ANKARA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZI

BAZI ARPA CESITLERINDE VE YABANI ARPA (Hordeum spontaneum

Kosh.)’DA SOGUGA UYUMDA ETKIiLi GENLERIN ARASTIRILMASI

Nahid HAZRATI

TARLA BIiTKIiLERi ANABILIM DALI

ANKARA

2018

Her hakki sakhdir



TEZ ONAYI

Nahid HAZRATI tarafindan hazirlanan “Bazi Arpa Cesitlerinde ve Yabanmi Arpa
(Hordeum spontoneum Kosh.)’da Soguga Uyumda Etkili Genlerin Arastirilmasi” adli tez
caligmasi 12/09/2018 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile Ankara Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii Tarla Bitkileri Anabilim Dali’'nda DOKTORA TEZI olarak kabul

edilmistir. »
Damisman : Prof. Dr. Saime UNVER IKINCIKARAKAYA

Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Anabilim Dali /
" DZ‘:E::: %nﬁ:/(;];'sgt)eréi/g;ylaolt{e(lir?olfoji Enstitisii (/Z///ZZ/// %
Jiiri Uyeleri : »

Bagskan : Prof. Dr. Saime UNVER IKINCIKARAKAYA
Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Anabilim Daly,

Uye  : Prof. Dr. Khalid Mahmood KHAWAR
Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Anabilim Dali

e

Uye  : Prof. Dr. Hakan ULUKAN
Ankara Universitesi Tarla Bitkileri Anabilim Dali

'
Uye  :Dog. Dr. Sevil SAGLAM YILMAZ {/\
Ahievren Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Uye  :Dog. Dr. Ahmet Latif TEK / -
. K
A ’LMAM/“\

Nigde Omer Halisdemir Universitesi,
Tarimsal Genetik Mithendisligi Boliimii

Yukaridaki sonucu onaylarim.

Prof. Dr. Atila YETISEMIYEN
Enstitii Miidiirii



ETIiK

Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarma uygun olarak
hazirladigim bu tez icindeki biitiin bilgilerin dogru ve tam oldugunu, bilgilerin
iiretilmesi agsamasinda bilimsel etife uygun davrandigimi, yararlandigim biitiin

kaynaklari atif yaparak belirttigimi beyan ederim.

12/09/2018

Nahid HAZRATI

iii



OZET

Doktora Tezi

BAZI ARPA CESITLERINDE VE YABANI ARPA (HORDEUM SPONTANEUM KOSH.)’DA
SOGUGA UYUMDA ETKILI GENLERIN ARASTIRILMASI

Nahid HAZRATI

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Saime UNVER IKINCIKARAKAYA

Tahillarda adaptasyon kapasitesinin farkli bilesenlerin ve onlarin roliinii tanimlamak amaci ilel1 tescilli
arpa genotipinin yaprak-su potansiyel (MPa) degisimi olarak hiicresel fizyolojik reaksiyonlarinin
degerlendirilmesi, soguk stresine karsi kontrol ve soguk uygulama (+4 °C) kosullarinda ve 5 haftalik
bitkiler tizerinde, 10 giin boyunca basinghi bomba PMS aletleri ile yapilmistir. Soguk stresinde, bitkilerin
yaprak-su potansiyeli (-0.68 MPa) kontrolden (-0,53 MPa) 6nemli 6l¢iide farklilik gostermistir. Soguga
duyarli HYCBF1, CBF9, COR14b, DHN8 genlerin 11 kiiltiir ve 2 yaban1 arpa genotiplerinde GAPDH
kontrol geni ile gergek zamanlh kantitatif PCR yontemi ile kontrol ve soguk alistirma kosullarindaki
transkript degisikliklerin aragtirilmasi sonucunda, HYCBF1 gen transkript miktarinin bu bitkideki yaprak-
su potansiyel degisimleri ile ilgili oldugu belirlenmistir. Sonuglara gére ¢alisilan genotipler arasinda en
diisiik su potansiyel kaybina sahip olan bitkiler bu genin en yiiksek ekspresyon diizeyi gostermistir. Genel
olarak degerlendirildiginde elde edilen sonuglar, HYCBF1 geninin; tahillarda soguk ve su stresi toleransini
arttirma yonunde etkili bir gen olabilecegini agiklamaktadir.

Bu ¢aligmada; arpada T-DNA transfer potansiyelinin iyilestirilmesi i¢in gen transferi ile ilgili bazi
faktorler tekrar degerlendirilip, optimize edilmistir. Bu faktérler in vitro rejenerasyon, eksplant
uygulamalar1 ve Ko-kiiltivasyon siiresi ile ilgili olmaktadir. Bu amagla, Ozen genotipinin, zigotik
embriyolari (MS ortaminda 24 saat soguk muamelesi (+4 °C) yapilan embriyolar ve kontrol embriyolar),
p35 GUS-INT plazmidini barindiran Agrobacterium tumefaciens GV 2260 susu ile muamele edilmistir.
Daha sonra 24 ve 48 saat ko-kiiltivasyona tabi tutulmustur. En yiiksek transformasyon 24 saat soguk
isleme tabi tutulan ve ardindan 48 saatlik ko-kiiltivasyon siiresindeki eksplantlardan elde edilmistir.

Eyliil 2018, 166 sayfa
Anahtar Kelimeler: Yaprak-su Potansiyeli, Soguk-indiiklenen genler, HvCBF1, Transformasyon,
Agrobacterium tumefaciens, GUS, PCR, Arpa



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

Investigation of Cold Adapting genes in Some Barley Cultivars and Wild Barley (Hordeum
spontaneum Kosh.)

Nahid HAZRATI

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Field Crops

Supervisor: Prof. Dr. Saime UNVER IKINCI KARAKAYA

In order to identify the different components of stress adaptation capacity and their role in cereals,
evaluation of the cellular physiological reactions of 11 Turkish barley genotypes as leaf water potential
(MPa) changes against cold stress conditions (+4 °C) was performed in cold applied and control plants by
pressure bomb PMS instrument for 10 consecutive days on 5-weeks-old plants. Based on the results of
analysis by MSTAT-C software, genotype, cold stress, time (day) and interactions were significant
(P<0.01). Leaf water potential of cold stress plants (-0.68 MPa) significantly differed from control (-0.53
MPa). Investigation of the transcript changes of HYCBF1, CBF9, COR14b, DHNS8 cold- responsive genes
with the GAPDH control gene in 11 barley varieties and 2 wild genotypes in control and cold treated
plants by real time guantitative PCR revealed that the amount of HVCBF1 gene expression controls the
variation in leaf water potential in this plant so that, the plants with the lowest water potential loss showed
the highest expression level of this gene among the studied genotypes and vice versa. These results
indicate that this gene can be candidate for enhancing cold and water stress tolerance in cereals.

In order to improve T-DNA transfer potential in barley, we re-evaluated and optimized some factors
which are related to in vitro regeneration, explant treatment and co-culture period. For this purpose,
zygotic embryos in Ozen genotype (control embryos and embryos treated with cold (+4 °C) for 24 hours
on MS medium) were treated with Agrobacterium tumefaciens GV 2260 strain harboring p35 GUS-INT
plasmid followed by co-cultivation for 24 and 48 hours and as a result, the highest transformed events
were obtained in the explants subjected to 24 hours cold treatment followed by co-cultivation for 48
hours.

September 2018, 166 pages

Key Words: Leaf Water Potential, Cold-responsive genes, HVCBF1, Transformation, Agrobacterium
tumefaciens, GUS, PCR, Barley
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1. GIRIS

Arpa (Hordeum vulgare L.); Poaceae (Gramineae) familyasindan serin iklim tahillari
icerisinde rejenerasyon kabiliyeti en yiliksek olan tir olup, yazlik ve kishk ekimi
yapilabilmektedir. Kiiltiiri yapilan arpalar Hordeum vulgare distikon (iki sirali) ve
Hordeum vulgare heksastikon (alt1 sirali) olup, kromozom sayilart 2n=14’tiir. Yabani
arpa; H. spontaneum’da kromozom sayilari 2n=14, 28, 42 olarak goriilmektedir (Kiin
1996). Arpanin haploid hiicrelerinde 5.3 X 10° baz ¢ifti boyutunda yaklasik 5.5 pg
(1x 101 g) agirliginda DNA bulunmaktadir (Bennet ve Smith 1976).

Arpa diinya da misir, bugday ve ¢eltikten sonra, Tiirkiye’de ise bugdaydan sonra en ¢ok
ekim alani ile tiretime sahip olan en 6nemli tahil cinsidir. Bugday ve arpa ¢ogunlukla
diinyada 30°- 60° Kuzey ve 27°- 40° Giliney arasindaki enlemlerde yetisen serin iklim
tahilidir. Arpa (Hordeum vulgare L.), iyi bir sekilde abiyotik streslere karsi adapte
oldugu i¢in diinya ¢apinda uygun olmayan kosullarda da en yaygin ekilen ve kuru ekim

seklinde tarimi1 yapilan 6nemli bitkiler arasinda yer almaktadir (Baum vd. 2007).

Arpa yetistiriciliginde temel hedef islah c¢aligmalariyla malt ve yem Kkalitesinin
yiikseltilmesi yaninda tane verimi yliksek genotiplerin elde edilmesidir. Bunun yaninda,
soguk ve kuraklik gibi ¢evre faktorlerine, hastalik ve zararlilara kars1 dayanikli hatlarin

elde edilmesine ¢alisilmaktadir.

Kuraklik ve soguk stresi arpa iiretimini smnirlandiran en oOnemli faktordiir. Son
zamanlarda kislik tahillarin, kis aylarinda diisiik sicakliklarda (donlu giinler)
yasamlarini siirdiiriilebilmeleri icin soguga alisma ve dona karsi tolerans gelistirmeleri
yoniindeki ¢aligmalar 6nem kazanmistir. Soguga tolerans bir poligenik 6zellik olup, ¢ok
sayida gen tarafindan yonetilmektedir. Bu kompleksin (multigenik 6zelliklerin)
molekiiler incelenmesi, ilerdeki zamanda kullanilarak soguk ve dona karsi toleransh

arpa ve diger tahil ¢esitlerinin gelistirilmesine yardimci olacaktir.



Sadece yerkiiredeki alanin toplamda tigte biri buzsuz olarak tanimlanmaktadir ve
alanimin yaklasik %42’si -20 °C sicakliga maruz kalmaktadir. Boyle kosullarda
bitkilerin diisiik sicakliklara karsi dayanikli olmalar1 i¢in belli mekanizmalara bagl
olmasi gerekmektedir. Soguk stresi soguk (0-15 °C) ve don (<0 °C) stresleri olmak
tizere ikiye ayrilir. Su yoklugu disinda, diisiik sicaklik diinyada bitkilerin verimliligini
ve cografi dagilimmi sinirlayict olan en 6nemli ¢evresel faktorlerdendir (Thakur vd.
2010, Theocharis vd. 2012).

Son yillarda bitkilerin don sicakliklara karsi adapte olmalari ile ilgili ¢calismalar 6nem
kazanmistir. Bitkilerde soguk adaptasyonu, dondurucu tepki ve genelde gevresel stres
ile ilgili genleri daha iyi tanmimlamak igin birgok molekiiler biyoloji ¢alismalar

yapilmistir (Gusta ve Wisniewski 2013).

Diisiik ama dondurucu olmayan sicakliklara maruz birakilarak streslerin iistesinden
gelmek i¢in bitkiler gen ifadesinde degisiklikler meydana getiren olaylarin
basamaklarini tetikleyebilir ve boylece toleranslarini arttiran biyokimyasal ve fizyolojik
degisiklikler baglatabilir ki bu olay soguk veya don aklimasyonu olarak bilinmektedir
(Theocharis vd. 2012). Bugday ve arpa bitkilerin soguk aklimasyonu araciligi ile soguk
stresinine kars1 tolerans kazandiklari bilinmektedir (Theocharis vd. 2012, Li vd. 2014a).

Soguk stresinde, bitkinin hiicresel su ve iyonik dengeleri olumsuz etkilenmekte ve
blinyesinde olusan biyolojik degisikliklerinden dolayr gen ifadeleri yeniden
programlanmaktadir (Xiong vd. 2002, Jeon ve Kim 2013). Bitkiler, stres sinyalini
algilayarak, gesitli sinyal iletim yollar1 ile bu sinyali iletirler ve sonugta metabolik
stireclerini  diizenleyerek soguk stresi ile basa ¢ikmak icin yeni mekanizmalar

gelistirirler (Zhou vd. 2008).

Disiik sicakliklarda bitkiler, soguk aklimasyonu ile gesitli derecelerde donma toleransi

gostermektedir (Sakai ve Larcher 1987). Degisikliklerin bilyiikk bir kismi asir1 gen



ifadesi ile iliskilidir, 6rnegin transkriptom analizleri Arabidopsis’de yaklasik 1000 genin
soguk sicakliklar araciligiyla diizenlendigini gostermektedir (Zeller vd. 2009, Park vd.
2015). Glniimiize kadar soguga karsi sorumlu olan genler belirlenerek g¢ogunun
dehidrin ve osmolitlerin, antioksidasyon enzimlerinin ve absisik asit bilesenlerinin
yapiminda rol oynadiklari1 bilinmektedir (Chinnusamy vd. 2010). Tuzluluk ve kuraklik
gibi abiyotik streslere benzer olarak soguk stresi, transkripsiyon faktorlerini kodlayan
cok sayida sorumlu geni indiikler (Lee vd. 2005). Sogukta indiiklenen transkripsiyon
faktorleri arasinda C tekrar-baglama faktorleri olarak bilinen (CBFs/dehydration-
responsive element binding factors 1 (DREBI1s) birgok transkripsiyon faktorii 6zellikle
dikkat ¢ekicidir ¢iinkii bu gen grubu C tekrar/dehidrasyon cevap elementine (CRT/
DRE) baglanabilir ve ¢ok sayida alt genini (downstream genes) aktif edebilir (Fowler ve
Thomashow 2002, Medina vd. 2011).

Son zamanlarda soguk stresinine yanit olarak ¢ok sayida kiigiik veya mikro RNA’lar
(MiRNA’s) kodlayan genler belirlenmistir (Jones-Rhoades ve Bartel 2004, Zhou vd.
2008, Zhang vd. 2009, Lv vd. 2010, Barakat vd. 2012, Chen vd. 2012b, Wang vd. 2014,
Ma vd. 2015). Arpanin referans gen dizisi tam olarak yaymlanmistir (The International
Barley Genome Sequencing Consortium, 2012). Arpa, Gramineae familyasinda Su
kayb1 stresinine, ozellikle de kuraklik ve tuzluluk stresleri agisindan nispeten ¢ok
tolerant tiirlerden biri sayilmaktadir (Colmer vd. 2006). Arpa ve bugday soguga maruz
kaldiginda iki tiir yanit meydana gelmektedir: Soguk aklimasyonu; dona kars1 toleransi
iyilestirmek i¢in kisa zaman yanit ve ikincisi: Vernalizasyon; vejetatif gibi ¢ok tolerant
fazdan daha duyarli ve hasass iireme faza erken gegisi Onlemek igin uzun siireli

gelisimsel yanitdir (Kosova vd. 2008a).

Kishik tahillarda oldugu gibi kiglhik arpada donmaya karsi tolerans, esas olarak diigiik
sicakligin kontrolii altinda geligir. Diisiik sicaklik ve daha sonra donma sicakliklarinda
bile soguga kars1 aklimasyonu, birgok molekiiler, biyokimyasal ve fizyolojik
degisikliklere neden olmaktadir. Dona tolerans, kis mevsiminin dayanikliliginin ana

bilesenidir. Kiglik arpa, kislik bugday ve kislik ¢avdara gére donma zararina karsi ¢ok



duyarhdir. Siddetli kislar bu iiriinde yogun kis zararina neden olabilmektedir. Ozellikle
ilik ve yagislt iklimden sonra ve bitkiler karla kapali olmadiginda, hafif donlar bile ¢cok
tehlikeli olabilmektedir (Tantau vd. 2004).

Klasik 1slah ile kislik tahillarda soguga kars1 direng gelistirme ile ilgili calismalarda, son
yillarda, muhtemelen gen havuzlarindaki sinirli genetik varyasyona bagli gelismelerde
yavaslama goriilmektedir (Limin ve Fowler 1993). Ote yandan, alistirma isleminin
poligenik kontrolii nedeniyle kishik tahillarda bu 6zellik i¢in molekiiler 1slah bugiine

kadar basarili olmamustir.

Bu ¢alismada kislik arpalarda soguga karsi alternatif bir yol olarak, doku kiiltiiriinde
somaklonal varyasyona dayali bir biyoteknolojik yaklasim gelistirilmeye ¢aligilmistir.
Arastirmalar, kislik arpa ve kishik bugday dahil olmak iizere bir¢ok arastirma
merkezinde soguga karsi direncin saglanmasinda bitkilerdeki prolin diizeyinin
genotiplere 6zgii olarak don ile pozitif korelasyon gosterdigini ortaya koymustur.
Ayrica, prolinin, abiyotik stres altindaki bitkilerde koruyucu islevlere sahip olduguna
dair kanitlar da bulunmaktadir (ozmotik stres igin: Delauney ve Verma 1993; donma ve
tuzluluk stres i¢in: Nanjo vd. 1999). Bu nedenle, arpa bitkisinde prolin diizeyini
arttirmak i¢in herhangi bir prosediiriin donma toleransinda bir artisa neden olmasi

gerektigini varsaymak mantikli goriinmektedir.

Stres toleranslarini arttirmak igin gen miihendisligi ile prolin biyosentez veya bozulma
sistemini manipiile etme girisimleri de basarili olmustur. Tiitiin (Nicotiana tabacum) ve
bugday (Triticum aestivum) bitkilerinde tuzluluk toleransinin gelistirilmesi, prolin
sentezi, 1-pirrolin-5-karboksilat sentetazi, 'P5CS' enziminin asir1 ekspresyonu ile elde
edilmistir (Hong vd. 2000, Sawahel ve Hassan 2002). Prolin ayrismasimin antisens
baskilanmasi ile prolin Arabidopsis’de donma ve tuzluluk toleransini gelistirmeyi

basarmistir (Nanjo vd. 1999).



Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmanin amaci; Tirkiye’de bulunan 11 adet kiiltiir
genotip ve 2 adet yabani arpa hattinin soguga toleransi ile ilgili direng diizeylerini
belirlenmek ve segilmis genotiplerden soguga direngli arpa ¢esitlerinin 1slah

calismalarinda kullanilma olanaklarini aragtirmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Soguk Stresinin Fizyolojik Etkileri

Stres, onemli fizyolojik ve metabolik degisimlere yol agarak bitkilerde biiyiime ve
gelismeyi olumsuz sekilde etkilerken, {irlinde nitelik ve nicelik kaybina (liriin kalitesinin
ve miktarinin azalmasina), hatta bitkinin veya organlarinin 6liimiine yol acabilmektedir.
Fizyolojik adaptasyon, subseliiler yapilarin stabilitesi, antioksidasyon ve ozmotik

degisiklikler anlamina gelmektedir (Medina vd. 2011).

2.1.1 Soguk yamit1 ve bitki hormonlari

Diistik sicaklik, bitki adaptasyonunun cesitli yonlerini, 6rnegin donma toleransini, bitki
biiylimesini, abiyotik direnci ve yaslanmayi etkilemektedir (Lissarre vd. 2010). Bitki
hormonlar1 arasinda ABA, oksin, gibberellik asit (GA), salisilik asit (SA) ve etilen,
soguk yanitiyla pozitif veya negatif sekilde ilgilidir. Diisiik sicakliklara yanit olarak
ABA diizeyi yiikselmekte, ayrica CBF genler, disaridan ABA kullanmasinin sonucunda
indiiklenmektedir (Knight vd. 2004). Bu gozlemler, vernalizasyon ile iligkili soguk
sinyalizasyonun, ABA i¢in gegersiz oldugu ile tutarlidir (Chandler vd. 2000, Liu vd.
2002).

Sicakligin baz bitkilerin yapisi iizerinde biiyiik etkisi bulunmaktadir. Ornegin, oksin ve
GA direkt olarak sicak kosullarda hiicre uzamasiyla iligkili iken (Penfield vd. 2008),
Arabidopsis’deki soguk uygulamas1 GA-katabolize eden enzimi kodlayan GA 2-oxidase
geninin ifadesini ¢ogaltmakta, ancak GA-biyosentez eden enzimi kodlayan GA 20-
oxidase genini baskilamakta; bu durum ise Rht3 adli bugday ¢esidinin 20 °C altinda
bodur fenotipi gosterdigini, 10 °C altinda ise normal biiylikligiine ulastigini ortaya
koymustur. Bu ¢esidin GA sinyallesmesinde eksiklik olmasi, GA sinyalinin sicakliga
bagli hiicre biiylimesinde énemli oldugunu géstermektedir (Tonkinson vd. 1997). Soguk

veya serin kosullarda i¢ GA ve oksin diizeylerinin diismesi, Rht3 ¢esidindeki bodurluga



yol agmaktadir. Ote yandan, DELLA proteinlerin birikmesi, CBF1/DREB1B-genin
overekspresyonu yapilan bitkilerde kismen biiyiimenin gecikmesine neden oldugu
bilinmistir (Achard vd. 2008). Bu protein proteazom araghgi ile par¢alanmakta ve bu
olayin GA nedeniyle yiikseldigi bildirilmistir (Dill vd. 2004), bu yiizden
CBF1/DREB1B-genin overekspresyonu yapilan bitkilerde biiyiimenin 6nlenmesi, GA
uygulamasi ve gai-t6 rga-24 ikili DELLA mutasyonu indiiklenmesi ile kaldirilmistir
(Achard vd. 2008). Bu bilgilere gore, CBF/DREB1-bagimli sinyal yolagi, DELLA

protein birikimi modiilasyonu nedeniyle bitki biiyiimesini diizenlemektedir.

Don sirasinda serbest endojen SA ve glikozil SA bilesimlerinin Arabidopsis ve bugday
stirgiinlerinde biriktigi belirlenmistir (Wan vd. 2009, Kosova vd. 2012) ve SA
uygulamasi piring, misir, bugday ve patates gibi bitkilerin soguga karsi toleransini
iyilestirmistir (Kang vd. 2002, Mora vd. 2005, Tasgin vd. 2006, Hara vd. 2012) ancak
buna ragmen, bu bilesigin yliksek konsantrasyonu ve siirekli uygulamasi biiyiimenin
gecikmesine neden oldugu da bilinmektedir. SA’lar1 yiikksek oranda biriken cprl
(patojen ile ilgili gen 1’in esas beyan edicisi) ve acd6 (hiicre 6liimii hizlandiricisi 6) gibi
farkli Arabidopsis mutantlarinda bodur fenotip ve dona duyarlilik gérilmiistiir (Scott
vd. 2004, Miura vd. 2010).

ICE1 bir trankripsiyon faktorii 'Helix-Loop-Helix' tipi transkripsiyon faktorleri arasinda
gruplanmistir ve CBF3/DREBLA promotoriini tanimaktadir ve bu nedenle temel soguk
sinyali diizenleyicilerinden sayilmaktadir (Lissarre vd. 2010). Ayrica, icel mutant’inda
SA-indiiklenebilir genler ¢ogalmaktadir (Chinnusamy vd. 2003). Bu sonuglar, ICE1’in
soguk ve SA-sinyal biitiinlestiricisi olarak 6nemli islevini gostermektedir. Kalmodulin’a
yapisan transkripsiyon aktivatorii CAMTA3/AtSR1, pozitif sekilde soguk toleransini
diizenleyebilmek i¢in CBF2/DREB1C promotoriinii (Doherty vd. 2009) ve hastalik
toleransin1 Onlemek igin EDS1 promotoriinii tanimlamaktadir (Du vd. 2009). Bu

sonuglara gore, soguk ve SA sinyalleri birbiriyle iligkilidir.



Yaprak yaslanmasi, soguk stres ile ilgili karmasik bir siiregtir (Masclaux-Daubresse vd.
2007). Arabidopsis’de CBF2/DREB1C overekspresyonu hem dogal, hem de yapay
olarak indiiklenen yaslanma kosullarinda, yaslanmay1 onleyebildigi bilinmistir. Yapay
kosullarda, canlilik silire¢inin uzatilmasi karanlik, etilen ve ABA uygulamalarinda

gozlenmistir (Sharabi-Schwager vd. 2010).

2.1.2 Kloroplast ve soguk yaniti

Yukarida gordiigiimiiz gibi, diisiik sicaklik bitki yapisini etkilemektedir. Diisiik
sicakliklarin bitki tarafindan nasil hissedildigi hala bilim insanlar1 i¢in belli olmamustir.
Bir hipotez, kloroplastin icinde enerji balansi, ¢evre sicakligimi almakta olmasidir
(lvanov vd. 2012). Enzimatik faaliyetlerin genellikle diisiik sicakliga bagli olmasina
ragmen, 151k toplama sistemi ortam sicakligindan etkilenmez. Diisiik sicaklikta
yapraklarda, 1s1k enerjisinin toplama kapasitesi ve metabolik aktivitesi ile bu enerjiyi
tilketme kapasitesi arasinda dengesizlik gézlenmektedir. Bu durum, fazla PSII uyarilma
basincina neden olur, bu da PSII’nin geriye dondiiriilebilir sekilde ¢ogalmis olan
basmcinin azalmasi ile asag1 diizenlenmesine neden olur veya geriye doniisebilmez bir
sekilde PSII’nin inaktivasyonuna ve D1 reaksyon merkezinin proteinlerine zarar vererek
fotosentez kapasitesinin 6nlenmsine neden olur (Oquist ve Huner 2003). Bu siire¢
fotosentez engellemesi olarak adlandirilmistir. PSIT’nin fazla indirgenmesi nedeniyle,
bu dengesizlik reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturulmasina neden olarak fotosentez
sisteminin bozulmasina ve tiim hiicrelerin zarar gérmesine yol agmaktadir (Scheller ve

Haldrup 2005, Tyystjarvi 2013).

Diisiik sicaklik kosullarinda fotosntetik CO, fiksasyonu ¢ok sinirli oldugu nedeniyle
fotoonleme diisiik giines radyasyonun’da bile meydana gelmektedir (Takahashi ve
Murata 2008) dolayisiyla, sogukta wuyarilan fotoinhibisyona tolerans, soguk
aklimasyonu i¢in bir mekanizma gibi géziikkmektedir ve donma toleransi ile yakindan
iliskilidir. PSIE’nin asir1 azalmasi aym zamanda, cavdarda soguk ile regiile edilen

genlerin, gen ekspresyonunu tetikleyen sinyallerden biri olabilir, ¢linkii birka¢ sogukla



indiiklenebilir gen ayni zamanda yiiksek 1sinlama ile indiiklenebilir (Ndong vd. 2001).
Ayrica, kiglik bugday, 1spanak ve bakla gibi soguga toleransli bitkilerde cevre
sicakligina bagli olarak RubisCO igerigi ve nitrojen miktarina bagl olarak yiiksek
oranda karbondioksit asimilasyonu siirdiiriilmektedir halbuki salata, tiitiin ve geltik gibi
soguga duyarli bitkilerde ayn1 kosullarda karbondioksit asimilasyonu diisiik kalmaktadir
(Yamori vd. 2010). Isik siddeti ve gevre sicakligi kloroplastta elektron akis degisimi ile
birlikte, bir sinyal iletim yolagini baslatabilmektedir (lvanov vd. 2012) ve bu, ortam
sicakligina uygun uyum saglamak i¢in plastidler ve cekirdekler arasindaki gen

ifadesinin koordinasyonunu agiklamaktadir.

Diisiik sicaklikta fotosentez sisteminin aklimasyonu i¢in farkli strateji ve mekanizmalar
Onerilmistir. Bu stratejilerden biri olan yiikselen RuBP rejenerasyonu, tahillarda, Calvin
dongiisiinden gecen elektron akigini ve fotosentetik kapasitesini arttirabilir (Dahlal vd.
2012a). Bir diger strateji, PSII tepki merkezi igerisinde meydana gelen asir1 151k
enerjisinin fotokimyasal olmayan sondiirme ve termal deaktivasyonudur (lvanov vd.
2003, Ivanov vd. 2012). Arabidopsis PSII ve PSI balansin1 soguk yanitinda
fosforilasyon ve LHCII taginmasi aracligiyla modifiye edebilmektedir (Nellaepalli vd.
2012). Bu hipotezin pek ¢ok fizyolojik kaniti var iken, genetik veya molekiiler
diizeyinde az bilgi bulunmustur ve molekiiler mekanizmalarin agiklanmasi

gerekmektedir.

2.1.3 Soguk yamit1 ve suda ¢oziilebilir karbonhidratlar

Suda ¢0ziilebilir karbonhidratlar (WSCs) abiyotik stres esnasinda koruyucu rol
oynamaktadirlar. Bunlar soguktan koruyucu olarak (Sangwan vd. 2001) osmolitlerden
koruyucu olarak ve sinyal kaynagi olarak belirlenmislerdir. Ayrica reaktif oksijen
tirlerinin notrlesmesinde (Mauger vd. 2012) ve abiyotik stres esnasinda zar
stabilitesinde (Xu vd. 2008) rol oynamaktadirlar. Soguk aklimasyonun ¢oklu bilesiklere
sahip olan, karmagsik siire¢ oldugu ve birkag diizenleyici mekanizmalar tarafindan

kontrol edildigi bilinmektedir (Mazars vd. 2011).



2.1.4 Yaprak-su potansiyeli

Soguk stresi ¢cok karmasik bir 6zellik olarak farkli metabolik yollari, gen regulasyonu ve
hiicre kompartiman1 igermektedir ki sonugta sofuga alistirma sirasinda doku
hidrasyonunda 6nemli 6l¢iide diisiise neden olmaktadir. Ayrica, kanitlara gére soguk
stre-si olmadan, kuraklik stresi tek basina farkli bitki tiirlerinde soguga karsi toleransi

indiikleyebilmektedir (Hannah vd. 2005, Rajashekar ve Panada 2014).

Kuraklik, tuzluluk ve donma, abiyotik stresi olarak, bitki hiicrelerine suyun
saglanmasini diistirmektedirler. Bu diisiis, su ptansiyelinin azalmasiyla yansitilmaktadir.
Normalde bitkiler diisiik su potansiyeli ve ona bagli olan strese, suyun
alimindandegisiklikler yaparak dayanmaktadirlar ve bunu c¢ozunen maddelerin
biriktirilmesi, hiicre zarlarmin &zelliklerinin degistirilmesi, koruyucu proteinlerin
sentezlenmesi ve bazi mekanizmalar aragligi ile ve hiicrede meydana gelen hasarlarin

onarilmasi yoluyla yapmaktadirlar (Verslues vd. 2006).

