasyon, ifadede 13.8 kat degisiklik gosterdigi
transkriptom dizilemesinde elde edilen sonugla uyumluydu. Bu, TdsG5 geninin
ifadesinin Bor toksik kosullar altinda etkilendigini gosterir. (Tablo 4.11; Sekil 4.7).

Calismamizda yiiksek B'de ekspresyon artigi ortaya koyan TdsG5 geni, Triticum
dicoccoides ATP-bagimli ¢inko metaloproteaz FTSH 9 kloroplastik/mitokondriyal
(LOC119276292) geninin bir homologudur. Gen, Kromozom 3B'de (ters sarmal)
bulunur ve C-terminal boliimiinde peptidaz M41 ailesine ve N-terminal bdliimiinde
AAA ATPase ailesine aittir. Gen ontoloji analizinde bu genin molekiiler fonksiyonu
niikleotit baglama, ATP bagimli peptidaz aktivitesi, metalloendopeptidaz aktivitesi,
ATP baglama, 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 yukar1 dogru diizenlenmis ifadesini
gostermistir. Calismamizla uyumlu olarak, Zhang ve ark. (2014), bu genin, Kontrol'e

kiyasla 72 saatlik serit pas enfeksiyondan sonra enfeksiyonuna yanit olarak bugday hatti
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N9134'te 1,2 kat yukan regiile edildigini ortaya cikarmistir. Benzer sekilde, nohut
genotiplerinde tuzluluk stresine yanit olarak FTSH proteininin artan ifadesi
kaydedilmistir (Arefian ve ark., 2019). ATP'ye bagimli ¢inko metaloproteaz FtsH
ailesinin, bitkinin sicaga ve soguga karsi direncine dahil oldugu bulunmustur (Luo ve
Kim, 2021). FTSH2 ayrica Dunaliella salina'da 2 saatlik tuz stresinde yiiksek ifade
ortaya cikarmigtir (He ve ark., 2020). Bu tiir ¢alismalar, ATP'ye bagli ¢inko
metalloproteaz FTSH 9 genlerinin bitkilerde stres toleransinin gelistirilmesinde énemli
bir role sahip olabilecegini ve daha fazla karakterize edilmesi gerektigini

yonlendirmektedir.

Tablo 4.11 Kontrole normalize edilmis TdsGS5 Geninin RT-qPCR tabanh ortalama
Diferansiyel Gen Ekspresyon Degerleri

TdsG5 Kontrole kiyasla normalize edilmis
b, . Uygulama

Uygulama Tipi Kodu Ortalama sem
Kontrol BC 1.00 0.06
10 mM B BT 1.29 0.14

8.00

4.00

2.00

BC BT

Sekil 4.7 Referans gen TaGAP ile ilgili olarak TdsG5 geninin bagil transkript
seviyesi. Goreceli ifade degerleri, Kontrol'e gore normallestirilmis standart hata
ortalamasi ile ii¢ tekerriiriin ortalama degerleri olarak verilmistir.
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4.11. TdsG6 (Triticum dicoccoides, 4X), DCAF13 - TraesCS3B02G191500-
[TAHMIN EDILMISTIR: Triticum dicoccoides DDB1- ve CULA4 ile iliskili faktor
13 benzeri (LOC119275595), mRNA]

Kontrol ile karsilastirildiginda bor toksisitesi altinda TdsG6 geni
(TraesCS3B02G191500) ifadede ii¢ kat artis gostermis ve ifadede 13.9 kat degisiklik
gosterdigi transkriptom dizilemesinde elde edilen gen ifadesi sonucuyla uyumluydu. Bu
yukar1 regiilasyon, TdsG6'in ifadesinin bor stres kosullar1 altinda oldukga etkilendigini
gostermistir (Tablo 4.12; Sekil 4.8).

