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Tahıllarda adaptasyon kapasitesinin farklı bileĢenlerin ve onların rolünü tanımlamak amacı ile11 tescilli 

arpa genotipinin yaprak-su potansiyel (MPa) değiĢimi olarak hücresel fizyolojik reaksiyonlarının 

değerlendirilmesi, soğuk stresine karĢı kontrol ve soğuk uygulama (+4 °C) koĢullarında ve 5 haftalık 

bitkiler üzerinde, 10 gün boyunca basınçlı bomba PMS aletleri ile yapılmıĢtır. Soğuk stresinde, bitkilerin 

yaprak-su potansiyeli (-0.68 MPa) kontrolden (-0,53 MPa) önemli ölçüde farklılık göstermiĢtir. Soğuğa 

duyarlı HvCBF1, CBF9, COR14b, DHN8 genlerin 11 kültür ve 2 yabanı arpa  genotiplerinde GAPDH 

kontrol geni ile gerçek zamanlı kantitatif PCR yöntemi ile kontrol ve soğuk alıĢtırma koĢullarındaki 

transkript değiĢikliklerin araĢtırılması sonucunda, HvCBF1 gen transkript  miktarının bu bitkideki yaprak-

su potansiyel değiĢimleri ile ilgili olduğu belirlenmiĢtir. Sonuçlara göre çalıĢılan genotipler arasında en 

düĢük su potansiyel kaybına sahip olan bitkiler bu genin en yüksek ekspresyon düzeyi göstermiĢtir. Genel 

olarak değerlendirildiğinde elde edilen sonuçlar, HvCBF1 geninin; tahıllarda soğuk ve su stresi toleransını 

arttırma yönunde etkili bir gen olabileceğini açıklamaktadır. 

Bu çalıĢmada; arpada T-DNA transfer potansiyelinin iyileĢtirilmesi için gen transferi ile ilgili bazı 

faktörler tekrar değerlendirilip, optimize edilmiĢtir. Bu faktörler in vitro rejenerasyon, eksplant 

uygulamaları ve ko-kültivasyon süresi ile ilgili olmaktadır. Bu amaçla, Özen genotipinin, zigotik 

embriyoları (MS ortamında 24 saat soğuk muamelesi (+4 °C) yapılan embriyolar ve kontrol embriyolar), 

p35 GUS-INT plazmidini barındıran Agrobacterium tumefaciens GV 2260 suĢu ile muamele edilmiĢtir.  

Daha sonra 24 ve 48 saat ko-kültivasyona tabi tutulmuĢtur. En yüksek transformasyon 24 saat soğuk 

iĢleme tabi tutulan ve ardından 48 saatlık ko-kültivasyon süresindeki eksplantlardan elde edilmiĢtir. 
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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 ÜNVER ĠKĠNCĠ 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 HvCBF1, CBF9, COR14b, DHN8 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 quantitative 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 Özen 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. 
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Key Words: Leaf Water Potential, Cold–responsive genes, HvCBF1, Transformation, Agrobacterium 
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1. GĠRĠġ 

Arpa (Hordeum vulgare L.); Poaceae (Gramineae) familyasından serin iklim tahılları 

içerisinde rejenerasyon kabiliyeti en yüksek olan tür olup, yazlık ve kıĢlık ekimi 

yapılabilmektedir. Kültürü yapılan arpalar Hordeum vulgare distikon (iki sıralı) ve 

Hordeum vulgare heksastikon (altı sıralı) olup, kromozom sayıları 2n=14’tür. Yabani 

arpa; H. spontaneum’da kromozom sayıları 2n=14, 28, 42 olarak görülmektedir (Kün 

1996). Arpanın haploid hücrelerinde 5.3  10
9
 baz çifti boyutunda yaklaĢık 5.5 pg 

(110
-12 

g) ağırlığında DNA bulunmaktadır (Bennet ve Smith 1976).  

Arpa dünya da mısır, buğday ve çeltikten sonra, Türkiye’de ise buğdaydan  sonra en çok 

ekim alanı ile üretime sahip olan en önemli tahıl cinsidir. Buğday ve arpa çoğunlukla 

dünyada 30°- 60° Kuzey ve 27°- 40° Güney arasındaki enlemlerde yetiĢen serin iklim 

tahılıdır.  Arpa (Hordeum vulgare L.), iyi bir Ģekilde abiyotik streslere karĢı adapte 

olduğu için dünya çapında uygun olmayan koĢullarda da en yaygın ekilen ve kuru ekim 

Ģeklinde tarımı yapılan önemli bitkiler arasında yer almaktadır (Baum vd. 2007). 

Arpa yetiĢtiriciliğinde temel hedef ıslah çalıĢmalarıyla malt ve yem kalitesinin 

yükseltilmesi yanında tane verimi yüksek genotiplerin elde edilmesidir. Bunun yanında, 

soğuk ve kuraklık gibi çevre faktörlerine, hastalık ve zararlılara karĢı dayanıklı hatların 

elde edilmesine çalıĢılmaktadır.  

Kuraklık ve soğuk stresi arpa üretimini sınırlandıran en önemli faktördür. Son 

zamanlarda kıĢlık tahılların, kıĢ aylarında düĢük sıcaklıklarda (donlu günler) 

yaĢamlarını sürdürülebilmeleri için soğuğa alıĢma ve dona karĢı tolerans geliĢtirmeleri 

yönündeki çalıĢmalar önem kazanmıĢtır. Soğuğa tolerans bir poligenik özellik olup, çok 

sayıda gen tarafından yönetilmektedir. Bu kompleksin (multigenik özelliklerin) 

moleküler incelenmesi, ilerdeki zamanda kullanılarak soğuk ve dona karĢı toleranslı 

arpa ve diğer tahıl çeĢitlerinin geliĢtirilmesine yardımcı olacaktır.  
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Sadece yerküredeki alanın toplamda üçte biri buzsuz olarak tanımlanmaktadır ve 

alanının yaklaĢık %42’si -20 °C sıcaklığa maruz kalmaktadır. Böyle koĢullarda 

bitkilerin düĢük sıcaklıklara karĢı dayanıklı olmaları için belli mekanizmalara bağlı 

olması gerekmektedir. Soğuk stresi soğuk (0–15 °C) ve don (<0 °C) stresleri olmak 

üzere ikiye ayrılır. Su yokluğu dıĢında, düĢük sıcaklık dünyada bitkilerin verimliliğini 

ve coğrafi dağılımını sınırlayıcı olan en önemli çevresel faktörlerdendir (Thakur vd. 

2010, Theocharis vd. 2012).  

Son yıllarda bitkilerin don sıcaklıklara karĢı adapte olmaları ile ilgili çalıĢmalar önem 

kazanmıĢtır. Bitkilerde soğuk adaptasyonu, dondurucu tepki ve genelde çevresel stres 

ile ilgili genleri daha iyi tanımlamak için birçok moleküler biyoloji çalıĢmalar 

yapılmıĢtır (Gusta ve Wisniewski 2013). 

DüĢük ama dondurucu olmayan sıcaklıklara maruz bırakılarak streslerin üstesinden 

gelmek için bitkiler gen ifadesinde değiĢiklikler meydana getiren olayların 

basamaklarını tetikleyebilir ve böylece toleranslarını arttıran biyokimyasal ve fizyolojik 

değiĢiklikler baĢlatabilir ki bu olay soğuk veya don aklimasyonu olarak bilinmektedir 

(Theocharis vd. 2012). Buğday ve arpa bitkilerin soğuk aklimasyonu aracılığı ile soğuk 

stresinine karĢı tolerans kazandıkları bilinmektedir (Theocharis vd. 2012, Li vd. 2014a). 

Soğuk stresinde, bitkinin hücresel su ve iyonik dengeleri olumsuz etkilenmekte ve 

bünyesinde oluĢan biyolojik değiĢikliklerinden dolayı gen ifadeleri yeniden 

programlanmaktadır (Xiong vd. 2002, Jeon ve Kim 2013). Bitkiler, stres sinyalini 

algılayarak, çeĢitli sinyal iletim yolları ile bu sinyali iletirler ve sonuçta metabolik 

süreçlerini düzenleyerek soğuk stresi ile baĢa çıkmak için yeni mekanizmalar 

geliĢtirirler (Zhou vd. 2008). 

DüĢük sıcaklıklarda bitkiler, soğuk aklimasyonu ile çeĢitli derecelerde donma toleransı 

göstermektedir (Sakai ve Larcher 1987). DeğiĢikliklerin büyük bir kısmı aĢırı gen 
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ifadesi ile iliĢkilidir, örneğin transkriptom analizleri Arabidopsis’de yaklaĢık 1000 genin 

soğuk sıcaklıklar aracılığıyla düzenlendiğini göstermektedir (Zeller vd. 2009, Park vd. 

2015). Günümüze kadar soğuğa karĢı sorumlu olan genler belirlenerek çoğunun 

dehidrin ve osmolitlerin, antioksidasyon enzimlerinin ve absisik asit bileĢenlerinin 

yapımında rol oynadıkları bilinmektedir (Chinnusamy vd. 2010). Tuzluluk ve kuraklık 

gibi abiyotik streslere benzer olarak soğuk stresi, transkripsiyon faktörlerini kodlayan 

çok sayıda sorumlu geni indükler (Lee vd. 2005). Soğukta indüklenen transkripsiyon 

faktörleri arasında C tekrar-bağlama faktörleri olarak bilinen (CBFs/dehydration-

responsive element binding factors 1 (DREB1s) birçok transkripsiyon faktörü özellikle 

dikkat çekicidir çünkü bu gen grubu C tekrar/dehidrasyon cevap elementine (CRT/ 

DRE) bağlanabilir ve çok sayıda alt genini (downstream genes) aktif edebilir (Fowler ve 

Thomashow 2002, Medina vd. 2011). 

 Son zamanlarda soğuk stresinine yanıt olarak çok sayıda küçük veya mikro RNA’ları 

(miRNA’s) kodlayan genler belirlenmiĢtir (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). Arpanın referans gen dizisi tam olarak yayınlanmıĢtır (The International 

Barley Genome Sequencing Consortium, 2012). Arpa, Gramineae familyasında su 

kaybı stresinine, özellikle de kuraklık ve tuzluluk stresleri açısından nispeten çok 

tolerant türlerden biri sayılmaktadır (Colmer vd. 2006). Arpa ve buğday soğuğa maruz 

kaldığında iki tür yanıt meydana gelmektedir: Soğuk aklimasyonu; dona karĢı toleransı 

iyileĢtirmek için kısa zaman yanıt ve ikincisi: Vernalizasyon; vejetatif gibi çok tolerant 

fazdan daha duyarlı ve hasass üreme faza erken geçiĢi önlemek için uzun süreli 

geliĢimsel yanıtdır (Kosová vd. 2008a). 

KıĢlık tahıllarda olduğu gibi kıĢlık arpada donmaya karĢı tolerans, esas olarak düĢük 

sıcaklığın kontrolü altında geliĢir. DüĢük sıcaklık ve daha sonra donma sıcaklıklarında 

bile soğuğa karĢı aklimasyonu, birçok moleküler, biyokimyasal ve fizyolojik 

değiĢikliklere neden olmaktadır. Dona tolerans, kıĢ mevsiminin dayanıklılığının ana 

bileĢenidir. KıĢlık arpa, kıĢlık buğday ve kıĢlık çavdara göre donma zararına karĢı çok 
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duyarlıdır. ġiddetli kıĢlar bu üründe yoğun kıĢ zararına neden olabilmektedir. Özellikle 

ılık ve yağıĢlı iklimden sonra ve bitkiler karla kapalı olmadığında, hafif donlar bile çok 

tehlikeli olabilmektedir (Tantau vd. 2004).  

Klasik ıslah ile kıĢlık tahıllarda soğuğa karĢı direnç geliĢtirme ile ilgili çalıĢmalarda, son 

yıllarda, muhtemelen gen havuzlarındaki sınırlı genetik varyasyona bağlı geliĢmelerde 

yavaĢlama görülmektedir (Limin ve Fowler 1993). Öte yandan, alıĢtırma iĢleminin 

poligenik kontrolü nedeniyle kıĢlık tahıllarda bu özellik için moleküler ıslah bugüne 

kadar baĢarılı olmamıĢtır.  

Bu çalıĢmada kıĢlık arpalarda soğuğa karĢı alternatif bir yol olarak, doku kültüründe 

somaklonal varyasyona dayalı bir biyoteknolojik yaklaĢım geliĢtirilmeye çalıĢılmıĢtır. 

AraĢtırmalar, kıĢlık arpa ve kıĢlık buğday dahil olmak üzere birçok araĢtırma 

merkezinde soğuğa karĢı direncin sağlanmasında bitkilerdeki prolin düzeyinin 

genotiplere özgü olarak don ile pozitif korelasyon gösterdiğini ortaya koymuĢtur.  

Ayrıca, prolinin, abiyotik stres altındaki bitkilerde koruyucu iĢlevlere sahip olduğuna 

dair kanıtlar da bulunmaktadır (ozmotik stres için: Delauney ve Verma 1993; donma ve 

tuzluluk stres için: Nanjo vd. 1999). Bu nedenle, arpa bitkisinde prolin düzeyini 

arttırmak için herhangi bir prosedürün donma toleransında bir artıĢa neden olması 

gerektiğini varsaymak mantıklı görünmektedir. 

Stres toleranslarını arttırmak için gen mühendisliği ile prolin biyosentez veya bozulma 

sistemini manipüle etme giriĢimleri de baĢarılı olmuĢtur. Tütün (Nicotiana tabacum) ve 

buğday (Triticum aestivum) bitkilerinde tuzluluk toleransının geliĢtirilmesi, prolin 

sentezi, 1-pirrolin-5-karboksilat sentetazi, 'P5CS' enziminin aĢırı ekspresyonu ile elde 

edilmiĢtir (Hong vd. 2000, Sawahel ve Hassan 2002). Prolin ayrıĢmasının antisens 

baskılanması ile prolin Arabidopsis’de donma ve tuzluluk toleransını geliĢtirmeyi 

baĢarmıĢtır (Nanjo vd. 1999).  
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Bu tez kapsamında yapılan çalıĢmanın amacı; Türkiye’de bulunan 11 adet kültür 

genotip ve 2 adet yabani arpa hattının soğuğa toleransı ile ilgili direnç düzeylerini 

belirlenmek ve seçilmiĢ genotiplerden soğuğa dirençli arpa çeĢitlerinin ıslah 

çalıĢmalarında kullanılma olanaklarını araĢtırmaktadır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1 Soğuk Stresinin Fizyolojik Etkileri 

Stres, önemli fizyolojik ve metabolik değiĢimlere yol açarak bitkilerde büyüme ve 

geliĢmeyi olumsuz Ģekilde etkilerken, üründe nitelik ve nicelik kaybına (ürün kalitesinin 

ve miktarının azalmasına), hatta bitkinin veya organlarının ölümüne yol açabilmektedir. 

Fizyolojik adaptasyon, subselüler yapıların stabilitesi, antioksidasyon ve ozmotik 

değiĢiklikler anlamına gelmektedir (Medina vd. 2011). 

2.1.1 Soğuk yanıtı ve bitki hormonları 

DüĢük sıcaklık, bitki adaptasyonunun çeĢitli yönlerini, örneğin donma toleransını, bitki 

büyümesini, abiyotik direnci ve yaĢlanmayı etkilemektedir (Lissarre vd. 2010). Bitki 

hormonları arasında ABA, oksin, gibberellik asit (GA), salisilik asit (SA) ve etilen, 

soğuk yanıtıyla pozitif veya negatif Ģekilde ilgilidir. DüĢük sıcaklıklara yanıt olarak 

ABA düzeyi yükselmekte, ayrıca CBF genler, dıĢarıdan ABA kullanmasının sonucunda 

indüklenmektedir (Knight vd. 2004). Bu gözlemler, vernalizasyon ile iliĢkili soğuk 

sinyalizasyonun, ABA için geçersiz olduğu ile tutarlıdır (Chandler vd. 2000, Liu vd. 

2002). 

Sıcaklığın bazı bitkilerin yapısı üzerinde büyük etkisi bulunmaktadır. Örneğin, oksin ve 

GA direkt olarak sıcak koĢullarda hücre uzamasıyla iliĢkili iken (Penfield vd. 2008), 

Arabidopsis’deki soğuk uygulaması GA-katabolize eden enzimi kodlayan GA 2-oxidase 

geninin ifadesini çoğaltmakta, ancak GA-biyosentez eden enzimi kodlayan GA 20-

oxidase genini baskılamakta; bu durum ise Rht3 adlı buğday çeĢidinin 20 °C altında 

bodur fenotipi gösterdiğini, 10 °C altında ise normal büyüklüğüne ulaĢtığını ortaya 

koymuĢtur. Bu çeĢidin GA sinyalleĢmesinde eksiklik olması, GA sinyalinin sıcaklığa 

bağlı hücre büyümesinde önemli olduğunu göstermektedir (Tonkinson vd. 1997). Soğuk 

veya serin koĢullarda iç GA ve oksin düzeylerinin düĢmesi, Rht3 çeĢidindeki bodurluğa 
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yol açmaktadır. Öte yandan, DELLA proteinlerin birikmesi, CBF1/DREB1B-genin 

overekspresyonu yapılan bitkilerde kısmen büyümenin gecikmesine neden olduğu 

bilinmiĢtir (Achard vd. 2008). Bu protein proteazom araçlığı ile parçalanmakta ve bu 

olayın GA nedeniyle yükseldiği bildirilmiĢtir (Dill vd. 2004), bu yüzden 

CBF1/DREB1B-genin overekspresyonu yapılan bitkilerde büyümenin önlenmesi, GA 

uygulaması ve gai-t6 rga-24 ikili DELLA mutasyonu indüklenmesi ile kaldırılmıĢtır 

(Achard vd. 2008). Bu bilgilere göre, CBF/DREB1-bağımlı sinyal yolağı, DELLA 

protein birikimi modülasyonu nedeniyle bitki büyümesini düzenlemektedir. 

Don sırasında serbest endojen SA ve glikozil SA bileĢimlerinin Arabidopsis ve buğday 

sürgünlerinde biriktiği belirlenmiĢtir (Wan vd. 2009, Kosova vd. 2012) ve SA 

uygulaması pirinç, mısır, buğday ve patates gibi bitkilerin soğuğa karĢı toleransını 

iyileĢtirmiĢtir (Kang vd. 2002, Mora vd. 2005, Tasgin vd. 2006, Hara vd. 2012) ancak 

buna rağmen, bu bileĢiğin yüksek konsantrasyonu ve sürekli uygulaması büyümenin 

gecikmesine neden olduğu da bilinmektedir. SA’ları yüksek oranda biriken cpr1 

(patojen ile ilgili gen 1’in esas beyan edicisi) ve acd6 (hücre ölümü hızlandırıcısı 6) gibi 

farklı Arabidopsis mutantlarında bodur fenotip ve dona duyarlılık görülmüĢtür (Scott 

vd. 2004, Miura vd. 2010). 