2.2 Soguk Stresininin Morfoloji Uzerine Etkileri

Soguk stresi bitki biiylime ve gelismesini olumsuz etkileyen onemli ¢evre faktorlerinden
biri olmasi kabul edilmektedir. Cesitli ¢evresel degisiklikleri hisseden bitkilerin
vazgecilmez organlarindan biri olan yapraklar, fotosentez, madde metabolizmas: ve su
geri donilistimiinde kritik roller oynamaktadir. Diislik sicakliklarla karsilasildiginda,
yapraklar degisen ¢evreye uyum saglamak i¢in morfogenezlerini degistirebilir. Ornegin,
Osa-miR319’da asir1 ifade gosteren transgenik tavus otu (Agrostis stolonifera)
bitkisinde abiyotik stres kosullarinda kalin ve genis yapraklar, agirlik/alan oraninin
yiikselmesi ve yaprak kutikiiliinde mum kaplamasinin iyilesmesi gozlenmektedir (Zhou
vd. 2013). Ayrica, Osa-miR319°da asir1 ekspresyonu olan celtik bitkileri artan yaprak
genigligi ve yiiksek soguk toleransi gostermistir (Yang vd. 2013). Benzer sekilde,
miR394’1 asir1 ifade eden transgenik Arabidopsis bitkileri genellikle genislesmis yaprak
alanina ve yukariya dogru kivrilan yaprak fenotipine sahiptirler (Song vd. 2012).
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miR394’de overekspresyon gosteren bitkiler yabani tiirleri ile kiyaslandiginda kurakliga
daha yiiksek dayaniklilik gostermislerdir (Song vd. 2013). 35S: MIR394 bitkilerinin
fenotiplerine dayanarak yaprak morfolojik degisiminin, diisiik sicaklik toleransi ile
yakindan iligkili oldugu dusunulmektedir ve daha kalin ve daha genis yapraklarin
abiyotik strese karsi, gelistirilmis bitki direncine katkida bulundugu fikrini
desteklemektedir (Deak vd. 2011, Zhou vd. 2013).

2.3 Soguk Stresinin Algilanmas: ve ikinci Mesajcilar

Stresin algilamasinda ¢oklu primer sensorlerin yer aldigr diistiniilmektedir. Her sensor,
stresinin belirli bir yoniinii algilayabilir ve soguk sinyal yolunun farkli bir dalinda yer
alabilir. Bitkilerde soguk stres esnasinda membran akiskanlhiginin azaltildigi i¢in hiicre
membranlarinin fiziksel Ozelliklerinde meydana gelen degisiklikler yoluyla diisiik

sicaklik algilanabilir (Orvar vd. 2000).

Plazma zarinin sertlesmesi dimetil siilfoksit (DMSQO) gibi zar sertlestirici bilesikler
nedeniyle ¢ogalmaktadir ve bu, COR (soguga yanit veren) geninin ifadesini hatta
normal biiylime sicakliklarda indiikleyebilirken, zar akigkanligina neden olan benzil
alkol, bu genin disiik sicakliklarda indiiklenmesini Onlemektedir (Orvar vd. 2000,
Sangwan vd. 2001). Soguk soku durumunda saniyeler iginde sitosolik Ca®* diizeylerinde

gecici bir artig gdzlenir.

Membranin sertlesmesi, sitosolik Ca?* simgelerini indiikler, ve Ca*" *deki gecici artis,
COR geni sentezlenmesini diizenler. COR geni ekspresyonu Ca’* kanal Onleyicisi olan
gadolinium tarafindan bozuldugundan dolay1, Ca®* kanallarimin soguk ile indiiklenen
membran sertlesmesinin algilanmasina rol oynadigi Onerilmektedir. Ca?* sinyali

¢ekirdek i¢ine aktarilabilmektedir.

Cekirdek igindeki Ca®* ki bir protein arachgiyla kontrol ediliyor, gegici olarak soguk

sokundan sonra yiikselmektedir ve onun piki sitosol’un Ca* pik’inden kiyaslandiginda,
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5 ile 10 saniye sonra gergeklesmektedir (Van vd. 1999). Hayvanlarda gekirdekdeki
[Ca?*]’da meydana gelen artis, niikleer gdzenek kompleksleri vasitastyla, sitosolik Ca®*
tarafindan ¢ogalabilir (Mauger vd. 2012). Bitkilerde hiicre ¢ekirdek yapisi ¢ok sayida
cekirdek gozenek kompleksleri bulundugundan, hayvan hiicrelerine benzemektedir (Xu
vd. 2008), bu yiizden bitkilerde cekirdegin Ca?* sinyali ¢ekirdek zarindan baslanmakta
ve sitosolik Ca?* gegisleri ile cogalmaktadir. Niikleer Ca®* sinyali, bitkilerde (Mazars
vd. 2011) ve aym zamanda hayvan hiicrelerinde (Mauger vd. 2012) gen
transkripsiyonunu kontrol etmek i¢in 6nemli olmasi nedeniyle, plazma membranina
veya niikleer zarina lokalize olan ve sogukta indiiklenen Ca®" gecismelerinin
diizenlenmesinde yer alan tasiyicilarin tanimlanmasi, soguk ile ca®* sinyallesmenin

ayrintili mekanizmalarin1 aydinlatabilir.

Soguk stresi ile indiiklenen Ca®* isareti farkli yollarla desifre edilebilir. Bitkiler CaM
(kalmodulin) ve CMLs (CaM-benzeri), CDPKs (Ca?* bagiml protein kinazlar), CCaMK
(Ca** -ve Ca?*/ CaM-bagimh protein kinaz), CAMTA (CaM-baglanan transkripsiyon
activatorii), CBLs (kalcineurin B-benzeri proteinler) ve CIPKs (CBL-interaksiyonlu

protein kinazlar) gibi Ca **

sensorlerine sahiplerdir. Genetik analizler CDPK’lerin
pozitif ~diizenleyiciler olarak ¢alistigim1  goéstermistir  (Saijo  vd. 2000), ancak
kalmodulin3, bitkilerde gen ekspresyonunun ve soguk toleransin negatif

diizenleyicisidir (Townley vd. 2002).

CBLs, CBL’ler Ca*' sinyalini CIPK ailesiyle etkilesime girerek ve diizenleyerek
iletirler. cbll mutanti soguga duyarli bir fenotip gosterirken, CBL1 soguk yanitini
CIPK7 ile interaksiyona girmekle diizenlemektedir (Huang vd. 2011). CAMTAS,
CBF2/ DREBI1C geni promotoriindeki bir diizenleyici elemente (CG-1 element)
baglanarak, gen ifadesinin pozitif diizenledigi belirtilmrktedir (Doherty vd. 2009).
camta2-camta3 ikili mutant bitkileri dondurucu sicakliklara duyarhdirlar. CBF3/
DREBI1A ifadesi CAMTA ile diizenlenmemektedir ¢iinkii prométiir’de CG-1 elementi

bulunmamaktadir.
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Plazma zarina ek olarak, kloroplast’de ¢evre sicakliginin algilanmasinda rol
oynayabilmektedir. Diisiik sicaklik kosulunda, 151k enerjisinin toplama kapasitesi ve bu
enerjinin metabolik aktivitesi ile tiiketilmesi arasinda dengesizlik, PSII’nin asir1 eksite

basincina neden olarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretilmesine sebep olmaktadir.

Soguga tepki olarak proteinlerin fosforilasyonu, bitkide diisiik sicakligin algilanmasinda
rol aldigr kabul edilmektedir. MPK (mitogen-activated protein kinase) kaskadi, soguk
sinyallesme ve soguk toleransin diizenlenmesinde rol oynar. Arabidopsis’de MPK4 ve
MPKG6, soguk stresine maruz kalddiklarinda MKK2 (MAP kinaz kinaz2) tarafindan
fosforile edilirler ve MKK2’ni asir1 ifde eden bitkiler, soguk toleransi ve CBF/
DREB’de up regiilasyonunu gostermektedir (Teige vd. 2004).

2.4 ICE-CBF/ DREBI Yolag1 ve Soguga-Cevap Veren Genlerin Diizenlemesi

2.4.1 ICE transkripsiyon faktorleri, soguk sinyalini CBF/ DREB1 geninin
regiilasyonu ile kontrol etmektedir

Birkag soguk sinyal yolagi arasinda, CBF/ DREB1’e bagimli soguk sinyal yolagi, en iyi
karakterize edilen ve anahtar diizenleyici yolaktir (Chinnusamy vd. 2007). Ug
CBF/DREB1, Arabidopsis’de COR geninin ekspresyonu ve soguk toleransin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Gilmour vd. 2004). CBF/DREB1 (gogunlukla
CBF3/DREB1A) yolagi bir MYC tipi olan transkripsiyon faktorii yani ICE1 (CBF

ekspresyonunun indiikleyicisi) tarafindan kontrol edilir (Chinnusamy vd. 2003).

Arabidopsis ICE1 mutanti soguk ve dona kars1 duyarlilik gostermistir ve ICEL1’in asir1
ekspresyonu  donma  toleransimi  artmistir  (Chinnusamy vd. 2003). ICE1,
CBF3/DREB1A’nin promdétiiriinde bulunan cis elementine (CANNTG) baglanabilir ve
soguk aklimasyon sirasinda CBF3/DREB1A ve ona ait eementlerin ekspresyonunu
indiikleyebilir (Chinnusamy vd. 2003).

13



COR genlerinin yaklagik % 40’1 ve soguk ile kontrol edilen transkripsiyon faktor
genlerinin % 46’s1 ICE1 tarafindan diizenlenir ve ICE1’in CBF3/DREB1A ve diger
birgok COR genini kontrol eden bir ana regiilator olarak islev gordiigii diistiniimektedir
(Lee vd. 2005). ICE1 mutasyonu, CBF1/ DREB1B ve CBF2/ DREB1C’nin erken soguk
indiiklenmesini etkiler, ancak indiiklenme daha sonraki zamanlarda azalmaz
(Chinnusamy vd. 2003), bu da diger ICE1 benzeri proteinlerin CBF1/DREB1B ve
CBF2/ DREB1C’nin soguk indiiksiyonuna aracilik ettigini diistindiiriir.

Bu fikri destekleyerek, ICEL1’in bir homologu olan ICE2’nin asir1 ekspresyonu,
Arabidopsis’de CBF1/ DREB1B ekspresyonunu ve donma toleransini artmistir (Fursova
vd. 2009). Soguk muamelesi ile misirin ZMDREB1 promdétiiriinde, H3 ve H4
histonlarinin hiperasetillenmesi ve DNA demetilasyonu, kromatin gevsemesi ile birlikte,
ICE1 baglanan bolgede meydana gelir (Hu vd. 2011) ve bu, kromatinin yeniden
modellenmesinin CBF/DREBL1’in, ICE1 tarafindan diizenlenmesi igin gerekli oldugunu

diistindiirmektedir.

ICEL, ubiquitilasyon (ubiquitylation) (Dong vd. 2006) ve sumolasyon (sumoylation)
mekanizmasi ile diizenlenir (Miura vd. 2007) (Sekil 2.1) (ayrinti, "Post-translasyonel
diizenleme" boliimiinde agiklanmaktadir). Bununla birlikte, ICE1’in aktiflestirilmesi ve
algilanan sinyallerin ikincil mesajcilar ile ICE1’e iletilmesinin mekanizmalari halen

bilinmemetedir.
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Sekil 2.1 ICE1 ve CBF3/ DREB1A’yi igeren soguk sinyal yolagi (Miura vd. 2013)

ICEL, bir MYC-tipi olan transkripsiyon faktoriidiir ve ifadesini baglatmak i¢cin CBF3/
DREB1A promotdriindeki cis elemanlarina baglanir. CBF3/ DREB1A, COR (soguk-
reglile genler) ekspresyonunu ve soguk toleransimi diizenleyen bir AP2-tipi
transkripsiyon faktoridir. ICE1’in ubiquitilasyonu, ubiquitin E3 ligaz1 olan HOSI1
araciligi ile yapilir. Bir SUMO E3 ligaz1 olan, SIZ1, ICE1’in SUMO konjugasyonuna
aracilik eder ve muhtemelen ubiquitilasyonun bloke edilmesinde ve ICE1’in stabilize

edilmesinde rol oynar.

ICE1, yiiksek bitkilerde fonksiyonel olarak korunmustur . SIICE1’in asir1 ekspresyonu,
soguk toleransimi arttirir ayrica SIICE1’i asirt ifade eden domates bitkilerin
meyvelerinde antioksidan, birka¢ amino asit, amin ve seker birikiminin artmasi,

antioksidan aktivitesinde artisa neden olmustur (Miura vd. 2012).
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TalCE141 ve TalCE187, Bugday’da (Triticum aestivum), CBF grup IV genlerinin
ekspresyonunu diizenleyen iki ICE1 homologu’dur. Bu genlerin Arabidopsis’de asiri
ekspresyonu CBF/ DREB1’¢ bagli COR geni ifadesini ve soguk toleransi artirir (Badawi
vd. 2008). Soguga yanitta ICE1’in fonksiyonunun korundugu ig¢in, salatalikta
Arabidopsis ICEL’in asir1 ekspresyonu soguk toleransini gelistirip ve ¢0Oziinebilir
sekerler ve prolin birikimini de artmistir (Liu vd. 2010). Ding vd. (2015) soguk
stresinin, SNRK2.6/ OSTL1’i aktif ettigini ve CBF-COR gen-ifade kaskadini ve donma
toleransini aktif etmek icin SnRK2.6’nin ICE1 ile etkilesip ve fosforilasyonladigini
bildirmistir. Ayrica, soguk ile aktif olan SnRK2.6, ICE1 bozunumunu &nlemek igin
ICE1 ve HOS1 arasindaki etkilesimi bozmaktadir.

2.4.2 CBF/ DREB1 yolag:

CBF/ DREB1, COR genlerinin ekspresyonunu diizenleyen COR genlerinin
promotériinde CRT/ DRE cis elemanlar A/ GCCGAC’ye baglanabilir (Maruyama vd.
2004) ve ERF/ AP2 (etilen-duyarli eleman baglama faktori/ APETALA2) tipi
transkripsiyon faktorii ailesine aittir (Mizoi vd. 2012). Genomik analizler,
Arabidopsis,in kromozom IV iizerinde CBF/DREB1 genlerinin tandem olarak (art arda
dizili) diizenlendigini ortaya koymustur (CBF1/ DREB1B-CBF3/ DREB1A-CBF2 /
DREB1C) (Mizoi vd. 2012).

CBF1/ DREB1B ve CBF3/ DREB1A aynm anda ve soguk muamelesinden sonra ve
CBF2/ DREB1C’den 6nce indiiklenir (Medina vd. 2011). CBF/ DREBL1 agir1 ifade eden
transgenik Dbitkilerdeki transkriptom analizleri, Arabidopsis’deki COR genlerinin
yaklasik %212’sinin CBF/ DREB1 ler tarafindan kontrol edildigini ortaya koymaktadir
(Zeller vd. 2009, Matsui vd. 2010). ERF/ AP2 faktorleri, RAP2.1, RAP2.6 ve C2H2 tipi
ve STZ/ ZAT10 gibi bazi transkripsiyon faktorleri, CBF diizenleyicisine aittir (Fowler
vd. 2002, Vogel vd. 2005).
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Overekspresyon analizinde iic CBF/DREB1 geni arasinda fonksiyonel bir fark
bulunmasa da, cbf2 geni igermeyen (null) mutanti {izerinde yapilan bir genetik analiz,
CBF1/DREB1B ve CBF3/DREB1A’nin donma toleransi ve ekspresyonunun cbf2
mutantinda arttigin1 géstermistir; bu, CBF2/ DREB1C’nin hem CBFI/ DREB1B ve hem
CBF3/ DREB1A’nin negatif bir diizenleyicisi oldugunu gostermistir (Novillo vd. 2004).
Ote yandan, CBF1/DREB1B ve CBF3/DREB1A, diger CBF/DREB1’lerin
diizenlenmesinde yer almiyor ancak aynt CBF/DREB1 hedef genlerinin alt gruplarini

aktif ederek soguk aklimasyonu pozitif olarak diizenliyor (Novillo vd. 2007).

Bu veriler CBF1/DREB1B ve CBF3/DREB1A’nin CBF2/DREB1C’den farkli islevlere
sahip oldugunu ortaya koymaktadir ve CBF1/ DREB1B ve CBF3/DREB1A genleri ayni
alt gurubu kontrol etse de, uyumlu olarak soguk aklimasyonun gelismesini

tamamlamalar1 gerekmektedir (Chinnusamy vd. 2007, Novillo vd. 2007).

CBF/ DREBL1 homologlari farkl: tiirlerde tanimlanmistir. Bu homologlarin fonksiyonel
karakterizasyonu, bazilarmin Arabidopsis CBF/DREB1’lere benzer islevlere sahip
olduklarini ortaya koymustur. Transgenik piring, tiitiin veya Arabidopsis bitkilerindeki
homologlarin  fazla ekspresyonu, soguk-kontrollii CBF diizenleyici genlerin
ekspresyonunu ve soguk toleransini artmigtir. Ayrica bu over-ekspresyonu olan
bitkilerde, Arabidopsis CBF/DREBL1 asir1 eksprese eden bitkiler tarafindan sergilendigi
gibi biiylime geriligi gériinmektedir (Dubouzet vd. 2003, Zhao vd. 2008).

Ote yandan, arpa veya Arabidopsis’in CBF/DREB1geninin, patates, bugday ve celtik
gibi farkli bitkilerdeki ektopik ekspresyonu, diisiik sicakliklara toleransi artmistir
(Benedict vd. 2006, Oh vd. 2007, Behnam vd. 2007). ICE1 gibi, CBF/DREB’lerin
islevi yiiksek bitkilerde yaygin olarak korunmus gibi géziikmektedir. Bununla birlikte,
baz1 bitkilerde bu faktorler asir1 ifade edildiginde, soguk toleransinda belirgin bir artig
gozlenmedigi icin CBF/DREB1’lerin fonksiyonundaki farkliliklar1 farkli tiirlerde goz

oOnune alinmalidir.
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Transgenik olarak Arabidopsis AtCBF3’iin asir1 ekspresyonu domatesde, bu CBF’nin
Arabidopsis’in  donma  toleransim1  arttirmasina ragmen, soguk toleransini
iyilestirmemistir (Zhang vd. 2004). Ek olarak, Arabidopsis AtCBF1’i eksprese eden
transgenik celtigin soguk toleransi, yabani tipli bitkilerden onemli derecede farkli
bulunmamistir (Lee vd. 2004). Ancak, celtikde bir monokot tiirevi CBF’nin (arpa
HVCBF4) asir1 ekspresyonu, diisiik sicakliklara karsi toleransin artmasina neden
olmustur (Oh vd. 2007) ve bu, arpa CBF/ DREBL1’in fonksiyonunun Arabidopsis CBF/
DREBZ’in islevinden farkli olabilecegini diistindiirmektedir.

Bir QTL (niceliksel nitelik lokusu) haritalama yaklasimi da, CBF’lerin soguk
toleransinda 6nemli rol oynadiklarini ortaya koymustur. Arpa’daki Fr-H2 donma
tolerans1 lokusuyla ayni bolgede, SH kromozomunun uzun kolunda bulunan iki siki
tandem grupunda 20 CBF/ DREB geninden 11’i bulunmaktadir (Francia vd. 2007,
Stockinger vd. 2007). Bugday ve Triticum monococcum’da, benzer CBF gen kiimeleri
Fr-Am?2 frost tolerans1 QTL’sinde bulunur (Miller vd. 2006, Knox vd. 2008).

2.4.3 Sogukla diizenlenen genler

Wang vd. (2014), bugday genomundaki 54 dehidrin genini bugday EST veritabanini
arastirarak tespit ettiler. Dehidrin yapisal tipleri ve ekspresyon kaliplari: Arpa ve bugday
bes yapisal dehidrin tipten dort tanesini (Kn, SKn, YnSKm, KnS) igerirken YnKm tipi
dehidrinler igermezler. Arpa (13 Dhn geninden 10’u) ve bugdayda bulunan
dehidrinlerin en biiyiik grubu, giiclii dehidrasyon stresleri (kuraklik, tuz, don) ve ayrica
absisik asit (ABA) nedeniyle indiiklenen, temel dehidrinleri kapsayan YnSKm tiiriine
aittir. YnSKm tipi dehidrinlerin bazilar1 arpa Dhn12 gibi embriyoya 6zgiindiir (Choi ve
Close 2000). Arpa igerisinde DHN5 ve bugdayda birka¢ Kn tipi dehidrinler (WCS120
ailesi ve WDHN13), soguk ve kurakligin yanisira ABA ile indiiklenir (Tommasini vd.
2008, Wang vd. 2014). Ayn1 zamanda, 0.25 mM’a kadar orta seviyede salisilik asit (SA)
ile arpa DHN5’in indiiklenmesi ve SA diizeylerinin 0.4 mM’den daha yiiksek olmasi ile
bir inhibisyon oldugu bildirilmistir (Sun vd. 2009). Arpa DHN5 (K9) ve bugday
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WCS120 (K6) gibi K-segmentinin ¢oklu kopyalarina sahip Kn tipi dehidrinler igin
soguk koruyucu (kriyoprotektif) bir aktivite bildirilmistir (Bravo vd. 2003). Asitik SK3
dehidrinleri, arpa i¢in DHN8 ve bugdayda bulunan WCOR410 ailesi (WCOR410a, b, c)
agirlikli olarak soguk ile indiiklenir (Choi vd. 1999).

Bugday SKn tipi dehidrinler dehidrasyon, ABA, metil jasmonat (MeJA), giberellinler
(GA) ve salisilik asit (SA) tarafindan indiiklenebilir (Zhu vd. 2014). KS tipi dehidrinler,
arpada DHN13 ve bugdayda en az ortologu igerir. KS tipi dehidrinler, sadece anterler
gibi tireme dokularinda soguk ile indiiklenen belirli bir kiigiik dehidrin protein grubunu
temsil etmektedir (Rodriguez vd. 2005, Wang vd. 2014). Arpada 13 Dhn geninin protein
dizilerinin, filogenetik analizi YnSKm tipi (DHN1,2,3,4,6,7,9,10,11,12) dehidrin
proteinleri arasinda yiiksek bir dizi benzerligi ortaya ¢ikarmistir. Geri kalan {i¢ dehidrin
protein DHN5 (K9), DHN8 (SK3) ve DHN13 (KS), YnSKm tipi dehidrinlerde
birbirlerine gére anlamli farklar ortaya koymuslardir (Karami vd. 2013).

Dehidrinler, hiicre sitoplazmasinda yiiksek seviyelerde biriken hiicre i¢i proteinlerdir,
ancak birka¢ organelde’de bulunurlar (Kosova vd. 2014). Bugday ve arpada 6nemli
sogukta-indiiklenen dehidrin proteinleri Kn tipine aittir (WCS120 familyasindan bugday
proteinleri (Sarhan vd. 1997) ve arpa DHN5 proteinleri (Bravo vd. 2003, Kosova vd.
2014)).

COR’un ekspresyonu bitkilerde soguk toleransi ve soguk aklimasyon i¢in kritik oldugu
gosterilmistir. Arabidopsis ve diger bitkilerdeki COR78/RD29A, COR47, COR15A ve
CORG6.6 grubu, dehidrinleri kodlamaktadir ki bu grup LEA Il proteinleri olarak bilinirler
ve soguk stresle indiiklenirler (Thomashow vd. 1998). LEA proteinlerinin membran
stabilizasyonu i¢in 6nemli oldugu ve protein toplanmasini 6nledigi disiiniilmektedir
(Hundertmark vd. 2008). Sogukla indiiklenen dehidrinler ERD10 (early response to
dehydration10) ve ERD14, saperonlar olarak islev goriir ve fosfolipid vezikiilleri ile
etkilesime girerler (Kovacs vd. 2008). Bugday WCOR410, arpa DHNS5, seftali PCA60
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ve turunggil CUCOR19 gibi ¢esitli dehidrinler soguk stres toleransini arttirmaktadirlar
(Hara vd. 2001). Ek olarak, HSP’nin (sicak soku proteini) ekspresyonu, soguk
tarafindan da bitkilerde indiiklenir (Timperio vd. 2008). Bu HSP’ler membranin
korumasinda, denatiire olan proteinlerin  yeniden katlanma (refolding) ve
yapilanmasinda ve protein toplanmasinin 6nlenmesinde iglev goriirler (Renaut vd. 2006,

Timperio vd. 2008).

Arabidopsis’de soguk muamelesi ile PR1, PR2 (B-1,3-glukanaz) ve PR5 (thaumatin
benzeri proteinler) gibi bazi PR (patojenle iligkili) proteinler indiiklenirler. PR10 (Bet v-
1 homologlar1), PR11 (kitinazlar) ve PR14 (lipid transfer proteinleri)’de cesitli tiirlerde
soguk ile indiiklenebilir (Zhang vd. 2010). B-1,3-glukanaz, kitinazlar ve talaminat
benzeri proteinlerin antifriz aktivitesi hiicre dis1 suyun kristallesmesini 6nler ve hiicre

dis1 buz olusumunu o6nledigi i¢in hiicre i¢i buz olusumunuda engellemektedir (Janska
vd. 2010).

Bu proteinlere ek olarak soguk tepki mekanizmalarinda, detoksifikasyon ve antioksidan
basamaklar: (cascades), fotosentez, lignin metabolizmasi, ikincil metabolizma, hiicre
duvar polisakkarit sekillendirme, nisasta metabolizmasi, sterol biyosentezi ve

oligosakkarit sentezi gibi birgok enzimde yer alir (Janska vd. 2010).

2.4.4 Post-transkripsiyonel diizenleme

Post-transkripsiyonel mekanizmalar, Alternatif ekleme, Onciil-mRNA islenmesi, RNA
stabilizasyonu, RNA sessizlestirmeye dayanmakta olan mekanizmalardir. Bu
mekanizmalar soguk aklimasyonda ve soguk toleransinda kritik rol oynamaktadirlar.
Onciil-mRNA islenmesi ve cekirdekten génderilmesi, dkaryotlarda gen ekspresyonunun
diizenlenmesi i¢in 6nemli islemlerdendir (Han vd. 2011). Bitkiler strese bagli olarak
MRNA’nin ¢ekirdekten gonderilmesini ve strese bagli genlerin selektif translasyonunu
diizenlerler ve ilgili transkriptlerin stabilitesini arttirirlar (Ambrosone vd. 2012). Diisiik

sicakliklarda, yanlis katlanmis RNA molekiilleri asir1 stabilize olurlar; RNA-baglanan
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proteinler, RNA saperonlar1 olarak islev gortir ve RNA’nin kendi dogal
yapilandirmasina yardimei olurlar. Glisin agisindan zengin olan protein 'GRP7' soguk
stres kosullarinda MRNA’nin  ¢ekirdekten sitoplazmaya gonderrilmesinde rol
oynamaktadir (Kim vd. 2008). RNA helikaz 'LOS4', 6zellikle sicaklik stresinine yanit
olarak niikleer mRNA’nin gekirdekten gonderilmesinde 6nemlidir (Gong vd. 2005).

MRNA tasinmasi, 10s4-1 mutasyonu tarafindan engellenerek, CBF’nin azaltilmis
ifadesine ve soguk stresinine karsi duyarliliga yol agmistir. MRNA taginmasinda rol
alan bir niikleoporin proteinini kodlayan AtNUP160 genindeki bir mutasyon, soguga
yanit olarak CBF’lerin ve bazi CBF hedeflerinin azaltilmis indiiklenmesine neden
olmustr (Dong vd. 2006). Bu sonuglar, mRNA tasinmasinin CBF ekspresyonunun
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigimi diisiindiirmektedir. Arabidopsis’de, RNA-
Seq yaklasimi, genlerin yaklasik % 42’sinin farkli proteinler iiretmek ig¢in alternatif
ekleme yapabilmelerini ortaya koymustur (Filichkin vd. 2010). EST/cDNA kanitlari,
celtikte ifade olan genlerin yaklasik % 21’inin alternatif olarak splyzing oldugunu
gostermektedir (Wang vd. 2006).

Cogu alternatif baglanma olayi, bitkilerde karakterize edilmemis olmasma ragmen,
protein kinazlari, transkripsiyon faktorleri ve ekleme diizenleyicilerini kodlayan birkag
gen, abiyotik stres tepkileri icin alternatif ekleme isleminin merkezliginde yer almistir
(Mastrangelo vd. 2012). Serin/arginin bakimindan zengin proteinlerin Onciil-
MRNA’lar;, MRNA splyzing diizenlenmesinde islev goriirler ve Arabidopsis’de soguk
ve sicak stresi kosullarinda, proteinlerin alternatif splyzingi, tespit edilmistir (Palusa vd.
2007).

CCAl (circadian clock associatedl) ve LHY (late elongated hypocotyl),
Arabidopsis’deki sirkadian saatin temel bilesenleri olan MYB-tipi transkripsiyon
faktorleridirler ve CBF yolak genlerinin ekspresyonunu pozitif olarak etkilerler (Dong

vd. 2011). CCAL transkripti alternatif olarak iki varyante ayrilmaktadir: Tam olarak
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splyzing islemi yapilmis varyant olan CCAla ve dordiincii intronu muhafaza eden
CCA1B. CCAla veya CCAIPnin asirt ekspresyonu sirasiyla donma toleransini ve
duyarliligr arttirdig1 igin, soguk stresi ile alternatif CCA splyzingi, donma toleransina
katkida bulunmaktadir (Seo vd. 2012). Ayrica LHY de alternatif olarak splyzing islemi
yapilir ve LHY nin uzun intronunu barindiran transkript miktari, soguktan etkilenmis

bitkilerde daha ¢ok miktarda bulunmaktadir (James vd. 2012).