Calismamizda yiiksek B'de ekspresyon artigi ortaya koyan TdsG6 geni, Triticum
dicoccoides DDB1- ve CULA4 ile iliskili faktor 13 benzeri (LOC119275595) (DCAF13)
geninin bir homologudur. Gen, Kromozom 3B'de (ileri sarmal) bulunur ve WD tekrar
DCAF13/WDSOF1 ailesine aittir. DDB1-CUL4 ile iligkili faktorler (DCAF'ler)
ailesinin iiyeleri, dogrudan HASARLI DNA BINDING PROTEIN1'e (DDB1) baglanir
ve proteinlerin segici ubikitinasyonunu diizenleyen CULLIN4 tabanli E3 (CUL4)
ubikuitin ligazlarinda substrat reseptorleri olarak islev goriir. Gen ontoloji analizinde,
bu genin molekiiler fonksiyonu protein baglanmasi ile ilgilidir. Benzer sekilde biyolojik
siireci, SSU-rRNA'nin trisistronik rRNA transkriptinden (SSU-rRNA, 5.8S rRNA,
LSU-rRNA) olgunlasmasi, TRNA islemesi ve protein ubiquitination ile ilgiliyken,
hiicresel islevi ¢ekirdek, niikleolus, kii¢iik alt birim siireci ve Cul4-RING E3 ubikuitin
ligaz kompleksi ile ilgilidir. Calismamizda elde edilen sonuglar, ABA uygulamasi ve
tuzluluk stresinden sonra DCAF1'in yukar regiile edildigi Arabidopsis iizerine yapilan
bir ¢alisma ile uyumluydu (Seo ve ark., 2014). Ek olarak, bir DCAF proteini olan
DDIl'in domateste tuz, mannitol ve UV-C islemi ile yukari regile edildigi
gosterilmistir. Bor toleransli T. dicoccum'un DCAF13 geni, yiiksek bor biiyiime kosulu
alinda dort kat yukart regiilasyon gostermistir (Khan ve ark., 2023b).
Mevcut literatiire gore, stresli kosullar altinda DCAF genlerin ekspresyon lizerine sinirl
sayida ¢alisma mevcuttur. Bununla birlikte, Arabidopsis bitkilerinde DCAF geni OZS3
mutasyonu, onlarin ¢inko fazlalifina, soguga ve UV stresine karst duyarliligim
arttirarak, bitkilerin farkli streslere karsi tolerans saglamadaki 6nemine ve fonksiyonel

olarak karakterize edilmesi gerektigini gostermistir.
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Tablo 4.12 Kontrole normalize edilmis TdsG6 Geninin RT-qPCR tabanh ortalama
Diferansiyel Gen Ekspresyon Degerleri

TdsG6 Kontrole kiyasla normalize edilmis
Uvaulama Tipi Uygulama ortalama sem
Y P Kodu Deger
Control BC 1.00 0.10
10 mM B BT 3.00 0.51
8.00
4.00

2.00

1.00 T

BC BT
Sekil 4.8. Referans gen TaGAP ile ilgili olarak TdsG6 geninin bagil transkript
seviyesi. Goreceli ifade degerleri, Kontrol'e gore normallestirilmis standart hata
ortalamasi ile ii¢ tekeriiriin ortalama degerleri olarak verilmistir.

4.12. TdsG7. (Triticum dicoccoides, 4X), ILK1 - TraesCS3B02G306500- [TAHMIN
EDILMISTIR: Triticum dicoccoides integrin-bagh protein kinaz 1 benzeri
(LOC119276811), transkript varyant1 X1, mRNA]

Kontrol ile Kkarsilastirildiginda B toksisitesi altinda TdsG7  geni

(TraesCS3B02G306500) ifadede iki kat artis gostermis ve ifadede 13.7 kat degisiklik
gosterdigi transkriptom dizilemesinde elde edilen gen ifadesi sonucuyla uyumluydu. Bu
yukar1 regiilasyon, WG10'un ifadesinin B stres kosullar1 altinda oldukga etkilendigini
gostermistir (Tablo 4.13; Sekil 4.9). Calismamizda yiiksek B'de ekspresyon artisi
gosteren TdsG7 geni (Sekil 4.9), Triticum dicoccoides integrin-linked protein kinaz 1-
like (LOC119276811) (ILK1) geninin homologudur. Gen, Kromozom 3B'de (ileri
sarmal) bulunur. Gen ontolojisi analizlerinde, bu genin molekiiler fonksiyonu protein
kinaz aktivitesi, protein serin/treonin kinaz aktivitesi, protein baglanmasi ve ATP

baglanmasi ile iliskiliyken, biyolojik siireci protein fosforilasyonu ile ilgilidir.
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Bugdaym ILK1 geni ¢ok fazla aragtirrlmamigken, Arabidopsis'te kapsamli bir
sekilde incelenmistir. Arabidopsis'in ILK1 geni, bitki savunma yollari, stres tepkileri ve
potasyum homeostazi arasinda bir baglanti islevi goriir. Ozon (Xu ve ark., 2015) ve
kuraklik (Pandey ve ark., 2013) stresi altinda yetistirilen Arabidopsis bitkilerinin
transkriptom analizinde ILK1 geninin bir kat dan fazla upregiilasyonu gozlenmistir.
Bugday ILK1 geninin yiiksek Bor stresi altinda ekspresyonu iizerine smirli sayida

caligmanin bulunmasi, fonksiyonel karakterizasyonun gerekliligini vurgulamaktadir.