 ICE1 bir trankripsiyon faktörü 'Helix-Loop-Helix' tipi transkripsiyon faktörleri arasında 

gruplanmıĢtır ve CBF3/DREB1A promotörünü tanımaktadır ve bu nedenle temel soğuk 

sinyali düzenleyicilerinden sayılmaktadır (Lissarre vd. 2010). Ayrıca, ice1 mutant’ında 

SA-indüklenebilir genler çoğalmaktadır (Chinnusamy vd. 2003). Bu sonuçlar, ICE1’in 

soğuk ve SA-sinyal bütünleĢtiricisi olarak önemli iĢlevini göstermektedir. Kalmodulin’a 

yapıĢan transkripsiyon aktivatörü CAMTA3/AtSR1, pozitif Ģekilde soğuk toleransını 

düzenleyebilmek için CBF2/DREB1C promotörünü (Doherty vd. 2009) ve hastalık 

toleransını önlemek için EDS1 promotörünü tanımlamaktadır (Du vd. 2009). Bu 

sonuçlara göre, soğuk ve SA sinyalleri birbiriyle iliĢkilidir.  
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Yaprak yaĢlanması, soğuk stres ile ilgili karmaĢık bir süreçtir (Masclaux-Daubresse vd. 

2007). Arabidopsis’de CBF2/DREB1C overekspresyonu hem doğal, hem de yapay 

olarak indüklenen yaĢlanma koĢullarında, yaĢlanmayı önleyebildiği bilinmiĢtir. Yapay 

koĢullarda, canlılık süreçinin uzatılması karanlık, etilen ve ABA uygulamalarında 

gözlenmiĢtir (Sharabi-Schwager vd. 2010). 

2.1.2 Kloroplast ve soğuk yanıtı 

Yukarıda gördüğümüz gibi, düĢük sıcaklık bitki yapısını etkilemektedir. DüĢük 

sıcaklıkların bitki tarafından nasıl hissedildiği hala bilim insanları için belli olmamıĢtır. 

Bir hipotez, kloroplastın içinde enerji balansı, çevre sıcaklığını almakta olmasıdır 

(Ivanov vd. 2012). Enzimatik faaliyetlerin genellikle düĢük sıcaklığa bağlı olmasına 

rağmen, ıĢık toplama sistemi ortam sıcaklığından etkilenmez. DüĢük sıcaklıkta 

yapraklarda, ıĢık enerjisinin toplama kapasitesi ve metabolik aktivitesi ile bu enerjiyi 

tüketme kapasitesi arasında dengesizlik gözlenmektedir. Bu durum, fazla PSII uyarılma 

basıncına neden olur, bu da PSII’nin geriye döndürülebilir Ģekilde çoğalmıĢ olan 

basıncının azalması ile aĢağı düzenlenmesine neden olur veya geriye dönüĢebilmez bir 

Ģekilde PSII’nin inaktivasyonuna ve D1 reaksyon merkezinin proteinlerine zarar vererek 

fotosentez kapasitesinin önlenmsine neden olur (Oquist ve Huner 2003). Bu süreç 

fotosentez engellemesi olarak adlandırılmıĢtır. PSII’nin fazla indirgenmesi nedeniyle, 

bu dengesizlik reaktif oksijen türleri (ROS) oluĢturulmasına neden olarak fotosentez 

sisteminin bozulmasına ve tüm hücrelerin zarar görmesine yol açmaktadır (Scheller ve 

Haldrup 2005, Tyystjarvi 2013). 

DüĢük sıcaklık koĢullarında fotosntetik CO2 fiksasyonu çok sınırlı olduğu nedeniyle 

fotoönleme düĢük güneĢ radyasyonun’da bile meydana gelmektedir (Takahashi ve 

Murata 2008) dolayısıyla, soğukta uyarılan fotoinhibisyona tolerans, soğuk 

aklimasyonu için bir mekanizma gibi gözükmektedir ve donma toleransı ile yakından 

iliĢkilidir. PSĠE’nin aĢırı azalması aynı zamanda, çavdarda soğuk ile regüle edilen 

genlerin, gen ekspresyonunu tetikleyen sinyallerden biri olabilir, çünkü birkaç soğukla 
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indüklenebilir gen aynı zamanda yüksek ıĢınlama ile indüklenebilir (Ndong vd. 2001). 

Ayrıca, kıĢlık buğday, ıspanak ve bakla gibi soğuğa toleranslı bitkilerde çevre 

sıcaklığına bağlı olarak RubisCO içeriği ve nitrojen miktarına bağlı olarak yüksek 

oranda karbondioksit asimilasyonu sürdürülmektedir halbuki salata, tütün ve çeltik gibi 

soğuğa duyarlı bitkilerde aynı koĢullarda karbondioksit asimilasyonu düĢük kalmaktadır 

(Yamori vd. 2010). IĢık Ģiddeti ve çevre sıcaklığı kloroplastta elektron akıĢ değiĢimi ile 

birlikte, bir sinyal iletim yolağını baĢlatabilmektedir (Ivanov vd. 2012) ve bu, ortam 

sıcaklığına uygun uyum sağlamak için plastidler ve çekirdekler arasındaki gen 

ifadesinin koordinasyonunu açıklamaktadır.  

DüĢük sıcaklıkta fotosentez sisteminin aklimasyonu için farklı strateji ve mekanizmalar 

önerilmiĢtir. Bu stratejilerden biri olan yükselen RuBP rejenerasyonu, tahıllarda, Calvin 

döngüsünden geçen elektron akıĢını ve fotosentetik kapasitesini arttırabilir (Dahlal vd. 

2012a). Bir diğer strateji, PSII tepki merkezi içerisinde meydana gelen aĢırı ıĢık 

enerjisinin fotokimyasal olmayan söndürme ve termal deaktivasyonudur (Ivanov vd. 

2003, Ivanov vd. 2012). Arabidopsis PSII ve PSI balansını soğuk yanıtında 

fosforilasyon ve LHCII taĢınması araclığıyla modifiye edebilmektedir (Nellaepalli vd. 

2012). Bu hipotezin pek çok fizyolojik kanıtı var iken, genetik veya moleküler 

düzeyinde az bilgi bulunmuĢtur ve moleküler mekanizmaların açıklanması 

gerekmektedir.  

2.1.3 Soğuk yanıtı ve suda çözülebilir karbonhidratlar 

Suda çözülebilir karbonhidratlar (WSCs) abiyotik stres esnasında koruyucu rol 

oynamaktadırlar. Bunlar soğuktan koruyucu olarak (Sangwan vd. 2001) osmolitlerden 

koruyucu olarak ve sinyal kaynağı olarak belirlenmiĢlerdir. Ayrıca reaktif oksijen 

türlerinin nötrleĢmesinde (Mauger vd. 2012) ve abiyotik stres esnasında zar 

stabilitesinde (Xu vd. 2008) rol oynamaktadırlar. Soğuk aklimasyonun çoklu bileĢiklere 

sahip olan, karmaĢık süreç olduğu ve birkaç düzenleyici mekanizmalar tarafından 

kontrol edildiği bilinmektedir (Mazars vd. 2011). 
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2.1.4 Yaprak-su potansiyeli 

Soğuk stresi çok karmaĢık bir özellik olarak farklı metabolik yolları, gen regulasyonu ve 

hücre kompartımanı içermektedir ki sonuçta soğuğa alıĢtırma sırasında doku 

hidrasyonunda önemli ölçüde düĢüĢe neden olmaktadır. Ayrıca, kanıtlara göre soğuk 

stre-si olmadan, kuraklık stresi tek baĢına farklı bitki türlerinde soğuğa karĢı toleransı 

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

Kuraklık, tuzluluk ve donma, abiyotik stresi olarak, bitki hücrelerine suyun 

sağlanmasını düĢürmektedirler. Bu düĢüĢ, su ptansiyelinin azalmasıyla yansıtılmaktadır. 

Normalde bitkiler düĢük su potansiyeli ve ona bağlı olan strese, suyun 

alımındandeğiĢiklikler yaparak dayanmaktadırlar ve bunu çozunen maddelerin 

biriktirilmesi, hücre zarlarının özelliklerinin değiĢtirilmesi, koruyucu proteinlerin 

sentezlenmesi ve bazı mekanizmalar araçlığı ile ve hücrede meydana gelen hasarların 

onarılması yoluyla yapmaktadırlar (Verslues vd. 2006).  

2.2 Soğuk Stresininin Morfoloji Üzerine Etkileri 

Soğuk stresi bitki büyüme ve geliĢmesini olumsuz etkileyen önemli çevre faktörlerinden 

biri olması kabul edilmektedir. ÇeĢitli çevresel değiĢiklikleri hisseden bitkilerin 

vazgeçilmez organlarından biri olan yapraklar, fotosentez, madde metabolizması ve su 

geri dönüĢümünde kritik roller oynamaktadır. DüĢük sıcaklıklarla karĢılaĢıldığında, 

yapraklar değiĢen çevreye uyum sağlamak için morfogenezlerini değiĢtirebilir. Örneğin, 

Osa-miR319’da aĢırı ifade gösteren transgenik tavus otu (Agrostis stolonifera) 

bitkisinde abiyotik stres koĢullarında kalın ve geniĢ yapraklar, ağırlık/alan oranının 

yükselmesi ve yaprak kutikülünde mum kaplamasının iyileĢmesi gözlenmektedir (Zhou 

vd. 2013). Ayrıca, Osa-miR319’da aĢırı ekspresyonu olan çeltik bitkileri artan yaprak 

geniĢliği ve yüksek soğuk toleransı göstermiĢtir (Yang vd. 2013). Benzer Ģekilde, 

miR394’ü aĢırı ifade eden transgenik Arabidopsis bitkileri genellikle geniĢleĢmiĢ yaprak 

alanına ve yukarıya doğru kıvrılan yaprak fenotipine sahiptirler (Song vd. 2012). 
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miR394’de overekspresyon gösteren bitkiler yabani türleri ile kıyaslandığında kuraklığa 

daha yüksek dayanıklılık göstermiĢlerdir (Song vd. 2013). 35S: MIR394 bitkilerinin 

fenotiplerine dayanarak yaprak morfolojik değiĢiminin, düĢük sıcaklık toleransı ile 

yakından iliĢkili olduğu duĢunulmektedir ve daha kalın ve daha geniĢ yaprakların 

abiyotik strese karĢı, geliĢtirilmiĢ bitki direncine katkıda bulunduğu fikrini 

desteklemektedir (Deák vd. 2011, Zhou vd. 2013). 

2.3 Soğuk Stresinin Algılanması ve Ġkinci Mesajcılar 

Stresin algılamasında çoklu primer sensörlerin yer aldığı düĢünülmektedir. Her sensör, 

stresinin belirli bir yönünü algılayabilir ve soğuk sinyal yolunun farklı bir dalında yer 

alabilir. Bitkilerde soğuk stres esnasında membran akıĢkanlığının azaltıldığı için hücre 

membranlarının fiziksel özelliklerinde meydana gelen değiĢiklikler yoluyla düĢük 

sıcaklık algılanabilir (Orvar vd. 2000).  

Plazma zarının sertleĢmesi dimetil sülfoksit (DMSO) gibi zar sertleĢtirici bileĢikler 

nedeniyle çoğalmaktadır ve bu, COR (soğuğa yanıt veren) geninin ifadesini hatta 

normal büyüme sıcaklıklarda indükleyebilirken, zar akıĢkanlığına neden olan benzil 

alkol, bu genin düĢük sıcaklıklarda indüklenmesini önlemektedir (Orvar vd. 2000, 

Sangwan vd. 2001). Soğuk Ģoku durumunda saniyeler içinde sitosolik Ca
2+ 

düzeylerinde 

geçici bir artıĢ gözlenir. 

Membranın sertleĢmesi, sitosolik Ca
2+ 

simgelerini indükler, ve Ca
2+

 ’deki geçici artıĢ, 

COR geni sentezlenmesini düzenler. COR geni ekspresyonu Ca
2+

 kanal önleyicisi olan 

gadolinium tarafından bozulduğundan dolayı, Ca
2+

 kanallarının soğuk ile indüklenen 

membran sertleĢmesinin algılanmasına rol oynadığı önerilmektedir. Ca
2+ 

sinyali 

çekirdek içine aktarılabilmektedir.  

Çekirdek içindeki Ca
2+ 

ki bir protein araclığıyla kontrol ediliyor, geçici olarak soğuk 

Ģokundan sonra yükselmektedir ve onun piki sitosol’un Ca
2+

 pik’inden kıyaslandığında, 
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5 ile 10 saniye sonra gerçekleĢmektedir (Van vd. 1999). Hayvanlarda çekirdekdeki 

[Ca
2+

]’da meydana gelen artıĢ, nükleer gözenek kompleksleri vasıtasıyla, sitosolik Ca
2+

 

tarafından çoğalabilir (Mauger vd. 2012). Bitkilerde hücre çekirdek yapısı çok sayıda 

çekirdek gözenek kompleksleri bulunduğundan, hayvan hücrelerine benzemektedir (Xu 

vd. 2008), bu yüzden bitkilerde çekirdeğin Ca
2+ 

sinyali çekirdek zarından baĢlanmakta 

ve sitosolik Ca
2+

 geçiĢleri ile çoğalmaktadır. Nükleer Ca
2+

 sinyali, bitkilerde (Mazars 

vd. 2011) ve aynı zamanda hayvan hücrelerinde (Mauger vd. 2012) gen 

transkripsiyonunu kontrol etmek için önemli olması nedeniyle, plazma membranına 

veya nükleer zarına lokalize olan ve soğukta indüklenen Ca
2+

 geçiĢmelerinin 

düzenlenmesinde yer alan taĢıyıcıların tanımlanması, soğuk ile Ca
2+

 sinyalleĢmenin 

ayrıntılı mekanizmalarını aydınlatabilir. 

Soğuk stresi ile indüklenen Ca
2+ 

iĢareti farklı yollarla deĢifre edilebilir. Bitkiler CaM 

(kalmodulin) ve CMLs (CaM-benzeri), CDPKs (Ca
2+ 

bağımlı protein kinazlar), CCaMK 

(Ca
2+ 

-ve Ca
2+

/ CaM-bağımlı protein kinaz), CAMTA (CaM-bağlanan transkripsiyon 

activatorü), CBLs (kalcineurin B-benzeri proteinler) ve CIPKs (CBL-interaksiyonlu 

protein kinazlar) gibi Ca 
2+ 

sensörlerine sahiplerdir. Genetik analizler CDPK’lerin 

pozitif düzenleyiciler olarak çalıĢtığını göstermiĢtir (Saijo vd. 2000), ancak 

kalmodulin3, bitkilerde gen ekspresyonunun ve soğuk toleransın negatif 

düzenleyicisidir (Townley vd. 2002).  

CBLs, CBL’ler Ca
2+

 sinyalini CIPK ailesiyle etkileĢime girerek ve düzenleyerek 

iletirler. cbl1 mutantı soğuğa duyarlı bir fenotip gösterirken, CBL1 soğuk yanıtını 

CIPK7 ile interaksiyona girmekle düzenlemektedir (Huang vd. 2011). CAMTA3, 

CBF2/ DREB1C geni promotöründeki bir düzenleyici elemente (CG-1 element) 

bağlanarak, gen ifadesinin pozitif düzenlediği belirtilmrktedir (Doherty vd. 2009). 

camta2-camta3 ikili mutant bitkileri dondurucu sıcaklıklara duyarlıdırlar. CBF3/ 

DREB1A ifadesi CAMTA ile düzenlenmemektedir çünkü promötür’de CG-1 elementi 

bulunmamaktadır.  
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Plazma zarına ek olarak, kloroplast’de çevre sıcaklığının algılanmasında rol 

oynayabilmektedir. DüĢük sıcaklık koĢulunda, ıĢık enerjisinin toplama kapasitesi ve bu 

enerjinin metabolik aktivitesi ile tüketilmesi arasında dengesizlik, PSII’nin aĢırı eksite 

basıncına neden olarak reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretilmesine sebep olmaktadır.  

Soğuğa tepki olarak proteinlerin fosforilasyonu, bitkide düĢük sıcaklığın algılanmasında 

rol aldığı kabul edilmektedir. MPK (mitogen-activated protein kinase) kaskadı, soğuk 

sinyalleĢme ve soğuk toleransın düzenlenmesinde rol oynar. Arabidopsis’de MPK4 ve 

MPK6, soğuk stresine maruz kalddıklarında MKK2 (MAP kinaz kinaz2) tarafından 

fosforile edilirler ve MKK2’ni aĢırı ifde eden bitkiler, soğuk toleransı ve CBF/ 

DREB’de up regülasyonunu göstermektedir (Teige vd. 2004). 

2.4 ICE-CBF/ DREB1 Yolağı ve Soğuğa-Cevap Veren Genlerin Düzenlemesi 

2.4.1 ICE transkripsiyon faktörleri, soğuk sinyalini CBF/ DREB1 geninin 

regülasyonu ile kontrol etmektedir 

 Birkaç soğuk sinyal yolağı arasında, CBF/ DREB1’e bağımlı soğuk sinyal yolağı, en iyi 

karakterize edilen ve anahtar düzenleyici yolaktır (Chinnusamy vd. 2007). Üç 

CBF/DREB1, Arabidopsis’de COR geninin ekspresyonu ve soğuk toleransın 

düzenlenmesinde rol oynamaktadır (Gilmour vd. 2004). CBF/DREB1 (çoğunlukla 

CBF3/DREB1A) yolağı bir MYC tipi olan transkripsiyon faktörü yani ICE1 (CBF 

ekspresyonunun indükleyicisi) tarafından kontrol edilir (Chinnusamy vd. 2003).  

Arabidopsis ICE1 mutantı soğuk ve dona karĢı duyarlılık göstermiĢtir ve ICE1’in aĢırı 

ekspresyonu donma toleransını artmıĢtır (Chinnusamy vd. 2003). ICE1, 

CBF3/DREB1A’nın promötüründe bulunan cis elementine (CANNTG) bağlanabilir ve 

soğuk aklimasyon sırasında CBF3/DREB1A ve ona ait eementlerin ekspresyonunu 

indükleyebilir (Chinnusamy vd. 2003). 
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COR genlerinin yaklaĢık % 40’ı ve soğuk ile kontrol edilen transkripsiyon faktör 

genlerinin % 46’sı ICE1 tarafından düzenlenir ve ICE1’in CBF3/DREB1A ve diğer 

birçok COR genini kontrol eden bir ana regülatör olarak iĢlev gördüğü düĢünümektedir 

(Lee vd. 2005). ICE1 mutasyonu, CBF1/ DREB1B ve CBF2/ DREB1C’nin erken soğuk 

indüklenmesini etkiler, ancak indüklenme daha sonraki zamanlarda azalmaz 

(Chinnusamy vd. 2003), bu da diğer ICE1 benzeri proteinlerin CBF1/DREB1B ve 

CBF2/ DREB1C’nin soğuk indüksiyonuna aracılık ettiğini düĢündürür. 

 Bu fikri destekleyerek, ICE1’in bir homologu olan ICE2’nin aĢırı ekspresyonu, 

Arabidopsis’de CBF1/ DREB1B ekspresyonunu ve donma toleransını artmıĢtır (Fursova 

vd. 2009). Soğuk muamelesi ile mısırın ZmDREB1 promötüründe, H3 ve H4 

histonlarının hiperasetillenmesi ve DNA demetilasyonu, kromatin gevĢemesi ile birlikte, 

ICE1 bağlanan bölgede meydana gelir (Hu vd. 2011) ve bu, kromatinin yeniden 

modellenmesinin CBF/DREB1’in, ICE1 tarafından düzenlenmesi için gerekli olduğunu 

düĢündürmektedir. 