Arabidopsis transkripsiyon faktorii IDD14’tin (indeterminate domainl4) alternatif
splyzingi, IDD14p formunu tiretir ki agirlikli olarak soguk kosullar altinda tiretilmektdir
(Seo vd. 2011). Kiigiik kodlamayan RNA’lar, yani mikro RNA’lar (miRNA’lar) ve
kiigiik RNA’lar (siRNA’lar), hayvanlarda ve bitkilerde gen ekspresyonunun represorii
veya Onleyicisi olarak rol oynamaktadirlar (Ghildiyal vd. 2009). miRNA’lar, kisa ¢iftli
(~ 21 nt) endojen, kodlamayan kii¢iikk RNA’larin bir sinifidir ve baz ¢ift dizileri, spesifik
hedef genlerin tamamlayicisidir ki translasyonlarini engeller veya degrade olmalarini
indiikler (Song vd. 2016).

MiRNA’lar eksik diziyi tamamlamalarina dayanarak, hedef mRNA’larin1 tanmimlar.
Bircok soguk ile diizenlenen miRNA, klonlama, biyoinformatik ve yiiksek verimli
sekanslama yaklagimlari ile Arabidopsis’de (Zhou vd. 2008), Brachypodium (Zhang vd.
2009) ve geltikte (Lv vd. 2010) tanimlanmistir ve bazilarmin bitkinin abiyotik streslere
karst yanitina aracilik ettigi bulunmustur (Khraiwesh vd. 2012). Bu strese duyarli
miRNA’lar bitkinin abiyotik streslere uyumu i¢in yeni bulunan bir mekanizmayi temsil
ederler (Phillips vd. 2007, Khraiwesh vd. 2012, Zhou vd. 2012a, b, Yang ve Chen 2013,
Song vd. 2016).

Cesitli miRNA’lar tiirler arasinda benzerlik gostersede, tiirler arasinda spesifikligi
diistindiiren birkag¢ farklilik gozlenmistir. Su ana kadar sogukluga tepki olarak ifade
diizeyleri degisen miRNA hedef genleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. MiR169’un

soguk yanit1 igin fonksiyonel analizi karakterize edilmemistir ancak, miR169’un
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nitrojen yetersizligi yanitlarinin diizenlemesinde yer aldigi bildirilmistir. MiR169u asir1
ifade eden bitkiler daha az azot toplar ve azot yetersizligine yabani tiire gore daha
duyarhdirlar (Zhao vd. 2011). MiR397°nin fenotipik analizi yapilmamustir. Cu/Zn
SOD’ler (siiperoksit dismutazlar) miR398’in hedefidirler ki Arabidopsis’de soguk ve
oksidatif stresi ile ekspresyon diizeyi azalmaktadir (Sunkar vd. 2006). Stres ile MiR398
ifadesindeki indiiklenen azalma, Cu/Zn SOD transkriptlerinin birikmesine neden
olmaktadir ve bu miR398’in abiyotik stresler altinda, ROS detoksifikasyonunun

diizenlenmesinde bir rol oynadigini diisiindiirmektedir (Miura ve Furumoto 2013).

miR319’un asir1 ekspresyonu transgenik celtik bitkilerinde soguk strese toleransi
kazandirdigi bildirilmistir (Yang vd. 2013). Ancak, ¢eliskili sonuglarda ortaya ¢ikmustir.
Ornegin, miR319 ifadesi 4 °C’lik kosullar altinda seker kamis1 fidelerinin kokleri ve
stirglinleri i¢in ifade ¢ogalmasina diizenlenirken (Thiebaut vd. 2012), hem miR319a
hem de miR319b’nin ifadeleri ayn1 kosullarda (4 °C) geltik bitkilerinde azalmis ifadeye
diizenlendigi saptanmistir (Yang vd. 2013). Bu goézlemler, bitkilerdeki miRNA’larin
diizenleyici mekanizmasinin beklenenden daha karmagsik oldugunu gostermektedir.
Soguk stresinine karsi bitki tepkisinin biyolojik rolleri ve diizenleyici aglarin

anlasilmasi halen devam etmektedir.

miR394, birgok monokotil ve dikotil bitki tiirinde bulunan olduk¢a korunmus
miRNAlardan biridir (Jones-Rhoades ve Bartel 2004, Huang vd. 2010, Ni vd. 2012,
Zhou vd. 2012b). Son zamanlarda, miR394 ve hedef geni LCR’nin Arabidopsis’de
yaprak morfolojik gelisiminin (Song vd. 2012) ve govde de hiicre ayniliginin (Knauer

vd. 2013) diizenlenmesinde gorev aldigi rapor edilmistir.

Bununla birlikte, celtikte CBF genlerinin miR319 araciligr ile soguk strese tepkisi
olmadig1 gosterilmistir, ¢linkli normal veya diisiik sicaklik kosullarinda, miR319 asir1
ifade eden bitkiler ile yabani tipli bitkiler arasinda DREB1 genlerinin ekspresyonunda

higbir fark gozlemlenmemistir (Yang vd. 2013). Bir bagka calismada, yabani tip
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kontrollere gore, miR394°1i asir1 ifade eden bitkilerde ve lcr mutantlarinda CBF1, CBF2
ve CBF3 ekspresyonunun g¢ogalmasi belirlenmistir ve bu, Arabidopsis’de miR394-
aracilt soguk toleransin muhtemelen CBF ekspresyonuna baghh oldugunu

diisiindiirmektedir (Song vd. 2016).

CBF genlerinin soguk iklim kosullarina katkisi, transgenik bitkilerde CBF1, CBF2 veya
CBF31in over-ekspresyonunu ile desteklenmektedir ki birgok COR geninin
sentezlenmesine neden olmustur ve baz1 COR proteinlerinin donma toleransi i¢in, soguk
aklimasyona maruz kalmadan da onemli oldugu diisiiniilmektedir (Chinnusamy vd.
2010, Medina vd. 2011).

Soguk aklimasyon ile diizenlenen CBF ve COR genlerinin, soguk stresi esnasinda bir
capraz-baglant1 yolu ile diger soguga-duyarh regiilatorleri icerdiklerinin arastimasi i¢in,
diger iki 6nemli strese duyarli gen (RD29A ve KIN1) test edilmistir (Zhao vd. 2015).
Beklendigi gibi, bu genlerin ekspresyonu bitkilerde soguk stres altinda transkripsiyonel
olarak aktif edilmistir ve bu miR394a’nin asir1 ifadesi, bitki soguk toleransini
muhtemelen strese duyarli sinyal yolagi ile gelistirdigini teyit etmistir (Xiong vd. 2002,
Zhao vd. 2015, Song vd. 2016).

2.4.5 Post-translasyonel diizenleme

Bir proteinin ubiquitilasyonu 26S proteazomu tarafindan parcalanmasina neden
olmaktadir. Ubikuitin-proteazom yolagi, abiyotik stres tepkileri de dahil olmak iizere
birgok biyolojik fonksiyonda oOnemli rol oynamaktadir (Sadanandom vd. 2012).
Arabidopsis HOS1 (high expression of osmotically responsive genel), soguk yanitinda
negatif bir kontrol uygulayan ve ICE1’in ifadesini azaldan bir ubikitin E3 ligazidir
(Dong vd. 2006) (Sekil 2.1). hosl mutanti, soguk muamelesi ile CBF/DREB1’lerin ve
birka¢ soguk ile ilgili genin g¢ogalan ifadesini sergilemektedir. HOS1 soguk iklim
sirasinda sitoplazmadan ¢ekirdege aktarilmaktadir (Lee vd. 2001). ICE1 de serin 403’iin
alanin ile deyistirilmesi, ICE1’in stabillesmesini tesvik eder (Miura vd. 2011).
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Bir arastirma sonuglar1 hosl mutantinin sadece kisa giinler kosullarinda ¢igeklenmesini
ve bu fotoperiyodik ¢igeklenme kontroliinii, HOS1 negatif olarak CO (constans) protein
diizeylerini diizenleyerek yaptigin1 gostermistir (Lazaro vd. 2012). HOS1’de alternatif
splyzing islemine tabi tutulur ve HOS1-L’nin asir1 ekspresyonu, ¢i¢cek agmayi, HOS1-
S’nin aksine geciktirektedir (Lee vd. 2012b). Ote yandan, HOS1, muhtemelen HOS1 ile
FVE veya FLK (flowering locus K) arasindaki etkilesim vasitasiyla, diisiik ortam
sicakligina (16 °C) yanit olarak ¢igek agma siiresini kontrol eder (Lee vd. 2012a).

Baska bir ¢alisma, aralikli soguk muamelesinin, HOS1’in CO’nun azalmasina sebep
oldugunu gostermektedir; bu, HOS1-CO modiiliiniin, kisa siireli soguk dalgalanmalari
altinda  fotoperiyodik  ¢iceklenmenin  ayarlanmasina  katkida  bulundugunu
diistindiirmektedir (Jung vd. 2012). Bagka bir E3 ligazinin asir1 ekspresyonu olan
AtCHIP, yabani tip ile karsilastirildiginda diisiik sicakliklara duyarliligin artmasina
neden olmustur ve bu soguk reaksiyonda negatif bir regiilator rolii oldugunu

diistindiirmektedir (Yan vd. 2003).

Makarnalik bugday (Triticum durum)’da, E3 ligaz TdRF1, baska bir E3 ligaz, WVIP2
(wheat viviparusl interacting protein2) ile etkilesime girer ve her iki gen de soguk
muamelesi ile asir1 ifadeye diizenlenirler (Guerra vd. 2012). TdRF1’in asir1 ekspresyonu
arpa hiicrelerinin dehidrasyon toleransini arttirmistir. Bu TdRF1’in bitkilerin kuraklik

ve dondurucu kosullardan korunmasinda gorev yaptigini gostermektedir.

SUMO (small ubiquitin-related modifier) konjugasyon veya sumoilasyon, post
translasyonel modifikasyonlardan birisidir (Miura vd. 2010, Miura vd. 2007).
Sumoilasyon enzim aktivitesindeki degisiklikler, transkripsiyon ve kromatin ile iligkili
sireglerin  diizenlenmesi ve diizenleyici proteinlerin  ubiquitin  araciligi ile
bozulmasindan korunmasi dahil olmak iizere, ¢ok ¢esitli hiicresel siire¢lerde 6nemli bir
rol oynamaktadir (Gareau vd. 2010). Fonksiyon kayip analizleri (loss of function

analyses), abiyotik ve biyotik stres yanitlarinin diizenlenmesinde, sumoilasyonun
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onemli oldugunu gdstermistir (Castro vd. 2012). Ornek olarak kuraklik toleransina yanit
(Catala vd. 2007, Miura vd. 2012), sicacklik tolerans: (Yoo vd. 2006), tuz stres toleransi
(Conti vd. 2009, Miura vd. 2011), bakir tolerans: (Chen vd. 2011) gibi yan etkilerin yan1
sira besin madde kullanilabilirligi (Park vd. 2011) ve ABA sinyalizasyonunun
diizenlenmesi (Miura vd. 20093, b) verilebilmektedir.

SUMO E3 ligazinda bozulmus olan sizl mutanti, soguk ve don streslerine karsi asirt
duyarlilik sergilediginden (Miura vd. 2007), sumoilasyon ICE1’in stabilizasyonu
yoluyla soguk sinyalizasyonun diizenlenmesine katkida bulunur. Son zamanlardaki
caligmalar, sumoilasyon i¢in yiizlerce potansiyel hedef belirlemistir (Budhiraja vd.
2009, Miller vd. 2010, Elrouby vd. 2010, Park vd. 2011).

2.5 Absisik Asit (ABA) Bagimh Soguk Sinyal Yolag:

Absisik asit (ABA), belirli strese cevap veren genlerin diizenlemesi ile soguk stres
tepkisi ile ilgili oldugu gosterilmistir. ABA siniyal yolagi, bitkilerde soguk, kuraklik ve
tuz-stresi tepkilerinin merkezinde yer almaktadir (Shi ve Yang 2014). Stres
siniyallesmesinin son on yilin en 6nemli ilerlemelerinden biri, ABA reseptorlerinin
tanimlanmasi ve temel ABA siniyal yolaginin aydinlagmasi olmustur. Diisiik sicaklikta
cevap veren genlerin bir¢ogu ekzojen ABA ile indiiklenir ve bu genlerin promotdrleri

ABA-yanit elementlerine (ABRE) sahiptir.

ABRE’ler, C/TACGTGGC dizisini iceren elementlerdir ve birgok genin ABA’ya yanit
vermesini saglarlar. ABF’ler (ABF1- 4) ABA tarafindan indiiklenirler ve gesitli ¢evresel
streslerle farkli diizenlenirler. ABF1, soguk ile indiiklenerken, ABF2 ve ABF3 yiiksek
tuz konsantrasyonu ile ve ABF4 soguk, yiiksek tuz konsantrasyonu ve kuraklik ile (Choi
vd. 2000) indiiklenir. Ayrica, ABA’ya bagimli ve ABA’dan bagimsiz diizenleyici
sistemler arasindaki yolak ortakligi (cross-talk), genetik ve molekiiler analizler ile
(Krebs vd. 2002, Seki vd. 2002a, b) tartistlmistir. Bu yolak ortakligi, farkli cis-aktif

elementler arasindaki etkilesimle gerceklesmektedir.
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Bircok soguk ve kuraklik ile tetiklenebilen genlerin, prométiirleri DRE/CRT ve ABRE
elementleri igerir. Bu cis-aktif elementlerin bagimsiz olarak islev gordiigii
distiniilmektedir. Ancak, RD29A gen ifadesinde bu elementlerin analizi, DRE/ CRT’nin
ABRE ile bir birlesmis element gibi, kuraklik karsisinda birlikte gorev yaptiklarini
ortaya koymustur (Narusaka vd. 2003). Genetik kanitlar, LEA genlerin aktivasyonu igin
bir stres sinyal yolaginin, ABA’dan tamamen bagimsiz olmasinin miimkiin olmadigini
gostermistir (Xiong vd. 2002). Bu sonuglar, CBF’lerin ABA tarafindan da
indiiklendigini gdsteren yeni bir calisma ile dogrulanmistir (Knight vd. 2004).
CBF/DREB1 elementlerinin COR geni ekspresyonunda etkili olduklri kapsamli bir
sekilde aydmlatilmis olsa da ABRE-aracii COR geninin ifadesi karakterize

edilmemistir.

Kimyasal genetik ve protein etkilesimi ¢alismalart ¢6ziine bilen proteinlerinin PYL
familyasinin tanimlanmasina yol agmistir. Bu proteinler ABA reseptorleri olarak gérev
yaparlar (Park vd. 2009, Ma vd. 2009). Her PYL essiz biyokimyasal 6zelliklere ve ifade
modellerine sahip olmasina ragmen Arabidopsis PYL’lerin islevleri ¢ok fazladir.
PYL8’in susturulmasi, ABA duyarsizligina yol agar ve stresin onlemesinde yan kok
biiylimesinin iyilesmesine neden olur (Zhao vd. 2014). PYL8’in rolii yanal kok
biiylimesinin diizenlenmesinde c¢ekirdek ABA-sinyallesme yolagindan bagimsizdir,
¢linkii PYLS, MYB77 ile etkilesime girer ve bu ABA etkisi ile indiiklenen etkilesim,
MYB77’ye bagli oksin-duyarli genlerin transkripsiyonunu arttirir (Zhao vd. 2014).

ABA giiclii sekilde SnRK2.2, SnRK2.3 ve SnRK2.6/0ST1'i aktif eder ve SnRK2.7 ve
SnRK2.8’i ise diisiik bir sekilde aktif eder (Boudsocq vd. 2004). Arabidopsis'deki snrk
2.2 | 3/6 tglii mutant, tohum ¢imlenmesi, fide biiyiimesi, stomatal kapanma ve gen
reglilasyonunda ABA’ya son derecede duyarsizdir (Fujii ve Zhu 2009). Son
fosfoproteomik c¢alismalar, binlerce SnRK2 substrat proteinlerini tanimlamistir ki
kloroplast fonksiyonu icin, ¢iceklenme zamani kontrolii, miRNA ve kromatin
diizenlemesi i¢in ve RNA splyzing i¢in 6nemli olan birkag protein igermektedir (Wang
vd. 2013).
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2.6 Soguk Aklimasyon Sinyal Mekanizmalarinda Isigin Rolii

Diisiik sicaklik, 1s1k toplama sistemlerinde fotosentezin enzimatik reaksiyon oranlarini
elektron transfer reaksiyon oranlarindan daha fazla smirlar. Sonug¢ olarak, diisik
sicakliktaki 151k, fotosistemlerde bir enerji dengesizligi yaratir; bu da, fotosentetik
elektron tasima bilesenlerinin redoks durumunda bir degisiklige ve PSII’nin yiliksek
uyarilma basincina (excitation pressure) neden olur (Ensminger vd. 2006, Ergon vd.
2017). Degismis fotosistem redoks durumu 151k siddetine bagli bir soguk sensorii olarak

islev goriir.

PSII asir1 uyarilmasimin bir sonucu olarak, reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretilir ve
bunlar, soguk direncinde yer alan genlerin ekspresyonuna yol agan siniyal yolaklarinda
islev yapar (Winfield vd. 2010, Bode vd. 2016) ve otsu bitkilerin kig aylarinda kompakt
bir biiyiime sekli sergilediklerinde rol alir (Dal Bosco vd. 2003, Crosatti vd. 2013).
Soguk aklimasyon donemi sonbaharin sonuna dogru kayarsa, ozellikle yiiksek
enlemlerde yilin bu zamaninda 151 diizeyleri hizla azaldigi icin, soguk algilama
mekanizmas1 daha az etkili olabilir. Bununla birlikte, bitkilerin diisiik sicaklig
algilamasina ve donma direncinin gelismesine neden olan diger mekanizmalar da vardir,
bunlardan membran sertligi, sicakliga bagli histone-DNA etkilesimleri ve RNA ve
protein yapisinin yapisal degisiklikleri gibi degisiklikler sayilabilir (Winfield vd. 2010,
McClung vd. 2014). Soguk aklimasyon donemi daha sonraki bir zamana ertelenirse, bu

mekanizmalar onem kazanmaktadir.

Kislayan bitki tiirleri artmis PSII uyarilma basinciyla iligkili, potansiyel olarak zararl
asir1 enerji ile basa ¢ikmak igin farkli stratejilere sahiptir (Ensminger vd. 2006, Wilson
vd. 2006). Kislik bugday ve kislik ¢avdarda, soguk aklimasyon sirasinda, fotosentetik
kapasitesinin yukari dogru diizenlenmesi, 151k toplama komplekslerinden elde edilen

enerjinin kullanilmasini saglar.
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Kislik tahillarla karsilastirildiginda, yazlik tahillari daha az fotosentetik aklimasyon
gosterirler ve bu fazla enerjinin daha ¢ok 1s1 seklinde birakarak dagilmasina yani 'NPQ'
mekanizmasina dayaniklidir ve bu bitkilerde 'qp' mekanizmasi daha az 6nem kazanmis
olup ve daha ¢ok fotoinhibisyon ve soguga kars1 duyarhdirlar (Dahlal vd. 2012a,b). Cok
yillik otlardan olan ¢ayir yumag: (Schedonorus pratensis Huds., Syn. Festuca pratensis
Huds.), ingiliz ¢imi (Lolium perenne L.) ve gayir otu (Phleum pratense L.) bitkilerinde
de soguga karst NPQ mekanizmasinin, gp’den daha 6nemli bir fotosentez aklimasyon
mekanizma oldugu gorilmektedir (Rapacz vd. 2004, Humphreys vd. 2007,
Dalmannsdoéttir vd. 2016). Genel olarak her iki mekanizmanin (NPQ ve qp)
gerceklesmest ile birlikte bu iki mekanizmanin dneminin genotipler arasinda degisiklik
gosterdigi gorlilmektedir. Bir arastirma sonuglar1 (Kosmala vd. 2009), fotosentetik
karbon metabolizmasinda yer alan bazi proteinlerin, soguga dayanikli bir genotipde
daha az toleransli bir genotipe gore daha yiiksek miktarlarda bulundugunu ve gp’nin
onemli bir rol oynadigini belirlemistir. Ayrica, NPQ ve gp’nin nispi miktarlari, bitkinin
karbonhidrat durumu ile iliskili olabilir ve daha az karbonhidrat depolanan bitkilerde

daha yiiksek 'qp’ gortilmektedir.

2.7 In Vitro Rejenerasyon ve Agrobacterium Araciligr ile Transformasyon

2.7.1 In vitro iiretim

In vitro kiiltirleri temelde bir iiretim yontemidir. Bilinen diger klasik iiretim
yontemlerinden farkli olarak bitkinin ¢esitli kisimlarindan alinan kii¢lik bir par¢anin
(eksplant) steril edildikten sonra, ¢esitli besin maddelerini igeren steril besin ortaminda
(in vitro) ve uygun ¢evre kosullarinda (i1sik, sicaklik) kiiltiire alinmasi islemidir. Bu

nedenle yontemin diger adlar1 “mikro tliretim” veya “aseptik kiiltiir”diir (Fakaharai ve
Fakharai 1990).

Bitki doku kiiltiirii alanindaki ilk ¢alismalar 19’uncu yiizyilin sonlari ve 20’inci ylizyilin

baslarinda yapilmistir. Ancak kullanilan eksplantlarin ve yetistirme ortamlarinin uygun
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olmamas1 sebebiyle basart saglanamamistir. 1960’1 yillarda uygun besi ortaminin
bulunmasiyla gozle goriiliir ilerlemeler kaydedilmistir. Bugiin elde edilen sonuglar

laboratuar disina ¢ikarak pratikte ve ticarette kullanim alan1 bulmustur (Er ve Canpolat

1992).

Bitki doku kiiltiirleri tekniginin esasi baslica {i¢ ana kisimdan olugmaktadir:

1. Kiiltiirtin gelismesi i¢in gerekli organik ve inorganik maddeleri igeren steril bir besi
ortaminin hazirlanmasi.

2. Bakteri, mantar veya her ikisini tagiyan ve kiiltiire alinacak bitki parcasinin (eksplant)
orjinini olusturan ana materyalin dezenfekte edilmesi.

3. Dogal kosullardan temin edilen bitkiden istenen eksplantin (meristem, anter, embriyo,
yaprak ucu, vb.) alinarak steril besin ortamina, steril sartlarda konulmasi ve gelismesi
icin uygun cevre sartlarina yerlestirilmesidir (Goniilsen 1987).

Bitki doku kiiltiirlerinin avantajlarini soyle siralayabiliriz (Er ve Canpolat 1992):

1. Normal ¢ogaltim yontemlerinde iiretim materyali bir iken, doku kiiltiirlinde bir
bitkinin farkli organlar1 kullanilarak binlerce iiretim materyali saglanabilmektedir.

2. Doku kiiltiirli ¢alismalarinda ¢ogaltim materyalinden tasarruf saglanmaktadir.

3. Uretimde kullanilan alan ¢ok kiigiiktiir.

4. Cogaltim kisa stirede gergeklestirilmektedir.

5. Doku kiiltiirii gen kaynagi olan bitkisel materyalin hi¢ bozulmadan ve kayba
ugramadan yillarca vejetatif olarak korunmasini saglanmaktadir.

6. Ticari agidan dnemli bitkilerin, tohumla veya diger yontemlerle ¢ogaltilmast miimkiin
olmayan bitkilerin vejetatif olarak ¢ogaltilmasi saglanmaktadir.

7. Uretimde mevsimlere baglilik ortadan kalkmakta, yilin her mevsimi iiretim
saglanabilmektedir.

8. Islah calismalarinda siireyi kisaltmaktadir.

9. Biiylime uglarindaki meristemlerin viriis tastmamamsi nedeniyle bu meristemlerin

kiltiire alinmasi ile virtissiiz bitki elde edilebilmektedir.
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10. Biitiin dis etmenler kontrol altina alinabildiginden hiicre biyolojisi, fizyolojisi,
biyokimya ve gen transferi altindaki arastirmalara imkan saglamaktadir. Bitki doku
kiltirii ¢calismalarimin kullanim amaglarina goére bazi O6nemli uygulamalar asagida

verilmektedir.

2.7.2 Genetik transformasyon

Bitkilerde biyotik ve abiyotik stresler de dahil olmak ftizere verimi ve Kkaliteyi
etkileyecek ¢ok sayida sinirlayici faktor mevcuttur. Bu giicliiklere karst binlerce yildir
1slah ¢aligmalar1 yapiliyor olsa da, tarla bitkilerinin klasik 1slah ¢aligmalarindan elde
edilen verimlilik artisi; ekilebilir alanlarin kritik sinirlara gelmesi nedeniyle, giderek
artan diinya niifusunun temel gida ihtiyaclarinin karsilanmasina yetmemektedir. Bu
durum bitki 1slah ¢aligmalarinda yeni teknolojilerin kullanilmasini giindeme getirmistir
(Halford 2012, Safitri vd. 2016). Gen teknolojisi; transgenler olusturarak akraba
olmayan tiirler arasinda genetik degisim ve rekombinasyon yapabilmek i¢in biyolojik
bariyerleri agabilen ve bdylece 1slah edilmis bitki ve hayvanlarin gelistirilmesinde

kullanilan bir yoldur (Holst-Jensen 2009).

Bu teknoloji sayesinde; bitkilere, besin degerlerinin, kirleticilere karsi hosgoriilerinin,
patojen direnclerinin gelistirilmesi ya da bitki metabolizmasi ¢aligmalar1 yapmak gibi
amagclar ile yeni genler aktarilmakta ve bdylece tarla bitkilerinde kalite ve iirlin artigin
saglamak icin geleneksel bitki 1slah yOntemlerine katkida bulunulmaktadir
(Barampuram ve Zhang 2011, Rivera vd. 2012). Gen teknolojilerinin uygulanmaya
baslanmasiyla, konak bitkilere evrimsel olarak uzak olan diger bitkilerin, funguslarin,
viriislerin, bakterilerin ve hatta hayvanlarin bile genlerini aktarmak miimkiin olmustur
(Rivera vd. 2012). “Transgenik bitki” ve “Genetigi degistirilmis organizma” kavramlari
bu sekilde ortaya ¢ikmis ve 1980’lerden itibaren musir, tiitiin, petunya, domates, piring,
kereviz, Brassica napus, bugday, liziim, manyok, dar1 ve krizantem gibi genetik olarak

kararli gen aktarimli bitkiler elde edilmistir (Rivera vd. 2012).
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Giliniimiizde; diinyadaki toplam =zirai alanlarin % 3.7°sinde transgenik tahillar
yetistirilmekteve 2014 yili itibariyle ABD, Brezilya, Arjantin, Hindistan ve Kanada
basta olmak tizere transgenik tahil yetistiren 28 tilke bulunmaktadir (Kalefetoglu Macar
vd. 2017). Gelecekte transgenik tahillarin g¢esitliliginin ve ekildikleri alanlarin
artacagina kesin goziiyle bakilmaktadir (Hansen ve Wright 1999). Bir molekiiler
biyoloji terimi olarak “transformasyon”; yabanci DNA’nin hiicre zarindan gegerek bir
konak hiicrenin i¢ine dogrudan alinmasi ve bu hiicrenin genomuna basarili bir sekilde
katilmasi olarak tanimlanmaktadir (Saeed ve Shahzad 2015). Bitki transformasyonu
temel olarak yeni gen dizilerinin bitki genomuna rastgele kaynasmasi ile sonuglanir.
Bununla beraber 15 yili askin siiredir gerceklesen biiyiik gelismeler bu kaynasma
tizerinde daha ¢ok kontrol saglanmasini ve bitki hiicrelerindeki DNA dizilerine daha
kesin ve hedeflenmis modifikasyonlari miimkiin kilmaktadir (Baltes ve Voytas 2015).
Transformasyon ilk kez 1920’lerin sonlarinda F. Griffith tarafindan kesfedilmistir
(Griffith 1928). Bazi tarla bitkilerinde yabanci DNA’nin bitki hiicrelerineaktarimi igin
etkili  transformasyon yoOntemlerinin  eksikligi, bitki genetik mihendisligi

uygulamalarinda hala bir giigliik olarak goriinmektedir (Barampuram ve Zhang 2011).

Transformasyonu giiglestiren en biiyiik sorun; DNA’nin olduk¢a biiyiik bir elektriksel
yiike sahip, yoOnlendirilmesi glic ve hiicre zarindan gegemeyen bir makromolekiil
olmasidir (Rivera vd. 2012). Buna ragmen son yillarda transformasyona kars1 10 nm’lik
hidrofobik bir bariyer gibi davranan hiicre zarin1 delmek icin biyolojik, kimyasal ve
fiziksel yontemler gelistirilmistir (Rivera vd. 2014). Boylece bitkilerdeki yeni ve
tekrarlanabilir transformasyon yoOntemlerinin gelistirilmesinde 6nemli basarilar

kazanilmistir (Barampuram ve Zhang 2011).

2.7.3 Transgenik bitki iiretiminde gerekli temel unsurlar

e Giivenilir doku kiiltiirii rejenerasyon sistemlerinin gelistirilmesi,
e Gen yapilarmin ve genlerinin bitki hiicrelerine girmesi ic¢in gerekli olan etkili

transformasyon tekniklerinin hazirlanmasi,
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e Transgenik bitkilerin geri kazanilmasi ve ¢ogaltilmasi,

o Etkili ve kararli gen ifadesi i¢in transgenik bitkilerin molekiiler ve genetik
karakterizasyonu,

e Transgenik bitkilerin ¢evredeki biyotik ve abiyotik stresleri hafifletmedeki etkinlikleri

acisindan degerlendirilmeleri olarak siralanabilir (Sharma vd. 2005).

2.7.4 Bitkilerde kullanilan etkili transformasyon yontemleri

Etkili transformasyon tekniklerinin uygulanmasi transgenik bitki tiretimindeki en zorlu
noktalardan biridir. Uygun transformasyon tekniZinin se¢ilmesi ve gelistirilmesi gibi
transgenik tarla bitkilerinin rejenerasyonu da otuz yillik teknolojik ilerlemeden sonra
bile hala asilmasi gereken bir giigliik olarak bilinmektedir (Altpeter vd. 2016). Genetik
transformasyonun bagarili olmasi kadar tekrarlanabilir olmasi da énemlidir. Bunun i¢in

g6z onilinde bulundurulmasi gereken bazi gereklilikler s6yle siralanabilir:

e Tek seferde ¢ok sayida transformasyona izin veren diisiik maliyetli kolay teknikler
kullanilmasi,

e Tehlikeli yontemlerden ve maddelerden kaginarak kullanici glivenliginin saglanmasi,
e Teknigin asgari ayar gerektirmesi,

e Arzu edilen DNA’nin istenmeyen vektor diziler olmaksizin kararli bir sekilde hiicreye
sokulabilmesi, bdylece sadece istenen genin entegrasyonunun saglanmasi ve ifade
edilebilmesi,

e Her bir hiicreye az sayida genetik kopya sokulmasi,

e Gen aktarilmis tek bir hiicreden tiim bir transgenik bitkinin rejenere edilebilmesi
(Rivera vd. 2012).