Tablo 4.13. Kontrole normalize edilmis TdsG7 Geninin RT-qPCR tabanh
ortalama Diferansiyel Gen Ekspresyon Degerleri

TdsG7 Kontrole kiyasla normalize edilmis

Uygulama Tipi Uygulama Tipi | Ortalama sem
Kontrol BC 1.00 0.34
10mM B BT 1.87 0.49

8.00

4.00

2.00

1.00 [

BC BT

Sekil 4.9 Referans gen TaGAP ile ilgili olarak TdsG7 geninin bagil transkript
seviyesi. Goreceli ifade degerleri, Kontrol'e gore normallestirilmis standart hata
ortalamasi ile ii¢ tekerriir ortalama degerleri olarak verilmistir.

4.13. TdsG8. (Triticum dicoccoides, 4X), UXS1 - TraesCS3B02G388100- [TAHMIN
EDILMISTIR: Triticum dicoccoides UDP-glukuronik asit dekarboksilaz 1 benzeri
(LOC119277519), mRNA]

Kontrol ile karsilastirildiginda B toksisitesi altinda TdsG8  geni

(TraesCS3B02G388100) ifadede 2.5 kat artis gOstermistir. Yukar1 regiilasyon,
ekspresyonda 13.2 kat degisiklik gosterdigi transkriptom dizilemesinde elde edilen
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sonucla uyumluydu. Bu, TdsG6 geninin ekspresyonunun B toksik kosullar altinda
etkilendigini gostermektedir (Tablo 4.14; Sekil 4.10.).

Calismamizda yiiksek B stresinde yaklasik ii¢ kat yukari regiilasyon gosteren
TdsG8 geni, Triticum dicoccoides UDP-glukuronik asit dekarboksilaz 1-benzeri
(LOC119277519) (UXS1) geninin bir homologudur. Gen, Kromozom 3B'de (ileri
sarmal) bulunur ve NAD(P) bagimli 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, karboksi-liyaz aktivitesi, UDP-glukuronat
dekarboksilaz aktivitesi ve NAD+ baglanmas: ile iligkilidir. Benzer sekilde biyolojik
stireci, UDP-D-ksiloz biyosentetik siireci ve D-ksiloz metabolik siireci ile ilgiliyken,
hiicresel islevi, zar ve zarin ayrilmaz bileseni ile ilgilidir.

Bu genin yiiksek bor stresi altinda yukari regiilasyon sonuglarimiz, Zhang ve
ark.(2014) tarafindan elde edilen sonuglarla uyumlu olup, burada N9134 bugday
hattindaki gen, kiilleme ve serit pasi tarafindan yukari regiile edilmistir Bor toleransli T.
dicoccum'un UXS1 geni, yliksek Bor biiyiime kosulu altinda ii¢ kez yukari regiilasyon
gostermistir (Khan ve ark., 2023b). Bugday disinda, UXS1 geninin Phormium tenax
(Bai ve ark., 2017) ve Iris germanica (Zhang ve ark., 2021) 'ta kuraklik stresi altinda
yukari regiile oldugu bulunmustur. Bu tiir ¢alismalar, UXS1 geninin bitkilerde stres
tolerans1 gelistirmede onemli bir role sahip olabilecegini ve daha fazla karakterize

edilmesi gerektigini gostermektedir.

Tablo 4.14. Kontrole normalize edilmis TdsG8 Geninin RT-qPCR tabanh
ortalama Diferansiyel Gen Ekspresyon Degerleri

TdsG8 Kontrole kiyasla normalize edilmis

Uygulama Tipi E}ggﬂlama Ortalama sem
Kontrol BC 1.00 0.46
10 mM B BT 2.66 0.46




8.00

4.00

2.00

1.00

BC

BT
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Sekil 4.10 Referans gen TaGAP ile ilgili olarak TdsG8 geninin bagil
transkript seviyesi. Goreceli ifade degerleri, Kontrol'e gore normallestirilmis

standart hata ortalamasi ile ii¢ tekerriir ortalama degerleri olarak verilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonugclar.

v

Sonuglar, T. dicoccoides genotipine Bor toksisite toleransi saglamada ¢esitli
mekanizmalarin yer aldigini géstermektedir.

Bor toksisitesine toleransli T. dicoccoides, P1362036'da yiiksek Bor uygulamasi
altinda, iyi bilinen Bor toksisitesine toleransli ekmeklik bugday cesidi Bolal
2973 ile karsilastirildiginda yapraklarda daha az sararma gozlenmistir.
Fizyolojik analizinde, T. dicoccoides, PI362036 genotipinin kok uzunlugu harig
govde uzunlugu, kok-govde taze agirligi ve kok siirgiinii kuru agirligi gibi tiim
biliylime parametreleri Bolal 2973'e kiyasla yiiksek bordan (10 mM) daha az
etkilenmistir. Ayrica, genotipin Bor tolerans seviyesinden bagimsiz olarak Bor
toksisitesi govdelerle karsilastirildiginda kokler iizerinde daha fazla azaltic
etkiye sahiptir.