ICE1, ubiquitilasyon (ubiquitylation) (Dong vd. 2006) ve sumolasyon (sumoylation) 

mekanizması ile düzenlenir (Miura vd. 2007) (ġekil 2.1) (ayrıntı, "Post-translasyonel 

düzenleme" bölümünde açıklanmaktadır). Bununla birlikte, ICE1’in aktifleĢtirilmesi ve 

algılanan sinyallerin ikincil mesajcılar ile ICE1’e iletilmesinin mekanizmaları halen 

bilinmemetedir. 
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ġekil 2.1 ICE1 ve CBF3/ DREB1A’yi içeren soğuk sinyal yolağı (Miura vd. 2013) 

 

ICE1, bir MYC-tipi olan transkripsiyon faktörüdür ve ifadesini baĢlatmak için CBF3/ 

DREB1A promotöründeki cis elemanlarına bağlanır. CBF3/ DREB1A, COR (soğuk-

regüle genler) ekspresyonunu ve soğuk toleransını düzenleyen bir AP2-tipi 

transkripsiyon faktörüdür. ICE1’in ubiquitilasyonu, ubiquitin E3 ligazı olan HOS1 

aracılığı ile yapılır. Bir SUMO E3 ligazı olan, SIZ1, ICE1’in SUMO konjugasyonuna 

aracılık eder ve muhtemelen ubiquitilasyonun bloke edilmesinde ve ICE1’in stabilize 

edilmesinde rol oynar.  

ICE1, yüksek bitkilerde fonksiyonel olarak korunmuĢtur . SlICE1’in aĢırı ekspresyonu, 

soğuk toleransını arttırır ayrıca SlICE1’i aĢırı ifade eden domates bitkilerin 

meyvelerinde antioksidan, birkaç amino asit, amin ve Ģeker birikiminin artması, 

antioksidan aktivitesinde artıĢa neden olmuĢtur (Miura vd. 2012). 
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TaICE141 ve TaICE187, Buğday’da (Triticum aestivum), CBF grup IV genlerinin 

ekspresyonunu düzenleyen iki ICE1 homologu’dur. Bu genlerin Arabidopsis’de aĢırı 

ekspresyonu CBF/ DREB1’e bağlı COR geni ifadesini ve soğuk toleransı artırır (Badawi 

vd. 2008). Soğuğa yanıtta ICE1’in fonksiyonunun korunduğu için, salatalıkta 

Arabidopsis ICE1’in aĢırı ekspresyonu soğuk toleransını geliĢtirip ve çözünebilir 

Ģekerler ve prolin birikimini de artmıĢtır (Liu vd. 2010). Ding vd. (2015) soğuk 

stresinin, SnRK2.6/ OST1’i aktif ettiğini ve CBF-COR gen-ifade kaskadını ve donma 

toleransını aktif etmek için SnRK2.6’nın ICE1 ile etkileĢip ve fosforilasyonladığını 

bildirmiĢtir. Ayrıca, soğuk ile aktif olan SnRK2.6, ICE1 bozunumunu önlemek için 

ICE1 ve HOS1 arasındaki etkileĢimi bozmaktadır. 

2.4.2 CBF/ DREB1 yolağı 

CBF/ DREB1, COR genlerinin ekspresyonunu düzenleyen COR genlerinin 

promotöründe CRT/ DRE cis elemanlar A/ GCCGAC’ye bağlanabilir (Maruyama vd. 

2004) ve ERF/ AP2 (etilen-duyarlı eleman bağlama faktörü/ APETALA2) tipi 

transkripsiyon faktörü ailesine aittir (Mizoi vd. 2012). Genomik analizler, 

Arabidopsis,in kromozom IV üzerinde CBF/DREB1 genlerinin tandem olarak (art arda 

dizili) düzenlendiğini ortaya koymuĢtur (CBF1/ DREB1B-CBF3/ DREB1A-CBF2 / 

DREB1C) (Mizoi vd. 2012). 

CBF1/ DREB1B ve CBF3/ DREB1A aynı anda ve soğuk muamelesinden sonra ve 

CBF2/ DREB1C’den önce indüklenir (Medina vd. 2011). CBF/ DREB1 aĢırı ifade eden 

transgenik bitkilerdeki transkriptom analizleri, Arabidopsis’deki COR genlerinin 

yaklaĢık %12’sinin CBF/ DREB1 ler tarafından kontrol edildiğini ortaya koymaktadır 

(Zeller vd. 2009, Matsui vd. 2010). ERF/ AP2 faktörleri, RAP2.1, RAP2.6 ve C2H2 tipi 

ve STZ/ ZAT10 gibi bazı transkripsiyon faktörleri, CBF düzenleyicisine aittir (Fowler 

vd. 2002, Vogel vd. 2005). 
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Overekspresyon analizinde üç CBF/DREB1 geni arasında fonksiyonel bir fark 

bulunmasa da, cbf2 geni içermeyen (null) mutantı üzerinde yapılan bir genetik analiz, 

CBF1/DREB1B ve CBF3/DREB1A’nın donma toleransı ve ekspresyonunun cbf2 

mutantında arttığını göstermiĢtir; bu, CBF2/ DREB1C’nin hem CBFl/ DREB1B ve hem 

CBF3/ DREB1A’nın negatif bir düzenleyicisi olduğunu göstermiĢtir (Novillo vd. 2004). 

Öte yandan, CBF1/DREB1B ve CBF3/DREB1A, diğer CBF/DREB1’lerin 

düzenlenmesinde yer almıyor ancak aynı CBF/DREB1 hedef genlerinin alt gruplarını 

aktif ederek soğuk aklimasyonu pozitif olarak düzenliyor (Novillo vd. 2007). 

Bu veriler CBF1/DREB1B ve CBF3/DREB1A’nın CBF2/DREB1C’den farklı iĢlevlere 

sahip olduğunu ortaya koymaktadır ve CBF1/ DREB1B ve CBF3/DREB1A genleri aynı 

alt gurubu kontrol etse de, uyumlu olarak soğuk aklimasyonun geliĢmesini 

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

CBF/ DREB1 homologları farklı türlerde tanımlanmıĢtır. Bu homologların fonksiyonel 

karakterizasyonu, bazılarının Arabidopsis CBF/DREB1’lere benzer iĢlevlere sahip 

olduklarını ortaya koymuĢtur. Transgenik pirinç, tütün veya Arabidopsis bitkilerindeki 

homologların fazla ekspresyonu, soğuk-kontrollü CBF düzenleyici genlerin 

ekspresyonunu ve soğuk toleransını artmıĢtır. Ayrıca bu over-ekspresyonu olan 

bitkilerde, Arabidopsis CBF/DREB1 aĢırı eksprese eden bitkiler tarafından sergilendiği 

gibi büyüme geriliği görünmektedir (Dubouzet vd. 2003, Zhao vd. 2008). 

Öte yandan, arpa veya Arabidopsis’in CBF/DREB1geninin,  patates, buğday ve çeltik 

gibi farklı bitkilerdeki ektopik ekspresyonu, düĢük sıcaklıklara toleransı artmıĢtır 

(Benedict vd. 2006, Oh vd. 2007, Behnam vd. 2007). ICE1 gibi, CBF/DREB1’lerin 

iĢlevi yüksek bitkilerde yaygın olarak korunmuĢ gibi gözükmektedir. Bununla birlikte, 

bazı bitkilerde bu faktörler aĢırı ifade edildiğinde, soğuk toleransında belirgin bir artıĢ 

gözlenmediği için CBF/DREB1’lerin fonksiyonundaki farklılıkları farklı türlerde göz 

önüne alınmalıdır. 
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Transgenik olarak Arabidopsis AtCBF3’ün aĢırı ekspresyonu domatesde, bu CBF’nin 

Arabidopsis’in donma toleransını arttırmasına rağmen, soğuk toleransını 

iyileĢtirmemiĢtir (Zhang vd. 2004). Ek olarak, Arabidopsis AtCBF1’i eksprese eden 

transgenik çeltiğin soğuk toleransı, yabani tipli bitkilerden önemli derecede farklı 

bulunmamıĢtır (Lee vd. 2004). Ancak, çeltikde bir monokot türevi CBF’nin (arpa 

HvCBF4) aĢırı ekspresyonu, düĢük sıcaklıklara karĢı toleransın artmasına neden 

olmuĢtur (Oh vd. 2007) ve bu, arpa CBF/ DREB1’in fonksiyonunun Arabidopsis CBF/ 

DREB1’in iĢlevinden farklı olabileceğini düĢündürmektedir. 

Bir QTL (niceliksel nitelik lokusu) haritalama yaklaĢımı da, CBF’lerin soğuk 

toleransında önemli rol oynadıklarını ortaya koymuĢtur. Arpa’daki Fr-H2 donma 

toleransı lokusuyla aynı bölgede, 5H kromozomunun uzun kolunda bulunan iki sıkı 

tandem grupunda 20 CBF/ DREB geninden 11’i bulunmaktadır (Francia vd. 2007, 

Stockinger vd. 2007). Buğday ve Triticum monococcum’da, benzer CBF gen kümeleri 

Fr-Am2 frost toleransı QTL’sinde bulunur (Miller vd. 2006, Knox vd. 2008). 

2.4.3 Soğukla düzenlenen genler 

Wang vd. (2014), buğday genomundaki 54 dehidrin genini buğday EST veritabanını 

araĢtırarak tespit ettiler. Dehidrin yapısal tipleri ve ekspresyon kalıpları: Arpa ve buğday 

beĢ yapısal dehidrin tipten dört tanesini (Kn, SKn, YnSKm, KnS) içerirken YnKm tipi 

dehidrinler içermezler. Arpa (13 Dhn geninden 10’u) ve buğdayda bulunan 

dehidrinlerin en büyük grubu, güçlü dehidrasyon stresleri (kuraklık, tuz, don) ve ayrıca 

absisik asit (ABA) nedeniyle indüklenen, temel dehidrinleri kapsayan YnSKm türüne 

aittir.YnSKm tipi dehidrinlerin bazıları arpa Dhn12 gibi embriyoya özgündür (Choi ve 

Close 2000). Arpa içerisinde DHN5 ve buğdayda birkaç Kn tipi dehidrinler (WCS120 

ailesi ve WDHN13), soğuk ve kuraklığın yanısıra ABA ile indüklenir (Tommasini vd. 

2008, Wang vd. 2014). Aynı zamanda, 0.25 mM’a kadar orta seviyede salisilik asit (SA) 

ile arpa DHN5’in indüklenmesi ve SA düzeylerinin 0.4 mM’den daha yüksek olması ile 

bir inhibisyon olduğu bildirilmiĢtir (Sun vd. 2009). Arpa DHN5 (K9) ve buğday 
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WCS120 (K6) gibi K-segmentinin çoklu kopyalarına sahip Kn tipi dehidrinler için 

soğuk koruyucu (kriyoprotektif) bir aktivite bildirilmiĢtir (Bravo vd.  2003). Asitik SK3 

dehidrinleri, arpa için DHN8 ve buğdayda bulunan WCOR410 ailesi (WCOR410a, b, c) 

ağırlıklı olarak soğuk ile indüklenir (Choi vd. 1999). 

Buğday SKn tipi dehidrinler dehidrasyon, ABA, metil jasmonat (MeJA), giberellinler 

(GA) ve salisilik asit (SA) tarafından indüklenebilir (Zhu vd. 2014). KS tipi dehidrinler, 

arpada DHN13 ve buğdayda en az ortologu içerir. KS tipi dehidrinler, sadece anterler 

gibi üreme dokularında soğuk ile indüklenen belirli bir küçük 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 arasında yüksek bir dizi benzerliği ortaya çıkarmıĢtır. Geri kalan üç dehidrin 

protein DHN5 (K9), DHN8 (SK3) ve DHN13 (KS), YnSKm tipi dehidrinlerde 

birbirlerine göre anlamlı farklar ortaya koymuĢlardır (Karami vd. 2013). 

Dehidrinler, hücre sitoplazmasında yüksek seviyelerde biriken hücre içi proteinlerdir, 

ancak birkaç organelde’de bulunurlar (Kosová vd. 2014). Buğday ve arpada önemli 

soğukta-indüklenen dehidrin proteinleri Kn tipine aittir (WCS120 familyasından buğday 

proteinleri (Sarhan vd. 1997) ve arpa DHN5 proteinleri (Bravo vd. 2003, Kosová vd. 

2014)). 

COR’un ekspresyonu bitkilerde soğuk toleransı ve soğuk aklimasyon için kritik olduğu 

gösterilmiĢtir. Arabidopsis ve diğer bitkilerdeki COR78/RD29A, COR47, COR15A ve 

COR6.6 grubu, dehidrinleri kodlamaktadır ki bu grup LEA II proteinleri olarak bilinirler 

ve soğuk stresle indüklenirler (Thomashow vd. 1998). LEA proteinlerinin membran 

stabilizasyonu için önemli olduğu ve protein toplanmasını önlediği düĢünülmektedir 

(Hundertmark vd. 2008). Soğukla indüklenen dehidrinler ERD10 (early response to 

dehydration10) ve ERD14, Ģaperonlar olarak iĢlev görür ve fosfolipid vezikülleri ile 

etkileĢime girerler (Kovacs vd. 2008). Buğday WCOR410, arpa DHN5, Ģeftali PCA60 
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ve turunçgil CuCOR19 gibi çeĢitli dehidrinler soğuk stres toleransını arttırmaktadırlar 

(Hara vd. 2001). Ek olarak, HSP’nin (sıcak Ģoku proteini) ekspresyonu, soğuk 

tarafından da bitkilerde indüklenir (Timperio vd. 2008). Bu HSP’ler membranın 

korumasında, denatüre olan proteinlerin yeniden katlanma (refolding) ve 

yapılanmasında ve protein toplanmasının önlenmesinde iĢlev görürler (Renaut vd. 2006, 

Timperio vd. 2008). 

Arabidopsis’de soğuk muamelesi ile PR1, PR2 (β-1,3-glukanaz) ve PR5 (thaumatin 

benzeri proteinler) gibi bazı PR (patojenle iliĢkili) proteinler indüklenirler. PR10 (Bet v-

1 homologları), PR11 (kitinazlar) ve PR14 (lipid transfer proteinleri)’de çeĢitli türlerde 

soğuk ile indüklenebilir (Zhang vd. 2010). Β-1,3-glukanaz, kitinazlar ve talaminat 

benzeri proteinlerin antifriz aktivitesi hücre dıĢı suyun kristalleĢmesini önler ve hücre 

dıĢı buz oluĢumunu önlediği için hücre içi buz oluĢumunuda engellemektedir (Janska 

vd. 2010). 

Bu proteinlere ek olarak soğuk tepki mekanizmalarında, detoksifikasyon ve antioksidan 

basamakları (cascades), fotosentez, lignin metabolizması, ikincil metabolizma, hücre 

duvar polisakkarit Ģekillendirme, niĢasta metabolizması, sterol biyosentezi ve 

oligosakkarit sentezi gibi birçok enzimde yer alır (Janska vd. 2010). 

2.4.4 Post-transkripsiyonel düzenleme 

Post-transkripsiyonel mekanizmalar, Alternatif ekleme, Öncül-mRNA iĢlenmesi, RNA 

stabilizasyonu, RNA sessizleĢtirmeye dayanmakta olan mekanizmalardır. Bu 

mekanizmalar soğuk aklimasyonda ve soğuk toleransında kritik rol oynamaktadırlar. 

Öncül-mRNA iĢlenmesi ve çekirdekten gönderilmesi, ökaryotlarda gen ekspresyonunun 

düzenlenmesi için önemli iĢlemlerdendir (Han vd. 2011). Bitkiler strese bağlı olarak 

mRNA’nın çekirdekten gönderilmesini ve strese bağlı genlerin selektif translasyonunu 

düzenlerler ve ilgili transkriptlerin stabilitesini arttırırlar (Ambrosone vd. 2012). DüĢük 

sıcaklıklarda, yanlıĢ katlanmıĢ RNA molekülleri aĢırı stabilize olurlar; RNA-bağlanan 
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proteinler, RNA Ģaperonları olarak iĢlev görür ve RNA’nın kendi doğal 

yapılandırmasına yardımcı olurlar. Glisin açısından zengin olan protein 'GRP7' soğuk 

stres koĢullarında mRNA’nın çekirdekten sitoplazmaya gönderrilmesinde rol 

oynamaktadır (Kim vd. 2008). RNA helikaz 'LOS4', özellikle sıcaklık stresinine yanıt 

olarak nükleer mRNA’nın çekirdekten gönderilmesinde önemlidir (Gong vd. 2005). 

mRNA taĢınması, los4-1 mutasyonu tarafından engellenerek, CBF’nin azaltılmıĢ 

ifadesine ve soğuk stresinine karĢı duyarlılığa yol açmıĢtır. MRNA taĢınmasında rol 

alan bir nükleoporin proteinini kodlayan AtNUP160 genindeki bir mutasyon, soğuğa 

yanıt olarak CBF’lerin ve bazı CBF hedeflerinin azaltılmıĢ indüklenmesine neden 

olmuĢtr (Dong vd. 2006). Bu sonuçlar, mRNA taĢınmasının CBF ekspresyonunun 

düzenlenmesinde önemli bir rol oynadığını düĢündürmektedir. Arabidopsis’de, RNA-

Seq yaklaĢımı, genlerin yaklaĢık % 42’sinin farklı proteinler üretmek için alternatif 

ekleme yapabilmelerini ortaya koymuĢtur (Filichkin vd. 2010). EST/cDNA kanıtları, 

çeltikte ifade olan genlerin yaklaĢık % 21’inin alternatif olarak splyzing olduğunu 

göstermektedir (Wang vd. 2006).  

Çoğu alternatif bağlanma olayı, bitkilerde karakterize edilmemiĢ olmasına rağmen, 

protein kinazları, transkripsiyon faktörleri ve ekleme düzenleyicilerini kodlayan birkaç 

gen, abiyotik stres tepkileri için alternatif ekleme iĢleminin merkezliğinde yer almıĢtır 

(Mastrangelo vd. 2012). Serin/arginin bakımından zengin proteinlerin Öncül-

mRNA’ları, mRNA splyzing düzenlenmesinde iĢlev görürler ve Arabidopsis’de soğuk 

ve sıcak stresi koĢullarında, proteinlerin alternatif splyzingi, tespit edilmiĢtir (Palusa vd. 

2007). 

CCA1 (circadian clock associated1) ve LHY (late elongated hypocotyl), 

Arabidopsis’deki sirkadian saatin temel bileĢenleri olan MYB-tipi transkripsiyon 

faktörleridirler ve CBF yolak genlerinin ekspresyonunu pozitif olarak etkilerler (Dong 

vd. 2011). CCA1 transkripti alternatif olarak iki varyante ayrilmaktadır: Tam olarak 
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splyzing iĢlemi yapılmıĢ varyant olan CCA1α ve dördüncü intronu muhafaza eden 

CCA1β. CCA1α veya CCA1β’nın aĢırı ekspresyonu sırasıyla donma toleransını ve 

duyarlılığı arttırdığı için, soğuk stresi ile alternatif CCA splyzingi, donma toleransına 

katkıda bulunmaktadır (Seo vd. 2012). Ayrıca LHY’de alternatif olarak splyzing iĢlemi 

yapılır ve LHY’nin uzun intronunu barındıran transkript miktarı, soğuktan etkilenmiĢ 

bitkilerde daha çok miktarda bulunmaktadır (James vd. 2012). 