Bitki transformasyonu birbirini izleyen iki basamaktan olugmaktadir:
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(1) Gegici transformasyon: DNA’nin bitki hiicrelerine sokulmasidir. Bu asamada
transgenler heniiz genomla kaynagmamustir.
(2) Kararli transformasyon: Bitki hiicresine aktarilanDNA’nin genomla kaynastigi

agsamadir.

Temel bitki biyoteknolojisinde her iki agama da kullanighdir. Ancak istenilen 6zellikleri
sonraki kusaklara aktarabilen transgenik bitkilerin iiretimi i¢in ikinci asama sarttir
(Altpeter vd. 2016). Yabanct DNA’nin bitki hiicrelerine aktarilabilmesi i¢in mevcut
olan transformasyon yontemleri genel olarak dogrudan ve dolayli yontemler olmak
tizere iki kategoriye ayrilabilir (Rakoczy-Trojanowska 2002, Rao vd. 2009). Dolayh
yontemlerde yabanci genin konak hiicreye aktarilmasi bir bakteri hiicresine ihtiyag
duyarken; dogrudan transformasyon yontemlerinde boyle bir araci hiicreye gereksinim

yoktur (Tzfira ve Citovsky 2006, Rao vd. 2009).

2.7.5 Agrobacterium araciligiyla transformasyon

Bitkilerde dolayli transformasyon, istenilen genin hedef hiicreye Agrobacterium
tumefaciens ve Agrobacterium rhizogenesgibi plazmid bulunduran bakteriler
araciligiyla taginmasini ifade eden yontemdir (Rakoczy-Trojanowska 2002).
Agrobacteriumtiirleri iizerine ilk ¢alismalar 100yilkadaronce bitkilerdeki tag gali
hastalig1 etkeninin arastirilmasi sirasinda baglamig ve A. tumefaciensilk kez 1897 yilinda
asma bitkisinde bulunan gallerden izole edilmistir (Hwang vd. 2015). A. tumefaciens,
bitkilerde ta¢ tiimoriine sebep olan Ti plazmidine, A. rhizogenesise sagak kok hastaligini

tesvik eden Ri plazmidine sahiptir (Meyers vd. 2010, Barampuram ve Zhang 2011).

Agrobacteriumve bitki hiicreleri arasindaki ilk etkilesim, bitkinin rizosfere salgiladigi
cesitli sinyallerin, bakteride bulunan Ti plazmidinde kodlanan viriilans genin (vir gen)
ve kromozomal virulans genin (chv gen) dirlinlerinin yardimiyla bakteri tarafindan
algilanmasiyla baglamaktadir. Sonrasinda hareketli olan bakteriler konak bitki

hiicrelerine dogru ylizerek bu hiicrelerle temas ederler. Enfekte olan bitki hiicrelerinde
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VIP1 (Agrobacterium VirE2ile etkilesen protein 1), MAP kinaz (mitogen activated

protein kinase) sinyalizasyonunu baslatarak savunma genlerinin ifadesini tesvik eder.

Aktarilacak DNA’nin bitki niikleusuna girisini kolaylastirmak i¢in Agrobacterium’da
VIP1’in kontroliinii ele gegirebilir (Hwang vd. 2015). A. rhizogenesaraciligiyla kok
transformasyonu, A. tumefacienstransformasyonundan daha az ilgi ¢ekmektedir. Bunun
temel nedeni, A. rhizogenestarafindan sagak kok transformasyonuna ugrayan bitkilerde

rejenerasyonun zor olmasidir (Barampuram ve Zhang 2011).

Plazmidler tek bir bakteri hiicresinde 50 ya da daha ¢ok sayida bulunabilen, bakteriyel
kromozomlardan ayri, bagimsiz ve genellikle halkasal DNA molekiilleridir (Rivera vd.
2012). Bakteriyel kromozomlara benzer bir sekilde kopyalanabilen ve konak iginde
kendi replikasyonlarini diizenleyebilengenler tasimaktadirlar. Transformasyon igin
kullanilacak bir plazmidin boyutu 5-12 kilobaz ¢ifti (kbp) arasinda degisebilmektedir
(Hagemann  2004). Genetik  bitki  transformasyonunda  Agrobacterium’un
patojenitesinden yararlanilmakta ve bakterinin tasidigi plazmid, yabanci genin bitki
hiicresine aktarilmasini saglayan bir vektor rolii iistlenmektedir. Vektor plazmidlere
yeni genler eklenirken; plazmidlerdeki tiimdr olusturan genler uzaklastirildigindan
transformasyonda kullanilan plazmidler tiimor olusturma yetenegini yitirmektedirler
(Rivera vd. 2012). A. tumefaciens tasidigt DNA’nin bir kismini (transfer DNA; T-DNA)
cesitli bitkilere aktarabilmekte ve bu sayede iiretilmis pek cok transgenik bitki
bulunmaktadir (Rahmawati vd. 2010, Hiei vd. 2014, Yesmin vd. 2014, Mozsar vd.
2015, Safitri vd. 2016). A. tumefaciens araciligiyla gen transfer mekanizmas: bakteri
kolonizasyonu, bakterilerdeki hastalik yapici sistemin aktiflesmesi, T-DNA transfer
kompleksinin  olugsmasi, T-DNA transferi ve T-DNA’nin bitki genomuna
entegrasyonunu igeren birkag basamaktan olugsmaktadir (Barampuram ve Zhang 2011).
Agrobacterium—araciligiyla T-DNA transferini etkili sekilde gergeklestirmek icin; bitki
genotipleri, bitki dokularmin kaynagi, Agrobacteriumsuslari, ortamin tuz miktari ve pH,
Agrobacterium - doku etkilesimlerinin siiresi ve sicakligi ile T-DNA tesvik edici
bilesiklerin kullanimi1 gibi birgok faktdr goz onilinde bulundurulmalidir (Opabode 2006).

35



Agrobacterium—araciligiyla transformasyon i¢in hedef materyal olarak embriyonik
kiiltiirler, olgunlasmamis veya olgunlasmis zigotik embriyolar, olgunlasmis tohumdan
elde edilen kallus, meristemler, gévde uclari, birincil yaprak nodlari, kesilmis yaprak
ayalari, kokler, kotiledonlar (nod kisimlar1 dahil ya da hari¢), govde segmentleri ve
kallus siispansiyon kiiltiirleri gibi ¢esitli eksplantlar kullanilabilir (Barampuram ve
Zhang 2011), ki bunlardan zigotik embriyolar kolayca ve giivenilebilir sekilde ¢imlenip,
rejenere edilmekte ve arpa tiretimi igin ideal bir sistem olmaktadir (Hensel vd. 2009,
Rostami vd. 2013).

Ayrica biiyiik, tek parca DNA segmentlerinin aktarilabilmesi, diisiik kopya sayilarina
sahip basit transgenlerin sokulabilmesi, kararli entegrasyon ve aktarilan genlerin nesiller
boyunca kalitilabilmesi gibi  sebeplerden  Agrobacterium araciligiyla gen
transformasyonu hem diger bakteri suslariyla gergeklestirilen dolayli yontemlere gore
(Broothaerts vd. 2005) hem de dogrudan transformasyon tekniklerine gére daha ¢ok
tercih edilmektedir (Barampuram ve Zhang 2011). Bakterinin tasidigi tek bir T-DNA’ya
bagli birden ¢ok genin aktarilmasi miimkiindiir. Yontem, her biri farkli transgen tasiyan
farkli bakteriyel suslarin ayni bitki dokusunu ayni anda enfekte etmesine ve bdylece
birden ¢ok genin tek bir bitki dokusuna aktarilmasina da olanak vermektedir (Naqvi vd.
2010).

2.7.6 Bitkilere gen aktariminda Ti plazmidlerinden yararlanma

Non-onkojenik (timor olusturmayan) plazmidler araciliiyla gen aktarimi yapilmis bitki
hiicreleri, gen aktarimi yapilmamis hiicreler gibi davranmaktadirlar. Yani gen aktarimi
yapilmis hiicrelerin ve bu hiicrelerden gelisen transgenik bitkilerin normallerinden
ayrilmasit olanaksizdir. Bu sorun gen aktarilmis hiicrelerin ve bunlardan gelisen
siirglinlerin se¢imi i¢in isaret (markor) genlerinin gelistirmesiyle ¢oziilmiistiir. Bu
markor genler sayesinde antibiyotik ya da herbisitleri igeren doku kiiltiirii ortamlarinda

sadece markor genlerin aktarildig: bitki hiicreleri gelisebilmektedir. Giliniimiizde bir¢ok
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secici markdr geni tasiyan bitki transformasyon plazmidleri gelistirilmistir (Ozcan ve

Ozgen 1996).

Ornegin bakteriyel Tn5 transposonundan elde edilen (Bevan vd. 1983) ve kanamasine
dayanikliligi saglayan ‘“Neomisin fosfotransferaz (NPT II); E coli’den izole edilen
(Waldron vd. 1985) ve higromisin’e dayanikliligi saglayan higromisin fosfotransferaz
(HPT); ve farelerden elde edilen (Eichholtz vd. 1987) ve methotreksate’a dayaniklilig
saglayan dihidrofolat rediiktaz (DHFR), Streptomyces hygroscopicus’dan izole edilen
(DeBlock vd. 1987) ve bialaphos’a dayanikliligi saglayan “bar” geni sayilabilir.

Secici markor genlerin basinda, bitkilere aktarilan yabanci genlerin belirtilerinin kontrol
edilmesinde kullanilan raportér markor genleri de vardir ki bunlarin en 6nemlisi f
glukoronidaz (GUS) genidir. Bir raportor gen, ilgi konusu bir genin kopyalama
aktivitesine bildirmek i¢in kullanilir kolay taranabilir etkinlige sahip bir enzimi kodlar.
Rekombinant DNA metodlart ile reportdr genin orijinal promotori kaldirilir ve

arastirilan genin promotorii ile degistirilmektedir.

Bitkinin soguga alisgtirmasinda meydana gelen olaylarin daha iyi tanimi, tahillarda
adaptasyon kapasitesinin farkli bilesenlerini ve onlarin roliinii tanimlamak i¢in biiyiik
onem tasimaktadir. Bu amagla bazi arpa ¢esitlerinde ve yabani arpada, diisiik sicaklikta
aktif olan bazi soguk-iliskili genlerinin kontrol kosullarinda ve soguga alistirma
kosullarinda tanimlanmas1 iizerine ¢alisilmistir ve arpada soguk aklimasyonu ve su
potansiyeli arasindaki iliskiyi aydinlatmaktir. Ayrica bu caligmada arpada T-DNA
transfer potansiyelinin iyilestirilmesi ile ilgili olan baz1 faktorler, tekrar degerlendirilip
ve optimize edilmistir. Bu faktorler in vitro rejenerasyon, eksplant uygulamalar1 ve ko-

kiiltivasyon siiresi ile ilgili olmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bitki Materyali

Calismada; Kalayc1 97, Ince 04, Ozdemir 05, Keser, Unver, Aydan hanim, Zeynel aga,
Tarm 92, Orza 96, Ozen ve Yalin tescilli kiiltiir arpa genotipleri ve Hordeum
spontaneum (NE)-3 ve Hordeum spontaneum (NE)-7 olan yabani arpa gesitleri materyal
olarak kullanilmistir. Arastirma i¢in tohumlar, Eskisehir Gecit Kusagi Arastirma
Enstitlisti ve Ankara Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii’'nden ve yabani arpa

tohumlar1 Tiirkiye Tohum Gen Bankas1 Ankara’dan temin edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Tohum sterilizasyonu ve ¢cimlendirmesi

Ik olarak 2 yabani ve 11 kiiltiir arpa cesidin yeterli sayida tohumlar1 %5 ’lik camasir
suyunda (NaClO) 20 dk arada c¢alkalanmistir; daha sonra, muamele edilen tohumlar
¢esme suyu kullanilarak 1 x 10 dk durulanmistir. Ardindan, tohumlar steril saf suda bir
gece birakilmistir (Sekil 3.1). Cimlenme ortamina alinmadan 6ncede tohumlar tekrar 3
x3 dk steril saf su ile durulanmistir. Tohumlar ¢imlendirme kagitlarinda alinarak iklim
dolabinda (24+1 °C, 16/8 h fotoperiyot ve % 60 nisbi nem) Kkiitiire alinarak
cimlendirilmistir (Sekil 3.2).

3.2.2 Bitki biiyiimesi ve soguga alistirma

Cimlenen tohumlar 10 giin boyunca tohum ¢imlendirme kagidinda (Anchor, SD3830)
rulo yapilip, Hoa gland besin soliisyonu igerisinde yetistirilmistir (Sekil 3.3). Elde
edilen 17-18 giinliik gelisen bitkiler, hidroponik kosullarinda, 3 hafta kontrol (17 °C / 13
°C, gilindiiz/ gece, 16/8 saat fotoperiyot olan 240 pumol m? s fotosentez foton 151k

yogunlugu ve % 75 nispi nem) kosullarda kiiltiire alinmistir (Sekil 3.4); ve daha sonra
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elde edilen bitkileri soguk iklime alistirilmak i¢in 10 giin boyunca +4 °C’de (240 pmol
m?2 s fotosentez foton 151k yogunlugu ve fotoperiyot ile) muamele edilmistir. Gelisen
bitkilere siirekli olarak Hoagland ¢6zeltisi ilave edilmistir ve 6l¢iimler 6ncesi Hoagland
cozeltisi degistirilerek, bitkiler bir kag kere alt kiiltiire alinmistir. Hoagland ¢6zeltisinde

bulunan makro ve mikro elementler ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1 Bu tez kapsamda c¢alisilan arpa genotiplerine ait tohumlarin yiizey
sterilizasyonu

Sekil 3.2 (a) Bu tez kapsamda calisilan arpanin Unver genotipine ait tohumlarm nemli
¢imlendirme kagitlarinda rulo yaparak ¢imlendirmesi, (b) c¢imlenmis
tohumlardan gelisen 7-8 giinliik arpa bitkicikler
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Sekil 3.3 Arpa genotiplerine ait ¢cimlenmis tohumlarin, Hoagland ¢ozeltisi ile 1slatilmis
¢imlendirme kagitlarinda yetistirilmesi

3.2.3 Fizyolojik Ol¢iim (Yaprak-su Potansiyeli)

Bu tez kapsamda ¢alisilan 11 tescilli kiiltiir arpa genotipleri iizerinde fizyolojik 6l¢iimler
yapilmistir. Bes (5) haftalik bitkilerin yaprak su potansiyel (MPa deger) olgiimleri,
kontrol bitkilerinde ve soguk stresi (+4 °C) uygulamasi baslangicinda (Time 0) ve takip
eden 24 saatte yapilmistir. Bu islemler 10 giin boyunca, basing bombasi (Pressure
bomb, PMS Instruments) kullanilarak devam edilmistir (Sekil 3.5). Elde edilen verilerin
varyans analizleri, MSTAT-C istatistik programimi kullanilarak yapilmis ve gereken

grafikler Mikrosoft ofis 16 Eksel programi kullanilarak ¢izilmistir.
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Sekil 3.4 Bu tez kapsaminda calisilan arpa genotiplerine ait bitkilerin hidroponik
kosullarinda yetistirilmesi
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Cizelge 3.1 Hoagland ¢6zeltisinde bulunan makro ve mikro elementler

Makro Elementler (10x) (gl Mikro Elementler (1x) (o)
K,SO, 15.7 H3BO; 0.124
KH,PO, 2.7 MnSO, 0.066
MgS0O,.7H,0 24 CuS0,.5H,0 0.100
Ca(NO;),.4H,0 47.23 NH;Mo 0.048
KClI 0.0746 ZnS0,.7H,0 0.155
(FeEDTA (1000x): 365 g/l).

—~
A

Sekil 3.5 Basing bombasi kullanilarak bu tez kapsamda calisilan arpa genotiplerin
yaprak-su potansiyelinin dl¢iilmesi

3.2.4 Ornek toplama

Ornekler (geng, tamamen gelismis yapraklarin orta kismindan) kontrol ve soguk iklime
alistirilan bitkilerden hemen transferden Oncesi ve soguk ortama alistirdiktan sonra, 3
tekrar sekilde toplanir toplanmaz sivi azot i¢inde dondurulmustur (Sekil 3.6). Daha
sonra analiz sonuglarina bagli olarak, yaprak-su potansiyelinin degistigi zaman
noktalarma (time point) ait ornekler (1. ile 8. giliniin 6rnekleri) gen ifadesinin

incelnemesi i¢in degerlendirilmistir.
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Sekil 3.6 Calisilan arpa genotiplerinde fizyolojik 6lglim sonrasi, gen ifade analizi igin
orneklerin toplanmasi ve alliminyum folyo ile paketlenmesi

3.2.5 Gen ifade analizi

3.2.5.1 Primerlerin testi

Secilen primerlerin (Cizelge 3.3) belirlenen genotiplerde ¢alisip ¢alismadiginin tespiti
i¢in, primerlerin yabani ve kiiltiir genotiplerinde testi yapilmistir. Onii¢ (13) adet arpa
genotipinde DNA izolasyonu yapilmistir ve DNA izolasyon sonrasi Nanodrop (ND—
1000) spektrofotometre ile elde edilen DNA’nin miktar tayini yapilmistir.

3.2.5.1.1 DNA izolasyon metot asamalari

1. Her gesit/genotipe ait 100 mg yaprak dokusuna 1 ml DNA ekstraksiyon soliisyonu
eklenmistir (Cizelge 3.2) (6rnek basma 10 pl 2-Merkaptoetanol icermistir).

2. Ornekler su banyosunda 65 °C, 10 dk arada ¢alkalanarak bekletilmistir, ardindan oda
sicakliginda sogutulmustur.

3. Her ornek {iizerine 0.7 ml klorofom/izoamil alkol (24:1) eklenerek 20-25 defa
sallanilmistir. Ardindan 6rnekler 30 dk boyunca buz (+4 °C) {izerine bekletilmistir.

4. Bu ornekler 10 dk boyunca 1400 rpm’de santrifiij edilmistir.

5. Elde edilen siipernatant veya {ist s1v1 (0.7 ml) yeni bir tiipe aktarilmistir.
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6. Uzerine 0.8 ml isopropanol eklenmistir.

7. Ardindan Ornekler 15-20 dk buz iizerinde (Tercihen gece boyu -20 °C) de
bekletilmistir.

8. Ardindan ornekler 3 dk 14000 rpm santrifiij edilmistir ve tistte kalan sivi atilmistir.

9. Altta kalan kat1 (pellet) iizerine 1 ml % 70’lik etanol eklenmistir ve 2 dk 14000
rpm’de santrifiij edilmistir.

10. Etanol uzaklastirilarak elde edilen peletler kurutulmustur ve 50-100 ml TE (pH, 8)
veya niikleaz igermeyen (nuclease free) H:0’da ¢oziilmiistiir (pipetiyle pellet
oynatilmistir, gece boyu +4 °C’de tutularak DNA’nin ¢6ziilmesi saglanmuistir).

11. 100 pl DNA i¢in 3 pl RNase eklenmis olup, +37 °C’de 20 dk bekletilmistir.

Cizelge 3.2 DNA ekstraksiyon ¢6zeltisi

Son konsantrasiyon 50 ml*deki hacim

50 mM TRIS pH 8.0 2ml 1M TRIS pH 8.0

50 mM EDTA pH 8.0 4ml0.5MEDTADpH 8.0
0.4 M LiCl 10 ml LiCl

%1 CTAB 1gCTAB

% 2 PVP 2gPVP

%0.5 TWEEN 20 0.5 ml TWEEN 20

Genotiplerden 2 genotipte (1 yabani ve 1 kiiltiir genotip) 5 farkli ¢ift primer kullanarak,
touch down PCR yapilmistir. PCR sonrasi agaroz jel elektroforezi yapilmig ve U.V
cihazinda primerlere ait bantlar goriintiilenmistir ve elde edilen sonuglarina bagl olarak
arpada soguk toleransina yonelik 6nemli genlerden olan (CBF1, CBF9, COR14b ve
DHNS8) genlerin primerleri real time calismalar1 i¢in secilmistir. Arpa bitkisinde
kullanilan GAPDH kontrol geni ise kontrol geni olarak kullanilmastir.
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3.2.5.2 gRT-PCR (Real Time) uygulamalari

Genlerin ekspresyonunu, RT-PCR (Real-time PCR) ile analiz etmek i¢in toplam RNA

izole edilmistir ve daha sonra revers transkripsiyon analizi i¢in gereken reaksiyonuna

tabi tutulmustur.

3.2.5.2.1 RNA izolasyon metot asamalari

o w np e

9.

Ornekler s1v1 azotta ezilmistir.

2 mI’lik tiipe 1 ml trizol eklenmistir.

Uzerine 300-500 mg 6rnek eklenmistir.

Tiip elle kuvvetli bir sekilde sallanarak karigimi saglanmig, vortekslenmis ve oda
sicakliginda 10 dk bekletilmistir.

Ceker ocagi icerisinde, her 6rnek iizerine 250 pl kloroform eklenerek karistirilmistir
ve 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

14000 rpm’de 4 °C’de 10 dk santrifiij edilmistir ve iist s1v1 yeni tiipe aktarilmistir,
Uzerine 250 pl 1.2 M NaCl, 250 ul 0.8 M Na-citrat ve 250 ul isopropanol
eklenmistir ve 10 dk oda sicakliginda (tercihen -20 °C’de 10 saat) bekletilmistir.
14000 rpm’de 4 °C’de 10 dk santrifiij edilmistir ve iist siv1 atilmistir (bu asamada
tiip dibinde pellet goriilmelidir).

Pellet % 70 EtOH ile yikanilarak dikkatlice kurutulmustur.

10. Daha sonra, 20-50 pl PCR suyunda ¢ozilmiistiir.

3.2.5.2.2 RNA oérneklerinin miktar ve kalite belirlenmesi

Izole edilen RNA’lar cDNA sentezinden 6nce % 1.5°lik agaroz jele yiiklenerek 1.5 saat

yirlitiilmistlir. Ayrica, kalite ve miktar tayini i¢in spektrofotometrik 6l¢timleri (ND-

1000) yapilmustir.
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3.2.5.2.3 QRT-PCR uygulamalan

Kullanilan Real time PCR metotu iki asamali olarak gerceklestirilmistir. ilk basamak
icin First Strand c¢cDNA sentez kiti (Roche) ile c¢izelge 3.3’de belirtilen islem
basamaklar1 verildigi sekilde, cDNA sentezi yapilmistir.

Cizelge 3.3 RNA-Primer karigiminin hazirlanmasi

Icerik Hacim
RNA (2 pug) Degisken
Oligo dt Pirmer (50 pmol/ul) 0.5 ul

Su (PCR grade) Degisken
Toplam 13 pl

Termal cycler’da (Biorad marka) 65 °C’de 10 dk denatiire edilip hemen buza alinan
karisima ¢izelge 3.4’de verildigi sekilde hazirlanan Revers Transkripsiyon karisimi
eklenerek, belirtilen reaksiyon kosullarinda revers transkripsiyon islemi

gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.4 Revers transkripsiyon karigiminin hazirlanmasi

Icerik Hacim Reaksiyon
Kosullan
Transkript or Reverse Transkriptase Reaction buffer (5x) 4 ul
RNase Inhibitor (40 u/pl) 0.5 ul 25°C 10 dk
dNTP mix (10 mM) 2ul 55 °C 10 dk
Transkript or Reverse Transkriptase Enzimi (20 u/ul) 0.5 pl 85 °C 5 dk
Toplam 7ul

cDNA sentezi sonrasi Nanodrop (ND-1000) spektrofotometre ile elde edilen cDNA
miktar1 Gl¢iilerek miktar tayini yapilmis ve agaroz jel elektroforezinde kosturulmustur.
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RT-PCR asamasini takip eden ikinci asamada ise SYBR Green I (Roche) master kiti
kullanilarak cizelge 3.5’de islem basamaklari verildigi sekilde gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.5 RT-PCR isleminin ikinci asamasinda karisimin hazirlanmasi

icerik Hacim
cDNA 3ul
Su (PCR grade) 0.8 ul
Primer (F+R) (10 pmol) 0.6 pl
Light Cycler Fast Start DNA Master SYBR Green | 5ul
Toplam 10 pl

Hedef gene ait CT/CP degerlerinin normalizasyonu i¢in GAPDH kontrol geni
kullanilmistir. Validasyon i¢in secilen primerlere ve kontrol (house keeping) genine ait

dizi bilgileri ¢izelge 3.6’de verilmistir.

Cizelge 3.6 Real time-PCR primer dizileri (Fwd, ileri primer; Rev, geri primer)

Genin Ad1 GenBank Primer Dizileri Primer
(NCBI) Kaynag
HvCOR14b AJ512944 Fwd 5’-TTGAGGATGTGAGCAAATGAG-3’ Morran vd.
Rev 5’-TACATCGTCAATGACGAGACC-3’ (2011)
HvCBF9 AY785877 | Fwd 5’-AGCACTACTGTCAACATGTAG-3’ Morran vd.
Rev 5°’-CCTTGATTTCGATTCATGGAG-3’ (2011)
HvCBF1 AY785839 | Fwd 5’-ATGGACGATGGTATGGACTTC-3’ Morran vd.
Rev 5’-TGCACATGCATTAGTAGTTC-3’ (2011)
HvDHN8 AF043096 | Fwd 5’-TGCTCCAGCGCCAGTGCAC-3’ Campoli vd.
Rev 5’-CGATCAAGCTCTGGGCTTGTG-3’ (2009)
GAPDH Fwd 5>-CTGTTGTTGATCTGACTGTTA -3’ *
Rev 5°-TCCTCATCGACATAACCCAAA- 3’

*GAPDH primeri arpada olan gene bdlgesine yonelik tasarlanmgtir
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Her bir primere ait 6rnekleri iceren cDNA’lar ile SYBR Green | (Roche) Master Kit
igerikleri karigimi alete ait 384’liikk platelere yerlestirilerek plate 1500 rpm’de 2 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda Roche Light Cycler Sealing foil ile plate
kaplanarak Roche Light Cycler 480 aletinde her bir primer icin optimize edilen
sicakliklar secilerek o6rnekler kosturulmustur (Sekil 3.6).

Real Time PCR reaksiyonlar1 hazirlanirken, standart egrilerin ¢izilebilmesi amaciyla
kontrol cDNA’lardan 6 logaritmik konsantrasyon olmak {izere; 1/10, 1/100, 1/1000,
1/10000 ve 1/100000 oranlarinda seri diliisyonlar (seyreltmeler) halinde hazirlanip ve
Olgtimlerin degerlendirilmesi agsamasinda Real Time PCR aletine ait analiz programi ile
her bir primer igin ayr1 ayri standart egriler (en az 1 logaritmik konsantrasyonun egri
tizerinden gegen, etkinlik degeri 1.7 ile 2 arasinda ve egim degeri ise -3.3’e yakin olacak

sekilde) ¢izilmistir. Ct degerleri pik profillerini kullanilarak olusturulmustur (Sekil 3.7).

Sekil 3.7 Roche Light Cycler 480 aletinde her bir primer i¢in optimize edilen sicakliklar
secilerek bu tez kapsaminda ¢alisilan arpa genotiplerine ait Orneklerin
kosturulmasi

3.2.5.2.4 Elde edilen verilerin istatistik anlizleri

Nispi ifade diizeyleri; 2"2“T (delta delta-Ct veya ddct) algoritmasina gére REST 2009

software programimni kullanilarak hesaplanmistir. Giiven Araliklart (C.I1.) % 95 olarak
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kabul edilmistir. CBF1, CBF9, COR14b ve DHNS8 genlerinin ekspresyon seviye
sonuglar1 2"*2°T yéntemini kullanarak, GAPDH Kontrol geninin ekspresyon degeri ile

normalize edilmistir.

Soguk muamele orneklerinin RNA ekstraksiyon kalitesi  kontrol 6rnegin RNA
ekstraksiyonu kalitesinden daha yiiksek olabilmektedir ve bu yiizden bu Ornek igin
iretilen cDNA daha yiiksek kaliteye sahip olabilmektedir ve ornegin ct’ye ulasmasi
daha hizl1 gerceklesmektedir veya cDNA’nin iiretim kalitesi iki 6rnek arasinda farkli
olabilmektedir. Bu yiizden laboratuvar hatalarindan dolayr Ct’ye iki Ornek arasi
kiyaslama parametresi olarak giivenilememektedir. iki farkli 6rnrk icin tiim laboratuvar
kosullart ve yapilan islemlerin kalitesinin ayni1 olduklari durumda bile ayni kosullarin
tiim orneklere uygulanmasi saglanamamaktadir. Bu problemin kaldirilmas1 i¢cin GAPDH
gibi ifadesi tiim Orneklerde kanitlanmis olan genler kullanilmaktadir. Bu genlerin tiim
orneklerde ifadeleri ayni olmali nedeniyle, Ct’leri arasinda farklilik goriildiigii zaman
deneme kosullarinin tiim 6rnekler i¢in ayn1 olmamasi tespit edilmektedir ve bu genlere
gore, onlarin Ct degerleri 1slah edilebilmektedir. GAPDH geni Real Time kontrol geni

olarak adlandirilmaktadir.