Transkripsiyonel profilleme, birka¢ genin diferansiyel regiilasyonu yoluyla T.
dicoccoides'te Bor toksisite toleransina dahil olan varsayilan fonksiyonel aday
genleri basartyla tanimlamastir.

Hem Uygulamalardan hem de Sirali Okumalarin Genom Haritalamasindan elde
edilen bor toleransli PI362036 genotipinin siirgiinlerinin RNA Dizilimi, kontrol
ve uygulama kitapliklarinda sirasiyla toplam 33.612 ve 42.724 genin yani sira
36.519 ve 47.693 transkript saglamigtir.

Calismada toplam 2663 yeni gen ve 9.869 yeni transkript tanimlanmistir. Iki
govde kiitiiphanesi, toplam 46.426 genin diferansiyel regiilasyon gostermistir.
Bunlarin arasinda 2783 gen, yiliksek Bor altinda PI362036'nin siirgiinlerinde
onemli Olgiide diferansiyel olarak eksprese edilmistir. Bu oOnemli olgiide
diizenlenen genlerden 134'linlin asag1 regiile edildigi, 2649 genin ise yukari
regiile edildigi bulunmustur.

RT-qPCR analizi i¢in transkriptom siralama sonuclarina gore, énemli Slgiide
diferansiyel olarak eksprese edilmis ve farkli mekanizmalarda yer alan sekiz gen
rastgele secilmistir.

Caligilan sekiz gen arasinda a-DOX, NAS, GELPs, FTSH 9, DCAF13, ILK1 ve
UXS1 genleri yukar1 regiilasyon gosterirken, SFR1 geni kontrol ile
karsilastirildiginda Bor toksik biiyiime kosulu altinda asagi regililasyon

gostermistir.
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v' Caligilan tim genlerin RT-qPCR yoluyla diferansiyel ekspresyonu, RNA
dizileme sonuglariyla uyumluydu. Bora toleransli T. dicoccoides genotipi
P1362036'da kontrole kiyasla yiiksek Bor uygulamasi altinda 6nemli ol¢iide
diferansiyel olarak eksprese edilen 2783 genin tanimlanmasi, bu genotipin ve
potansiyel genlerinin

v' Bor toksisitesi stresi i¢in bugday ¢esitlerini iyilestirmede daha fazla incelenmesi
ve kullanilmasi gerektigini ortaya koymustur.

v Calisma, yalnizca Bor’a toleransh T. dicoccoides’in yiiksek Bor’a tepkisi altinda
yatan molekiiler mekanizmalar hakkinda daha fazla bilgi saglamakla
kalmayacak, ayn1 zamanda islevsel karakterizasyon i¢in potansiyel aday genler
ve gelecekte bugday 1slah calismalar1 acisindan Bor toksisitesine karsi bugday

toleransini iyilestirmek icin biiylik 6nem tasidig: diisiiniilmektedir.
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5.2. Oneriler

Bu tez ¢alismasinda, ilk kez, normal ve yiiksek Bor stresi altinda yetisen yiiksek
Bor toleransli bir T. dicoccoides genotip PI1362036'nin RNA siralamasinin sonuglari
rapor edilmistir. En eski yabani bugday tiirlerinden biri olmasina ragmen, T.
dicoccoides'in biyotik ve abiyotik stres toleranslart agisindan potansiyeli lyi
aragtirllmamis ve bu nedenle tiir, genotiplerin iyilestirilmesi i¢in ¢ok fazla
kullanilmamigtir. Modern durum bugdaymma yakinligt ve verimli hibrit {iretme
uyumlulugu nedeniyle, bu ¢alismada bildirilen Bor’a toleransh T. dicoccoides genotipi
P1362036, 1slah programlarinda B toksisite tolerans1 kaynagi olarak etkili bir sekilde
kullanilabilir. Ayrica daha ileri omik g¢alismalari yiiriitmek i¢in de kullanilabilir. Ek
olarak, bildirilen yiliksek bora duyarli aday genler, bitki yetistiricileri ve molekiiler
biyologlar tarafindan yiiksek verimli bugday cesitlerinde yiiksek Bor toleransini
birlestirmek i¢in kullanilabilir. Bu ¢alisma T. dicoccoides genotipinin yiiksek Bor
tolerans1 lizerine yapilan ilk transkriptomik c¢alisma olmasi nedeniyle elde edilen
sonuclara odaklanilmali ve potansiyel aday genlerin fonksiyonel karakterizasyonu
yapilarak yiiksek Bor’a tolerans saglamada gen fonksiyonunun aydinlatilmasi
saglanmalidir. Farkli tiirlerin taranmasi bugday atalar1 ve belirli bir strese adaptasyon

seviyelerinin belirlenmesi, 1slah programlari igin verimli genetik kaynaklar saglayabilir.
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