Arabidopsis transkripsiyon faktörü IDD14’ün (indeterminate domain14) alternatif 

splyzingi, IDD14β formunu üretir ki ağırlıklı olarak soğuk koĢullar altında üretilmektdir 

(Seo vd. 2011). Küçük kodlamayan RNA’lar, yani mikro RNA’lar (miRNA’lar) ve 

küçük RNA’lar (siRNA’lar), hayvanlarda ve bitkilerde gen ekspresyonunun represörü 

veya önleyicisi olarak rol oynamaktadırlar (Ghildiyal vd. 2009). miRNA’lar, kısa çiftli 

(~ 21 nt) endojen, kodlamayan küçük RNA’ların bir sınıfıdır ve baz çift dizileri, spesifik 

hedef genlerin tamamlayıcısıdır ki translasyonlarını engeller veya degrade olmalarını 

indükler (Song vd. 2016). 

miRNA’lar eksik diziyi tamamlamalarına dayanarak, hedef mRNA’larını tanımlar. 

Birçok soğuk ile düzenlenen miRNA, klonlama, biyoinformatik ve yüksek verimli 

sekanslama yaklaĢımları ile Arabidopsis’de (Zhou vd. 2008), Brachypodium (Zhang vd. 

2009) ve çeltikte (Lv vd. 2010) tanımlanmıĢtır ve bazılarının bitkinin abiyotik streslere 

karĢı yanıtına aracılık ettiği bulunmuĢtur (Khraiwesh vd. 2012). Bu strese duyarlı 

miRNA’lar bitkinin abiyotik streslere uyumu için yeni bulunan bir mekanizmayı temsil 

ederler (Phillips vd. 2007, Khraiwesh vd. 2012, Zhou vd. 2012a, b, Yang ve Chen 2013, 

Song vd. 2016). 

ÇeĢitli miRNA’lar türler arasında benzerlik göstersede, türler arasında spesifikliği 

düĢündüren birkaç farklılık gözlenmiĢtir. ġu ana kadar soğukluğa tepki olarak ifade 

düzeyleri değiĢen miRNA hedef genleri hakkında çok az Ģey bilinmektedir. MiR169’un 

soğuk yanıtı için fonksiyonel analizi karakterize edilmemiĢtir ancak, miR169’un 
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nitrojen yetersizliği yanıtlarının düzenlemesinde yer aldığı bildirilmiĢtir. MiR169’u aĢırı 

ifade eden bitkiler daha az azot toplar ve azot yetersizliğine yabani türe göre daha 

duyarlıdırlar (Zhao vd. 2011). MiR397’nin fenotipik analizi yapılmamıĢtır. Cu/Zn 

SOD’ler (süperoksit dismutazlar) miR398’in hedefidirler ki Arabidopsis’de soğuk ve 

oksidatif stresi ile ekspresyon düzeyi azalmaktadır (Sunkar vd. 2006). Stres ile MiR398 

ifadesindeki indüklenen azalma, Cu/Zn SOD transkriptlerinin birikmesine neden 

olmaktadır ve bu miR398’in abiyotik stresler altında, ROS detoksifikasyonunun 

düzenlenmesinde bir rol oynadığını düĢündürmektedir (Miura ve Furumoto 2013).  

miR319’un aĢırı ekspresyonu transgenik çeltik bitkilerinde soğuk strese toleransı 

kazandırdığı bildirilmiĢtir (Yang vd. 2013). Ancak, çeliĢkili sonuçlarda ortaya çıkmıĢtır. 

Örneğin, miR319 ifadesi 4 °C’lik koĢullar altında Ģeker kamıĢı fidelerinin kökleri ve 

sürgünleri için ifade çoğalmasına düzenlenirken (Thiebaut  vd. 2012), hem miR319a 

hem de miR319b’nin ifadeleri aynı  koĢullarda (4 °C) çeltik bitkilerinde azalmıĢ ifadeye 

düzenlendiği saptanmıĢtır (Yang vd. 2013). Bu gözlemler, bitkilerdeki miRNA’ların 

düzenleyici mekanizmasının beklenenden daha karmaĢık olduğunu göstermektedir. 

Soğuk stresinine karĢı bitki tepkisinin biyolojik rolleri ve düzenleyici ağların 

anlaĢılması halen devam etmektedir. 

miR394, birçok monokotil ve dikotil bitki türünde bulunan oldukça korunmuĢ 

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 geliĢiminin (Song vd. 2012) ve gövde de hücre aynılığının (Knauer 

vd. 2013) düzenlenmesinde görev aldığı rapor edilmiĢtir. 

Bununla birlikte, çeltikte CBF genlerinin miR319 aracılığı ile soğuk strese tepkisi 

olmadığı gösterilmiĢtir, çünkü normal veya düĢük sıcaklık koĢullarında, miR319 aĢırı 

ifade eden bitkiler ile yabani tipli bitkiler arasında DREB1 genlerinin ekspresyonunda 

hiçbir fark gözlemlenmemiĢtir (Yang vd. 2013). Bir baĢka çalıĢmada, yabani tip 
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kontrollere göre, miR394’ü aĢırı ifade eden bitkilerde ve lcr mutantlarında CBF1, CBF2 

ve CBF3 ekspresyonunun çoğalması belirlenmiĢtir ve bu, Arabidopsis’de miR394-

aracılı soğuk toleransın muhtemelen CBF ekspresyonuna bağlı olduğunu 

düĢündürmektedir (Song vd. 2016). 

CBF genlerinin soğuk iklim koĢullarına katkısı, transgenik bitkilerde CBF1, CBF2 veya 

CBF3'ün over-ekspresyonunu ile desteklenmektedir ki birçok COR geninin 

sentezlenmesine neden olmuĢtur ve bazı COR proteinlerinin donma toleransı için, soğuk 

aklimasyona maruz kalmadan da önemli olduğu düĢünülmektedir (Chinnusamy vd. 

2010, Medina vd. 2011). 

Soğuk aklimasyon ile düzenlenen CBF ve COR genlerinin, soğuk stresi esnasında bir 

çapraz-bağlantı yolu ile diğer soğuğa-duyarlı regülatörleri içerdiklerinin araĢtıması için, 

diğer iki önemli strese duyarlı gen (RD29A ve KIN1) test edilmiĢtir (Zhao vd. 2015). 

Beklendiği gibi, bu genlerin ekspresyonu bitkilerde soğuk stres altında transkripsiyonel 

olarak aktif edilmiĢtir ve bu miR394a’nın aĢırı ifadesi, bitki soğuk toleransını 

muhtemelen strese duyarlı sinyal yolağı ile geliĢtirdiğini teyit etmiĢtir (Xiong vd. 2002, 

Zhao vd. 2015, Song vd. 2016). 

2.4.5 Post-translasyonel düzenleme 

Bir proteinin ubiquitilasyonu 26S proteazomu tarafından parçalanmasına neden 

olmaktadır. Ubikuitin-proteazom yolağı, abiyotik stres tepkileri de dahil olmak üzere 

birçok biyolojik fonksiyonda önemli rol oynamaktadır (Sadanandom vd. 2012). 

Arabidopsis HOS1 (high expression of osmotically responsive gene1), soğuk yanıtında 

negatif bir kontrol uygulayan ve ICE1’in ifadesini azaldan bir ubikitin E3 ligazıdır 

(Dong vd. 2006) (ġekil 2.1). hos1 mutantı, soğuk muamelesi ile CBF/DREB1’lerin ve 

birkaç soğuk ile ilgili genin çoğalan ifadesini sergilemektedir. HOS1 soğuk iklim 

sırasında sitoplazmadan çekirdeğe aktarılmaktadır (Lee vd. 2001). ICE1 de serin 403’ün 

alanin ile deyiĢtirilmesi, ICE1’in stabilleĢmesini teĢvik eder (Miura vd. 2011). 
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Bir araĢtırma sonuçları hos1 mutantının sadece kısa günler koĢullarında çiçeklenmesini 

ve bu fotoperiyodik çiçeklenme kontrolünü, HOS1 negatif olarak CO (constans) protein 

düzeylerini düzenleyerek yaptığını göstermiĢtir (Lazaro vd. 2012). HOS1’de alternatif 

splyzing iĢlemine tabi tutulur ve HOS1-L’nin aĢırı ekspresyonu, çiçek açmayı, HOS1-

S’nin aksine geciktirektedir (Lee vd. 2012b). Öte yandan, HOS1, muhtemelen HOS1 ile 

FVE veya FLK (flowering locus K) arasındaki etkileĢim vasıtasıyla, düĢük ortam 

sıcaklığına (16 °C) yanıt olarak çiçek açma süresini kontrol eder (Lee vd. 2012a). 

BaĢka bir çalıĢma, aralıklı soğuk muamelesinin, HOS1’in CO’nun azalmasına sebep 

olduğunu göstermektedir; bu, HOS1-CO modülünün, kısa süreli soğuk dalgalanmaları 

altında fotoperiyodik çiçeklenmenin ayarlanmasına katkıda bulunduğunu 

düĢündürmektedir (Jung vd. 2012). BaĢka bir E3 ligazının aĢırı ekspresyonu olan 

AtCHIP, yabani tip ile karĢılaĢtırıldığında düĢük sıcaklıklara duyarlılığın artmasına 

neden olmuĢtur ve bu soğuk reaksiyonda negatif bir regülatör rolü olduğunu 

düĢündürmektedir (Yan vd. 2003). 

Makarnalık buğday (Triticum durum)’da, E3 ligaz TdRF1, baĢka bir E3 ligaz, WVIP2 

(wheat viviparus1 interacting protein2) ile etkileĢime girer ve her iki gen de soğuk 

muamelesi ile aĢırı ifadeye düzenlenirler (Guerra vd. 2012). TdRF1’in aĢırı ekspresyonu 

arpa hücrelerinin dehidrasyon toleransını arttırmıĢtır. Bu TdRF1’in bitkilerin kuraklık 

ve dondurucu koĢullardan korunmasında görev yaptığını göstermektedir.  

SUMO (small ubiquitin-related modifier) konjugasyon veya sumoilasyon, post 

translasyonel modifikasyonlardan birisidir (Miura vd. 2010, Miura vd. 2007). 

Sumoilasyon enzim aktivitesindeki değiĢiklikler, transkripsiyon ve kromatin ile iliĢkili 

süreçlerin düzenlenmesi ve düzenleyici proteinlerin ubiquitin aracılığı ile 

bozulmasından korunması dahil olmak üzere, çok çeĢitli hücresel süreçlerde önemli bir 

rol oynamaktadır (Gareau vd. 2010). Fonksiyon kayip analizleri (loss of function 

analyses), abiyotik ve biyotik stres yanıtlarının düzenlenmesinde, sumoilasyonun 
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önemli olduğunu göstermiĢtir (Castro vd. 2012). Örnek olarak kuraklık toleransına yanıt 

(Catala vd. 2007, Miura vd. 2012), sıcacklık toleransı (Yoo vd. 2006), tuz stres toleransı 

(Conti vd. 2009, Miura vd. 2011), bakır toleransı (Chen vd. 2011) gibi yan etkilerin yanı 

sıra besin madde kullanılabilirliği (Park vd. 2011) ve ABA sinyalizasyonunun 

düzenlenmesi (Miura vd. 2009a, b) verilebilmektedir. 

SUMO E3 ligazında bozulmuĢ olan siz1 mutantı, soğuk ve don streslerine karĢı aĢırı 

duyarlılık sergilediğinden (Miura vd. 2007), sumoilasyon ICE1’in stabilizasyonu 

yoluyla soğuk sinyalizasyonun düzenlenmesine katkıda bulunur. Son zamanlardaki 

çalıĢmalar, sumoilasyon için yüzlerce potansiyel hedef belirlemiĢtir (Budhiraja vd. 

2009, Miller vd. 2010, Elrouby vd. 2010, Park vd. 2011). 

 2.5 Absisik Asit (ABA) Bağımlı Soğuk Sinyal Yolağı 

Absisik asit (ABA), belirli strese cevap veren genlerin düzenlemesi ile soğuk stres 

tepkisi ile ilgili olduğu gösterilmiĢtir. ABA siniyal yolağı, bitkilerde soğuk, kuraklık ve 

tuz-stresi tepkilerinin merkezinde yer almaktadır (Shi ve Yang 2014). Stres 

siniyalleĢmesinin son on yılın en önemli ilerlemelerinden biri, ABA reseptörlerinin 

tanımlanması ve temel ABA siniyal yolağının aydınlaĢması olmuĢtur. DüĢük sıcaklıkta 

cevap veren genlerin birçoğu ekzojen ABA ile indüklenir ve bu genlerin promotörleri 

ABA-yanıt elementlerine (ABRE) sahiptir.  

ABRE’ler, C/TACGTGGC dizisini içeren elementlerdir ve birçok genin ABA’ya yanıt 

vermesini sağlarlar. ABF’ler (ABF1- 4) ABA tarafından indüklenirler ve çeĢitli çevresel 

streslerle farklı düzenlenirler. ABF1, soğuk ile indüklenerken, ABF2 ve ABF3 yüksek 

tuz konsantrasyonu ile ve ABF4 soğuk, yüksek tuz konsantrasyonu ve kuraklık ile (Choi 

vd. 2000) indüklenir. Ayrıca, ABA’ya bağımlı ve ABA’dan bağımsız düzenleyici 

sistemler arasındaki yolak ortaklığı (cross-talk), genetik ve moleküler analizler ile 

(Krebs vd. 2002, Seki vd. 2002a, b) tartıĢılmıĢtır. Bu yolak ortaklığı, farklı cis-aktif 

elementler arasındaki etkileĢimle gerçekleĢmektedir. 
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Birçok soğuk ve kuraklık ile tetiklenebilen genlerin, promötürleri DRE/CRT ve ABRE 

elementleri içerir. Bu cis-aktif elementlerin bağımsız olarak iĢlev gördüğü 

düĢünülmektedir. Ancak, RD29A gen ifadesinde bu elementlerin analizi, DRE/ CRT’nin 

ABRE ile bir birleĢmiĢ element gibi, kuraklık karĢısında birlikte görev yaptıklarını 

ortaya koymuĢtur (Narusaka vd. 2003). Genetik kanıtlar, LEA genlerin aktivasyonu için 

bir stres sinyal yolağının, ABA’dan tamamen bağımsız olmasının mümkün olmadığını 

göstermiĢtir (Xiong vd. 2002). Bu sonuçlar, CBF’lerin ABA tarafından da 

indüklendiğini gösteren yeni bir çalıĢma ile doğrulanmıĢtır (Knight  vd. 2004). 

CBF/DREB1 elementlerinin COR geni ekspresyonunda etkili olduklrı kapsamlı bir 

Ģekilde aydınlatılmıĢ olsa da ABRE-aracılı COR geninin ifadesi karakterize 

edilmemiĢtir. 

Kimyasal genetik ve protein etkileĢimi çalıĢmaları çözüne bilen proteinlerinin PYL 

familyasının tanımlanmasına yol açmıĢtır. Bu proteinler ABA reseptörleri olarak görev 

yaparlar (Park vd. 2009, Ma vd. 2009). Her PYL eĢsiz biyokimyasal özelliklere ve ifade 

modellerine sahip olmasına rağmen Arabidopsis PYL’lerin iĢlevleri çok fazladır. 

PYL8’in susturulması, ABA duyarsızlığına yol açar ve stresin önlemesinde yan kök 

büyümesinin iyileĢmesine neden olur (Zhao vd. 2014). PYL8’in rolü yanal kök 

büyümesinin düzenlenmesinde çekirdek ABA-sinyalleĢme yolağından bağımsızdır, 

çünkü PYL8, MYB77 ile etkileĢime girer ve bu ABA etkisi ile indüklenen etkileĢim, 

MYB77’ye bağlı oksin-duyarlı genlerin transkripsiyonunu arttırır (Zhao vd. 2014).  

ABA güçlü Ģekilde SnRK2.2, SnRK2.3 ve SnRK2.6/OST1'i aktif eder ve SnRK2.7 ve 

SnRK2.8’i ise düĢük bir Ģekilde aktif eder (Boudsocq vd. 2004). Arabidopsis'deki snrk 

2.2 / 3/6 üçlü mutant, tohum çimlenmesi, fide büyümesi, stomatal kapanma ve gen 

regülasyonunda ABA’ya son derecede duyarsızdır (Fujii ve Zhu 2009). Son 

fosfoproteomik çalıĢmalar, binlerce SnRK2 substrat proteinlerini tanımlamıĢtır ki 

kloroplast fonksiyonu için, çiçeklenme zamanı kontrolü, miRNA ve kromatin 

düzenlemesi için ve RNA splyzing için önemli olan birkaç protein içermektedir (Wang 

vd. 2013). 
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2.6 Soğuk Aklimasyon Sinyal Mekanizmalarında IĢığın Rolü 

DüĢük sıcaklık, ıĢık toplama sistemlerinde fotosentezin enzimatik reaksiyon oranlarını 

elektron transfer reaksiyon oranlarından daha fazla sınırlar. Sonuç olarak, düĢük 

sıcaklıktaki ıĢık, fotosistemlerde bir enerji dengesizliği yaratır; bu da, fotosentetik 

elektron taĢıma bileĢenlerinin redoks durumunda bir değiĢikliğe ve PSII’nin yüksek 

uyarılma basıncına (excitation pressure) neden olur (Ensminger vd. 2006, Ergon vd. 

2017). DeğiĢmiĢ fotosistem redoks durumu ıĢık Ģiddetine bağlı bir soğuk sensörü olarak 

iĢlev görür. 

PSII aĢırı uyarılmasının bir sonucu olarak, reaktif oksijen türleri (ROS) üretilir ve 

bunlar, soguk direncinde yer alan genlerin ekspresyonuna yol açan siniyal yolaklarında 

iĢlev yapar (Winfield vd. 2010, Bode vd. 2016) ve otsu bitkilerin kıĢ aylarında kompakt 

bir büyüme Ģekli sergilediklerinde rol alır (Dal Bosco vd. 2003, Crosatti vd. 2013). 

Soğuk aklimasyon dönemi sonbaharın sonuna doğru kayarsa, özellikle yüksek 

enlemlerde yılın bu zamanında ıĢın düzeyleri hızla azaldığı için, soğuk algılama 

mekanizması daha az etkili olabilir. Bununla birlikte, bitkilerin düĢük sıcaklığı 

algılamasına ve donma direncinin geliĢmesine neden olan diğer mekanizmalar da vardır, 

bunlardan membran sertliği, sıcaklığa bağlı histone-DNA etkileĢimleri ve RNA ve 

protein yapısının yapısal değiĢiklikleri gibi değiĢiklikler sayılabilir (Winfield vd. 2010, 

McClung vd. 2014). Soğuk aklimasyon dönemi daha sonraki bir zamana ertelenirse, bu 

mekanizmalar önem kazanmaktadır.  