3.2.6 Rejenerasyon ve genetik transformasyon

3.2.6.1 Tohum materyah

Rejenerasyon ve genetik transformasyon calismasi i¢in Ozen ¢esidi materyal olarak

kullanilmastir.
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3.2.6.2 Rejenerasyon

3.2.6.2.1 Tohum sterilizasyonu

In vitro ¢alismalarindaki ilk asama yiizey sterilizasyon asamasidir. Arpa tohumlarinin
yiizey sterilizasyonu i¢in saglam tohumlar secilip, {izerindeki kalintilarin
uzaklastirilmasi igin 15 dk ¢esme suyunun altinda tutulduktan sonra en yiiksek basarinin
almacagi en diisiik dezenfeksiyon dozu belirlenmeye calisilmistir. Ticari camasir
suyunun (%5 NaClO igeren etken madde) %10, 20, 30, 40, 50, 60 ile 70’lik dozlar1 ile
belirtilmis cesidin (Ozen) tohumlar1 15 dk siire uygulamasiyla yiizey sterilizasyonu
saglanmistir. Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar steril saf su ile 3% 5 dk siireyle
durulanmustir. Steril tohumlar yine steril magenta kaplari igerisinde %3 siikroz igeren ve
%0.8 agar (Sigma), %0.6’lik agar (Duchefa, Almanya) ile katilastirilan MS besin
ortammda beyaz floresan 15131 altinda 16 saat 151k fotoperiyodunda 24 + 1 °C
sicakliginda kiiltiire alinmistir. Tohumlar kiiltiire alindiktan bir hafta sonra ¢imlenme

yiizdesi ve varsa olusan bulasikliginin oranlar1 belirlenmistir.

3.2.6.2.2 On muamele ve rejenerasyon

Denemede siirgiin ve kok rejenerasyonu i¢in farkli oran ve kombinasyonlariyla sitokinin
ve oksinler iceren MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962) ile %3
(agirhik/hacim) sakkaroz ve % 0.60 (agirlik/hacim) agar ile katilastirilan ortam
kullanilmistir. Steril edilen tohumlari, MS (kontrol), 20 mg/l IBA, 20 mg/l BAP, 20
mg/l IBA+ 20 mg/l BAP igeren MS ortaminda kiiltiire alinirak 24 saat boyunca 6n
muameleleri yapilmistir (Sekil 3.8). Tiim kiiltiirler beyaz floresan 15181 altinda 16 saat

151k fotoperiyodunda 24=+1 °C sicaklikta tutulmustur.

Daha sonra In vitro kosullarda ¢imlenmis tohumlarindan izole edilmis zigotik embriyo

eksplantlar1 kullanarak, gen aktarimina uygun yliksek oranda siirgiin rejenerasyonu i¢in

0.1 mg/l NAA + 0.15, 0.30 0.45, 0.60, 0.75, 0.90 ve 1.05mg/l BAP iceren MS ortamina
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(7 kombinasyon) aktarilmistir. Tim kiiltiirler beyaz floresan 15181 altinda 16 saat 151k
fotoperiyodunda 24+1 °C sicaklikta tutulmustir (Sekil 3.9). Biitiin doku kiiltiir

calismalari steril kabin icerisinde ve aseptik kosullarinda yapilmistir.

Sekil 3.8 Ozen arpa ¢esidinin MS (kontrol), 20 mg/l IBA, 20 mg/l BAP, 20 mg/l IBA+
20 mg/l BAP iceren MS besin otamlarda 6n muamele isleminin yapilmasi

Sekil 3.9 Farkli oranda NAA + BAP iceren MS ortaminda Ozen arpa cesidinin zigotik
embriyolarindan gelisen bitkilerin siirgiin ve kok rejenerasyonuna ait sematik
goriintiileri
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3.2.6.3 GUS geninin aktarilmasi

3.2.6.3.1 Bakteriyal materyal

Agrobacterium tumefaciens, GV 2260 susu ikili GUS-INT vektoriiniin barindiricisi
olarak (Vancanneyt vd. 1990) genetik transformasyon igin Ankara Universitesi, Ziraat

Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii’nden temin edilmistir.

3.2.6.3.2 Agrobacterium bakteri kiiltiiriiniin saflagtirilmasi ve biiyiitiilmesi

Sivi  bakteri kiiltiirlerinin  ¢ogaltilmasina, nutrient agar (NA) besin ortaminda
biiyiitiilmiis olan bireysel kolonilerden baslanip, tek koloniler steril lup ile alindiktan
sonra gerekli (25 mg/l Rifampisin ve 50 mg/l kanamisin) antibiyotikleri igeren10 ml s1v1
nutrient broth (NB) (Sigma Aldrich Chemical Co, St Lo. Mo) kullanilmistir. Daha sonra
bakteri kiiltiirleri ¢alkalamali inkiibatérde 28 °C’lik sicaklikta 1 ya da 2 giin siireyle

blyiitiilmustur. Bu kiiltiirler daha sonra gen aktariminda kullanilmistir.

Yeniden bireysel koloniler elde edebilmek i¢in steril lup ile alinan bakteri kiiltiirii
Nutrient agar iceren besin ortamu iizerine steril bir lup ile yayilmis, bu kiiltiirleri iceren
petri kutulart ters cevrilerek 28 °C’de inkiibe edilmistir. Herhangi bir bulasmayi

onlemek i¢in biitiin bakteriyel ¢alismalar steril kabin igerisinde yapilmustir.

3.2.6.3.3 Bakterinin uzun siireli korunmasi

Bakterinin uzun siireli korunmasi i¢in bakteri kiiltiirleri “Nescofilm” ile sarilmis ve ters
cevrilen petri kutularinda +4 °C’de 6 hafta korunmustur. Daha uzun siireli muhafaza
islemi i¢in esit miktarda bakteri kiiltiirii ve % 40 gliserol igeren NB, 2 m1’lik krayogenik
tiplerde karigtirildiktan sonra sivi azotla hizli bir sekilde dondurulup, -85 °C’de
muhafaza edilmistir. Bu yolla bakteri kiiltiirlerinin canliligint 10 y1l boyunca muhafaza

etmek miimkiin olabilmektedir (Draper vd. 1988).
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3.2.6.3.4 Agrobacterium tumefaciens araciigiyla gen aktarimi

Denemede MS ortaminin {izerinde 24 saat kiiltiire alinan tohumlarin embriyolari
eksplant olrak gen aktarma isleminde kullanilmistir. Agrobacterium tumefaciens’in GV
2260:: p35 gus-int hatti ile gen aktarim islemleri gerceklestirilmistir. MS ortami
hazirladiktan sonra, steril kabin igerisinde Magenta kaplarina dagitmdan Once,
hazirlanmis olan 75 mg/l Kanamisin ve 400 mg/l Duocid (Duchefa, The Netherland)
stoklarindan eklenerek seleksiyon ortami hazirlanmistir. A.tumefaciens araciligiyla gen
aktarimi ¢aligsmalarinda yiiksek rejenerasyon gosteren zigotik embriyo eksplanti gen
aktarma c¢alismalarinda kullanilmistir. Sivi bakteri (A. tumefaciens strain GV 2260)
kiiltiirlerinin ¢ogaltilmasinin ardindan asetosiringon ekleyerek, MS ortaminda kiiltiire
alman tohumlardan ayrilan embriyo eksplantlar: ile (24 saat +4 °C’de bekletilmis ve
soguk uygulamasi yapilan embriyo eksplantlari ve hemen inokiilasyondan 6nce ayrilan
eksplantlar), steril kabin icerisinde 30 dk siireyle inokiile edilmistir ve daha sonra
embriyolar steril kurutma kagitlarinda kurutulmus olup, Kko-kiiltivasyon (MS)
ortaminda, 24 saat ve 48 saat siireyle 24 +2 °C sicaklikta ve 16 saat 151k fotoperiotta
Grolux floresan 15181 (40 umol m™ s'l) altinda tutularak ko—kiiltivasyonuna alinmistir

(Sekil 3.10).

Eksplantlarin etrafinda asir1 bakteri gelisimi oldugu durumlarda 500 mg/l Duocid iceren
sv1 rejenerasyon ortaminda yikandiktan sonra steril kurutma kagitlarinda kurutulmasi
yapilmistir. Bundan sonra, eksplantlar Agrobacterium gelisimini 6nlemek igin Duocid
(400 mg/1) ve sadece gen aktarilmis siirgiinlerin gelisimini saglamak i¢in de kanamisin
(75 mg/1) iceren seleksiyon ortamina aktarilmistir. Bu ortamda gelisen siirgiinler siirekli

kontrol altinda tutularak, aktarilan genlerin ekspresyonu (belirtileri) gézlenmistir (Sekil
3.11).

Kiltiire alindiktan iki hafta sonra yapraklari yesil bitkilerin yiizdesi belirlenmis ve
kiltiir kaplarindan alinip ve musluk suyu ile yikanarak, steril torf topraginda dikilmisler

(Sekil 3.12).
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Sekil 3.10 Ozen arpa gesidine ait zigotik embriyo eksplantlarn ko-kiiltivasyon ortamia
aktarilmasi

Sekil 3.11 Ozen arpa gesidine ait zigotik embriyolardan gelisen bitkilerin kanamisin
katilmis seleksiyon ortamindaki goriintiisii

Sekil 3.12 Ozen arpa gesidindeki, kanamisin antibiyotigine dayanikl1 yesil bitkilerin,
kiiltir kaplarindan alinip ve steril torf iceren kaplara aktarilmasi
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Steril kaplari ters gevrilerek sasirtilmis bitkilerin nemi korumus ve iklime aligtirmak i¢in
iki hafta siireyle 24 +2 °C sicaklikta ve 16 saat 151k fotoperiotta Grolux floresan 15151 (40
umol m” s™) iklim odasina aktarilmis ve biiyiimeye alnmustir. Gelisen bitkiler iki hafta
sonra koklerinin etrafinda olan torf ile beraber toprak dolu saksilara aktarilmistir (Sekil
3.13) ve ardindan alistirilan bitkilerin ~ gelistirilmesi ve tohum elde etmek amaciyla
seraya aktarilmislar (Sekil 3.14). Daha sonra transgenik aday bitkilerin teyit amaci ile
GUS ve PCR testleri yapilmustir.

Sekil 3.13 Bitki koklerinin etrafindaki torf ile beraber toprak dolu saksilara sasirtilmasi

Sekil 3.14 Ozen arpa gesidine ait transgenik aday bitkilerin yetistirilmesi ve tohum
baglamasi
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3.2.6.4 Histokimyasal GUS testi

Transgenik olduklar1 varsayilan bitkilerin yapraklari Khawar vd. (2004)’e gore
histokimyasal GUS analize alinmistir. Yaprak ornekleri, 38 °C’de 24 saat siireyle 100
mM sodium fosfat, pH 7.0, 10 mM EDTA, % 0.1 Triton X - 100 ve X-GLUC (1 mM 5-
bromo-4-chloro-3-indole glucuronide)’de inkiibe edilmistir; ardindan, dokulardaki
klorofilin par¢alanmasi i¢in 2 giin % 96°lik etanol’de bekletilmis ve olusan mavi lekeler

sonucunda GUS enzim aktivitesinin varlig1 tespit edilmistir.

3.2.6.5 PCR analizi

Elde edilen, transgenik aday bitkilerin yapraklarindan DNA izole edilmistir. Transgenik
aday bitkilerinden alan yaprak drnekleri -80 °C’de dondurulduktan sonra, sivi azot ile

ezilmis ve DNA izolasyon islemleri yapilmistir.

3.2.6.5.1 PCR reaksiyonu

Standart PCR teknikleri, segilen yaprak orneklerinde nptll gen dizisini belirlemek i¢in
kullanilmus; nptll primerleri F- TTG CTC CTG CCG AGA AAG, R- GAA GGC GAT
AGA AGG CGA sekansina sahip olan primerler ile test edilmistir

PCR reaksiyon kosullari

3 ul DNA,

5 ul 5X PCR tamponu,

3 ul MgCl2 (25 mM),

3 ul ANTP (10mM),

PF 4 pl, PR 4 pl,

0.3 pul Tag DNA polimeraz

2.7 pul dH20 kullanilarak 25 pl toplam hacimde yapilmistir.
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Reaksiyonlar, Biometra Tpersonal thermocycler aletinde 68 °C touch down PCR

program kosullari kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.6.5.2 Orneklerin agaroz jel elektroforezi

PCR reaksiyonlar1 % 1.5’lik agaroz gel elektroforezi ile ayrilmistir. Bunun igin 1.5 g
agaroz 100 ml 1XTBE (10.8 g/l Trizma-base, 5.5 g/l Borik asit, 4 ml 0.5 M EDTA
pH=8) tamponunda, mikrodalga firinda ¢dzdiiriilmiis ve sicakhgi 50-60 °C’ye
diistiiglinde DNA’nin U.V’de goriintiilenebilmesi i¢in karigtma 5 pl etiidyumbromit
eklenerek; elektroforez islemi 70 Voltta ve 1 saat siireyle gergeklestirilmistir.
Elektroforez islemi sonlandirildiktan sonra goriintiilemeler igin jel U.V goriintiileme

sistemi kullanilmustir.

3.2.6.5.3 Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi

Rejenerasyon denemeleri 3 tekrarlamali olarak (3 Magenta ) ve her tekerriirde 5 bitki
olacak sekilde Tesadiif Parselleri Deneme Desenine gore kurulmustur ve elde edilen
veriler MSTAT-C bilgisayar programi ile analiz edilmistir. Ortalamalar arasindaki

farklilig1 belirlemek i¢in de Duncan testi (P<0,05) kullanilmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Soguk Stresininin Fizyolojik Olarak Belirlenmesi

Ornek toplama zamanmin belirlendigi 10. giine (0-10 giin) kadar stres uygulamasi
denemelerinde; yaprak-su potansiyeli 6l¢iim degerleri (MPa), soguk stresi uygulanan

bitkilerde kontrole gore énemli (p<<0.01) 6lglide farklilik gostermistir.

Yapilan varyans analizi sonucunda, genotip, soguk stresi uygulama ve zaman (giin)
faktorleri ve etkilesimleri istatistiki yonden (p<0.01) 6nemli bulunurken (Cizelge 4.1),
ele alinan 6zelliklere iligskin ortalamalarin farklilik gruplandirilmalar ise ¢izelge 4.2-

4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.1 Genotip, soguk, zaman faktorleri ve etkilesimlerinin yaprak-su potansiyeli
tizerine etkilerinin varyans analiz tablosu

V.K. S.D. K.O F
Genotip (A) 10 0.50 227.13**
Soguk (B) 1 3.99 1816.30**
(AXB) 10 0.049 22.16**
Zaman (Giin) 10 0.121 54.85%*
(AxC) 100 0.021 9.58**
(BxC) 10 0.076 34.75%*
(AXBxC) 100 0.013 5.84**
Hata 484 0.002

Toplam 725

C.V (%) % 7.74

** [statistik olarak 0.01 diizeyinde onemli bulunmugtur

Yaprak-su potansiyel 6l¢iim degerleri soguk stresi uygulanan bitkilerde (-0.68 MPa),
kontrol bitkilerine (-0.53 MPa) gore 6nemli dlgude farklilik gostermistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 Kontrol ve soguk (+4 °C) faktorlerindeki yaprak-su potansiyel kiyaslamasi

Uygulama Yaprak-su potansiyel
(MPa)

Kontrol -0.532 A*

Soguk -0.680 B

* Farkl1 harfe sahip veriler anlamli bir sekilde farkli bulunmustur

MPa degerleri 6zellikle 8. giinde en yiiksek (negatif deger olarak) diizeyde bulunurken
(Cizelge 4.3), en yiiksek olarak Aydan hanim genotipinde (-0.49 MPa) ve en diisiik
olarak’da Orza genotipinde (-0.75 MPa) tespit edilmistir (Cizelge 4.3) ve arastirmada
giin ve genotipler, MPa degerleri agisindan detayli olarak karsilastirilmistir. Sonuglara
gore en yiiksek MPa degeri (-1.06 MPa) Orza genotipinde soguk stresininin 2. giiniinde

tespit edilmistir.

Farkl arpa genotiplerine yapilan soguk uygulama ortalamas: kontrole gore ele alinan
ozelliklerde olumlu degisimler meydana getirdigi belirlenen arastirma sonuglari, farkl
bitkilerde yapilan soguk uygulama sonuglari ile benzerlik gostermektedir (Burchett vd.
2006, Fu vd. 2000). Farkli genotiplerde soguk stresi uygulamasinda, yaprak-su

potansiyelinin degisimi sekil 4.1- 4.11” de gosterilmistir.
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Cizelge 4.3 Farkl1 arpa genotip ve zaman (giin) faktorlerine iliskin yaprak-su potansiyel
ortalama karsilastirmalari

Zaman Yaprak-su Genotip Yaprak-su
(Giin) potansiyeli potansiyeli
(Mpa) (Mpa)

0 -0.496 H* Aydan hanim -0.499 G

1 -0.624 CD Ozdemir -0.506 G

2 -0.612 DE Unver -0.510G

3 -0.588 G Ozen -0.528 F

4 -0.593 FG Ince -0.599 E

5 -0.606 EF Yalin -0.621 D

6 -0.630 BC Kalaye -0.634 CD
7 -0.645B Zeynel aga -0.645C

8 -0.661 A Tarm -0.647 C

9 -0.615 CDE Keser -0.721 B
10 -0.594 FG Orza -0.752 A

* Farkli harfe sahip ortalamalar, Duncan Testin’de p<0,05 diizeyinde anlamli bir sekilde farkl
bulunmustur

Giin
0
: o PR —
S
I S [ T P §—
'.i...'

-0,9

—— cv. Unver (Kontrol)

---@-- cv. Unver (Soguk)

Sekil 4.1 Unver arpa cesidindeki soguk stresi (+4 °C) uygulamasinda yaprak-su
potansiyelinin degisimi
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Giin

MPa

—&— cv. Zeynelaga (Kontrol)

---#-- cv.Zeynelaga (Soguk)

Sekil 4.2 Zeynel aga arpa gesidindeki soguk stresi (+4 °C) uygulamasinda yaprak-su
potansiyelinin degisimi

MPa

—— cv. ince (Kontrol)

---&- cv.ince (Soguk)

Sekil 4.3 Ince arpa cesidindeki soguk stresi (+4 °C) uygulamasinda yaprak-su
potansiyelinin degisimi
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Giin

0
0,1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0,2
0,3 4§\

-0,4 :

0,5 ¥

0,6 e e i
T s

MPa

-0,8 { i

-0,9 ~
—&— cv. Ozen (Kontrol)
--a- cv.0Ozen (Soguk)

Sekil 4.4 Ozen arpa cesidindeki soguk stresi (+4 °C) uygulamasinda yaprak-su
potansiyelinin degisimi

Giin
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
-0,2
-0,4
& 06
S
-0,8
-1
-1,2
—&— cv. Orza(Kontrol)
---@--- cv.Orza(Soguk)

Sekil 4.5 Orza arpa ¢esidindeki soguk stresi (+4 °C) uygulamasinda yaprak-su
potansiyelinin degisimi
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Giin

MPa

-0,9

—&— cv. Yalin (Kontrol)

----®--- cv. Yalin (Soguk)

Sekil 4.6 Yalin arpa ¢esidindeki soguk stresi (+4 °C) uygulamasinda yaprak-su
potansiyelinin degisimi

Gin
0
-0.1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
-0.2
-0.3
&u -0.4
E -0.5 PAW
0.7 e T T L —
weUS T & R Feoo B | |
_0.8 .i . .!.
-0.9
—&— cv. Kalayci (Kontrol)
----m-+ cv. Kalaya (Soguk)

Sekil 4.7 Kalayc1 arpa gesidindeki soguk stresi (+4 °C) uygulamasinda yaprak-su
potansiyelinin degisimi
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Giin

-0,1 0 T 2 3 % 5 6 7 8 9 10
-0,2
-0,3
-04
-0,5
-0,6
-0,7
-0,8
-0,9

MPa

—&— cv. Tarm (Kontrol)

---@---cv. Tarm (Soguk)

Sekil 4.8 Tarm arpa c¢esidindeki soguk stresi (+4 °C) uygulamasinda yaprak-su
potansiyelinin degisimi

Giin
0
01 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
-0,2
-0,3
0,4 ‘Q&A‘__/\v
s 05 Fo Eo
S 06 Fe g . PR |
07 o —— Fo
-0,8
-0,9 i
-1
—4— cv. Aydan hanim (Kontrol)
---&-- cv. Aydan hanim(Soguk)

Sekil 4.9 Aydan hanim arpa gesidindeki soguk stresi (+4 °C) uygulamasinda yaprak-su
potansiyelinin degisimi
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Giin
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
-0,2
-0,4
S -0,6
3
-0,8
-1
-1,2
—&— cv. Keser (Kontrol)
- cv.Keser(Soguk)

Sekil 4.10 Keser arpa gesidindeki soguk stresi (+4 °C) uygulamasinda yaprak-su
potansiyelinin degisimi

Mpa

—&— cv. Ozdemir (Kontrol)
=@+ cv. Ozdemir (Soguk)

Sekil 4.11 Ozdemir arpa cesidindeki soguk stresi (+4 °C) uygulamasinda yaprak-su
potansiyelinin degisimi

Soguk stres kosullarinda kontrol kosullarina gore yaprak-su potansiyelinin diisme pik
noktalarini belirlemek amaci ile yaprak-su potansiyeli disiis grafigi, 10 ardisik giin i¢in
farkli genotiplerin ortalamasi ile diizenlenmistir (Sekil 4.12) ve yaprak-su potansiyel
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diismenin pik noktalari, soguk alistirma siirecinin 1. giinii ve 8. gilinleri olarak
belirlenmigtir. Kontrol ve soguk iklimde tutulmus bitkilerin &rnekleri, belirlenen
genlerin ekspresyon profillerinin incelenmesi igin, bu iki zaman noktasinda 3

tekrarlamali olarak degerlendirilmistir.

-0,05 \
-0,1
A N\ v S
0.15 \ / ‘\’\/
-0,2 \ /
-0,25
V

-0,3

MPa

Sekil 4.12 Ardigik 10 giin iginde farkli genotiplerin ortalamalar1 igin yaprak-su
potansiyelinin azalmasi

Iklim degisikligi, kuraklik donemleri ve soguk gibi bitki biiyiimesini ve iiretkenligini
tehdit eden hava durum olaylarini daha asir1 tetikler ve siddetlendirir. Soguk aklimasyon
stiresince, bugday gibi don stresinine karsi toleransli olan bitkiler bir kag metabolik
degisiklige maruz kalarak toleransi elde etmekteler ve transkriptal, biyokimyasal ve
morfolojik degisiklikler meydana gelerek bitkinin hasar almamasini saglamaktadirlar
(Knight ve Knight 2012). Basta Arabidopsis ve kiglik tahillar olmak iizere, bitkilerde
soguk aklimasyon ve donmaya karsi toleransin elde etmesinin molekiiler temeli
kapsamli olarak incelenmistir. Soguk aklimasyon sirasinda soguk stresine uyum
saglamak icin, gen ifadesi yeniden programlanir ve metabolizma da modifiye edilir

(Xiong vd. 2006, Miura ve Furumoto 2013, Zhao vd. 2015). Soguk aklimasyon, sekerler

66



metabolizmas1 ve birikiminde degisiklikler yaparak, bitkide osmotik potansiyel ve su

iceriginin diismesine nedenolmaktadir (Rapacz vd. 2000).

Arabidopsis’de, soguk iklimlendirme islemi sirasinda diisiik sicakligin bitki su
potansiyelini birka¢ giin boyunca azaltabilecegini ancak bitkilerin deaklimasyon
sirasinda daha sicak sicakliga (22 °C) aktarilmalart1 durumunda, su stresinden
kurtarilmaya dogru yonlenmeleri gosterilmis olup, soguk iklimlendirme igleminin, bu
bitkilerde 6zellikle su stresini uyarmada etkili oldugunu disiindiirmektedir (Rajashekar
ve Panda 2014).

Kurak doneminde kurumakta olan koklerde absisik asitin iiretimesi ve onun yapraklara
tasinmasinin  bitkinin su durumunun diizenlenmesinde Onemli rol oynamasi
bilinmektedir. Ayrica, bilinmistir ki absisik asit, reaktif oksijen tiirlerinin temizleme
etkinliginin iyilestirmesi, seker birikiminin ¢ogaltilmasi ve anahtar enzimlerin ifadesinin
diizenlenmesi aragligi ile bitkinin kurak ve diisiik sicakliklara karsi adaptasyonunda

onemli rol oynamaktadir (Liu vd. 2013, Li vd. 2015).

Buz-su ayirim sinirinda, su potansiyeli sicakligin diismesiyle birlikte digsmektedir ve
buzun potansiyeli yaklagik 21 MPa civarinda degismektedir (Cavender-Bares 2005).
Ayrica, ¢ozulen maddeler buzda suya oranla daha diisiik ¢oziilmektedir ve bu yiizden
buz-su smirmin geri kalan sivi kisminda konsantre olmaktadir (Sevanto vd. 2012,
Charrier vd. 2014). Soguk soku membranda olusan degisikliklerden kaynaklanan, zar
sizintist yiiziinden zarar vericidir ve soguga duyarli olan bitkilerin don stresinine de ¢ok

duyarli olmaklar1 bilinmektedir (Verslues vd. 2006).

Burchett vd. (2006) yaptiklar1 arastirma sonuglarina gore soguga karsi alistirilan
bitkilerde sergilenen, +5 °C’deki su potansiyeli diisiisu, soguk soku yanitinda
sitoplazmada iyonik giiciin degismesi sonucunda meydana gelmistir (hizli yanit) ve

bitkilerin normal sicaklik durumuna geldiginde, su potansiyeli iklimize edilmemis
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bitkilerin degerine geri dénmiistiir. Ancak -1 °C’ de su potansiyelindeki ikinci diisiis,

karbonhidratlar ve proteinlerin sentezinden dolay: olusmustur.

Diisiik (ww) stresi daha siddetli hale geldiginde, bitkinin dehidrasyonu 6nlemesi giderek
zorlasir ve azalan su igerigini tolere edecek mekanizmalar 6nem kazanmakta olup,
dehidrasyon (su kaybi) toleransinin en ¢arpici 6rnekleri, desikasyon-tolerant bitkilerdir

ki tam kuru hava durumundan kurtarilma kabiliyetine sahiplerdir (Vicre vd. 2004).

Prolin gibi uyumlu kimyasallarin birikimi, hiicresel ¢ozeltilerinin igeriginin yiikseltmesi
yoluyla dehidrasyondan kac¢inmaya ve sonugta yliksek su miktarimin saklanmasina
neden olmaktadir, ayn1 zamanda prolin birikimi, protein ve zar yapilarinin korumasi,
redoks durumunun diizenlemesi ya da aktif oksijen c¢esitlerin temizlemesi yoluyla
dehidrasyona karsi toleransta rol oynadigi da bilinmektedir (Hincha ve Hagemann
2004).

Plazek vd. (2003) calismalarina goére, soguga alistirilan arpa ve Fescue bitkilerinde,
yaprak hiicrelerinin su potansiyelinde belirgin bir azalma goriilmiistiir ve sadece arpada
fruktoz, glikoz ve sukroz birikimi, su potansiyelindeki degisikliklerle korelasyon
gostermisti. Arastirmada kislik arpa bitkilerinin, (+4 °C) muameleye tabi tutuldugunda
su potansiyelindeki diisiis, bugday (Triticum aestivum L.) ve ¢avdar (Secale cereale L.)
(Burchet vd. 2006) cesitlerindekiyle benzerlik gostermistir.

4.2 DNA izolasyonu, Miktar ve Kalitesinin Belirlenmesi

Onii¢ genotipde DNA izolasyon islemi yapilmistir ve DNA izolasyon sonras1 Nanodrop
ND-1000 spektrofotometre ile DNA miktar tayini gerceklestirilmistir. Izole edilen
DNA o6rnekleri %1.2°lik agaroz jelde yiiriitiilerek (Sekil 4.13) kontrol edilmistir. Jel’in

goriintiilenmesi Syngene genius bio imaging sistem’inde yapilmustir.
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Sekil 4.13 Oniig genotipe ait DNA’larin agaroz jel elektroforezi goriintiisii

4.3 Primerlerin Testi

Keser arpa ¢esidi ve yabani arpa genotipi H. spontaneum-3’de 5 farkli ¢ift primer
kullanarak, touch down PCR yapilmistir ve PCR sonrasi jel elektroforezi yapilmis ve

U.V. Cihazinda tiim primerlere ait bantlar goriintilenmistir (Sekil 4.14).

M K K K K K HsHs

Sekil 4.14 Keser arapa ¢esidi (K) ve yabani arpa genotipi H. spontaneum-3 (H.s)
bitkilerine ait DNA’larin agaroz jel elektroforezi goriintiisii
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4.4 RNA Izolasyonu, Miktar ve Kalitesinin Belirlenmesi

Calisilan farkli arpa genotiplerinden izole edilen RNA 6rnekleri ve ardindan sentezlenen
c¢DNA ornekleri %1.5°lik agaroz jelde yiiritiilerek (Sekil 4.15-4.16) kontrol edilmis,
sonrasinda  Nanodrop  (ND-1000) cihaz1 ile spektrofotometre  Olg¢iimleri

gerceklestirilmistir.

b o 1 e o ot et o

Sekil 4.15 Arpa bitkilerinin farkli genotiplerine ait RNA agaroz jel goriintiisii

L I T Il I

et bt bod et e o et e

Sekil 4.16 Arpa bitkilerinin farkli genotiplerine ait CDNA agaroz jel goriintiisii
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Elde edilen jel goriintiileri ve spektrofotometrik veriler, kullanilacak miktar ve saflikta

RNA elde edildigini gostermektedir.

4.5 Real Time PCR ile Gen ifade Analizleri

Belirlenen arpa genotiplerinde ve yabani arpada, diisiik sicaklikta aktif olan HYCOR14b,
HvCBF9, HVCBF1 ve HYDHNS genlerinin GAPDH kontrol (House keeping) geni ile,
kontrol kosullarinda ve soguga alistirma kosullarinda tanimlanmasi ve ifade
degisimlerinin Real Time PCR ile incelenmesi {izerine c¢alisilmistir. Real Time PCR
sonuclarina gore secilen bu genlerin ifade diizeyleri, ilgili stres kosulunda, kontrole gore

farkli bulunmustur (p<0.05 ANOVA-BH).

4.5.1 Standart egri (Standard curve)

Kullanilan primerlere ait standart egri grafikleri sekil 4.17- 4.21°de verilmistir. Cizilen
standart egri grafiklerinin etkinlik degerleri yaklasik 2 ve egim degerleri ise -3.3’e yakin
bulunmustur. Ilgili primerler i¢in Real Time PCR reaksiyon kosullarinin ve standart

egrilerin uygun oldugu belirlenmistir.

— Std. curve Samples
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Sekil 4.17 Real Time PCR cihazindan alinan GAPDH primerine ait 6rneklerde standart
egri grafigi, etkinlik ve egim degerleri
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Sekil 4.18 Real Time PCR cihazindan alinan CBF1 primerine ait 6rneklerde standart
egri grafigi, etkinlik ve egim degerleri

| — Shd. curvz * Samples |
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Sekil 4.19 Real Time PCR cihazindan alinan CBF9primerine ait 6rneklerin standart egri
grafigi, etkinlik ve egim degerleri
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Sekil 4.20 Real Time PCR cihazindan alinan COR14b primerine ait 6rneklerin standart
egri grafigi, etkinlik ve egim degerleri

— Sid. curez + Samples
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Sekil 4.21 Real Time PCR cihazindan alinan DHN8 primerine ait 6rneklerin standart
egri grafigi, etkinlik ve egim degerleri

4.5.2 Cahsilan genotiplerin 6rneklerine ait ger¢ek zamanli amplifikasyon egrileri

Belirlenen primerlerde standart ve ¢alisilan 6rneklere ait 6rnek amplifikasyon egrileri
sekil 4.22-4.26’da sunulmustur. Her gen igin 6rnek tekerriirlerinde elde edilen Ct

degerlerinin farki 1 den fazla olmamalidir ve her 6rnegin tiim tekerriirlerinin egrileri
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birbirine eslesmeli olmaktadir. Bir tekerriiriin degeri digerleri ile esit durumunda

bulunmamakta ise, o tekerriir kaldirilmigtir.

Amplification Curves
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Sekil 4.22 GAPDH primerinde standart ve calisilan genotiplerin Grneklerine ait
amplifikasyon egrileri

Amplification Curves
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Sekil 4.23 CBF1 primerinde standart ve c¢alisilan genotiplerin Orneklerine ait
amplifikasyon egrileri
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Amplification Curves
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Sekil 4.24 CBF9 primerinde standart ve c¢alisilan genotiplerin Orneklerine ait
amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.25 COR14bprimerinde standart ve calisilan genotiplerin 6rneklerine ait
amplifikasyon egrileri
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Amplification Curves
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Sekil 4.26 DHN8 primerinde standart ve calisilan genotiplerin Orneklerine ait
amplifikasyon egrileri

4.5.3 Erime egrisi (Melting curve) analizi

Real Time PCR analizlerinde, primerlerde dimer varliginin kontrolii ve 6zgiin olmayan
amplifikasyon friinlerinin tespitinde erime egrisi (melting curve) analizleri
gerceklestirilmistir (Sekil 4.27-4.31). Erime egrisi analizlerinde iist {iste ¢akisan tek pik

goriintiileri elde edilmis ve dimer varlig1 saptanmamistir.
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Melting Peaks
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Sekil 4.27 GAPDH primerine ait standart ve ¢alisilan genotiplerin 6rneklerine ait erime
egrisi grafigi
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Sekil 4.28 CBF1 primerine ait standart ve ¢alisilan genotiplerin dérneklerine ait erime
egrisi grafigi
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Sekil 4.1 CBF9 primerine ait standart ve ¢alisilan genotiplerin drneklerineait erime
egrisi grafigi
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Sekil 4.30 COR14b primerine ait standart ve galisilan genotiplerin 6rneklerine ait erime
egrisi grafigi
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Sekil 4.31 DHNB8 primerine ait standart ve calisilan genotiplerin 6rneklerine ait erime
egrisi grafigi

45.4 Cahsilan genotiplerde CBF1- CBF9- COR14b Ve DHNS8 genlerinin ifade
analizi

4.5.4.1 Cahsilan genotiplerde CBF1 geninin strese karsi ekspresyon diizeyi

Soguk stresinin 1. giininde CBF1 genin ekpresiyon analizi, farkli genotiplerde farkli
ifade diizeyi gdstermistir. Bu gen Yalin ve Ozdemir genotiplerinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis gosterirken diger genotiplerde azalma veya degismegen bir ifade
gostermistir, ancak kislik genotiplerde bu ifade diizeyleri genotiplerde dl¢iimii yapilan
yaprak-su potansiyel azalmasi ile baglantilik gdstermistir. Buna gére Ozdemir
genotipinde en fazla CBF1 gen ifadesi goriilmek ile beraber, en az yaprak-su potansiyel
azalmasida bu genotipte belirlenmis, Keser genotipinde en fazla CBF1 geni ifade
azalmasi ile bereber en fazla yaprak-su potansiyel diisiisii de bu genotipte bulunmustur.
Bu baglantili degisim diger kislik genotiplerde de saptanmis ve boylece CBF1 geninin
direkt olarak strese kars1 bitki su diizeyini ayarladigini gostermistir. Buna gore siddetli

yaprak-su potansiyel diisiisi CBF1 geninde daha ¢ok ifade azalisinin gostergesidir
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(Sekil 4.32-4.33). Bu gen, yazlik ekimi icin tavsiye edilen Ozen genotipinde kislik

genotiplere gore daha fazla ifade azalmasi1 gostermistir.

Genotip

-0.05
-0.1
-0.15

Mpa

-0.2

-0.25

03

-0.35

-0.4

Sekil 4.32 Farkli arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. giiniine ait yaprak-su
potansiyelinin distisi

Genotip
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-160.00 1
-180.00

cbf1

Sekil 4.33 Farkli arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. giintine ait CBF1 geninin ifade
diizeyi (Zeynel aga genotipinde olan anlamsiz ifade azalmasi, 0 olarak kabul edilmistir.)
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Soguk stresining. giliniinde Mpa diisiisii CBF1 gen den birinci giin gibi degil belki
onceki giinlerden de etkilenmistir. Buna gore Keser ve Ozdemir genotiplerinde stresinin
8. giiniinde yuksek MPA diisiisii olmasina karsilik (Sekil 4.10-4.11), stres gdren
bitkilerde olan yaprak-su potansiyeli onceki giinlerde (5, 6, 7) kontrol bitkilerinin
yaprak-su potansiyeline yakin oldugu i¢in, yani Onceki giinlerde yiiksek cbfl ifadesi
oldugu i¢in simdi (-CBF1) yani CBF1 ifade azalisi CBF1 ifade ¢ogalmasini (+CBF1)
dengelemistir. Ancak Aydan hanim genotipinde MPa dusiisti, stresinin Onceki
giinlerinden (5, 6,7) baslayan ve 8. giinde’de devam eden bir siirectir (Sekil 4.9) ve buna
bagl olarak da CBF1 degeri daha negatif bir degerdir ve ifadesi yuksek bir negatif
CBF1 degeri ile azalmaktadir.

Soguk stresinin 8. giiniinde Unver ve Ozen genotiplerindeki CBF1 ifade azamas1 dnceki
giinlerde olan hizli ve fazla MPa diistisiinden yola ¢ikarak etkilenmistir (Sekil 4.1-4.4),
ki ayn1 durum Zeynel, Ince, Yalin ve Tarm genotiplerinde de gériinmiistiir (Sekil 4.2-
4.8) yani CBF1 ifade azalmasi bu genotiplerde az olsa da belirlenmistir (ancak bu ifade
azalmas istatistik olarak anlamsizdir) ve bu genotiplerde de yaprak-su potansiyelinde
diigiisler goriinmiistiir. Kalayct (Sekil 4.7) genotipinde stresinin 8. giiniinde bu genin
ifade artmasi, onceki giinlerde artan CBF1 ifadesinden (MPa disiisiine bakarak) ve
stresinin ilk gilinii dahil onceki giinlerde énemli ve hizli ve siddetli bir MPa azalmasi
gostermedigi i¢in kaynaklanmigtir. CBF1 geninin soguk stresine kars1 CBF9 geninden
daha ¢ok etkilendigi ve daha yogun olarak bu strese karsi yanit vermesi belirlenmistir.
Farkli genotiplerde CBF1 genin ifade diizeyi sekil 4.34-4.40’ta ve genotipler arasinda
karsilagtirmali olarak sekil 4.41°de gosterilmistir.
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Sekil 4.34 Ozen ve Aydan hanim arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait

CBF1 geninin ifade diizeyi
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Sekil 4.35 ince ve Kalayci arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait CBF1
geninin ifade diizeyi
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Sekil 4.36 Keser ve Orza arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait CBF1
geninin ifade diizeyi
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Sekil 4.37 Ozdemir ve Tarm arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait

CBF1 geninin ifade diizeyi
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Sekil 4.38 Unver ve Yalin arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait CBF1
geninin ifade diizeyi
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Sekil 4.39 Zeynel aga ve H. spontaneum-3 Farkli arpa genotiplerinde soguk stresinin 1.
ve 8. glinline ait CBF1 geninin ifade diizeyi
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Sekil 4.40 H. spontaneum-7 arpa genotipinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait CBF1
geninin ifade diizeyi
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Sekil 4.41 Farkli arpa genotiplerinde karsilastirilan soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait
CBF1 geninin ifade diizeyi
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4.5.4.2 Cahsilan genotiplerde CBF9 geninin strese karsi ekspresyon diizeyi

Stresinin birinci zaman noktasinda CBF9 geni farkli genotiplerde farkli ifade degisikligi
gostermek ile beraber bu gen stresinin 1 ve 8. giiniinde diistik ifade profili sergilemistir.
Bu gen soguk stresinin 1. giiniinde sadece Tarm, H. spontaneum- 3 ve H. spontaneum- 7
genotiplerinde artis gostermekle birlikte soguk stresinin 8. giiniinde bu ifade artisi
hafiflesmis ve istatistiksel olarak anlamsiz bir artis olmustur. CBF9 ifadesi sadece Ozen
genotipinde 8.giinde birinci giine gore anlamli olarak artmistir ve Orza, Ozdemir ve
Zeynel aga genotiplerinde soguk stresinin 1. giiniinde ifade azalmasi belirlenmistir ve
ardindan stresin 8. giiniinde Orza ve Ozdemir’de ifade farklilig1 olmadan, Zeynel aga
genotipinde ise 1. giin ifade profiline benzer ifade azalmasinin oldugu tespit edilmistir.
Diger genotiplerde 1. ve 8. giinler aras1 anlamli bir degisim goriilmemistir. COR14B
ifade diizeyini goz oniine alarak CBF9 geninin ifadesi soguk stresinine karsi dayanikli
genotiplerde artis ve duyarli genotiplerde azalma gostermistir. Ayn1 zamanda birinci
zaman noktasinda genotipler arasinda, daha fazla 6nemli ve anlamli ifade degisikligi

belirlendigi i¢in, bu genin ifade diizey analizi daha 6nemli olmaktadir.

CBF9 ifadesi azalan genotipler, hafif COR14B ifade ¢ogalmasina sahiplerdir. CBF9 gen
ifadesi direkt olarak ve CBF1 genden daha fazla COR14B gen ifadesi ile iliskilidir.
CBF9 ifade diizeyi DHN8 gen ifade diizeyi ile de baglantilik gostermistir ve CBF9
geninin ifade azalmasi, DHN8 geninde de ifade azalmaya veya ifade farkliligin
olmamasina neden olmustur. Buna gére CBF9 geni DHN8 geninin iistiinde (up stream)
yer almasii ve onun ifade diizeyini dengelemesini soyleyebiliriz. Ayrica CBF9 ifadesi
bitkilerde ve genotiplerde CBF1 geninin ifade diizeyi diisiik oldugunda veya CBF1
ifade farklilig1 olamadigr durumlarda goriinmiistiir. Bu durumda osmotik strese karsi
CBF9 geni devreye girerek ifade olmasi ile, CBF1 geninin ifade olmamasin
dengelemistir. CBF9 geni CBF1 geni ile kiyasta daha yavas ve diisiik diizeyde ifade
olmasi belirlenmistir. Farkli genotiplerde CBF9 geninin ifade diizeyi sekil 4.42-4.48’de
ve farkli genotiplerde karsilastirmali olarak sekil 4.49°da gosterilmistir.
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Sekil 4.42 Ozen ve Aydan hanim arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait

CBF9 genin ifade diizeyi
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Sekil 4.43 Ince ve Kalayci arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait CBF9
genin ifade diizeyi
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Sekil 4.44 Keser ve Orza arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait CBF9
genin ifade diizeyi
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Sekil 4.45 Ozdemir ve Tarm arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait
CBF9 genin ifade diizeyi
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Sekil 4.46 Unver ve Yalin arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait CBF9
genin ifade diizeyi
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Sekil 4.47 Zeynel agave H. spontaneum-3 arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8.
giinline ait CBF9 genin ifade diizeyi
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H. spontaneum-7
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Sekil 4.48 H. spontaneum-7 arpa genotipinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait CBF9
genin ifade diizeyi

Diisiik sicaklik stres altindaki bitkiler, bir C-tekrar baglanma faktorii (CBF) bagiml
yolak izlemektedirler. CBF ailesindeki transkripsiyon faktorleri, cogu bitki tiirlerinde
bulunur ve sogukta tepki veren (COR) genlerinin anahtar diizenleyicisidir. CBF1 ve
CBF3, CBF2’den farkli bir sekilde diizenlenir ve CBF4, absisik asit (ABA) bagimli
siniyal yolaginda yer aldigi bilinen tek CBF genidir. RAP 2.1 ve RAP 2.6, CBF’lerin
altindaki (down stream) regiilatorlerdir. CBF’nin yukarisinda (up stream) yer alan
diizenleyicisi 'ICE' (inducer of CBF expression), CBF’lerin pozitif diizenleyicisi olarak

gorev yapmaktadirlar (Zhou vd. 2011).

Karnibahar mozaik virlisinin (CaMV) 35S promotérii kontrolii altindaki CBF1’i
(DREBI1B) agsir1 ifade eden transgenik Arabidopsis bitkilerinde don stresine karsi
kuvvetli tolerans sergilenmistir (Jaglo-Ottosen vd. 1998). Bununla birlikte, CBF gen
transkriptlerinin azalmaya diizenlenen bitkilerde aklimasyon yeteneginin daha az oldugu

belirlenmistir (Song vd. 2016).
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CBF genleri, diisiik sicakliga tepkinin erken fazinda gecici olarak ifade edilir ve sicaklik
diistik¢e CBF genlerinin transkripsiyonu giderek yogunlagmaktadir (Zarka vd. 2003).
Chinnusamy vd. (2003) 6nce Arabidopsis’de ICEL1’i tamimladi ve ardindan ICE1’in
yapay olarak asir1 ifadesinin gergekten CBF’nin transkripsiyonunu indiikledigini
kanitlamigtir. Arabidopsis’de CBF ekspresyonunun sicaklik ile iliskili ayarlanmasinda,
ICEL1 ile beraber bir ¢ok baska transkripsiyon faktorii ve diizenleyici geninin rol aldigi
gosterilmistir (Ruelland vd. 2009, Saibo vd. 2009, Chinnusamy vd. 2010, Thomashow
2010, Mizoi vd. 2012). CBF genlerinin fonksiyonu birgok bitki tiiriinde birgok
calismada ortaya konulmustur. Arabidopsis’de altt CBF geni tespit edilmistir ve
bunlardan t¢iiniin (CBF1/ DREB1B, CBF2/ DREB1C ve CBF3/ DREB1A) soguk iklim
uyumunda onemli rolii oldugu kanitlanmistir (Gilmour vd. 2004, Novillo vd. 2004,
2007). Artan don toleransinin yaninda, CBF3 geninin asir1 ekspresyonu, transgenik
Arabidopsis’de normal biiyiime kosullarinda bile, bir¢ok stres toleransi ile iligkili
genlerin aktivasyonu ile diger abiyotik (kuraklik ve tuz) streslerine karsi gelistirilmis

toleransa neden olmustur (Gilmour vd. 2000).

Arabidopsis’in diginda CBF genleri, tahillarda ayrintili olarak tanimlanmis ve
karakterize edilmistir. En az 20 ve 11 CBF geni, arpa’da (Skinner vd. 2005, 2006,
Tondelli vd. 2006, Francia vd. 2007) ve T. monococcum’da (Miller vd. 2006), FR2
(Dondurucu Direng 2) lokusunda haritalanmis ve karakterize edilmistir. Karsilastirmali
analizlere yardimci olmasi i¢in, Skinner vd. (2005) ve Miller vd. (2006) tarafindan
homeolog genleri i¢in genel bir gen numaralama sistemi gelistirilmistir. Skinner vd.
(2005) karmasik arpa CBF gen ailesini yapisal, fonksiyonel ve filogenetik yaklagimlari
ile karakterize etmistir. Triticeae’deki ekspresyon analizleri CBF genlerinin, genotip,
indiiksiyon sicakligi ve 1sik diizenleyici faktorlerinden etkilendigini gostermistir
(Campoli vd. 2009). 201 ¢avdar (Secale cereale L.) genotiplerinin Multi platform aday
gen temelli, iliski analizi, SCCBF15 ve ScCBF12 genlerindeki tek niikleotid
polimorfizmlerinin (SNP’lerin) donma toleransi ile anlamli derecede iligkili oldugunu

gostermistir (Li vd. 2011).
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Calismamizda 10 ardisik giin igin yaprak-su potansiyel degerlerini goz oniine alarak
(Sekil 4.1- 4.11) yaprak-su potansiyelinin soguk stres altindaki degerlerinin kontrol ile
kiyasda azalmasi, Aydan hanim ve Ozen genotiplerinde en yiiksek su potansiyel
diisiisiinii gosterirken, Ince ve Yalin genotiplerinde, diger genotiplere gore en az su
potansiyel diistisiinii gosterdiklerini ortaya koymustur ve diger genotipler bu iki grup
arasinda yer almistir. Bu, Rapacz vd. (2000) bulgular1 ile uyumluluk gostermistir.
Sonuglar soguk iklimlendirme kosullarinin sekerlerin ve diger ozmotik olarak aktif
bilesiklerin metabolizmast ve birikiminde degisikliklere neden oldugunu ve ozmotik
potansiyel ve su igeriginin azalmasina neden oldugunu gdstermistir. Vysotskaya vd.
(2010) arastirmasina gore, daha tolansh olan '20-45' arpa hatti, duyarli 'T-1' hatt1 ile
kiyasla yaprak alani, kok taze agirligi, yaprak-su igerigi ve klorofil konsantrasyon

ozelliklerinde daha az diisiis gostermistir.

Ayrica Rajashekar ve Panda (2014), Arabidopsis fidelerinde soguk uygulama isleminin
sirasinda, distlik sicakligin birkac giin boyunca, bitki su potansiyelini azaltabilecegini
raporlamistir. Fakat bitkiler ayn1 zamanda de-aklimasyon sirasinda daha yiiksek
sicakliklara (22 °C) transfer edildiginde, bitkilerin su potansiyelini telafi ettigini
gostermistir; bu durum soguk iklimlendirme siirecinin Su stresi tepkisini igerdigini
dogrulamaktadir. Diger taraftan, molekiiler tepkiler acisindan soguk ve su stresi
arasindaki benzerlikleri gosteren onemli kamtlar vardir. Ornegin, soguk indiiklenebilir
C-tekrar baglanma faktorii (CBF) genleri, Arabidopsis gibi bitkilerde hem soguk hem de
kurakliga duyarli genleri indiikler. Bu tiir genlerin diizenlenmesi, promotdr bolgelerinde
cis-aktif  C-tekrar1 (CRT) veya dehidrasyon-duyarli elementlerden (DRE)
kaynaklanmaktadir. Bu promotor elementler ortak ¢ekirdek motifi (A/GCCGAC)
icerirler ve bu elementler kuraklik ve soguk stresten sorumlu olan bazi genleri
diizenlemektedir (Shinozaki 2000).

Bu arastirmada sonuglarimiz, strese karst CBF1 geninin dogrudan bitki su diizeyiyle
iligkili oldugunu gdstermistir. Prolin gibi ¢6ziinen maddelerin birikimi, bitkinin hiicresel

¢ozilinen igerigini arttirarak, yiiksek miktarda su tutulmasini ve bu sayede dehidrasyonu

92



Onlemeyi saglamaktadir. CBF’lerin, prolin biyosentetik enzim (P5CS) aktivitesini
yuksek ifadeye diizenlemek ile prolin {iretiminin desteklenmesinde rol aldiklar1 ve
siikroz, rafinoz, glikoz ve fruktoz gibi ¢oziinebilir sekerlerin iiretimini yuksek ifadeye
(up) regiile etmekde rol oynadiklar1 gdsterilmistir. Bu hiicre sitoplazmasinda ¢oziinebilir
madde konsantrasyonunun artmasi, hiicre i¢i suyunun hiicre disi1 alanlara ozmotik
akisini  Onleyerek, hiicre membranlarini donma hasarina karst korunmasini
saglamaktadir (Hincha ve Hagemann 2004). Yaptigimiz arastirmada CBF1 geni, yazlik
Ozen’de kislik genotiplerine gore soguk iklim sartlarmin 1. giiniinde daha fazla ifade
azalmas1 gostermistir. Bu konuda tahillarda soguk toleranst mekanizmalari bakimindan
yapilan fizyolojik ve molekiiler arastirmalar, soguk iklimlendirme ve vernalizasyon
siirecinin iligkili olduklarin1 agiklamistir, buna gore, vernalizasyon veya soguk
iklimlendirme i¢in dondurucu derecede olmayan gerekli soguga maruz kalmak, iki siireg

arasinda olan yakin iliskiyi gostermektedir.

Stirekli soguk kosullar altinda olan kis genotiplerinde soguk toleransinin ilk artisindan
sonra ve vernalizasyon gereksinimi karsilandiktan sonra, toleransin hizla asamali olarak
azalmasi bilinmektedir (Dhillon vd. 2010). Ayrica Stockinger vd. (2007) arastirmasina
gore temel vernalizasyon geninin vrn-1 allelini igeren kislik genotipleri, Vrn-1 allelini
tasiyan yazlik genotiplerine gére CBF’yi daha yiiksek seviyelerde ifade etmektedirler.
Ek olarak, soguga maruz birakildiginda vrn-1 allelini igeren kis genotiplerinin CBF
transkript diizeyleri, vernalizasyondan sonra, vernalize edilmemis genotiplerde
gozlemlenen seviyelere diismektedir. Bu durum VRN-1’in, FR-2’de olan CBF’lerin
ekspresyonunu bastirdigi ve soguk toleransinda azalmaya neden oldugu anlamina
gelmektedir, bu durum bizim ¢alismamizda soguk iklimin ilk giiniinde Ozen genotipinin

CBF1gen ifadesinde goriinen keskin diisiisiin nedeni olabilir.

Genotipler ortalamasinda soguk stresininin 1. ve 8. giinlerinde yaprak-su potansiyelinin
diismes1 Burchett vd. (2006) arastirmasi ile uyumlmustur. Ayrica Plazek vd. (2003),
soguga adapte edilmis arpa ve ¢ayir otu bitkilerinin, yaprak-su potansiyelinde belirgin

bir azalma oldugunu gostermistir, ve arpada fruktoz, glukoz ve sukroz birikimi, su
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potansiyelindeki degisikliklerle korelasyon gostermistir. Bununla birlikte, CBF gen
transkriptlerinin azalan diizeyini gosteren bitkilerin, daha diisiik aklimasyon ve tolerans
oranlarina sahip olduklar1 bilinmistir (Galibavd. 2013) ve HvCBF9, HVCBF14,
ve HVYCOR14b genleri hem tag 6rneklerinde hem de kalluslarda anlamli derecede soguk
indiiksiyon gostermistir (Soltesz vd. 2013). Arabidopsis’in  CBF1 genini igeren
transgenik domatesin, kuraklik stresinine kars1 gelistirilmis direng sergiledigi

belirlenmistir (Hsieh vd. 2002) ve bu sonug, bizim bulgularimizi dogrulamaktadir.
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Sekil 4.49 Farkli arpa genotiplerinde karsilastirilan soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait
CBF9 genin ifade diizeyi

4.5.4.3 Cahsilan genotiplerde COR14b geninin strese karsi ekspresyon diizeyi

Farkli time pointlerde yapilan COR14b ekspresyon analizi bu genin soguk etkisi ile
birinci giinde ¢ogli genotiplerde ifadesinin artmasini belirlemistir. Buna gore bu gen
Orza genotipinde ifade azalmasi gosterirken (istatistiksel olarak anlamsiz), diger tiim

genotiplerde ifade artmasi gdstermistir. Bu gen yazlik Ozen genotipinde en fazla ifade
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olmasr ile (624.55 kat artis) birlikte, kislik genotiplerden Ince ve Yalin genotiplerinde

siras1 ile 391.6 ve 84.6 kat ifade artisi ile, en fazla ifade profilini sergilemistir.

Stresinin 8. giiniinde COR14b geninin en fazla Ozen genotipinde ifade olmasi ile
beraber (76.9 kat), Aydan hanim genotipinde’de ifade artis1 tespit edilmistir (3.8 Kkat).
Ayrica yabani H. spontaneum-3’de 10.7 kat ifade ¢ogalmasi gostermis ancak bu ifade
artmas1 istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir. Bu gen Unver ve Ozdemir
genotiplerinde sirast ile 11.0 ve 6.6 kat ifade azalmas1 gostermistir ve Zeynel agave
Keser genotiplerinde olan ifade azalmasi ise anlamsiz bulunmustur (Sekil 4.50-4.56).
COR14b geni sresin 1. giiniinde genotipler arasinda daha fazla anlamli ifade degisikligi
gosterdigi igin, bu genin ekspresyon analizi bu time pointte yapilmasi daha anlamli
sayilmaktdir. Kiglik genotipler igerisinde, stresinin 1. giiniinde Keser, Aydan hanim ve
Orza ve genotipleri en az CBF1 geni ifadesine ve ayn1 zamanda en fazla yaprak-su
potansiyel disiisiine sahip olmalar1 ile beraber en diisik COR14b gen ifadesini
gostermislerdir ve Ince ve Yalin genotipinde en az yaprak-su potansiyel diisiisii ve ayni

zamanda en fazla COR14b ifadesi goriinmiistiir.

COR14b geninin CBF1 ve CBF9 ile baglantili olmasi belirlenmistir ve bu genlerin ifade
artig1 ile COR14b geninin ifadesinin artmasi ve ifade azalmalar1 ile COR14b geninde
ifade azalmasi goriinmiistiir. Buna gére COR14b geni herhangi bir genotipte ifade
azalmasi gostermis olsa o genotipte CBF1 ve CBF9 ifade diizeylerinde diisiis veya ifade
farki olmadig1 goriinmiistiir. Ozen genotipi yazlik ekime tavsiye edildigi i¢in CBF1
geninde goziiken fazla ifade azalmasi ile birlikte, COR14b geninde artis gdstermistir, bu
durum bu genotipin baska yolaklar ile gen ifadesinin indiiklendiginin gostergesidir.
Ayrica COR14b geni ifade azalmas1 gosteren genotiplerde, DHN8 geni de ayn1 sekilde
ifade azalmasi gostermistir ve COR14b ifadesi fazla artis gosterdiginde, ayni sekilde
DHNS ifadesi de artis gostermistir. Farkli genotiplerde COR14b geninin ifade diizeyi
sekil 4.50-4.56°da ve genotipler arasi karsilastirmali olarak sekil 4.57°de gosterilmistir.
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Sekil 4.50 Ozen ve Aydan hanim arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait

COR14b geninin ifade diizeyi
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Sekil 4.51 ince ve Kalayci arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait

COR14b geninin ifade diizeyi
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Sekil 4.52 Keser ve Orza arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. gilinline ait
COR14b geninin ifade diizeyi
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Sekil 4.53 Ozdemir ve Tarm arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait
COR14b geninin ifade diizeyi
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Sekil 4.54 Unver ve Yalin arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait
COR14b geninin ifade diizeyi
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Sekil 4.55 Zeynel aga ve H. spontaneum-3 arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8.
gliniine ait COR14b geninin ifade diizeyi
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Sekil 4.56 H. spontaneum-7 arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait
COR14b geninin ifade diizeyi

Soguk stresi sonucu birinci time pointte Ozen genotipinde ifadesi en ¢ok artis gosteren
transkript 624 kat ifadesi ile COR14b geni olmustur. Soguk etkisi ile gen ifadesi
tizerinde yapilan farkli ¢aligmalarda en biiytlik etki, normalde diigiik sicaklik stresiyle

indiiklenen HYCOR14b geni i¢in goriilmiistiir (Crosatti vd. 2008).

Soguk iklim kosullarmin ilk giiniinde COR14b transkript birikimi, Rapacz vd. (2008)
tarafindan arastirilmigtir ve bu arastirmada gercek zamanli RT-PCR sonucuna gore,
COR14b transkript diizeyleri diisiik sicakliktan 3 saat sonra etkilenmistir. In vitro DNA
baglama analizleri monokot CBF’lerin COR14b’deki CRT/DRE motiflerine yani sira
diger monokot COR geni promotorlerine baglandigini da dogrulamistir (Skinner vd.
2005). Bu nedenle, bu veriler, CBFgenlerinin, genotipler arasinda goriinen COR geni

ifadelerindeki farkliliklardan sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Rapacz vd. (2008) calisma raporunda soguk aklimasyonun ilk 3 saatinde COR14b
ekspresyonundaki en yliksek (ancak gegici) artis, donmaya kars1 en ¢ok direngli arpa
POA4784 genotipin’de goriiliirken, ikinci donmaya toleransli genotip POA4006’da

gbzlenmedi.

Rapacz vd. (2008) yorumlarina gore arpa CBF3 geni, soguk muamelesinden 15 dakika
sonra gegici olarak yiiksek ifadeye regiile olmaktadir (Choi vd. 2002), dolayisiyla soguk
iklim siiresinin 3. saatinden once POA4006’da COR14b ekspresyonunda artis ve
ardindan azalan (down) regiilasyon meydanagelmistir. Diisiik sicaklik muamelesinin 6.
saatine kadar dondurucu sicakliga dayanikli POA4784 ve POA4006’nin, COR14b nispi
ekspresyon diizeyinde bir azalma goézlenirken, dondurucu sicakliga duyarli 'Carola’ ve
POA4044’iin transkript birikiminde daha fazla bir artis gézlenmistir. Ayrica 7 giin
soguk kosullarindan sonra POA4006 (dayanikli) ve POA4044 (duyarl) bitkileri, soguk
iklim kosullarinin 7. ve 14. giinleri arasinda transkript diizeyinde azalis gostermistir.
COR’ilin yan1 sira stresle iligkili diger bir¢ok gen, soguk adaptasyon siiresinde ve don

toleransinin gelistirilmesinde 6énemli bir rol oynamaktadirlar (Winfield vd. 2010).