KıĢlayan bitki türleri artmıĢ PSII uyarılma basıncıyla iliĢkili, potansiyel olarak zararlı 

aĢırı enerji ile baĢa çıkmak için farklı stratejilere sahiptir (Ensminger vd. 2006, Wilson 

vd. 2006). KıĢlık buğday ve kıĢlık çavdarda, soğuk aklimasyon sırasında, fotosentetik 

kapasitesinin yukarı doğru düzenlenmesi, ıĢık toplama komplekslerinden elde edilen 

enerjinin kullanılmasını sağlar. 
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KıĢlık tahıllarla karĢılaĢtırıldığında, yazlık tahılları daha az fotosentetik aklimasyon 

gösterirler ve bu fazla enerjinin daha çok ısı Ģeklinde bırakarak dağılmasına yani 'NPQ' 

mekanizmasına dayanıklıdır ve bu bitkilerde 'qp' mekanizması daha az önem kazanmıĢ 

olup ve daha çok fotoinhibisyon ve soğuğa karĢı duyarlıdırlar (Dahlal vd. 2012a,b). Çok 

yıllık otlardan olan çayır yumağı (Schedonorus pratensis Huds., Syn. Festuca pratensis 

Huds.), ingiliz çimi (Lolium perenne L.) ve çayır otu (Phleum pratense L.) bitkilerinde 

de soğuğa karĢı NPQ mekanizmasının, qp’den daha önemli bir fotosentez aklimasyon 

mekanizma olduğu görülmektedir (Rapacz vd. 2004, Humphreys vd. 2007, 

Dalmannsdóttir vd. 2016). Genel olarak her iki mekanizmanın (NPQ ve qp) 

gerçekleĢmesı ile birlikte bu iki mekanizmanın öneminin genotipler arasında değiĢiklik 

gösterdiği görülmektedir. Bir araĢtırma sonuçları (Kosmala vd. 2009), fotosentetik 

karbon metabolizmasında yer alan bazı proteinlerin, soğuğa dayanıklı bir genotipde 

daha az toleranslı bir genotipe göre daha yüksek miktarlarda bulunduğunu ve qp’nin 

önemli bir rol oynadığını belirlemiĢtir. Ayrıca, NPQ ve qp’nin nispi miktarları, bitkinin 

karbonhidrat durumu ile iliĢkili olabilir ve daha az karbonhidrat depolanan bitkilerde 

daha yüksek 'qp' görülmektedir.  

2.7 In Vitro Rejenerasyon ve Agrobacterium Aracılığı ile Transformasyon 

2.7.1 In vitro üretim 

In vitro kültürleri temelde bir üretim yöntemidir. Bilinen diğer klasik üretim 

yöntemlerinden farklı olarak bitkinin çeĢitli kısımlarından alınan küçük bir parçanın 

(eksplant) steril edildikten sonra, çeĢitli besin maddelerini içeren steril besin ortamında 

(in vitro) ve uygun çevre koĢullarında (ıĢık, sıcaklık) kültüre alınması iĢlemidir. Bu 

nedenle yöntemin diğer adları ―mikro üretim‖ veya ―aseptik kültür‖dür (Fakaharai ve 

Fakharai 1990). 

Bitki doku kültürü alanındaki ilk çalıĢmalar 19’uncu yüzyılın sonları ve 20’inci yüzyılın 

baĢlarında yapılmıĢtır. Ancak kullanılan eksplantların ve yetiĢtirme ortamlarının uygun 
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olmaması sebebiyle baĢarı sağlanamamıĢtır. 1960’lı yıllarda uygun besi ortamının 

bulunmasıyla gözle görülür ilerlemeler kaydedilmiĢtir. Bugün elde edilen sonuçlar 

laboratuar dıĢına çıkarak pratikte ve ticarette kullanım alanı bulmuĢtur (Er ve Canpolat 

1992). 

Bitki doku kültürleri tekniğinin esası baĢlıca üç ana kısımdan oluĢmaktadır: 

1. Kültürün geliĢmesi için gerekli organik ve inorganik maddeleri içeren steril bir besi 

ortamının hazırlanması. 

2. Bakteri, mantar veya her ikisini taĢıyan ve kültüre alınacak bitki parçasının (eksplant) 

orjinini oluĢturan ana materyalin dezenfekte edilmesi. 

3. Doğal koĢullardan temin edilen bitkiden istenen eksplantın (meristem, anter, embriyo, 

yaprak ucu, vb.) alınarak steril besin ortamına, steril Ģartlarda konulması ve geliĢmesi 

için uygun çevre Ģartlarına yerleĢtirilmesidir (GönülĢen 1987). 

 Bitki doku kültürlerinin avantajlarını Ģöyle sıralayabiliriz (Er ve Canpolat 1992): 

1. Normal çoğaltım yöntemlerinde üretim materyali bir iken, doku kültüründe bir 

bitkinin farklı organları kullanılarak binlerce üretim materyali sağlanabilmektedir. 

2. Doku kültürü çalıĢmalarında çoğaltım materyalinden tasarruf sağlanmaktadır. 

3. Üretimde kullanılan alan çok küçüktür. 

4. Çoğaltım kısa sürede gerçekleĢtirilmektedir. 

5. Doku kültürü gen kaynağı olan bitkisel materyalın hiç bozulmadan ve kayba 

uğramadan yıllarca vejetatif olarak korunmasını sağlanmaktadır. 

6. Ticari açıdan önemli bitkilerin, tohumla veya diğer yöntemlerle çoğaltılması mümkün 

olmayan bitkilerin vejetatif olarak çoğaltılması sağlanmaktadır. 

7. Üretimde mevsimlere bağlılık ortadan kalkmakta, yılın her mevsimi üretim 

sağlanabilmektedir. 

8. Islah çalıĢmalarında süreyi kısaltmaktadır. 

9. Büyüme uçlarındaki meristemlerin virüs taĢımamamsı nedeniyle bu meristemlerin 

kültüre alınması ile virüssüz bitki elde edilebilmektedir. 
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10. Bütün dıĢ etmenler kontrol altına alınabildiğinden hücre biyolojisi, fizyolojisi, 

biyokimya ve gen transferi altındaki araĢtırmalara imkan sağlamaktadır. Bitki doku 

kültürü çalıĢmalarının kullanım amaçlarına göre bazı önemli uygulamalar aĢağıda 

verilmektedir. 

2.7.2 Genetik transformasyon 

Bitkilerde biyotik ve abiyotik stresler de dahil olmak üzere verimi ve kaliteyi 

etkileyecek çok sayıda sınırlayıcı faktör mevcuttur. Bu güçlüklere karĢı binlerce yıldır 

ıslah çalıĢmaları yapılıyor olsa da, tarla bitkilerinin klasik ıslah çalıĢmalarından elde 

edilen verimlilik artıĢı; ekilebilir alanların kritik sınırlara gelmesi nedeniyle, giderek 

artan dünya nüfusunun temel gıda ihtiyaçlarının karĢılanmasına yetmemektedir. Bu 

durum bitki ıslah çalıĢmalarında yeni teknolojilerin kullanılmasını gündeme getirmiĢtir 

(Halford 2012, Safitri vd. 2016). Gen teknolojisi; transgenler oluĢturarak akraba 

olmayan türler arasında genetik değiĢim ve rekombinasyon yapabilmek için biyolojik 

bariyerleri aĢabilen ve böylece ıslah edilmiĢ bitki ve hayvanların geliĢtirilmesinde 

kullanılan bir yoldur (Holst-Jensen 2009).  

Bu teknoloji sayesinde; bitkilere, besin değerlerinin, kirleticilere karĢı hoĢgörülerinin, 

patojen dirençlerinin geliĢtirilmesi ya da bitki metabolizması çalıĢmaları yapmak gibi 

amaçlar ile yeni genler aktarılmakta ve böylece tarla bitkilerinde kalite ve ürün artıĢını 

sağlamak için geleneksel bitki ıslah yöntemlerine katkıda bulunulmaktadır 

(Barampuram ve Zhang 2011, Rivera vd. 2012). Gen teknolojilerinin uygulanmaya 

baĢlanmasıyla, konak bitkilere evrimsel olarak uzak olan diğer bitkilerin, fungusların, 

virüslerin, bakterilerin ve hatta hayvanların bile genlerini aktarmak mümkün olmuĢtur 

(Rivera vd. 2012). ―Transgenik bitki‖ ve ―Genetiği değiĢtirilmiĢ organizma‖ kavramları 

bu Ģekilde ortaya çıkmıĢ ve 1980’lerden itibaren mısır, tütün, petunya, domates, pirinç, 

kereviz, Brassica napus, buğday, üzüm, manyok, darı ve krizantem gibi genetik olarak 

kararlı gen aktarımlı bitkiler elde edilmiĢtir (Rivera vd. 2012).  
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Günümüzde; dünyadaki toplam zirai alanların % 3.7’sinde transgenik tahıllar 

yetiĢtirilmekteve 2014 yılı itibariyle ABD, Brezilya, Arjantin, Hindistan ve Kanada 

baĢta olmak üzere transgenik tahıl yetiĢtiren 28 ülke bulunmaktadır (Kalefetoğlu Macar 

vd. 2017). Gelecekte transgenik tahılların çeĢitliliğinin ve ekildikleri alanların 

artacağına kesin gözüyle bakılmaktadır (Hansen ve Wright 1999). Bir moleküler 

biyoloji terimi olarak ―transformasyon‖; yabancı DNA’nın hücre zarından geçerek bir 

konak hücrenin içine doğrudan alınması ve bu hücrenin genomuna baĢarılı bir Ģekilde 

katılması olarak tanımlanmaktadır (Saeed ve Shahzad 2015). Bitki transformasyonu 

temel olarak yeni gen dizilerinin bitki genomuna rastgele kaynaĢması ile sonuçlanır. 

Bununla beraber 15 yılı aĢkın süredir gerçekleĢen büyük geliĢmeler bu kaynaĢma 

üzerinde daha çok kontrol sağlanmasını ve bitki hücrelerindeki DNA dizilerine daha 

kesin ve hedeflenmiĢ modifikasyonları mümkün kılmaktadır (Baltes ve Voytas 2015). 

Transformasyon ilk kez 1920’lerin sonlarında F. Griffith tarafından keĢfedilmiĢtir 

(Griffith 1928). Bazı tarla bitkilerinde yabancı DNA’nın bitki hücrelerineaktarımı için 

etkili transformasyon yöntemlerinin eksikliği, bitki genetik mühendisliği 

uygulamalarında hala bir güçlük olarak görünmektedir (Barampuram ve Zhang 2011).  

Transformasyonu güçleĢtiren en büyük sorun; DNA’nın oldukça büyük bir elektriksel 

yüke sahip, yönlendirilmesi güç ve hücre zarından geçemeyen bir makromolekül 

olmasıdır (Rivera vd. 2012). Buna rağmen son yıllarda transformasyona karĢı 10 nm’lik 

hidrofobik bir bariyer gibi davranan hücre zarını delmek için biyolojik, kimyasal ve 

fiziksel yöntemler geliĢtirilmiĢtir (Rivera vd. 2014). Böylece bitkilerdeki yeni ve 

tekrarlanabilir transformasyon yöntemlerinin geliĢtirilmesinde önemli baĢarılar 

kazanılmıĢtır (Barampuram ve Zhang 2011).  

2.7.3 Transgenik bitki üretiminde gerekli temel unsurlar  

 Güvenilir doku kültürü rejenerasyon sistemlerinin geliĢtirilmesi,  

 Gen yapılarının ve genlerinin bitki hücrelerine girmesi için gerekli olan etkili 

transformasyon tekniklerinin hazırlanması,  
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 Transgenik bitkilerin geri kazanılması ve çoğaltılması,  

 Etkili ve kararlı gen ifadesi için transgenik bitkilerin moleküler ve genetik 

karakterizasyonu,  

 Transgenik bitkilerin çevredeki biyotik ve abiyotik stresleri hafifletmedeki etkinlikleri 

açısından değerlendirilmeleri olarak sıralanabilir (Sharma vd. 2005).  

2.7.4 Bitkilerde kullanılan etkili transformasyon yöntemleri 

Etkili transformasyon tekniklerinin uygulanması transgenik bitki üretimindeki en zorlu 

noktalardan biridir. Uygun transformasyon tekniğinin seçilmesi ve geliĢtirilmesi gibi 

transgenik tarla bitkilerinin rejenerasyonu da otuz yıllık teknolojik ilerlemeden sonra 

bile hala aĢılması gereken bir güçlük olarak bilinmektedir (Altpeter vd. 2016). Genetik 

transformasyonun baĢarılı olması kadar tekrarlanabilir olması da önemlidir. Bunun için 

göz önünde bulundurulması gereken bazı gereklilikler Ģöyle sıralanabilir: 

 Tek seferde çok sayıda transformasyona izin veren düĢük maliyetli kolay teknikler 

kullanılması,  

 Tehlikeli yöntemlerden ve maddelerden kaçınarak kullanıcı güvenliğinin sağlanması, 

 Tekniğin asgari ayar gerektirmesi,  

 Arzu edilen DNA’nın istenmeyen vektör diziler olmaksızın kararlı bir Ģekilde hücreye 

sokulabilmesi, böylece sadece istenen genin entegrasyonunun sağlanması ve ifade 

edilebilmesi,  

 Her bir hücreye az sayıda genetik kopya sokulması,  

 Gen aktarılmıĢ tek bir hücreden tüm bir transgenik bitkinin rejenere edilebilmesi 

(Rivera vd. 2012).  

Bitki transformasyonu birbirini izleyen iki basamaktan oluĢmaktadır:  
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(1) Geçici transformasyon: DNA’nın bitki hücrelerine sokulmasıdır. Bu aĢamada 

transgenler henüz genomla kaynaĢmamıĢtır. 

(2) Kararlı transformasyon: Bitki hücresine aktarılanDNA’nın genomla kaynaĢtığı 

aĢamadır. 

Temel bitki biyoteknolojisinde her iki aĢama da kullanıĢlıdır. Ancak istenilen özellikleri 

sonraki kuĢaklara aktarabilen transgenik bitkilerin üretimi için ikinci aĢama Ģarttır 

(Altpeter vd. 2016). Yabancı DNA’nın bitki hücrelerine aktarılabilmesi için mevcut 

olan transformasyon yöntemleri genel olarak doğrudan ve dolaylı yöntemler olmak 

üzere iki kategoriye ayrılabilir (Rakoczy-Trojanowska 2002, Rao vd. 2009). Dolaylı 

yöntemlerde yabancı genin konak hücreye aktarılması bir bakteri hücresine ihtiyaç 

duyarken; doğrudan transformasyon yöntemlerinde böyle bir aracı hücreye gereksinim 

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

2.7.5 Agrobacterium aracılığıyla transformasyon  

Bitkilerde dolaylı transformasyon, istenilen genin hedef hücreye Agrobacterium 

tumefaciens ve Agrobacterium rhizogenesgibi plazmid bulunduran bakteriler 

aracılığıyla taĢınmasını ifade eden yöntemdir (Rakoczy-Trojanowska 2002). 

Agrobacteriumtürleri üzerine ilk çalıĢmalar 100yılkadarönce bitkilerdeki taç gali 

hastalığı etkeninin araĢtırılması sırasında baĢlamıĢ ve A. tumefaciensilk kez 1897 yılında 

asma bitkisinde bulunan gallerden izole edilmiĢtir (Hwang vd. 2015). A. tumefaciens, 

bitkilerde taç tümörüne sebep olan Ti plazmidine, A. rhizogenesise saçak kök hastalığını 

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

Agrobacteriumve bitki hücreleri arasındaki ilk etkileĢim, bitkinin rizosfere salgıladığı 

çeĢitli sinyallerin, bakteride bulunan Ti plazmidinde kodlanan virülans genin (vir gen) 

ve kromozomal virulans genin (chv gen) ürünlerinin yardımıyla bakteri tarafından 

algılanmasıyla baĢlamaktadır. Sonrasında hareketli olan bakteriler konak bitki 

hücrelerine doğru yüzerek bu hücrelerle temas ederler. Enfekte olan bitki hücrelerinde 



 

35 
 

VIP1 (Agrobacterium VirE2ile etkileĢen protein 1), MAP kinaz (mitogen activated 

protein kinase) sinyalizasyonunu baĢlatarak savunma genlerinin ifadesini teĢvik eder.  

Aktarılacak DNA’nın bitki nükleusuna giriĢini kolaylaĢtırmak için Agrobacterium’da 

VIP1’in kontrolünü ele geçirebilir (Hwang vd. 2015). A. rhizogenesaracılığıyla kök 

transformasyonu, A. tumefacienstransformasyonundan daha az ilgi çekmektedir. Bunun 

temel nedeni, A. rhizogenestarafından saçak kök transformasyonuna uğrayan bitkilerde 

rejenerasyonun zor olmasıdır (Barampuram ve Zhang 2011). 

Plazmidler tek bir bakteri hücresinde 50 ya da daha çok sayıda bulunabilen, bakteriyel 

kromozomlardan ayrı, bağımsız ve genellikle halkasal DNA molekülleridir (Rivera vd. 

2012). Bakteriyel kromozomlara benzer bir Ģekilde kopyalanabilen ve konak içinde 

kendi replikasyonlarını düzenleyebilengenler taĢımaktadırlar. Transformasyon için 

kullanılacak bir plazmidin boyutu 5-12 kilobaz çifti (kbp) arasında değiĢebilmektedir 

(Hagemann 2004). Genetik bitki transformasyonunda Agrobacterium’un 

patojenitesinden yararlanılmakta ve bakterinin taĢıdığı plazmid, yabancı genin bitki 

hücresine aktarılmasını sağlayan bir vektör rolü üstlenmektedir. Vektör plazmidlere 

yeni genler eklenirken; plazmidlerdeki tümör oluĢturan genler uzaklaĢtırıldığından 

transformasyonda kullanılan plazmidler tümör oluĢturma yeteneğini yitirmektedirler 

(Rivera vd. 2012). A. tumefaciens taĢıdığı DNA’nın bir kısmını (transfer DNA; T-DNA) 

çeĢitli bitkilere aktarabilmekte ve bu sayede üretilmiĢ pek çok transgenik bitki 

bulunmaktadır (Rahmawati vd. 2010, Hiei vd. 2014, Yesmin vd. 2014, Mozsár vd. 

2015, Safitri vd. 2016). A. tumefaciens aracılığıyla gen transfer mekanizması bakteri 

kolonizasyonu, bakterilerdeki hastalık yapıcı sistemin aktifleĢmesi, T-DNA transfer 

kompleksinin oluĢması, T-DNA transferi ve T-DNA’nın bitki genomuna 

entegrasyonunu içeren birkaç basamaktan oluĢmaktadır (Barampuram ve Zhang 2011). 

Agrobacterium–aracılığıyla T-DNA transferini etkili Ģekilde gerçekleĢtirmek için; bitki 

genotipleri, bitki dokularının kaynağı, AgrobacteriumsuĢları, ortamın tuz miktarı ve pH, 

Agrobacterium - doku etkileĢimlerinin süresi ve sıcaklığı ile T-DNA teĢvik edici 

bileĢiklerin kullanımı gibi birçok faktör göz önünde bulundurulmalıdır (Opabode 2006).  
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Agrobacterium–aracılığıyla transformasyon için hedef materyal olarak embriyonik 

kültürler, olgunlaĢmamıĢ veya olgunlaĢmıĢ zigotik embriyolar, olgunlaĢmıĢ tohumdan 

elde edilen kallus, meristemler, gövde uçları, birincil yaprak nodları, kesilmiĢ yaprak 

ayaları, kökler, kotiledonlar (nod kısımları dahil ya da hariç), gövde segmentleri ve 

kallus süspansiyon kültürleri gibi çeĢitli eksplantlar kullanılabilir (Barampuram ve 

Zhang 2011), ki bunlardan zigotik embriyolar kolayca ve güvenilebilir Ģekilde çimlenip, 

rejenere edilmekte ve arpa üretimi için ideal bir sistem olmaktadır (Hensel vd. 2009, 

Rostami vd. 2013). 