Onceki arastirmalarda, COR14b proteininin birikimi, kis varyetelerinde daha yiiksek
iken, baz1 degisiklikler daha az soguga dayanikli yazlik ¢esitlerinde de saptanmistir
(Crosatti vd. 2003). COR14b birikimi ile dondurma toleransi arasindaki iliski oldugu
gibi donma toleranst ve diisiik sicaklik ile indiiklenen fotoinhibisyonun toleransi
arasindaki iliski, yazlik ve kislik tipi bitkiler arasinda belirli bir ayiric1 olarak rapor
edilmistir, ki genel olarak yazlik bitkileri donma ve fotoinhibisyon toleransinda

yetersizdirler.

Bu calismada soguk iklim siiresinin uzamasi ile COR14b transkriptindeki azalma,
Giorni vd. (1999) ve Rapacz vd. (2008) tarafindan raporlarlanan sonuglar ile
uyumludur. COR14b’nin asag regiilasyonunun muhtemel mekanizmalarindan biri,

diisiik sicakligin siirmesi ile tekrar gelisen daha yiiksek fotosentetik kapasitesi olabilir.
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Burada sunulan sonuglar, soguk toleransimin gelisimi sirasinda, yiiksek seviyelerde
COR14b birikiminin, gerekli olmayabilecegini gostermistir. Soguk aklimasyon, bir
takim genlerle ilgili olan, ¢ok karmasik bir 6zelliktir ve sadece bir tanesinin (bazi
diizenleyici genler hari¢) azalmis ifadesi soguk toleransimi kolayca azaltmaz (Rapacz
vd. 2008). Crosatti vd. 2008 tarafindan yapilan diger arastirmada, en biiyiik toleransin
her zaman, COR14b ifadesinin en biiyiik diizeyi ile ilgili olmadig: bildirilmistir. Bu

arastirmada ise, bu genin yazlik genotipinde yiiksek ekspresyonunun nedeni de olabilir.

Jeknic vd. (2014) yaptig1 bir arastirmada yazlik (Hordeum vulgare) Golden Promise
¢esidi Hv-CBF2A’nin asir1 ekspresyonona tabi tutulmustur. Aday CBF genin hedef
genleri, COR14B ve DHN5’in transkript diizeyleri sicak kosulllarinda Hv-CBF2A’nin
asirt ifadesi olan hatlarda artmis ve soguk hava kosullarinda, kontrol Golden

Promise’den ¢ok daha yiiksek diizeyde birikmislerdir.

Buna ek olarak Hv-CBF2A’nin asir1 ekspresyonu ayn1 zamanda FROST DIRENCI-H2
(FR-H2)’deki, CRT/DRE bolgelerine sahip olan diger CBF genlerinin transkript
diizeylerini arttirdig1 raporlanmistir ki bunlarin en 6nemlisi CBF12 olmustur. Ancak bir
karsilastirmada, DHNS8 transkript diizeyi diisiik sicaklik siiresince HVCBF2A’y1 asir1
ifade eden bitkiler ve kontrol Golden Promise bitkileri arasinda garpici bir degisiklik

gostermemistir.

Bu bilgileri kullanarak, her COR geninin belirli gen veya genler tarafindan indiiklendigi
¢ikarilabilir ve bu ki, bir CBF genin tek bagina ifadesinin arttirmasi, tim COR genlerini

indiikleyemez.
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Sekil 4.57 Farkli arpa genotiplerinde karsilastirilan soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait
COR14b geninin ifade diizeyi

4.5.4.4 Cahsilan genotiplerde DHN8 geninin strese karsi ekspresyon diizeyi

DHN8 genin ifade analiz sonuglar1 bu genin soguk stresinin 1. giiniinde genotiplerde
cogunlukla ifade artis1 ortaya ¢ikmistir ve en fazla ifadesi Ozen (17.4 kat) ve Kalayici
(10.3 kat) ve Yalin (6.7 kat) genotiplerinde goriilmiistiir. Bununla beraber Keser,
Ozdemir ve Orza genotiplerinde ifade azalmas: belirlenmistir. Stresinin 8. giiniinde bu
gende daha hafif degisiklikler goriilmek le beraber en fazla Yalin (7.13 kat), Kalayici
(5.6 kat) ve Ozen (4.7 kat) genotiplerinde ifade edilmistir. En az ifade diizeyi ise
Ozdemir ve Keser genotiplerinde 5.7 ve 3.7 kat ifade azalmasi ile belirlenmistir (Sekil

4.58-4.64).

DHNS8 geni CBF1 geni ile baglantilik gostermistir 6yle ki CBF1-CBF9 genlerinde ikili
artis oldugunda veya birisinde ifade artmasi ve diger CBF genininde ifade farklilig:
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olmadigi durumda, sonugta DHN8 geninde ifade artmasi goriilmektedir, ve bu genlerde
ikili ifade azalma oldugu durumlarda DHN8 geninde de ifade azalmasi ve en fazla ifade

farkliligin olmadig: goriilmektedir.

Sadece zit biiyiime aligkanliklar1 (yazlik ve kislik) degil, ayn1 zamanda farkli kishk
genotipler 6lgeginde 6nemli farkliliklar bulunmustur. Soguk stresi sonucu en ¢ok artig
gosteren DHNS8 transkripti, birinci zaman noktasinda (17.43 kat ifadesi ile) Ozen
genotipinde gorinmistiir. Farkli genotiplerde DHN8 geninin ifade diizeyi sekil 4.58-
4.64°de ve genotipler arasi karsilastirilarak sekil 4.65’de gosterilmistir.
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Sekil 4.58 Ozen ve Aydan hanim arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait
DHNS8 geninin ifade diizeyi
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Sekil 4.59 ince ve Kalayc1 arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait DHN8
geninin ifade diizeyi
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Sekil 4.60 Keser ve Orza arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait DHN8
geninin ifade diizeyi
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Sekil 4.61 Ozdemir ve Tarm arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait
DHNS8 geninin ifade diizeyi
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Sekil 4.62 Unver ve Yalin arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait DHN8




DHNS8 Transcript kat sayisi

12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00

0,00

P

Zeynel aga

1.Gln

8.Gin

B Zeynelaga

10,36

5,67

12.00

10.00

8.00

6.00

4.00

2.00

DHNS8 transcript kat sayisi

H. Spontaneum-3

ns

0.00

Gin

B H.Spontane
um-3

7.21

Sekil 4.63 Zeynel aga ve H. spontaneum-3 arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8.

giintine ait DHN8 geninin ifade diizeyi

Sekil 4.64 H. spontaneum-7 arpa genotiplerinde soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait
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Diisiik sicaklik, kuraklik ve tuzluluk, bitki hiicresi dehidrasyonu ile iligkili stres
faktorlerini temsil ederler. Dehidrasyona karst bitki hiicre tepkisi, dehidrinler gibi
hidrofilik proteinler ve ozmotik olarak aktif bilesiklerin birikimini igerir. Dehidrinler
proteinlerin toplanma veya inaktivasyonunu Onleyerek saperonlar olarak gorev
yaptiklar1 ve hiicre membran biitiinliigiiniin korunmasini saglamaya yardimci olduklari

distiniilmektedir.

Bitki stres tepkisine odaklanan ¢esitli fizyolojik ¢alismalarda, dehidrin transkriptlerinin
veya proteinlerin birikim diizeyi ile bitki stres toleransi arasinda pozitif bir iligki
bildirilmistir (Vitamvas vd. 2007, Holkova vd. 2009, 2010, Kosova vd. 2010, Kosova
vd. 2014). Bu yiizden segilen dehidrin transkriptlerinin oransal birikimi, kontrolli
kosullar altinda bitki don toleransinin bir gostergesi olarak diisiiniilebilir. Daha
toleransli ¢esitler veya genotipler genellikle dehidrin transkriptleri veya proteinlerini
duyarli cesitlere oranda daha yiiksek seviyede iirettiklerine ragmen, bitki stres toleransi
ve dehidrin transkript birikimi arasindaki iliski, bitki stres tolerans mekanizmalarinin

karmasik dogasindan dolayr her zaman linear olarak goriilmemektedir (Kosova vd.

2014).

HvDHNS, bugday WCOR410 geninin bir homologudur (Zhu vd. 2000). HYDHNS8'in
soguk indiiksiyonu HYDHN5’ten (4 °C’de 12 saat sonra yiiksek oranda ifade edilir)
daha yavastir (4 °C’de sadece 4 giin sonra saptanabilir) ve ek olarak ifade diizeyi daha
diisiik olmaktadir (Zhu vd. 2000). Solzész vd. (2013) soguk testleri ve gen ekspresyon
analizleri arastirmasinda, TaCBF14 ve TaCBF15 transgenlerinin arpada, HvCOR14b,
HvDHNS ve HVDHNS8 genlerini diizenleyerek, donma toleransinin gelisimini

etkiledigini bildirmistir.
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Sekil 4.65 Farkli arpa genotiplerinde karsilastirilan soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait
DHNS8 genin ifade diizeyi

4.5.5 Genotiplerde arastirilan genlerin transkript diizeyleri

Donmayan sicakliga maruz kalma sartt hem soguk alistirma ve hem vernalizasyon i¢in
onemli faktordiir ve bu iki silire¢ arasinda potansiyel bir baglanti oldugunu
diisindirmektedir. Kis biiyiime aliskanligi olan genotiplerde (vrn-1 alleli), bitkiler
vernalize olana dek ¢ok diisiik VRN-1 transkript diizeyleri gosterirler. Buna karsilik,
yazlik genotipleri (Vrn-1 alel), VRN-1’i yiiksek diizeylerde ifade ederler. Cigeklenme,
VRN-1 transkriptleri kritik diizeyine ulastiginda baslatilir (Loukoianov vd. 2005).

Uzun giinler boyunca, bahar biliyiime 6zelligi ve VRN-1 alleli tagiyan tiim bitkiler,
VRN-1 transkriptlerinde birikme gosterirler ve lireme asamasinin baslatilmasina hizh
bir gecis yaparlar (Dubcovsky vd. 2006). VRN-1 geninin ¢ikarilmasi ile T. monococcum
mutantlari ¢icek agamamakta olup ve bu genin lireme asamasina gecis i¢in vazgecilmez

oldugunu isaret etmektedir (Shitsukawa vd. 2007).
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Bu arastirmada 24 saat soguk alisirmanin sonunda, Ozen genotipi CBF1transkript
diizeyinde goriinen siddetli azalma bu yazlik gesitte bulunan VRN-1 geninde olan
yiiksek ifade seviysinden kaynaklanabilir. Ancak CBF9 genin transkript diizeyinde bir
degisim olmadigindan dolayr, VRN-1 geninin, FR-2’de bulunan tim CBF grup
genlerini bu zaman noktasinda (24. saat) ayn1 sekilde etkileyemedigini soyleyebiliriz, ki
bunu sonug olarak COR14b ve DHNB8 genlerinde goriinen ifade artisindan da gorebiliriz.
Daha 6nce Ozen genotipinde gériinen yaprak-su potansiyelindeki azalma, CBF1 geninin
diisiik transkript diizeyi ile baglantili oldugu gosterilmistir. CBF grup genlerinin
osmolitler ve seker tiirlerinin iiretiminde rol aldiklar1 i¢in bu genotipte yiiksek su
potansiyel azalmasindan dolayr CBF grup genlerinde bu zaman noktasinda diger

genotipler ile kiyasda daha az transkript ¢ogalmasinin simgesi olabilir.

Dhillon vd. 2010 tarafindan yapilan bir aragtirmada, tahillarda ana vernalizasyon geni
VRN-1’de delesyonlart olan ve vejetatif fazda kalan (mvp) ve en az bir fonksiyonel
VRN-1 kopyasi tasiyan (Mvp/2), iki diploid bugday (Triticum monococcum) mutant
bitkileri kullanilarak, 4 °C sicakliga 12 giin boyunca maruz birakildilar ve daha sonra
gRT-PCR deneyinde, her iki genotipe ait transkript diizeyleri 32 saatte zirveye
ulagmistir, sonraki 11 giin boyunca ise yavasca azalmistir. Tiim gen ekpresiyon tayin
noktalarinda (8 saat, 32 saat, 4 giin ve 12 giin) COR14b transkript diizeyi, mvp-2/ mvp-
2 homozigot bitkilerinde Mvp-2/2 bitkilerinden anlamli derecede yiiksek oldugu
belirlenmistir. Homozigot mvp/mvp bitkileri asla ¢igek agmazken, en az bir fonksiyonel
VRN-1 kopyas1 (Mvp/2) tasiyan bitkiler, uzun giinler boyunca normal ¢icek agma ve
yiksek VRN-1 transkript diizeyleri gostermislerdi. Mvp/ 2 bitkileri, mvp/ mvp
bitkilerine goére soguk ile indiiklenen C-REPEAT BINDING FACTOR transkripsiyon
faktorlerinin transkript diizeylerinin azalttigini gostermistir. DHNS geni VRN-1 ile aym
negatif korelasyon gostermesine karsin, DHN8 geni, VRN-1 transkript diizeyindeki
degisimden, 6nemli 6l¢iide etkilenmemis olup ve bu durum tiim COR genlerinin, VRN-
1 tarafindan asag1 regile edilmedigini gostermektedir. Benzer sekilde, FR-2

kiimesindeki 11 CBF geninin yarisi, Mvp/2 ve mvp/mvp hatlar arasindaki transkript
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diizeylerinde 6nemli bir farklilik gdstermemislerdi ve bu, tim CBF genlerin soguk

aktivasyonunun VRN-1 tarafindan diizenlenmedigini diistindiirmiistir.

Ergon vd. (2016), cayir yumag: bitkisinde (Festuca pratensis Huds.) vernalizasyon ve
VRNI bolgesinin donma toleransi iizerindeki etkisini arastirdigi bir calismasinda, soguk
aklimasyon (2 hafta, +2 °C) kosullarinda muamemele goren bitkilerde q-RTPCR
sonucu, gen ekspresyon diizeylerini incelmis ve sonugta VRN1 geninin transkript
miktarr, COR14b transkript miktar1 ile pozitif korelasyonda olacak sekilde ifade artisi

gostermistir.

Oliver vd. (2013) karanlikta (24 saat, +4 °C soguk muamelesi yapilan) arpa fidelerinde
VRN1 ve COR14b’nin benzer ekspresyon modellerini gozlemisler ve bu genlerin
muhtemelen CBF transkripsiyon faktorlerinin etkisiyle, soguk aklimasyonun erken
fazindaki mekanizmalarla diizenlenebilecegini Onermislerdir. Oliver vd. (2013)
aragtirmalarinda C-tekrar transkripsiyon faktorlerinin (CBF) indiiksiyonu, HVWRN1’in
soguk indiiksiyonundan once gergeklestigini saptamislar ve bu durumun fideler disiik
sicakliga ugradiklarinda CBF genleri ifadesinin hizla artmasindan kaynaklanmig
olabilecegi ve dncelikle soguk aklimasyon yolagini aktif ettigi ifade edilmistir (Choi vd.
2002, Skinner vd. 2005, Stockinger vd. 2007). Oliver vd. (2013) sonuglarina gore
HvCBF1, HVCBF2 ve HVCBF6 ekspresyon miktart hizla artmig (3 saat i¢inde) ancak 6
saat i¢inde bazal ekspresyon diizeylerine geri donmiistiir ve HYCBF6 ekspresyonu, 12.
saatten itibaren kontrol ekspresyon diizeyinin altina dismistiir ve hizli sekilde ifade
azalmasina devam etmistir. Ancak bu 24 saatlik stress siire¢inde VRN1 geni, COR14b
ve DHNS genleri cogalma gostermislerdi.

Farkli ¢alismalarda alinan farkli sonuglar, bu mekanizmanin gergekten de karmasik bir
sekilde regiile oldugunu agiklamaktadir. Sonug olarak, bu ¢alismanin sonuglar1 Oliver
vd. (2013)’iin bulgular1 ile uyumludur ve 24 saat soguk muamele sonunda, Ozen

genotipinde goriinen siddetli Cbfl geni transkript azalmasi ve COR14b geninde
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goriinen siddetli artis1 (Sekil 4.66), sogugun ilk saatlerinde (3.saat) CBF grup genlerinde
artan transkript miktart ve COR genlerin indiiklenmesi ve ardindan CBF genlerinin
hizli transkript azalmasi ile yorumlayabiliriz, ayrica fotoperiyot ve 1sik miktarininda
soguk stresi siirecinde etkisi oldugu ve deneyde kullandigimiz soguk oda (+4 °C) 1s1k
yogunlugunun diisiik olmasindan o&tiirii sonuglarimiz 6zellikle bu kosullara 6zgilindiir.
Bu genotip (Ozen) soguk stresinin 8. giiniinde 1. giine gore daha hafif bir ifade artis ve
azalis1 gosterse de diger genotiplerle karsilastirildiginda transkript diizeyinde daha fazla
degisiklik bulunmustur, ancak ilk giine gore, gosterdigi siddetli ekspresyon azalma
(CBF1’de) veya artmas1 (COR14b’de) hafiflesmistir (Sekil 4.66).
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Sekil 4.66 Ozen arpa genotipinde, soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait arastirilan genlerin
transkript diizeyleri

Aydan hanim genotipinde, stresinin 1. ve 8. gilinlinde CBF1 geni hari¢ diger genlerde
cok az ifade degisikligi gozlenmistir (Sekil 4.67). Ayrica Aydan hanim genotipi yaprak-
su potansiyeli bakimindan 10 giinliik siiregte en cok su potansiyel azalmasi gosteren
genotip olarak belirlenmistir (Sekil 4.67) ve bu genotipin yetistirilmesinde ek sulamaya

ihtiya¢ duydugu da bunu dogrulamaktadir.
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15.00
10.00
5.00
0.00
-5.00
-10.00
-15.00
-20.00
-25.00
-30.00

ifade kat sayisi

cv. Aydan hanim

cbfl

cbf9

corldb

dhn8

B 1.gln

-5.21

0.00

11.99

0.00

m 8.glin

-25.11

0.00

3.84

-2.56

Sekil 4.67 Aydan hanim arpa genotipinde, soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait aragtirilan
genlerin transkript diizeyleri

Ince ve Yalmn genotipleri diger kislik kiiltiir genotipler arasinda benzer davranis
gostererek, 391,63 kat Ince’de ve 84.64 kat Yalin’da olan en yiiksek COR14b geni
transkript diizeyini gostermislerdi (Sekil 4.68-4.69), ayn1 zamanda yaprak-su potansiyeli
bakimindan 10 giinliik siirecte en az su potansiyel azalmasi1 gosteren genotipler olarak

belirlenmistir (Sekil 4.68-Sekil 4.69).

Kalayc1 ve Tarm genotipleri stresinin 1. giiniinde CBF1 genin de sirasi ile 0 ve 0 ( ifade
farki olmadan), CBF9 genin de 0 ve 2.08 kat ifade ile, COR14b genin de 51.39 ve 41.36
kat ifade cogalmasi ile ve DH8’de 10.36 kat ve 2.97 kat ifade ¢ogalmasi ile soguga karsi
iyl yanit vermekle beraber stresinin 8. gliniinde de CBF1 genin de sirasi ile 8.53 ve -2
kat ifade farki ile, CBF9 genin de -3.78 ve 2.13 kat ifade ile, COR14b genin de 0 ve O
ifade fark: (ifade farklilig1 olmadan) ve DH8’de 5.67 kat ve 2.73 kat ifade ¢ogalmasi ile
soguga kars1 alismis ve iyi yanit gostermislerdir (Sekil 4.70-Sekil 4.71).
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400

300
250
200 |7
150
100

ifade kat sayisi

350 |

cv.ince

-
z
< A A—

/

e

-50 |

cbfl

cbf9

corldb

dhn8

B 1. .gln

0

391.63

2.98

M 8.glin

-3.05

0

Sekil 4.68 Ince arpa genotipinde, soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait arastirilan genlerin

transkript diizeyleri

90.00
80.00
70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00
0.00
-10.00

ifade kat sayisi

cv. Yalin

/

o
-~

-
-
#

#

/

-~
#

N

cbf9

corldb

dhn8

0

84.64

6.87

M 1.gln

-2.75 0 0 7.13

M 8.glin

Sekil 4.69 Yalin arpa genotipinde, soguk stresininin 1. ve 8. giiniine ait arastirilan
genlerin transkript diizeyleri
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cv.Kalayci
60 [
50 [
g a0 |
g g
S 30
% 20 i
E oo M >
oo — }
10 [ !
cbfl cbf9 corldb dhn8
B 1. gin 0 0 51.39 10.36
W 8. giin 8.53 -3.78 0 5.67

Sekil 4.70 Kalayci arpa genotipinde, soguk stresininin 1. ve 8. giiniine aitarastirilan

genlerin transkript diizeyleri

45
40
35
30
25
20
15
10
5
0
-5

ifade kat sayisi
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cv.Tarm

L

',

,
,

cbfl

cbf9

corl4b

dhn8

B 1. gin

2.08

41.36

2.97

B 8.gin

-2.00

2.13

0

2.73

Sekil 4.71 Tarm arpa genotipinde, soguk stresininin 1. ve 8. giiniine ait arastirilan
genlerin transkript dizeyleri

Keser, Orza ve Zeynel agagenotipleri stresinin 1. giiniinde benzer transkript

degisiklikleri gostererek kislik ve kiiltiir genotipler arasinda 1. giinde en ¢ok soguktan
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etkilenenler olmuslar ve CBF1 geni bakimindan sirasi ile -21.1 kat, -4.8 kat ve -4.01 kat
ifade azalmasi ile ifadesi azalan genotipler, CBF9 geni bakimindan sirasi ile -13.21 kat,
-4.41 Kkat ve -4.68 kat ifade azalmasi ile en ¢ok ifadesi azalan, COR14b geni bakimindan
13.03, -3.72 ve 4.56 kat degisim ile en disik ifade diizeylerini gdsteren ve DHNS
bakimindan -3.03 kat, -2.56 kat ve 0 kat ifade degisikligi ile diisiik ifade diizeyini iceren
genotipler olarak belirlenmislerdir. Stresin 8. giiniinde Orza genotipi arastirilan genlerin
transkript diizeylerinde farklilik gostermeden, soguga kars1 daha adapte olmus davranis
sergilemisdir ancak Keser ve Zeynel aga genotipleri stresin 8. giininde COR14b
geninde ifade azalmalar1 gostererek (istatistiksel olarak anlamsiz), strese karsi 1. giine

kiyasla daha duyarli bir profil sergilemislerdir (Sekil 4.72-4.74).

cv. Keser

15.00
10.00
5.00
0.00
-5.00
-10.00
-15.00
-20.00
-25.00

ifade kat sayisi

cbfl

cbf9

corl4b

dhn8

B ], gin

-21.11

-13.21

13.03

-3.03

M 8.glin

-18.64

-3.34

-5.05

-3.77

genlerin transkript diizeyleri
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cv.Orza

0.00
-0.50
-1.00
-1.50
-2.00
-2.50
-3.00
-3.50
-4.00
-4.50
-5.00

ifade kat sayisi

cbf9 corl4db dhn8
B ] gin -4.88 -4.41 -3.72 -2.51

M 8. glin 0 0 0 0

Sekil 4.73 Orza arpa genotipinde, soguk stresininin 1. ve 8. giiniine ait arastirilan
genlerin transkript diizeyleri

cv.Zeynel aga

6.00
4.00
2.00
0.00
-2.00
-4.00
-6.00
-8.00
-10.00
-12.00
-14.00

ifade kat sayisi

cbfl cbf9 corl4b dhn8
B ], gin -4.01 -4.68 4.56 0

Hg8.gin -13.24 -3.38 -7.82 0

Sekil 4.74 Zeynel aga arpa genotipinde, soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait arastirilan
genlerin transkript diizeyleri

Diger tarafdan Ozdemir ve Unver genotipleri stresin ilk giiniinde, arastirilan genlerde
soguktan orta derecede etkilenme sergilediklerine ragmen sogugun 8. giiniinde 6zellikle

onemli olan COR genleri bakimindan (COR14b ve DHNB8) sirasi ile -6.67 kat ve -11 kat
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olarak COR14b geninde ve -5.71 ve -2.55 kat DHN8 geninde ifade azalmas1 gostererek

soguktan en ¢ok etkilenen genotip olmuslardir (Sekil 4.75-Sekil 4.76).

20.00 [
15.00 [
10.00
500 [~
0.00

ifade kat sayisi

-5.00 [

cv. Ozdemir

-10.00

cbf9

corl4db

dhn8

M ].gin

-2.98

16.15

-2.35

M 8.glin

-6.67

-5.71

Sekil 4.75 Ozdemir arpa genotipinde, soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait arastirilan

genlerin transkript diizeyleri

cv. Unver

ifade kat sayisi

cbf9

corldb

dhn8

B 1. gin

-2.91

30.48

W 8.gilin

-21.61

-11.00

-2.55

Sekil 4.76 Unver arpa genotipinde, soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait arastirilan
genlerin transkript diizeyleri
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Yabani arpa genotipleri olarak aragtimada kullanilan H. spontaneum-3 ve H.
spontaneum-7, stresin 1. ve 8. giinlerinde arastirilan genlerde ¢ogunlukla istatistiksel
oarak anlamsiz olan ifade ¢ogalmasi gostermistir (Sekil 4.77-4.78). Bu sonug¢ daha
dayanikli genotiplerin stress genlerinde, ifade c¢ogalmasinin gdstergesidir, ayrica
anlamsiz olarak ifade ¢ogalmalari, kontrol kosullarinda olan bitkilerin de bu genlerde
ifadesinin artmasinin simgesidir. Boylece strese karsi tedbir alarak muhtemel stres ile
karsilastiklarinda 6nemli derecedede ifade systemleri zorlanmadan yeterli toleransi elde

edebilme kapasiteye sahiplerdir.

H. spontaneum-3

80.00
70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00

ifade kat sayisi

cbfl

cbf9

corl4b

dhn8

B 1.gin

441

10.01

70.36

11.93

H 8.glin

3.66

10.73

7.21

Sekil 4.77 H. spontaneum-3 arpa genotipinde, soguk stresinin 1. ve 8. giiniine ait
arastirilan genlerin transkript diizeyleri

Soguk stresi sonucu, genotiplerde yer alan ortak genlerin ifade dagiliglarina
bakildiginda H. spontaneum-3 yabani arpa ¢esidinde artan transkript sayisi 7, azalan
transkript sayisi ise 0 olarak bulunurken en c¢ok ifadesi artan genotip olmustur. Keser
cesidinde artan transkript sayis1 1 ve azalan transkript sayist 7 olarak, en ¢ok ifadesi

azalan genotip olarak belirlenmistir.
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H. spontaneum-7

25
- 20 ¢
a
& 15 |
v
g 10 |
-§ 5 ' L
=

-5

cbfl cbf9 corldb dhn8

M1 gin 0 4.35 10.73 20.02
M 8. glin -2.60 0 0 12.38

Sekil 4.78 H. spontaneum-7 arpa genotipinde, soguk stresinin 1. ve 8. giliniine ait
arastirtlan genlerin transkript diizeyleri

Arabidopsis’de COR genlerinin diizenlenmesine yonelik ¢aligsmalar, bir transkripsiyon
aktivator ailesinin kesfiyle sonuglanmistir. Bunlardan gen familiasinin bir iiyesi olan
CBF1, Arabidopsis ve diger soguk toleransli bitki tiirlerinde COR’iin ifade pilinini
kontrol etmektedir. Son yillarda, domates ve musir gibi soguga duyarl bitki tiirlerinin
genomlarinda CBF benzeri genler bulunmustur ve Arabidopsis CBF1’in asir1 ifadesi,
transgenik domateste soguk ve kuraklik streslerine karsi yiiksek tolerans saglamistir
(Chuan 2004).

4.6 In vitro Bitki Rejenerasyonu ve Genetik Transformasyon

4.6.1 Tohum sterilizasyonu

Tohumlar kiiltiire alindiktan bir hafta sonra ¢imlenme yiizdesi ve bulagikliginin orani

belirlenmistir (Cizelge 4.4).
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Sonuglara gore %20°lik strilizasyon dozu en diisikk doz oldugu igin sterilizasyon dozu

icin belirlenmistir.

Cizelge 4.4 Tohum sterilizasyon dozunun ¢imlenme yiizdesi ve bulagiklik orani {izerine

etkisi
Strilizasyon Dozu %10 %20 %30 %40 %50 %60 %70
Cimlenme yiizdesi (%) | 100 100 100 100 100 100 100
Bulasiklik orani (%0) 4.46 0 0 0 0 0 0

4.6.2 In vitro bitki rejenerasyonu

Steril edilen tohumlarim, farkli besin ortamlarinda (MS, MS+20 mg/l IBA, MS+20 mg/1
BAP ve MS+20 mg/l IBA+ 20 mg/l BAP) 24 saat boyunca 6n uygulamalari
yapilmasinin ardindan ¢imlenmis tohumlarin eksplantlarini (embriyo) kullanarak,
siirgiin  rejenerasyonu igin calisilmistir ve Ozen arpa ¢esidinin zigotik embriyo
eksplantlar1 7 farkli oran ve kombinasyonlariyla sitokinin ve oksinler iceren MS
ortaminda kiiltiire almmustir. ki hafta sonunda elde edilen verilerle varyans analizi
yapilmistir ve sonuglar ¢izelge 4.5’de verilmistir. Cizelge 4.5°e gore 6n muamelesi
ortamlar1 arasinda, eksplant basina kok sayisi hari¢ rejenerasyon orani, eksplant basina
surgun sayisi, kok olusum yiizdesi, kok uzunlugu ve yaprak ¢api1 6zelliklerinde 0.01

diizeyinde farklilik gézlenmistir.

Rejenerasyon ortamlar1 arasinda, rejenerasyon orani, kok olusum yiizdesi ve kok
uzunlugu o6zelliklerinde 0.01 diizeyinde, eksplant basina siirgiin ve kok sayisi

ozelliklerde ise 0.05 diizeyinde farklilik g6zlenmistir.

On muamelesi x Rejenerasyon etkilesimi eksplant basina siirgiin sayis1 dzelliginde 0.05

diizeyinde 6nemli bulunurken, rejenerasyon orani, kok olusum yiizdesi, eksplant basina
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kok sayist ve kok uzunlugu ve yaprak alani 6zelliklerinde 0.01 diizeyinde farklilik
gostermistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 On muamelesi ve rejenerasyon faktorlerinin ve interaksiyonlarinin
belirlenen 6zellikler lizerine etkilerinin varyans analiz tablosu

Eksplant basina Kok Olusum
Cimlenme Oran
Surgun Sayisi Oram (%)
(%)
V.K. (adet)
S.D. K.O. F. K.O. F. K.O. F.
On Muamelesi (A) | 3 6.40** 7.19 0.023** 15.83 177.85** | 10.70
Rejeneasyon (B) 6 9.49%* 10.66 0.003* 2.36 66.98** | 4.03
(AxB) 18 17.87%* 20.07 0.003* 1.81 134.03** | 8.06
Hata 56 0.89 0.001 16.51
Genel 83
Eksplant basina Ko6K Uzunlugu Yaprak alam
Kok Sayisi (adet)
VK. (cm) (em)
S.D. K.O. F. K.O. F. K.O. F.
On Muamele (A) 3 0.74ns 1.62 4.68%* 15.34 11.76 ** | 12.76
Rejenerasyon (B) 6 1.33* 2.89 2.39%* 7.83 0.66 ns 0.72
(AXB) 18 1.68** 3.65 1.85%* 6.06 2.25 ** 244
Hata 56 0.46 0.30 0.92
Genel 83

* T_statistik olarak 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur
** Istatistik olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur
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Ortalama kiyaslama sonuglarmma gore 20 mg/l BAP iceren besin ortami en yiiksek
¢imlenme yiizdesi (% 100) ve kok olusum yiizdesi (% 99.05), eksplant bagina kok
sayisi (4.14 adet), kok uzunlugu (4.05 cm) ve yaprak alani (5.14 cmz) degerlerine sahip
olarak en uygun ortam olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6). Rejenerasyon ortaminda
¢imlenme yiizdesi onemli 6l¢iide kiiltiir ortamindan etkilenmistir (P<0.01) ve 0.30, 0.45
ve 0.60 mg/l BAP diizeyleri en yiiksek (%100) ¢imlenme oranina neden olmustur.
Ayrica kiiltiir ortami, eksplant basina siirgiin sayis1 6zelligi iizerine etkili bulunmustur
(P<0.05) ve en yiiksek miktar 0.3 mg/l BAP igeren ortamlardan 1.044 degerinde elde
edilmistir. Kok olusumu yiizdesi 6nemli dlgiide (P<0.01) besin ortamindan etkilenerek,
en yiiksek deger (% 99.10), 0.45 mg/l BAP kiiltiir ortamindan elde edilmistir. Ayrica,
rejenerasyon ortami eksplant basina kok sayisi tizerine 6nemli bulunmustur (P<0.05) ve
bu oOzelligin en yiiksek degeri (4.443 adet) 0.15 mg/l BAP Kkiiltir ortaminin
kullanilmasinda goriilmiistiir. Kok uzunlugu, kiiltiir ortamindan Onemli seviyede
(P<0.01) etkilenmistir ve 0.45 mg/l BAP iceren ortam, en yiiksek degere (4.22 cm)
neden olmustur. Toplamda 0.1 mg/l NAA + 0.45 mg/l BAP igeren besin ortamu,
cksplant basma siirgiin (1.033) ve kok sayisi (4.178), yaprak alami (4.424 cm?),
cimlenme yiizdesi (% 100), kok olusumu yiizdesi (% 99.10) ve kok uzunlugu (4.229
cm) Ozelliklerinde, yiiksek verileri kapsayarak (Cizelge 4.7) en uygun rejenerasyon

ortami olarak belirlenmistir.

On muamele ve Rejenerasyon ortammin interaksyonlarmin, ele alinan 6zelliklerde
ortalama kiyaslanmasi, ¢izelge 4.8’de sunulmustur. Bu gizelgeye gore, 6n muamele
ortamlarindan, 20 (mg/l) BAP ve rejenerasyon ortaminin hormone diizeylerinden 0.45
(mg/l) BAP+ 0.1 (mg/l) NAA iceren ortam birlikte, belirlenen 6zelliklerde en iyi

sonuglar1 gostermistir.
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Cizelge 4.6 Farkli 6n muamele ortamlarinin ¢imlenme yiizdesi, bitki basma siirgiin
sayisi, kok olusumu yiizdesi, eksplant basina kok sayisi, kok uzunlugu ve
yaprak alani 6zellikleri iizerine etkisinin ortalama karsilastiriimasi

Yaprak
Cimlenme | Eksplant | Kok Eksplant
.. Kok Alam
On Muamele Oram Basina Olusum Bagina
Uzunlugu | (cm?)
Siirgiin Oram Kok
IBA Bap (%) (cm)
Sayis1 (%) Sayisi
(mg/l) (mg/l)
MS MS 98.93 B* 1.06 A 96.66 AB | 3.75A 3.02B 453B
20 0.00 98.81 B 1.00B 92.06 C 397 A 3.79A 3.95BC
0.00 20 100.0 A 1.013B | 99.05 A 414 A 4.05A 514 A
20 20 98.98 B 1.00B 95.48 B 3.76 A 3.27B 340C

*Her 6zellikte (sutunda) ayni harfe sahip veriler, Duncan’in Coklu Aralik Testi’ile P<0,05 diizeyinde
anlamli olarak farkl degildir

Cizelge 4.7 Farkli bitki biiyiime diizenleyici ortamlarinin ¢imlenme yiizdesi, bitki basina
siirgiin sayist, kok olusumu yiizdesi, eksplant basina kok sayisi, kok
uzunlugu ve yaprak alan1 Ozellikleri {izerine etkisinin ortalama

karsilastirilmasi

MS Kiiltiir

Ortam Cimlenme Eksplant Kok Eksp|ant Kok Yaprak
B o1

NAA BAP | Oram astnd foum Basina Uzunlugu | Alam
Siirgiin Oram 2

(mg/l) (mg/l) (%) Kok Sayis1 | (cm) (cm?)
Sayisi (%)

0.1 | 0.15 97.92 C* 1.000C 93.35B 4.443 A 3.302CD | 4.097 A
0.1 | 0.30 100.0 A 1.044 A 96.94 AB 3.993 ABC | 3.599BC | 4.437A
0.1 | 045 100.0 A 1.033 AB 99.10 A 4178 AB | 4229 A 4.424 A
0.1 | 0.60 100.0 A 1.008 BC 97.49 AB 3.967 ABC | 3.919AB | 4.192A
0.1 | 0.75 99.10B 1.036 AB 93.54 B 3.623 BC 2.859D 3.819A
0.1 | 0.90 99.11B 1.014 BC 96.92 AB 3.63BC 3.538BC | 4.442A
0.1 105 98.12C 1.008 BC 93.33B 3.53C 3.312CD | 4385A

* Her ozellikte (sutunda) ayni harfe sahip veriler, Duncan’in Coklu Aralik Testi’ile P<0,05 diizeyinde
anlamli olarak farkli degildir
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Cizelge 4.8 On muamele ve rejenerasyon ortaminin interaksyonlarmin, calisilan
ozelliklerde ortalama kiyaslamalari

On Rejenerasy| Cimlenme | Eksplant | .. Eksplant Yaprak
Muamele jon Yiizdesi Basina O;)u um Basina Kok Alam
(%) Siirgiin Or:m Kok Uzunlugu  {(cm)
Sayisi (%) Sayisi (cm)
(adet) 0 (adet)
MS BAP
(kontrol) (mg/l)
MS 0.15 1000A* |1000C [1000A | 444AB |[3.74 5.175 ABC
ABCDE
MS 0.30 100.0 A 1.154 A 100.0 A 3.553 AB |2.72 4.677 ABCD
CDEFG
MS 0.45 100.0 A 1133 AB | 1000 A |3.973AB |4.053ABC }4.965 ABCD
D
MS 0.60 100.0 A 1.033BC | 93.30 AB [3.093 AB | 3.40 3.789 ABCD
ABCDEF
MS 0.75 100.0 A 1.099 100.0 A |4.100AB |2.175EFG [5.412 AB
ABC
MS 0.90 100.0 A 1.033BC | 96.66 A 3.167 AB | 2.725 3.692 ABCD
CDEFG
MS 1.05 92.49 C 1.033BC | 86.66 3.170 AB | 2.37 DEFG [3.997 ABCD
ABC
IBA (mg/l) BAP (mg/l)
20 0.15 91.66 C 1.00 C 73.41C 2.580B 1.190 G 2.244 CD
20 0.30 100.0 A 1.00C 96.66 A 3.643 AB |4.170 4.029 ABCD
ABCD
20 0.45 100.0 A 1.00C 1000A | 50A 4.800 AB [3.904 ABCD
20 0.60 100.0 A 1.00C 96.66 A 4595 AB | 4.150 4.087 ABCD
ABCD
20 0.75 100.0 A 1.00C 93.33 AB |4.240 AB | 3.93 3.838 ABCD
ABCDE
20 0.90 100.0 A 1.00C 91.00 AB | 4.065 AB | 4.380 ABC 5.486 AB
20 1.05 100.0 A 1.00C 93.33 AB |3.730 AB | 3.94 4.091 ABCD
ABCDE
BAP (mg/l) BAP (mg/l)
20 0.15 100.0 A 1.00C 100.0 A 4993 A [4.417 ABC 5.505AB
20 0.30 100.0 A 1.02C 93.33 AB | 4.017 AB | 3.690 5.034 ABC
ABCDEF
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Cizelge 4.8 On muamele ve rejenerasyon ortammin interaksyonlarmm, calisilan
ozelliklerde ortalama kiyaslamalar1 (devam)

20 0.45 100.0 A 1.00C 100.0 A | 4.307 AB | 4.863 A 6.041 A

20 0.60 100.0 A 1.00C 100.0 A | 4.340 AB | 4.220 ABC [4.731 ABCD

20 0.75 100.0 A 1.044 BC |100.0 A |3.553 AB | 3.437 4.164 ABCD
ABCDEF

20 0.90 100.0 A 1.022C 1000 A |3.753 AB |3.867 4.790 ABCD
ABCDE

20 1.05 100.0 A 1.00C 100.0 A | 4.063 AB | 3.906 5.724 AB
ABCDE

IBA |BAP BAP

(mg/l)((mg/1) | (mg/l)

20 20 0.15 100.0 A 1.00C 100.0A |5.00 AB 3.860 3.464 ABCD
ABCDE

20 20 0.30 100.0 A 1.00C 97.78 A | 4.760 AB | 3.817 4.006 ABCD
ABCDE

20 |20 0.45 100.0 A 1.00C 9640 A | 3.433AB | 3.2 2.786 BCD
ABCDEF

20 20 0.60 100.0 A 1.00C 100.0 A |3.840 AB |3.907 4.162 ABCD
ABCDE

20 20 0.75 96.40 B 1.00C 80.83 BC |2.598 B 1.892FG [1.864D

20 |20 0.90 96.44 B 1.00C 100.0 A |3.161AB | 3.182 3.571 ABCD

Cc ABCDEF

20 |20 1.05 100.0 A 1.00C 93.33 AB |3.565 AB |3.030 3.957 ABCD

BCDEF

* Her ozellikte (sutunde) ayni harfe sahip veriler, Tukey Testi ile P<0,05 diizeyinde anlamli olarak farkli
degildir

4.6.3 DNA izolasyonu, miktar ve kalite belirlenmesi

Iklime alistirilmis yesil bitkilerden DNA izolasyon islemi yapilmistir ve DNA izolasyon
sonrast Nanodrop (ND-1000) spektrofotometre ile DNA miktar1 belirlenmistir.
Transgenik sayilan bitkilere ait DNA’larin, agaroz jel goriintiisi sekil 4.79°da

gosterilmistir.
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Sekil 4.79 Transgenik sayilan bitkilere ait DNA’larin agaroz jel goriintiisii

4.6.4 GUS testi

GV2260 p35 GUS-INT bakteri hatt1 ile yapilan gen aktarimi sonunda histokimyasal

GUS analizi sonucu sekil 4.80°de gosterilmistir.

/A’/

Sekil 4.80 GV2260 p35GUS-INT bakteri hatti ile yapilan gen aktariminda
histokimyasal GUS analizi sonucunda mavi renge doniisen GUS pozitif
yaprak drnegi
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4.6.5 PCR testi

PCR analizi sonucunda NPT-II genine ait spesifik primer kullanilmis ve aktarilan geni
tastyan transgenik bitkiler teyit edilmistir. Ozen ¢esidine ait PCR analizlerinin agaroz jel

goriintiisti sekil 4.81-4.82°de gosterilmistir.

18 19 20 21 22

Sekil 4.81 Transform varsayilan bitkilerin yapraklarindan PCR + sunucun elde edilmesi
(NPT-II geninin varliginin PCR ile dogrulanmast)

23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

34 35 36 37 C

Sekil 4.82 Transform varsayilan bitkilerin yapraklarindan PCR + sunucun elde edilmesi
(NPT-II geninin varliginin PCR ile dogrulanmast)
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4.6.6 Genetik transformasyon

Seleksiyon ortamdan elde edilen yesil ve canli bitkilerin yiizdesi ve PCR pozitif ve GUS
pozitif bitkilerin ylizdesi, +4 °C uygulamasi yapilan embriyolarda normal embriyolara
gore daha yiiksek olarak belirlenmistir (Cizelge 4.9). Ayn1 zamanda 48 saat siire ile ko-
kiiltivasyon uygulamasina maruz kalan embriyolar, 24 saat ko-kiiltivasyon uygulamasi
goren embriyolara gore iyi sonuglar gostermisler. Yiiksek degerler yesil bitki yiizdesi
(%17.18), pozitif GUS (%15.62) ve pozitif PCR yiizdesi (%14.06) kriterlerinde, 24 saat
soguk uygulamasi ve ardindan 48 saat ko-kiiltivasyona maruz kalan bitkilerde
goriilmistiir ve gen aktarma frekansi daha yiiksek olarak bu grupda belirlenmistir

(Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9 Farkli eksplant muamelesi ve farkli Ko-kiiltivasyon siiresi ile GUS gen
transfer frekansi

Eksplant muamelesi Soguk Kontrol Soguk Kontrol
uygulama (Uygulama uygulama (Uygulama
yapilmayan) yapilmayan)
Ko-kiiltivasyon siiresi (saat) 24 24 48 48
Yasil bitki yiizdesi 15.17 8.75 17.18 3.12
GUS pozitif bitkilerin yiizdesi | 8.92 3.75 15.62 3.12
PCR pozitif bitkilerin yiizdesi | 9.82 6.25 14.06 3.12

Arpanin doniisiim kapasitesi, arpa ve bugdayn iyilestirilmesi i¢in, genomik bir islevsel
aracin gelistirilmesine yol agmistir ve zigotik embriyo i¢in, doku kiiltiir rejenerasyon
protokolii gelistirilmistir. Buna gore soguk uygulamasi nedeni ile meydana gelen
degisiklikler ve ko-kiiltivasyon siiresi ile ilgili degisiklikler, transgenik oraninin

artmasina yol agmaistir.

Transformasyon etkinliginin iyilestirildiginde ii¢ alan g6z oniine alinmaktadir. Birincisi,
hedef dokularda yapilan rejenerasyonun iyilestirilmesi, ikincisi, transformasyon

olaylarin sayisinin gogaltilmasi ve tigiinciisii, transformasyon olaylarin segilebilmesinin
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iyilestirilmesidir. Basarili transformasyon sistemi igin birinci gereklilik dokularin
yiikksek oranda rejenere olabilmeleridir (Harwood 2012). Arpada, hedef dokulari
olgunlasmamis embriyolardir, ger¢i mikrospor (Shim vd. 2009) ve ovul’da (Holme vd.
2008) kullanilmistir ancak olgun embryo ve yaprak bazli tepe meristemlerinin,
olgunlasmamis dokulara oranla avantajlari bulunmaktadir: Bunlardan daha kolay
kullanilmalar1 ve y1l boyunca sezon etkisinin rejenerasyona hi¢ bir problem olmaksizin,

cok miktarda elde edilebilmeleridir (Sharma vd. 2005, Rostami vd. 2013).

Ko-kiiltivasyon kademesi ki onda iki farkli biyolojik elementi (eksplant ve
Agrobacterium) ayni alan ve kosullar1 paylagmaktadir, kritik ve karmasik bir siirectir bu
yiizden ¢ok sayida parametreler her iki partneri tatmin etmek ve basarili bir sonuca
varmak i¢in test edilmelidir. Ayrica alici hiicrenin direncini azaltlmak igin (tiyol
bilesikleri, antioksidanlar) veya hiicre duvarina niifuzu kolaylastirmak igin kimyasal
maddelerin iizerine ¢alisilmistir. Bunlardan Asetosiringon (AS), viriilans genlerinin

uyarilmasi i¢in gerekli olan bir bilesiktir (Atif vd. 2013).

Bugdaygillerde, ki tipik olarak Agrobacterium igin iyi barindirict degillerdir, optimum
sartlardan sapma ¢ok zor tolere edilmektedir. Ko-kiiltivasyon sirasinda meydana gelen
gen aktarimi igin en kritik etkileyen degiskenler besin konsantrasyonu, sicaklik,
asetosiringon’ nun olmast ve Kkonsantrasyonu, ve onun muamele siiresidir. Vir
genlerinin  ekspresyonunu indiikkleyen transformasyon islemlerinin  basinda,
transformasyon faktorlerinin birlikte hareket ettigi one siiriilmektedir (He vd. 2010,
Manfroi vd. 2015).

Bitkilerde uidA, veya GUSA ¢ok yaygin kullanilan raportor genidir ki f-glukuronidaz
(GUS) enzimini kodlayan gendir. Bu enzim kromogenik (renk tireten) X-gluc (5-bromo-
4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronic acid) substratt bolerek GUS enzim aktivitesini
gosteren bitki hiicrelerinde ¢dzlilemeyen mavi rengin iiretimine neden olmaktadir. Bitki

hiicreleri kendileri higbir GUS aktivitesini ihtiva etmemektedirler buyiizden belli
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hiicrelerde X-gluc ile lekelenme neticesinde iiretilen mavi renk bu hiicrelerde GUSA-
kimerik genin transkripsiyonunu yiiriiten promotoriin aktivitesini gostermektedir. GUS
testi kolay yapilabilir, duyarli, nispeten ucuzlu, son derece giivenilebilir, saglamli,
Ozellestirilmis ekipmana ihtiyag duymayan ve son derece gorsel olan bir yontemdir

(Karcher 2002).

Kombine uygulamalarin diger monokot tiirlerinin doniisiimiinii tesvik edip etmedigini
arastirmak amaci1 ile Zhang vd. (2013), celtik ve cavdar eksplantlarini ko-
kiiltivasyondan oOnce, soguga ve L-glutamine maruz birakarak, transformasyon
olaylarinin sayisinin,s oguk sok veya L-GIn muamelesi uygulandiginda % 20 arttirdigini
bildirmislerdi. Buna ek olarak soguk muamelesinin, enfeksiyondan sonra kallusun
kahve range doniismesini bilyiik olglide azalttigini belirtmislerdir. Ayrica, arastirma
soguk soku muamelesinin, Arabidopsis’in  kok pargasi transformasyonunu

kolaylastirdigin1 gostermektedir.

Nguyen vd. (2007) tarafindan yapilan diger bir c¢alismada, sorgunun
transformasyonundaki fenolik bilesiklerin {iretimini simirlamaya odaklanmistir ve
embriyo eksplantlarinin ayrilacagi olgunlagmamis tohumlarin, soguk 6n-muamelesi,
hem eksplant gelismesinde, hem de kallus olusmasinda olumlu bir etkiye neden
olmustur. Olgunlasmamis tohumlarin bir giinlik +4 °C’de olan soguk muamelesi,
olgunlagsmamis embriyolardan kalus olusumunu 6nemli 6lcilide iyilestirmis ve sik alt

kiiltiir ihtiyacini azaltmistir.

Diger taraftan, ko- kiiltivasyon siiresinin, doniisiim verimliligi iizerinde etkili oldugu
aciklanmistir. Bu silirenin, daha az doniisiim sikligindan veya uzun siireli ko-
kiiltivasyon siiresinden dolayr Agrobacteriumun asir1 ¢ogalmasindan kagimmmak igin,
onceden belirlenmesi gereklidir. Ornek olarak Li vd. (2017) tarafindan yapilan bir
aragtirmada, soya fasulyesi (Glycine max) yarim-tohum eksplantlarin1 Agrobacterium

ile enfekte etmek igin stvi CCM’de siispanse edilmistir. Agrobacterium ile birlikte 3, 4,
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5 ve 6 giinliik ko-kiiltivasyon siiresinden sonra, eksplantlar GUS boyama islemine tabi
tutulmustur ve sonuglar, 3- 4 giinliik siirede eksplantlarin neredeyse sari, ancak 5 ve 6

giinliik siirede mavi renge doniistiigiinli gostermistir.

Diger bir arastirmada, Bakla (Vigna radiata L.)’de kotiledondan gelisen bogum
eksplantlarmin  Agrobacterium aracili genetik transformasyonunun optimizasyonu
sirasinda, 3 giine kadar ko- kiiltivasyonun uzamis siiresinin, transformasyon frekansini
arttirdigini gostermistir. Ancak Kko-kiiltivasyonun siiresinde olan daha sonraki artis,

bakterilerin fazla ¢ogalmasina neden oldugundan doniisiim sikligini azaltmistir (Yadav

vd. 2012).

Ayrica, 6n- uygulama ve ko-kiiltivasyon siirelerinin optimizasyonuna yonelik, baska bir
arastirmada, farkli 6n kiiltiir ve ko-kiiltivasyon siireleri, (Moringa oleifera Lam.) bitki
eksplantlarinda test edilmistir ve 6n muamelesiz dogrudan enfeksiyonun ve 0, 1, 2 ve 4
glinliik siireden 2 giinliik bir ko- kiiltivasyon siiresinin maksimum GUS ekspresyonuna
neden oldugu bulunmustur. Bakteriyel li¢ (leaching) nedeniyle daha uzun 6n kiiltiir ve

ko- kiiltivasyon donemleri olumsuz etkilere neden olmustur (Zhang vd. 2017).

Baska bir arasgtirmada, ilk sekanslanan model agac, nisqually-1’in transformasyon
sikligin1 etkileyen faktorleri degerlendirmek i¢in Li vd. (2017) ko- kiiltivasyon siiresinin
dontisim verimliligini etkiledigini gostermistir ve 2 giinliik ko- kiiltivasyon, GUS

pozitif siirglinlerin en yliksek frekansiyla sonuglanmastir.

Ayrica bir¢ok ¢alisma, abiyotik streslere karsi artan toleransda, transgenik yaklasimlarin
basarili oldugunu goéstermektedir. Ornegin turunggil LEA geni (COR19) transgenik
tiitiiniin soguk toleransini artmigtir (Hara vd. 2003). Benzer sekilde bugday dehidrin
WCO410’u ifade eden transgenik g¢ilek yapraklarinin donma toleransit ¢ogalmistir
(Houde vd. 2004). Celtikte TPP1’in (trehaloz- 6- fosfat fosfataz) asir1 ekspresyonu,

celtigin soguk toleransini artmistir (Ge vd. 2008). Trehaloz, bir stres koruma metaboliti
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olarak islev goriir ve disakkaritleri azaltmadigindan dolayi, trehaloz birikimi, diger

abiyotik streslerin yani1 sira soguk toleransini da ¢ogaltmistir (Jang vd. 2003).

Bu arastirmada, olgun embriyolar ara¢ligiyla hizli, etkin ve yeniden tiretilebilir in vitro
rejenerasyonu ve Agrobacterium bazli transformasyon sistemi gelistirilmistir. Bizim

elde ettigimiz sonuglar, Rostami vd. (2013) sonuglariyla karsilastirilabilmektedir.
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5. SONUC

Soguga alistirma sirasinda gen ifadesinde degisimin meydana geldigini bilerek, soguk
aklimasyon arastirmalarinda, soguga tepki veren genleri tanmimlamak ve soguk

toleransinda nasil bir rol oynadiklarini belirlemek en 6nemli amag olmustur.

10 giin boyunca kiiltiir arpa genotiplerinde hiicresel su potansiyelinin 6l¢timleri yapilan
calismasinda, soguk stres altinda CBF1 geninin ekspresyon diizeylerinde goriinen
degisiklikler, yaprak-su potansiyeli ile yakindan iligkili oldugu bulunmustur. Bu
sonuglara gore, Keser kislik genotipi olarak, soguk stresinin ilk giiniinde, yiiksek su
potansiyeli kaybiyla birlikte bu zaman noktasinda CBF1 gen ekspresyonunda diger
genotiplere gore daha fazla azalma gostermistir. Ek olarak, Ozdemir kishik genotipi
olarak, soguk stresinin ilk giiniinde CBF1 geninin ekspresyonundaki yiiksek artisla
beraber, daha diisiik su potansiyeli kaybi1 gostermis ve bu egilim stresinin sekizinci

giiniinde de gozlenmistir.

Calismamizda, soguk stresinin yanitinda CBF1 geni COR genlerinin ekspresyon
diizeyini etkilemekten daha fazla, hiicre su potansiyelinin kontrolii ile ilgili oldugu
ortaya ¢ikmustir. Bu sonuglar, soguga duyarli bitki tiirlerinin soguga ve kuraklik
streslerine karsi toleransini arttirmak i¢cin CBF benzeri genleri tanimlama ve karakterize
etme c¢abalarin1 desteklemektedir, ayrica stres kosullarina karsi toleransi gelistirmek
icin, indiiklenebilir prométerler altinda ¢ok sayida strese bagli gen aktarilmasi yerine,

birkag anahtar diizenleyici genin aktarilmasiyla gergeklestirilebilmektedir.

Calismada elde edilen sonuglar, soguga alistirilmis bitkilerde stres toleransi
fenomeninin arttiritlmasinin ¢oklu savunma sistemleri tarafindan saglanabilecegini
dogrulamaktadir. Bu aktif savunma sistemleri, ayni zamanda, alisilmis bitkileri diger

stres kosullarindan da koruyabilecegi sdylenebilir.
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Genel olarak, CBF1 ve CBF9 gibi esas anahtar geni (genleri) aktararak, stres toleransli
bitkilerin miihendisligi, stres hasarmi en aza indirmek icin etkili bir yaklasim

olabilmektedir.

Kislik genotipler arasinda Orza genotipi sogugun ilk giiniinde arastirilan genlerin
hepsinde ifade azalmasi gostererek, en ¢ok soguktan etkilenen genotip olarak
belirlenmistir. Ancak soguk stresinin 8. giiniinde arastirilan genler bakimindan ifade
degisikligi gostermemistir ve birinci giine gore strese karsi daha toleransh bir profil
sergilemistir. Keser ve Zeynel agagenotipleri soguk stresinin ilk giiniinde arastirilan
genlerde diisiikk ekspresyon diizeyleri gostermek ile birlikte Orza genotipinden sonra
soguktan ¢ok etkilenenler arasinda yer almak ile birlikte, stresinin 8. giiniinde birinci
giin ile kiyasda daha duyarli davranis sergilemislerdi ve soguga karsi uyum

gostermeyen genotipler olarak belirlenmislerdir.

stresinin 1. giiniinde Ince ve Yalin genotipleri strese kars1 yiiksek COR14b ve DHNS8
transkript diizeylerini gostermek ile beraber en iyi yanit gostereren genotipler olarak
tanimlanmiglar ve stresinin 8. giiniinde yabani arpa genotiplerine benzer davranig
sergiyelerek, tekrar soguga karst en iyi yanit gOsteren genotipler olarak
belirlenmiglerdir. Genel olarak bu iki genotip stresin farkli noktalarinda soguga karsi

sabit ve iyi sonug vermisler.

Kalayci ve Tarm, Yali ve Ince genotiplerine benzer sekilde soguk stresininin birinci

ve 8. giinlerinde strese kars1 iyi ve kararli reaksiyon gosteren genotipler olmuslardir.

Aydan hanim genotipi ise soguk stresinin ilk giiniinde soguktan 6nemli derecede
etkilenen genotipler sirasinda yer almakla birlikte stresin 8. giiniinde COR14b geninde
artis olmus; toleransini soguga karsi artmistir, ancak CBF1 ve DHN8 genlerinde 6nemli

derecede ifade azalmasi gostererek yaprak-su potansiyeli belirgin sekilde azalmistir.
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Gen aktarim caligmasinda, eksplantlarin soguk ile muamele edilmeleri, farkli ko-

kiiltivasyon diizeylerinde kontrol eksplantlarina gére yeni sonuglar ortaya ¢ikarilmistir.

Boylelikle, soguk muamele sadece rejenerasyon verimliligini kontrolden daha fazla
tyilestirmekle kalmamig, ayn1 zamanda bitkinin ko-kiiltivasyon slirecine olan tepkisinin

egilimini degistirerek 24 saatlik ko-kiiltivasyon siiresi daha iyi sonuca neden olmustur.

Arpada zigotik embriyolardan elde edilen bitkiciklerin doku kiiltiirli rejenerasyonu igin
bir protokol gelistirilmistir; yapilan belirli degisiklikler, eksplantlarin soguk muamelesi

ile ilgili degisikliklerle birlikte transgen oraninin artmasiyla sonuglanmistir.

Bu sonuglarin arpa soguk muamele ¢alismalarinda kullanilabilmesi miimkiindiir. Ayni

zamanda germplazm’da gen bazli markorlerle yapilan segimlerde kullanilabilecektir.

Gen ifade analiz ¢alismalarinin sonucu olarak elde ettigimiz bu sonuglar, genetik
miithendisligi katkisi ile birlikte, CBF1 ve CBF9 genlerinin bu bitkiye aktarilmasi

yontemi ile soguga tolerans yeteneginin arttirilmasina yardimci olabilecektir.

Sonug olarak Kalayc1 97, ince 04, Ozdemir 05, Keser, Unver, Aydan hanim, Zeynel
aga, Tarm 92, Orza 96, Ozen ve Yalin tescilli arpa gesitleri ve Hordeum spontaneum
(NE)-3 ve Hordeum spontaneum (NE)-7 olan yabani arpa genotipleri ile yapilan
calismada Ozen ¢esidi soguga duyarli, Ince ve Yalin cesitleri ise soguga dayanikli
olarak belirlenmistir. Soguga dayaniklilik amaci ile yapilan 1slah ¢aligmalarinda bu iki

c¢esidin anag olarak kullanilabildigini soylemek miimkiindiir.
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