Ayrıca büyük, tek parça DNA segmentlerinin aktarılabilmesi, düĢük kopya sayılarına 

sahip basit transgenlerin sokulabilmesi, kararlı entegrasyon ve aktarılan genlerin nesiller 

boyunca kalıtılabilmesi gibi sebeplerden Agrobacterium aracılığıyla gen 

transformasyonu hem diğer bakteri suĢlarıyla gerçekleĢtirilen dolaylı yöntemlere göre 

(Broothaerts vd. 2005) hem de doğrudan transformasyon tekniklerine göre daha çok 

tercih edilmektedir (Barampuram ve Zhang 2011). Bakterinin taĢıdığı tek bir T-DNA’ya 

bağlı birden çok genin aktarılması mümkündür. Yöntem, her biri farklı transgen taĢıyan 

farklı bakteriyel suĢların aynı bitki dokusunu aynı anda enfekte etmesine ve böylece 

birden çok genin tek bir bitki dokusuna aktarılmasına da olanak vermektedir (Naqvi vd. 

2010).  

2.7.6 Bitkilere gen aktarımında Ti plazmidlerinden yararlanma 

Non-onkojenik (tümör oluĢturmayan) plazmidler aracılığıyla gen aktarımı yapılmıĢ bitki 

hücreleri, gen aktarımı yapılmamıĢ hücreler gibi davranmaktadırlar. Yani gen aktarımı 

yapılmıĢ hücrelerin ve bu hücrelerden geliĢen transgenik bitkilerin normallerinden 

ayrılması olanaksızdır. Bu sorun gen aktarılmıĢ hücrelerin ve bunlardan geliĢen 

sürgünlerin seçimi için iĢaret (markör) genlerinin geliĢtirmesiyle çözülmüĢtür. Bu 

markör genler sayesinde antibiyotik ya da herbisitleri içeren doku kültürü ortamlarında 

sadece markör genlerin aktarıldığı bitki hücreleri geliĢebilmektedir. Günümüzde birçok 
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seçici markör geni taĢıyan bitki transformasyon plazmidleri geliĢtirilmiĢtir (Özcan ve 

Özgen 1996).  

Örneğin bakteriyel Tn5 transposonundan elde edilen (Bevan vd. 1983) ve kanamasine 

dayanıklılığı sağlayan ―Neomisin fosfotransferaz (NPT II); E coli’den izole edilen 

(Waldron vd. 1985) ve higromisin’e dayanıklılığı sağlayan higromisin fosfotransferaz 

(HPT); ve farelerden elde edilen (Eichholtz vd. 1987) ve methotreksate’a dayanıklılığı 

sağlayan dihidrofolat redüktaz (DHFR), Streptomyces hygroscopicus’dan izole edilen 

(DeBlock vd. 1987) ve bialaphos’a dayanıklılığı sağlayan ―bar‖ geni sayılabilir.  

Seçici markör genlerin baĢında, bitkilere aktarılan yabancı genlerin belirtilerinin kontrol 

edilmesinde kullanılan raportör markör genleri de vardır ki bunların en önemlisi β 

glukoronidaz (GUS) genidir. Bir raportör gen, ilgi konusu bir genin kopyalama 

aktivitesine bildirmek için kullanılır kolay taranabilir etkinliğe sahip bir enzimi kodlar. 

Rekombinant DNA metodları ile reportör genin orijinal promotörü kaldırılır ve 

araĢtırılan genin promotörü ile değiĢtirilmektedir.  

Bitkinin soğuğa alıĢtırmasında meydana gelen olayların daha iyi tanımı, tahıllarda 

adaptasyon kapasitesinin farklı bileĢenlerini ve onların rolünü tanımlamak için büyük 

önem taĢımaktadır. Bu amaçla bazı arpa çeĢitlerinde ve yabani arpada, düĢük sıcaklıkta 

aktif olan bazı soğuk-iliĢkili genlerinin kontrol koĢullarında ve soğuğa alıĢtırma 

koĢullarında tanımlanması üzerine çalıĢılmıĢtır ve arpada soğuk aklimasyonu ve su 

potansiyeli arasındaki iliĢkiyi aydınlatmaktır. Ayrıca bu çalıĢmada arpada T-DNA 

transfer potansiyelinin iyileĢtirilmesi ile ilgili olan bazı faktörler, tekrar değerlendirilip 

ve optimize edilmiĢtir. Bu faktörler in vitro rejenerasyon, eksplant uygulamaları ve ko-

kültivasyon süresi ile ilgili olmaktadır. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1 Bitki Materyali 

 ÇalıĢmada; Kalaycı 97, Ġnce 04, Özdemir 05, Keser, Ünver, Aydan hanım, Zeynel ağa, 

Tarm 92, Orza 96, Özen ve Yalın tescilli kültür arpa genotipleri ve Hordeum 

spontaneum (NE)-3 ve Hordeum spontaneum (NE)-7 olan yabani arpa çeĢitleri materyal 

olarak kullanılmıĢtır.  AraĢtırma için tohumlar, EskiĢehir Geçit KuĢağı AraĢtırma 

Enstitüsü ve Ankara Tarla Bitkileri Merkez AraĢtırma Enstitüsü’nden ve yabani arpa 

tohumları Türkiye Tohum Gen Bankası Ankara’dan temin edilmiĢtir. 

3.2 Yöntem  

3.2.1 Tohum sterilizasyonu ve çimlendirmesi 

Ġlk olarak 2 yabani ve 11 kültür arpa çeĢidin yeterli sayıda tohumları %5 ’lik çamaĢır 

suyunda (NaClO) 20 dk arada çalkalanmıĢtır; daha sonra, muamele edilen  tohumlar 

çeĢme suyu kullanılarak 1 × 10 dk durulanmıĢtır. Ardından, tohumlar steril saf suda bir 

gece bırakılmıĢtır (ġekil 3.1). Çimlenme ortamına alınmadan öncede tohumlar tekrar 3 

×3 dk steril  saf su ile durulanmıĢtır. Tohumlar çimlendirme kağıtlarında alınarak iklim 

dolabında (24+1 °C, 16/8 h fotoperiyot ve % 60 nisbi nem) kütüre alınarak 

çimlendirilmiĢtir (ġekil 3.2). 

3.2.2 Bitki büyümesi ve soğuğa alıĢtırma 

Çimlenen tohumlar 10 gün boyunca tohum çimlendirme kağıdında (Anchor, SD3830) 

rulo yapılıp, Hoa gland besin solüsyonu içerisinde yetiĢtirilmiĢtir (ġekil 3.3). Elde 

edilen 17-18 günlük geliĢen bitkiler, hidroponik koĢullarında, 3 hafta kontrol (17 °C / 13 

°C, gündüz/ gece, 16/8 saat fotoperiyot olan 240 µmol m
-2

 s
-1

 fotosentez foton ıĢık 

yoğunluğu ve % 75 nispi nem) koĢullarda kültüre alınmıĢtır (ġekil 3.4); ve daha sonra 
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elde edilen bitkileri soğuk iklime alıĢtırılmak için 10 gün boyunca +4 °C’de (240 µmol 

m
-2

 s
-1

 fotosentez foton ıĢık yoğunluğu ve fotoperiyot ile) muamele edilmiĢtir. GeliĢen 

bitkilere sürekli olarak Hoagland çözeltisi ilave edilmiĢtir ve ölçümler öncesi Hoagland 

çözeltisi değiĢtirilerek, bitkiler bir kaç kere alt kültüre alınmıĢtır. Hoagland çözeltisinde 

bulunan makro ve mikro elementler çizelge 3.1’de verilmiĢtir. 

 

 
 

ġekil 3.1 Bu tez kapsamda çalıĢılan arpa genotiplerine ait tohumların yüzey 

sterilizasyonu 

 

 
 

ġekil 3.2 (a) Bu tez kapsamda çalıĢılan arpanın Ünver genotipine ait tohumların nemli 

çimlendirme kağıtlarında rulo yaparak çimlendirmesi, (b) çimlenmiĢ 

tohumlardan geliĢen 7-8 günlük arpa bitkicikler  
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ġekil 3.3 Arpa genotiplerine ait çimlenmiĢ tohumların, Hoagland çözeltisi ile ıslatılmıĢ 

çimlendirme kağıtlarında yetiĢtirilmesi 

 

3.2.3 Fizyolojik Ölçüm (Yaprak-su Potansiyeli) 

Bu tez kapsamda çalıĢılan 11 tescilli kültür arpa genotipleri üzerinde fizyolojik ölçümler 

yapılmıĢtır. BeĢ (5) haftalık bitkilerin yaprak su potansiyel (MPa değer) ölçümleri, 

kontrol bitkilerinde ve soğuk stresi (+4
 
°C) uygulaması baĢlangıcında (Time 0) ve takip 

eden 24 saatte yapılmıĢtır. Bu iĢlemler 10 gün boyunca, basınç bombası (Pressure 

bomb, PMS Instruments) kullanılarak devam edilmiĢtir (ġekil 3.5). Elde edilen verilerin 

varyans analizleri, MSTAT-C istatistik programını kullanılarak yapılmıĢ ve gereken 

grafikler Mikrosoft ofis 16 Eksel programı kullanılarak çizilmiĢtir. 
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ġekil 3.4 Bu tez kapsamında çalıĢılan arpa genotiplerine ait bitkilerin hidroponik 

koĢullarında yetiĢtirilmesi 
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Çizelge 3.1 Hoagland çözeltisinde bulunan makro ve mikro elementler 

 
Makro Elementler (10×) (  g/l) Mikro Elementler (1×) (  g/l) 

K2SO4 15.7 H3BO3 0.124 

KH2PO4 2.7 MnSO4 0.066 

MgSO4.7H2O 24 CuSO4.5H2O 0.100 

Ca(NO3)2.4H2O 47.23 NH4Mo 0.048 

KCl 0.0746 ZnSO4.7H2O 0.155 

 (FeEDTA (1000×): 365  g/l). 

 

 
 

ġekil 3.5 Basınç bombası kullanılarak bu tez kapsamda çalıĢılan arpa genotiplerin 

yaprak-su potansiyelinin ölçülmesi 

 

3.2.4 Örnek toplama 

Örnekler (genç, tamamen geliĢmiĢ yaprakların orta kısmından) kontrol ve soğuk iklime 

alıĢtırılan bitkilerden hemen transferden öncesi ve soğuk ortama alıĢtırdıktan sonra, 3 

tekrar Ģekilde toplanır toplanmaz sıvı azot içinde dondurulmuĢtur (ġekil 3.6). Daha 

sonra analiz sonuçlarına bağlı olarak, yaprak-su potansiyelinin değiĢtiği zaman 

noktalarına (time point) ait örnekler (1. ile 8. günün örnekleri) gen ifadesinin 

incelnemesi için değerlendirilmiĢtir.  
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ġekil 3.6 ÇalıĢılan arpa genotiplerinde fizyolojik ölçüm sonrası, gen ifade analizi için 

örneklerin toplanması ve alüminyum folyo ile paketlenmesi  

 

3.2.5 Gen ifade analizi 

3.2.5.1 Primerlerin  testi 

Seçilen primerlerin (Çizelge 3.3) belirlenen genotiplerde çalıĢıp çalıĢmadığının tespiti 

için, primerlerin yabani ve kültür genotiplerinde testi yapılmıĢtır. Önüç (13) adet arpa  

genotipinde DNA izolasyonu yapılmıĢtır ve DNA izolasyon sonrası Nanodrop (ND–

1000) spektrofotometre ile elde edilen DNA’nın miktar tayini yapılmıĢtır. 

3.2.5.1.1 DNA izolasyon metot aĢamaları 

1. Her çeĢit/genotipe ait 100 mg yaprak dokusuna 1 ml DNA ekstraksiyon solüsyonu 

eklenmiĢtir (Çizelge 3.2) (örnek baĢına 10 µl 2-Merkaptoetanol içermiĢtir). 

2. Örnekler su banyosunda 65 °C, 10 dk arada çalkalanarak bekletilmiĢtir, ardından oda 

sıcaklığında soğutulmuĢtur. 

3. Her örnek üzerine 0.7 ml klorofom/izoamil alkol (24:1) eklenerek 20-25 defa 

sallanılmıĢtır. Ardından örnekler 30 dk boyunca buz (+4 °C) üzerine bekletilmiĢtir. 

4. Bu örnekler 10 dk boyunca 1400 rpm’de santrifüj edilmiĢtir. 

5. Elde edilen süpernatant veya üst sıvı (0.7 ml) yeni bir tüpe aktarılmıĢtır. 
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6. Üzerine 0.8 ml isopropanol eklenmiĢtir. 

7. Ardından örnekler 15-20 dk buz üzerinde (Tercihen gece boyu -20
 

°C) de 

bekletilmiĢtir. 

8. Ardından örnekler 3 dk 14000 rpm santrifüj edilmiĢtir  ve üstte kalan sıvı atılmıĢtır. 

9. Altta kalan  katı (pellet) üzerine 1 ml % 70’lik etanol eklenmiĢtir ve 2 dk 14000 

rpm’de santrifüj edilmiĢtir. 

10. Etanol uzaklaĢtırılarak elde edilen peletler kurutulmuĢtur ve 50-100 ml TE (pH, 8) 

veya nükleaz içermeyen (nuclease free) H2O’da çozülmüĢtür (pipetiyle pellet 

oynatılmıĢtır, gece boyu +4 °C’de tutularak DNA’nın çözülmesi sağlanmıĢtır). 

11. 100 µl DNA için 3 µl RNase eklenmiĢ olup, +37
 
°C’de 20 dk bekletilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.2 DNA ekstraksiyon çözeltisi 

 
Son konsantrasiyon 50 ml’deki hacim 

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

50 mM EDTA pH 8.0  4 ml 0.5 M EDTA pH 8.0 

0.4 M LiCl 10 ml LiCl 

%1 CTAB 1 g CTAB 

% 2 PVP 2 g PVP 

%0.5  TWEEN 20 0.5 ml TWEEN 20 

 

Genotiplerden 2 genotipte (1 yabani ve 1 kültür genotip) 5 farklı çift primer kullanarak, 

touch down PCR yapılmıĢtır. PCR sonrası agaroz jel elektroforezi yapılmıĢ ve U.V 

cihazında primerlere ait bantlar ğörüntülenmiĢtir ve elde edilen sonuçlarına bağlı olarak 

arpada soğuk toleransına yönelik önemli genlerden olan (CBF1, CBF9, COR14b ve 

DHN8) genlerin primerleri real time çalıĢmaları için seçilmiĢtir. Arpa bitkisinde 

kullanılan GAPDH kontrol geni ise kontrol geni olarak kullanılmıĢtır. 

 

 



 

45 
 

3.2.5.2 qRT-PCR (Real Time) uygulamaları 

Genlerin ekspresyonunu, RT-PCR (Real-time PCR) ile analiz etmek için toplam RNA 

izole edilmiĢtir ve daha sonra revers transkripsiyon analizi için gereken reaksiyonuna 

tabi tutulmuĢtur. 

3.2.5.2.1 RNA izolasyon metot aĢamaları 

1. Örnekler sıvı azotta ezilmiĢtir. 

2. 2 ml’lik tüpe 1 ml trizol eklenmiĢtir. 

3. Üzerine 300-500 mg örnek eklenmiĢtir. 

4. Tüp elle kuvvetli bir Ģekilde sallanarak karıĢımı sağlanmıĢ, vortekslenmiĢ ve oda 

sıcaklığında 10 dk bekletilmiĢtir. 

5. Çeker ocağı içerisinde, her örnek üzerine 250 µl kloroform eklenerek karıĢtırılmıĢtır 

ve 10 dk oda sıcaklığında bekletilmiĢtir. 

6. 14000 rpm’de 4 
o
C’de 10 dk santrifüj edilmiĢtir ve üst sıvı yeni tüpe aktarılmıĢtır. 

7. Üzerine 250 µl 1.2 M NaCl, 250 µl 0.8 M Na-citrat ve 250 µl isopropanol 

eklenmiĢtir ve 10 dk oda sıcaklığında (tercihen -20
 o
C’de 10 saat) bekletilmiĢtir.  

8. 14000 rpm’de 4 
o
C’de 10 dk santrifüj edilmiĢtir ve üst sıvı atılmıĢtır (bu aĢamada 

tüp dibinde pellet görülmelidir). 

9. Pellet % 70 EtOH ile yıkanılarak dikkatlice kurutulmuĢtur. 

10. Daha sonra, 20-50 µl PCR suyunda çözülmüĢtür. 

3.2.5.2.2 RNA örneklerinin miktar ve kalite belirlenmesi 

Ġzole edilen RNA’lar cDNA sentezinden önce  % 1.5’lik agaroz jele yüklenerek 1.5 saat 

yürütülmüĢtür. Ayrıca, kalite ve miktar tayini için spektrofotometrik ölçümleri (ND-

1000) yapılmıĢtır. 
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3.2.5.2.3 QRT-PCR uygulamaları 

Kullanılan Real time PCR metotu iki aĢamalı olarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġlk basamak 

için First Strand cDNA sentez kiti (Roche) ile çizelge 3.3’de belirtilen iĢlem 

basamakları verildiği Ģekilde, cDNA sentezi yapılmıĢtır. 

Çizelge 3.3 RNA-Primer karıĢımının hazırlanması 

 
Ġçerik Hacim 

RNA (2 µg) DeğiĢken 

Oligo dt Pirmer (50 pmol/µl) 0.5 µl 

Su (PCR grade)  DeğiĢken 

Toplam 13 µl 

 

Termal cycler’da (Biorad marka) 65 
o
C’de 10 dk denatüre edilip hemen buza alınan 

karıĢıma çizelge 3.4’de verildiği Ģekilde hazırlanan Revers Transkripsiyon karıĢımı 

eklenerek, belirtilen reaksiyon koĢullarında revers transkripsiyon iĢlemi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.4 Revers transkripsiyon karıĢımının hazırlanması 

 
  Ġçerik Hacim Reaksiyon 

KoĢulları 

Transkript or Reverse Transkriptase Reaction buffer (5×) 4 µl 

25 
o
C 10 dk 

55 
o
C 10 dk 

85 
o
C 5 dk 

RNase Inhibitör (40 u/µl) 0.5 µl 

dNTP mix (10 mM) 2 µl 

Transkript or Reverse Transkriptase Enzimi (20 u/µl) 0.5 µl 

Toplam 7 µl 

 

cDNA sentezi sonrası Nanodrop (ND–1000) spektrofotometre ile elde edilen cDNA 

miktarı ölçülerek miktar tayini yapılmıĢ ve agaroz jel elektroforezinde koĢturulmuĢtur. 
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RT-PCR aĢamasını takip eden ikinci aĢamada ise SYBR Green I (Roche) master kiti 

kullanılarak çizelge 3.5’de iĢlem basamakları verildiği Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.5 RT-PCR iĢleminin ikinci aĢamasında karıĢımın hazırlanması 

  
Ġçerik Hacim 

cDNA 3 µl 

Su (PCR grade) 0.8 µl 

Primer (F+R) (10 pmol) 0.6 µl 

Light Cycler Fast Start DNA Master SYBR Green I 5 µl 

Toplam 10 µl 

 

Hedef gene ait CT/CP değerlerinin normalizasyonu için GAPDH kontrol geni 

kullanılmıĢtır. Validasyon için seçilen primerlere ve kontrol (house keeping) genine ait 

dizi bilgileri çizelge 3.6’de verilmiĢtir. 

 

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

 
Genin Adı GenBank 

(NCBI) 

Primer Dizileri Primer 

Kaynağı 

HvCOR14b AJ512944 Fwd 5’-TTGAGGATGTGAGCAAATGAG-3’  

Rev 5’-TACATCGTCAATGACGAGACC-3’ 

Morran vd. 

(2011) 

HvCBF9 AY785877 Fwd 5’-AGCACTACTGTCAACATGTAG-3’ 

Rev  5’-CCTTGATTTCGATTCATGGAG-3’ 

Morran vd. 

(2011) 

HvCBF1 AY785839 Fwd 5’-ATGGACGATGGTATGGACTTC-3’ 

Rev  5’-TGCACATGCATTAGTAGTTC-3’ 

Morran vd. 

(2011) 

HvDHN8 AF043096 Fwd 5’-TGCTCCAGCGCCAGTGCAC-3’ 

Rev 5’-CGATCAAGCTCTGGGCTTGTG-3’ 

Campoli vd. 

(2009) 

GAPDH  Fwd 5’-CTGTTGTTGATCTGACTGTTA -3’  

Rev 5’-TCCTCATCGACATAACCCAAA- 3’ 

* 

 

*GAPDH primeri arpada olan gene bölgesine yönelik tasarlanmıĢtır 
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Her bir primere ait örnekleri içeren cDNA’lar ile SYBR Green I (Roche) Master Kit 

içerikleri karıĢımı alete ait 384’lük platelere yerleĢtirilerek plate 1500 rpm’de 2 dk 

santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj sonrasında Roche Light Cycler Sealing foil ile plate 

kaplanarak Roche Light Cycler 480 aletinde her bir primer için optimize edilen 

sıcaklıklar seçilerek örnekler koĢturulmuĢtur (ġekil 3.6). 

Real Time PCR reaksiyonları hazırlanırken, standart eğrilerin çizilebilmesi amacıyla 

kontrol cDNA’lardan 6 logaritmik konsantrasyon olmak üzere; 1/10, 1/100, 1/1000, 

1/10000 ve 1/100000 oranlarında seri dilüsyonlar (seyreltmeler) halinde hazırlanıp ve 

ölçümlerin değerlendirilmesi aĢamasında Real Time PCR aletine ait analiz programı ile 

her bir primer için ayrı ayrı standart eğriler (en az 1 logaritmik konsantrasyonun eğri 

üzerinden geçen, etkinlik değeri 1.7 ile 2 arasında ve eğim değeri ise -3.3’e yakın olacak 

Ģekilde) çizilmiĢtir. Ct değerleri pik profillerini kullanılarak oluĢturulmuĢtur (ġekil 3.7). 

 

 
 

ġekil 3.7 Roche Light Cycler 480 aletinde her bir primer için optimize edilen sıcaklıklar 

seçilerek bu tez kapsamında çalıĢılan arpa genotiplerine ait örneklerin 

koĢturulması 

 

3.2.5.2.4 Elde edilen verilerin istatistik anlizleri 

Nispi ifade düzeyleri; 2
-ΔΔC

T (delta delta-Ct veya ddct) algoritmasına göre REST 2009 

software programını kullanılarak hesaplanmıĢtır. Güven Aralıkları (C.I.) % 95 olarak 
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kabul edilmiĢtir. CBF1, CBF9, COR14b ve DHN8 genlerinin ekspresyon seviye 

sonuçları 2
-ΔΔC

T yöntemini kullanarak, GAPDH Kontrol geninin ekspresyon değeri ile 

normalize edilmiĢtir. 

Soğuk muamele örneklerinin RNA ekstraksiyon kalitesi  kontrol örneğin RNA 

ekstraksiyonu kalitesinden daha yüksek olabilmektedir ve bu yüzden bu örnek için 

üretilen cDNA daha yüksek kaliteye sahip olabilmektedir ve örneğin ct’ye ulaĢması 

daha hızlı gerçekleĢmektedir veya cDNA’nın üretim kalitesi iki örnek arasında farklı 

olabilmektedir. Bu yüzden laboratuvar hatalarından dolayı Ct’ye iki örnek arası 

kıyaslama parametresi olarak güvenilememektedir. Ġki farklı örnrk için tüm laboratuvar 

koĢulları ve yapılan iĢlemlerin kalitesinin aynı oldukları durumda bile aynı koĢulların 

tüm örneklere uygulanması sağlanamamaktadır. Bu problemin kaldırılması için GAPDH 

gibi ifadesi tüm örneklerde kanıtlanmıĢ olan genler kullanılmaktadır. Bu genlerin tüm 

örneklerde ifadeleri aynı olmalı nedeniyle, Ct’leri arasında farklılık görüldüğü zaman 

deneme koĢullarının tüm örnekler için aynı olmaması tespit edilmektedir ve bu genlere 

göre, onların Ct değerleri ıslah edilebilmektedir.  GAPDH geni Real Time kontrol geni 

olarak adlandırılmaktadır.  

3.2.6 Rejenerasyon ve genetik transformasyon 

3.2.6.1 Tohum materyalı 

Rejenerasyon ve genetik transformasyon çalıĢması için Özen çeĢidi materyal olarak 

kullanılmıĢtır.  

 

 



 

50 
 

3.2.6.2 Rejenerasyon 

3.2.6.2.1 Tohum sterilizasyonu 

In vitro çalıĢmalarındaki ilk aĢama yüzey sterilizasyon aĢamasıdır. Arpa tohumlarının 

yüzey sterilizasyonu için sağlam tohumlar seçilip, üzerindeki kalıntıların 

uzaklaĢtırılması için 15 dk çeĢme suyunun altında tutulduktan sonra en yüksek baĢarının 

alınacağı en düĢük dezenfeksiyon dozu  belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. Ticari çamaĢır 

suyunun (%5 NaClO içeren etken madde) %10, 20, 30, 40, 50, 60 ile 70’lik dozları ile 

belirtilmiĢ çeĢidin (Özen) tohumları 15 dk süre uygulamasıyla yüzey sterilizasyonu 

sağlanmıĢtır. Yüzey sterilizasyonundan sonra tohumlar steril saf su ile 3× 5 dk süreyle 

durulanmıĢtır. Steril tohumlar yine steril magenta kapları içerisinde %3 sükroz içeren ve 

%0.8 agar (Sigma), %0.6’lik agar (Duchefa, Almanya) ile katılaĢtırılan MS besin 

ortamında beyaz floresan ıĢığı altında 16 saat ıĢık fotoperiyodunda 24 ± 1 
o
C 

sıcaklığında kültüre alınmıĢtır. Tohumlar kültüre alındıktan bir hafta sonra çimlenme 

yüzdesi ve varsa oluĢan bulaĢıklığının oranları belirlenmiĢtir.  

3.2.6.2.2 Ön muamele ve rejenerasyon 

Denemede sürgün ve kök rejenerasyonu için farklı oran ve kombinasyonlarıyla sitokinin 

ve oksinler içeren MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962) ile %3 

(ağırlık/hacim) sakkaroz ve % 0.60 (ağırlık/hacim) agar ile katılaĢtırılan ortam 

kullanılmıĢtır. Steril edilen tohumları, MS (kontrol), 20 mg/l IBA, 20 mg/l BAP, 20 

mg/l IBA+ 20 mg/l BAP içeren MS ortamında kültüre alınırak 24 saat boyunca ön 

muameleleri yapılmıĢtır (ġekil 3.8). Tüm kültürler beyaz floresan ıĢığı altında 16 saat 

ıĢık fotoperiyodunda  24±1 
o
C sıcaklıkta tutulmuĢtur. 

Daha sonra In vitro koĢullarda çimlenmiĢ tohumlarından izole edilmiĢ zigotik embriyo 

eksplantları kullanarak, gen aktarımına uygun yüksek oranda sürgün rejenerasyonu için 

0.1 mg/l NAA + 0.15, 0.30 0.45, 0.60, 0.75, 0.90 ve 1.05mg/l BAP içeren MS  ortamına  
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(7 kombinasyon) aktarılmıĢtır.  Tüm kültürler beyaz floresan ıĢığı altında 16 saat ıĢık 

fotoperiyodunda 24±1 
o
C sıcaklıkta tutulmuĢtır (ġekil 3.9). Bütün doku kültür 

çalıĢmaları steril kabin içerisinde ve aseptik koĢullarında yapılmıĢtır. 

 

 
 

ġekil 3.8 Özen arpa çeĢidinin MS (kontrol), 20 mg/l IBA, 20 mg/l BAP, 20 mg/l IBA+ 

20 mg/l BAP içeren MS besin otamlarda ön muamele iĢleminin yapılması 

 

 
 

ġekil 3.9 Farklı oranda NAA + BAP içeren MS ortamında Özen arpa çeĢidinin zigotik 

embriyolarından geliĢen bitkilerin sürgün ve kök rejenerasyonuna ait Ģematik 

görüntüleri 
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3.2.6.3 GUS geninin aktarılması 

3.2.6.3.1 Bakteriyal materyal 

Agrobacterium tumefaciens, GV 2260 suĢu ikili GUS-INT vektörünün barındırıcısı 

olarak (Vancanneyt vd. 1990) genetik transformasyon için Ankara Üniversitesi, Ziraat 

Fakültesi, Tarla Bitkileri Bölümü’nden temin edilmiĢtir. 

3.2.6.3.2 Agrobacterium bakteri kültürünün saflaĢtırılması ve büyütülmesi  

Sıvı bakteri kültürlerinin çoğaltılmasına, nutrient agar (NA) besin ortamında 

büyütülmüĢ olan bireysel kolonilerden baĢlanıp, tek koloniler steril lup ile alındıktan 

sonra gerekli (25 mg/l Rifampisin ve 50 mg/l kanamisin) antibiyotikleri içeren10 ml sıvı 

nutrient broth (NB) (Sigma Aldrich Chemical Co, St Lo. Mo) kullanılmıĢtır. Daha sonra 

bakteri kültürleri çalkalamalı inkübatörde 28 °C’lik sıcaklıkta 1 ya da 2 gün süreyle 

büyütülmuĢtur. Bu kültürler daha sonra gen aktarımında kullanılmıĢtır.  

Yeniden bireysel koloniler elde edebilmek için steril lup ile alınan bakteri kültürü 

Nutrient agar içeren  besin ortamı üzerine steril bir lup ile yayılmıĢ, bu kültürleri içeren 

petri kutuları ters çevrilerek 28 °C’de inkübe edilmiĢtir. Herhangi bir bulaĢmayı 

önlemek için bütün bakteriyel çalıĢmalar steril kabin içerisinde yapılmıĢtır.   

3.2.6.3.3 Bakterinin uzun süreli korunması 

Bakterinin uzun süreli korunması için bakteri kültürleri ―Nescofilm‖ ile sarılmıĢ ve ters 

çevrilen petri kutularında +4 °C’de 6 hafta korunmuĢtur. Daha uzun süreli muhafaza 

iĢlemi için eĢit miktarda bakteri kültürü ve % 40 gliserol içeren NB, 2 ml’lik krayogenik 

tüplerde karıĢtırıldıktan sonra sıvı azotla hızlı bir Ģekilde dondurulup, -85 °C’de 

muhafaza edilmiĢtir. Bu yolla bakteri kültürlerinin canlılığını 10 yıl boyunca muhafaza 

etmek mümkün olabilmektedir (Draper vd. 1988).   



 

53 
 

3.2.6.3.4 Agrobacterium tumefaciens aracılığıyla gen aktarımı 

Denemede MS ortamının üzerinde 24 saat kültüre alınan tohumların embriyoları 

eksplant olrak gen aktarma iĢleminde kullanılmıĢtır. Agrobacterium tumefaciens’in GV 

2260:: p35 gus-int hattı ile gen aktarım iĢlemleri gerçekleĢtirilmiĢtir. MS ortamı 

hazırladıktan sonra, steril kabin içerisinde Magenta kaplarına dağıtmdan önce,  

hazırlanmıĢ olan 75 mg/l Kanamisin ve 400 mg/l Duocid (Duchefa, The Netherland) 

stoklarından eklenerek seleksiyon ortamı hazırlanmıĢtır. A.tumefaciens aracılığıyla gen 

aktarımı çalıĢmalarında yüksek rejenerasyon gösteren zigotik embriyo eksplantı gen 

aktarma çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. Sıvı bakteri (A. tumefaciens strain GV 2260) 

kültürlerinin çoğaltılmasının ardından asetosiringon ekleyerek, MS ortamında kültüre 

alınan tohumlardan ayrılan embriyo eksplantları ile (24 saat +4
 o

C’de bekletilmiĢ ve 

soğuk uygulaması yapılan embriyo eksplantları ve hemen inokülasyondan önce ayrılan 

eksplantlar), steril kabin içerisinde 30 dk süreyle inoküle edilmiĢtir ve daha sonra 

embriyolar steril kurutma kağıtlarında kurutulmuĢ olup, ko-kültivasyon (MS) 

ortamında, 24 saat ve 48 saat süreyle 24 ±2 
o
C sıcaklıkta ve 16 saat ıĢık fotoperiotta 

Grolux floresan ıĢığı (40 μmol m
-2

 s
-1

) altında tutularak ko–kültivasyonuna alınmıĢtır 

(ġekil 3.10). 

Eksplantların etrafında aĢırı bakteri geliĢimi olduğu durumlarda 500 mg/l Duocid içeren 

sıvı rejenerasyon ortamında yıkandıktan sonra steril kurutma kağıtlarında kurutulması 

yapılmıĢtır. Bundan sonra, eksplantlar Agrobacterium geliĢimini önlemek için Duocid 

(400 mg/l) ve sadece gen aktarılmıĢ sürgünlerin geliĢimini sağlamak için de kanamisin 

(75 mg/l) içeren seleksiyon ortamına aktarılmıĢtır. Bu ortamda geliĢen sürgünler sürekli 

kontrol altında tutularak, aktarılan genlerin ekspresyonu (belirtileri) gözlenmiĢtir (ġekil 

3.11). 

Kültüre alındıktan iki hafta sonra yapraklari yeĢil bitkilerin yüzdesi belirlenmiĢ ve 

kültür kaplarından alınıp ve musluk suyu ile yıkanarak, steril torf toprağında dikilmiĢler 

(ġekil 3.12). 
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ġekil 3.10 Özen arpa çeĢidine ait zigotik embriyo eksplantların ko-kültivasyon ortamına 

aktarılması 

 

 
 

ġekil 3.11 Özen arpa çeĢidine ait zigotik embriyolardan geliĢen bitkilerin kanamisin 

katılmıĢ seleksiyon ortamındaki görüntüsü 

 

 
 

ġekil 3.12 Özen arpa çeĢidindeki, kanamisin antibiyotiğine dayanıklı yeĢil bitkilerin, 

kültür kaplarından alınıp ve steril torf içeren kaplara aktarılması 
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Steril kapları ters çevrilerek ĢaĢırtılmıĢ bitkilerin nemi korumuĢ ve iklime alıĢtırmak için 

iki hafta süreyle 24 ±2 
o
C sıcaklıkta ve 16 saat ıĢık fotoperiotta Grolux floresan ıĢığı (40 

μmol m
-2

 s
-1

) iklim odasına aktarılmıĢ ve büyümeye alınmıĢtır. GeliĢen bitkiler iki hafta 

sonra köklerinin etrafında olan torf ile beraber toprak dolu saksılara aktarılmıĢtır (ġekil 

3.13) ve ardından alıĢtırılan bitkilerin  geliĢtirilmesi ve tohum elde etmek amacıyla 

seraya aktarılmıĢlar (ġekil 3.14). Daha sonra transgenik aday bitkilerin teyit amacı ile 

GUS ve PCR testleri yapılmıĢtır.  

 

 
 

ġekil 3.13 Bitki köklerinin etrafındaki torf ile beraber toprak dolu saksılara ĢaĢırtılması 

 

 
 

ġekil 3.14 Özen arpa çeĢidine ait transgenik aday bitkilerin yetiĢtirilmesi ve tohum 

bağlaması 
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3.2.6.4 Histokimyasal GUS testi 

Transgenik oldukları varsayılan bitkilerin yaprakları Khawar vd. (2004)’e göre 

histokimyasal GUS analize alınmıĢtır. Yaprak örnekleri, 38 °C’de 24 saat süreyle 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 inkübe edilmiĢtir; ardından, dokulardaki 

klorofilin parçalanması için 2 gün % 96’lık etanol’de bekletilmiĢ ve oluĢan mavi lekeler 

sonucunda GUS enzim aktivitesinin varlığı tespit edilmiĢtir.   

3.2.6.5 PCR analizi 

Elde edilen, transgenik aday bitkilerin yapraklarından DNA izole edilmiĢtir. Transgenik 

aday bitkilerinden alınan yaprak örnekleri -80 
o
C’de dondurulduktan sonra, sıvı azot ile 

ezilmiĢ ve DNA izolasyon iĢlemleri yapılmıĢtır. 

3.2.6.5.1 PCR reaksiyonu 

Standart PCR teknikleri, seçilen yaprak örneklerinde nptII gen dizisini belirlemek için 

kullanılmıĢ; nptII primerleri F- TTG CTC CTG CCG AGA AAG, R- GAA GGC GAT 

AGA AGG CGA sekansına sahip olan primerler ile test edilmiĢtir  

PCR reaksiyon koĢulları 

3 μl DNA, 

5 μl 5X PCR tamponu, 

3 μl MgCl2 (25 mM), 

3 μl dNTP (10mM), 

PF 4 μl, PR 4 μl, 

0.3 μl Tag DNA polimeraz 

2.7 μl dH2O kullanılarak 25 μl toplam hacimde yapılmıstır. 
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Reaksiyonlar, Biometra Tpersonal thermocycler aletinde 68 °C touch down PCR 

program koĢulları kullanılarak gerçeklestirilmistir. 

3.2.6.5.2 Örneklerin agaroz jel elektroforezi 

PCR reaksiyonları % 1.5’lik agaroz gel elektroforezi ile ayrılmıĢtır. Bunun için 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 fırında çözdürülmüĢ ve sıcaklıgı 50–60
 o

C’ye 

düĢtüğünde DNA’nın U.V’de görüntülenebilmesi için karıĢıma 5 μl etüdyumbromit 

eklenerek; elektroforez iĢlemi 70 Voltta ve 1 saat süreyle gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Elektroforez iĢlemi sonlandırıldıktan sonra görüntülemeler için jel U.V görüntüleme 

sistemi kullanılmıĢtır. 

3.2.6.5.3 Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi 

Rejenerasyon denemeleri 3 tekrarlamalı olarak (3 Magenta ) ve her tekerrürde 5 bitki 

olacak Ģekilde Tesadüf Parselleri Deneme Desenine göre kurulmuĢtur ve elde edilen 

veriler MSTAT-C bilgisayar programı ile analiz edilmiĢtir. Ortalamalar arasındaki 

farklılığı belirlemek için de Duncan testi (P<0,05) kullanılmıĢtır. 

  



 

58 
 

4. ARAġTIRMA BULGULARI VE TARTIġMA 

4.1 Soğuk Stresininin Fizyolojik Olarak Belirlenmesi 

Örnek toplama zamanının belirlendiği 10. güne (0-10 gün) kadar stres uygulaması 

denemelerinde; yaprak-su potansiyeli ölçüm değerleri (MPa), soğuk stresi uygulanan 

bitkilerde kontrole göre önemli (p<0.01) ölçüde farklılık göstermiĢtir.  

Yapılan varyans analizi sonucunda, genotip, soğuk stresi uygulama ve zaman (gün) 

faktörleri ve etkileĢimleri istatistiki yönden (p<0.01) önemli bulunurken (Çizelge 4.1), 

ele alınan özelliklere iliĢkin ortalamaların farklılık gruplandırılmaları ise çizelge 4.2-

4.3’de verilmiĢtir. 

  

Çizelge 4.1 Genotip, soğuk, zaman faktörleri ve etkileĢimlerinin yaprak-su potansiyeli 

üzerine etkilerinin varyans analiz tablosu 

 
V.K. S.D. K.O  F 

Genotip (A) 10  0.50 227.13** 

Soğuk (B)  1  3.99 1816.30** 

(A×B)  10  0.049 22.16** 

Zaman (Gün)  10 0.121 54.85** 

(A×C) 100 0.021 9.58** 

(B×C) 10 0.076 34.75** 

(A×B×C ) 100 0.013 5.84** 

Hata  484 0.002  

Toplam 725   

C.V (%)  % 7.74  

 

** Ġstatistik olarak 0.01 düzeyinde önemli bulunmuĢtur 

 

Yaprak-su potansiyel ölçüm değerleri soğuk stresi uygulanan bitkilerde (-0.68 MPa), 

kontrol bitkilerine (-0.53 MPa) göre önemli ölçude farklılık göstermiĢtir (Çizelge 4.2). 
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Çizelge 4.2 Kontrol ve soğuk (+4 °C) faktörlerindeki yaprak-su potansiyel kıyaslaması 

 
Uygulama Yaprak-su potansiyel 

(MPa) 

Kontrol -0.532 A* 

Soğuk -0.680 B 

 

* Farklı harfe sahip veriler anlamlı bir Ģekilde farklı bulunmuĢtur 

 

MPa değerleri özellikle 8. günde en yüksek (negatif değer olarak)  düzeyde bulunurken 

(Çizelge 4.3), en yüksek olarak Aydan hanım genotipinde (-0.49 MPa) ve en düĢük 

olarak’da Orza genotipinde (-0.75 MPa) tespit edilmiĢtir (Çizelge 4.3) ve araĢtırmada 

gün ve genotipler, MPa değerleri açısından detaylı olarak karĢılaĢtırılmıĢtır. Sonuçlara 

göre en yüksek MPa değeri (-1.06 MPa) Orza genotipinde soğuk stresininin 2. gününde 

tespit edilmiĢtir. 

Farklı arpa genotiplerine yapılan soğuk uygulama ortalaması kontrole göre ele alınan 

özelliklerde olumlu değiĢimler meydana getirdiği belirlenen araĢtırma sonuçları, farklı 

bitkilerde yapılan soğuk uygulama sonuçları ile benzerlik göstermektedir (Burchett vd. 

2006, Fu vd. 2000). Farklı genotiplerde soğuk stresi uygulamasında, yaprak-su 

potansiyelinin değiĢimi Ģekil 4.1- 4.11’ de gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 4.3 Farklı arpa genotip ve zaman (gün) faktörlerine iliĢkin yaprak-su potansiyel 

ortalama karĢılaĢtırmaları 

 
Yaprak-su 

potansiyeli 

(Mpa) 

Genotip Yaprak-su 

potansiyeli 

(Mpa) 

Zaman 

 (Gün)   

-0.499 G Aydan hanım  -0.496 H* 0 

-0.506 G Özdemir -0.624 CD 1 

-0.510 G Ünver -0.612 DE 2 

-0.528 F Özen -0.588 G 3 

-0.599 E Ġnce -0.593 FG 4 

-0.621 D Yalın -0.606 EF 5 

-0.634 CD Kalaycı -0.630 BC 6 

-0.645 C Zeynel ağa -0.645 B 7 

-0.647 C Tarm -0.661 A 8 

-0.721 B Keser -0.615 CDE 9 

-0.752 A Orza -0.594 FG 10 

 

* Farklı harfe sahip ortalamalar, Duncan Testin’de p<0,05 düzeyinde anlamlı bir Ģekilde farklı 

bulunmuĢtur 

 

 
 

ġekil 4.1 Ünver arpa çeĢidindeki soğuk stresi (+4 °C) uygulamasında yaprak-su 

potansiyelinin değiĢimi 
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ġekil 4.2 Zeynel ağa arpa çeĢidindeki soğuk stresi (+4 °C) uygulamasında yaprak-su 

potansiyelinin değiĢimi 

 

 
 

ġekil 4.3 Ġnce arpa çeĢidindeki soğuk stresi (+4 °C) uygulamasında yaprak-su 

potansiyelinin değiĢimi 
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ġekil 4.4 Özen arpa çeĢidindeki soğuk stresi (+4 °C) uygulamasında yaprak-su 

potansiyelinin değiĢimi 

 

 
 

ġekil 4.5 Orza arpa çeĢidindeki soğuk stresi (+4 °C) uygulamasında yaprak-su 

potansiyelinin değiĢimi 
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ġekil 4.6 Yalın arpa çeĢidindeki soğuk stresi (+4 °C) uygulamasında yaprak-su 

potansiyelinin değiĢimi 

 

 
 

ġekil 4.7 Kalaycı arpa çeĢidindeki soğuk stresi (+4 °C) uygulamasında yaprak-su 

potansiyelinin değiĢimi 
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ġekil 4.8 Tarm arpa çeĢidindeki soğuk stresi (+4 °C) uygulamasında yaprak-su 

potansiyelinin değiĢimi 

 

 
 

ġekil 4.9 Aydan hanım arpa çeĢidindeki soğuk stresi (+4 °C) uygulamasında yaprak-su 

potansiyelinin değiĢimi 
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ġekil 4.10 Keser arpa çeĢidindeki soğuk stresi (+4 °C) uygulamasında yaprak-su 

potansiyelinin değiĢimi 

 

 
 

ġekil 4.11 Özdemir arpa çeĢidindeki soğuk stresi (+4 °C) uygulamasında yaprak-su 

potansiyelinin değiĢimi 

 

Soğuk stres koĢullarında kontrol koĢullarına göre yaprak-su potansiyelinin düĢme pik 

noktalarını belirlemek amacı ile yaprak-su potansiyeli düĢüĢ grafiği, 10 ardıĢık gün için 

farklı genotiplerin ortalaması ile düzenlenmiĢtir (ġekil 4.12) ve yaprak-su potansiyel 
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düĢmenin pik noktaları, soğuk alıĢtırma sürecinin 1. günü ve 8. günleri olarak 

belirlenmiĢtir. Kontrol ve soğuk iklimde tutulmuĢ bitkilerin örnekleri, belirlenen 

genlerin ekspresyon profillerinin incelenmesi için, bu iki zaman noktasında 3 

tekrarlamalı olarak değerlendirilmiĢtir. 

 

 
 

ġekil 4.12 ArdıĢık 10 gün içinde farklı genotiplerin ortalamaları için yaprak-su 

potansiyelinin azalması 

 

Ġklim değiĢikliği, kuraklık dönemleri ve soğuk gibi bitki büyümesini ve üretkenliğini 

tehdit eden hava durum olaylarını daha aĢırı tetikler ve Ģiddetlendirir. Soğuk aklimasyon 

süresince, buğday gibi don stresinine karĢı toleranslı olan bitkiler bir kaç metabolik 

değiĢikliğe maruz kalarak toleransı elde etmekteler ve transkriptal, biyokimyasal ve 

morfolojik değiĢiklikler meydana gelerek bitkinin hasar almamasını sağlamaktadırlar 

(Knight ve Knight 2012). BaĢta Arabidopsis ve kıĢlık tahıllar olmak üzere, bitkilerde 

soğuk aklimasyon ve donmaya karĢı toleransın elde etmesinin moleküler temeli 

kapsamlı olarak incelenmiĢtir. Soğuk aklimasyon sırasında soğuk stresine uyum 

sağlamak için, gen ifadesi yeniden programlanır ve metabolizma da modifiye edilir 

(Xiong vd. 2006, Miura ve Furumoto 2013, Zhao vd. 2015). Soğuk aklimasyon, Ģekerler 
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metabolizması ve birikiminde değiĢiklikler yaparak, bitkide osmotik potansiyel ve su 

içeriğinin düĢmesine nedenolmaktadır (Rapacz vd. 2000).  

Arabidopsis’de, soğuk iklimlendirme iĢlemi sırasında düĢük sıcaklığın bitki su 

potansiyelini birkaç gün boyunca azaltabileceğini ancak bitkilerin deaklimasyon 

sırasında daha sıcak sıcaklığa (22 
o
C) aktarılmaları durumunda, su stresinden 

kurtarılmaya doğru yönlenmeleri gösterilmiĢ olup, soğuk iklimlendirme iĢleminin, bu 

bitkilerde özellikle su stresini uyarmada etkili olduğunu düĢündürmektedir (Rajashekar 

ve Panda 2014). 

 Kurak döneminde kurumakta olan köklerde absisik asitin üretimesi ve onun yapraklara 

taĢınmasının bitkinin su durumunun düzenlenmesinde önemli rol oynaması 

bilinmektedir. Ayrıca, bilinmiĢtir ki absisik asit, reaktif oksijen türlerinin temizleme 

etkinliğinin iyileĢtirmesi, Ģeker birikiminin çoğaltılması ve anahtar enzimlerin ifadesinin 

düzenlenmesi araçlığı ile bitkinin kurak ve düĢük sıcaklıklara karĢı adaptasyonunda 

önemli rol oynamaktadır (Liu vd. 2013, Li vd. 2015).  

Buz-su ayırım sınırında, su potansiyeli sıcaklığın düĢmesiyle birlikte düĢmektedir ve 

buzun potansiyeli yaklaĢık 21 MPa civarında değiĢmektedir (Cavender-Bares 2005). 

Ayrıca, çözulen maddeler buzda suya oranla daha düĢük çözülmektedir ve bu yüzden 

buz-su sınırının geri kalan sıvı kısmında konsantre olmaktadır (Sevanto vd. 2012, 

Charrier vd. 2014). Soğuk Ģoku membranda oluĢan değiĢikliklerden kaynaklanan, zar 

sızıntısı yüzünden zarar vericidir ve soğuğa duyarlı olan bitkilerin don stresinine de çok 

duyarlı olmakları bilinmektedir (Verslues vd. 2006). 

Burchett vd. (2006) yaptıkları araĢtırma sonuçlarına göre soğuğa karĢı alıĢtırılan 

bitkilerde sergilenen, +5
 o

C’deki su potansiyeli düĢüĢu, soğuk Ģoku yanıtında 

sitoplazmada iyonik gücün değiĢmesi sonucunda meydana gelmiĢtir (hızlı yanıt) ve 

bitkilerin normal sıcaklık durumuna geldiğinde, su potansiyeli iklimize edilmemiĢ 
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bitkilerin değerine geri dönmüĢtür. Ancak -1
 o

C’ de su potansiyelindeki ikinci düĢüĢ, 

karbonhidratlar ve proteinlerin sentezinden dolayı oluĢmuĢtur. 

DüĢük (ψw) stresi daha Ģiddetli hale geldiğinde, bitkinin dehidrasyonu önlemesi giderek 

zorlaĢır ve azalan su içeriğini tolere edecek mekanizmalar önem kazanmakta olup, 

dehidrasyon (su kaybı) toleransının en çarpıcı örnekleri, desikasyon-tolerant bitkilerdir 

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

Prolin gibi uyumlu kimyasalların birikimi, hücresel çözeltilerinin içeriğinin yükseltmesi 

yoluyla dehidrasyondan kaçınmaya ve sonuçta yüksek su miktarının saklanmasına 

neden olmaktadır, aynı zamanda prolin birikimi, protein ve zar yapılarının koruması, 

redoks durumunun düzenlemesi ya da aktif oksijen çeĢitlerin temizlemesi yoluyla 

dehidrasyona karĢı toleransta rol oynadığı da bilinmektedir (Hincha ve Hagemann 

2004). 

Plazek vd. (2003) çalıĢmalarına göre, soğuğa alıĢtırılan arpa ve Fescue bitkilerinde, 

yaprak hücrelerinin su potansiyelinde belirgin bir azalma görülmüĢtür ve sadece arpada 

fruktoz, glikoz ve sukroz birikimi, su potansiyelindeki değiĢikliklerle korelasyon 

göstermiĢti. AraĢtırmada kıĢlık arpa bitkilerinin, (+4 ºC) muameleye tabi tutulduğunda 

su potansiyelindeki düĢüĢ, buğday (Triticum aestivum L.) ve çavdar (Secale cereale L.) 

(Burchet vd. 2006) çeĢitlerindekiyle benzerlik göstermiĢtir. 

4.2 DNA Ġzolasyonu, Miktar ve Kalitesinin Belirlenmesi 

Onüç genotipde DNA izolasyon iĢlemi yapılmıĢtır ve DNA izolasyon sonrası Nanodrop 

ND–1000 spektrofotometre ile DNA miktar tayini gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġzole edilen 

DNA örnekleri %1.2’lik agaroz jelde yürütülerek (ġekil 4.13) kontrol edilmiĢtir. Jel’in 

görüntülenmesi Syngene genius bio imaging sistem’inde yapılmıĢtır. 
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ġekil 4.13 Onüç genotipe ait DNA’ların agaroz jel elektroforezi görüntüsü 

 

4.3 Primerlerin  Testi 

Keser arpa çeĢidi ve yabani arpa genotipi H. spontaneum-3’de 5 farklı çift primer 

kullanarak, touch down PCR yapılmıĢtır ve PCR sonrası jel elektroforezi yapılmıĢ ve 

U.V. Cihazında tüm primerlere ait bantlar ğörüntülenmiĢtir (ġekil 4.14). 

 

 
 

ġekil 4.14 Keser arapa çeĢidi (K) ve yabani arpa genotipi H. spontaneum-3 (H.s) 

bitkilerine ait DNA’ların agaroz jel elektroforezi görüntüsü 
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4.4 RNA Ġzolasyonu, Miktar ve Kalitesinin Belirlenmesi 

ÇalıĢılan farklı arpa genotiplerinden izole edilen RNA örnekleri ve ardından sentezlenen 

cDNA örnekleri %1.5’lik agaroz jelde yürütülerek (ġekil 4.15-4.16) kontrol edilmiĢ, 

sonrasında Nanodrop (ND-1000) cihazı ile spektrofotometre ölçümleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

 
 

ġekil 4.15 Arpa bitkilerinin farklı genotiplerine ait RNA agaroz jel görüntüsü 
 

 
 

ġekil 4.16 Arpa bitkilerinin farklı genotiplerine ait cDNA agaroz jel görüntüsü 
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Elde edilen jel görüntüleri ve spektrofotometrik veriler, kullanılacak miktar ve saflıkta 

RNA elde edildiğini göstermektedir.  

4.5 Real Time PCR ile Gen Ġfade Analizleri 

Belirlenen arpa genotiplerinde ve yabani arpada, düĢük sıcaklıkta aktif olan HvCOR14b, 

HvCBF9, HvCBF1 ve HvDHN8 genlerinin GAPDH kontrol (House keeping) geni ile, 

kontrol koĢullarında ve soğuğa alıĢtırma koĢullarında tanımlanması ve ifade 

değiĢimlerinin Real Time PCR ile incelenmesi üzerine çalıĢılmıĢtır. Real Time PCR 

sonuçlarına göre seçilen bu genlerin ifade düzeyleri, ilgili stres koĢulunda, kontrole göre 

farklı bulunmuĢtur (p<0.05 ANOVA-BH).  

4.5.1 Standart eğri (Standard curve) 

Kullanılan primerlere ait standart eğri grafikleri Ģekil 4.17- 4.21’de verilmiĢtir. Çizilen 

standart eğri grafiklerinin etkinlik değerleri yaklaĢık 2 ve eğim değerleri ise -3.3’e yakın 

bulunmuĢtur. Ġlgili primerler için Real Time PCR reaksiyon koĢullarının ve standart 

eğrilerin uygun olduğu belirlenmiĢtir. 

 

 
 

ġekil 4.17 Real Time PCR cihazindan alınan GAPDH primerine ait örneklerde standart 

eğri grafiği, etkinlik ve eğim değerleri 
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ġekil 4.18 Real Time PCR cihazindan alınan CBF1 primerine ait örneklerde standart 

eğri grafiği, etkinlik ve eğim değerleri 
 

 
 

ġekil 4.19 Real Time PCR cihazindan alınan CBF9primerine ait örneklerin standart eğri 

grafiği, etkinlik ve eğim değerleri 
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ġekil 4.20 Real Time PCR cihazindan alınan COR14b primerine ait örneklerin standart 

eğri grafiği, etkinlik ve eğim değerleri 
 

 
 

ġekil 4.21 Real Time PCR cihazindan alınan DHN8 primerine ait örneklerin standart 

eğri grafiği, etkinlik ve eğim değerleri 
 

4.5.2 ÇalıĢılan genotiplerin örneklerine ait gerçek zamanli amplifikasyon eğrileri 

Belirlenen primerlerde standart ve çalıĢılan örneklere ait örnek amplifikasyon eğrileri 

Ģekil 4.22-4.26’da sunulmuĢtur. Her gen için örnek  tekerrürlerinde elde edilen  Ct 

değerlerinin farkı 1 den fazla olmamalıdır ve her örneğin tüm tekerrürlerinin eğrileri 
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birbirine eĢleĢmeli olmaktadır. Bir tekerrürün değeri diğerleri ile eĢit durumunda 

bulunmamakta ise, o tekerrür kaldırılmıĢtır. 

 

 
 

ġekil 4.22 GAPDH primerinde standart ve çalıĢılan genotiplerin örneklerine ait 

amplifikasyon eğrileri 
 

 
 

ġekil 4.23 CBF1 primerinde standart ve çalıĢılan genotiplerin örneklerine ait 

amplifikasyon eğrileri 
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ġekil 4.24 CBF9 primerinde standart ve çalıĢılan genotiplerin örneklerine ait 

amplifikasyon eğrileri 
 

 
 

ġekil 4.25 COR14bprimerinde standart ve çalıĢılan genotiplerin örneklerine ait 

amplifikasyon eğrileri 
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ġekil 4.26 DHN8 primerinde standart ve çalıĢılan genotiplerin örneklerine ait 

amplifikasyon eğrileri 
 

4.5.3 Erime eğrisi (Melting curve) analizi 

Real Time PCR analizlerinde, primerlerde dimer varlığının kontrolü ve özgün olmayan 

amplifikasyon ürünlerinin tespitinde erime eğrisi (melting curve) analizleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir (ġekil 4.27-4.31). Erime eğrisi analizlerinde üst üste çakıĢan tek pik 

görüntüleri elde edilmiĢ ve dimer varlığı saptanmamıĢtır. 
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ġekil 4.27 GAPDH primerine ait standart ve çalıĢılan genotiplerin örneklerine ait erime 

eğrisi grafiği 
 

 
 

ġekil 4.28 CBF1 primerine ait standart ve çalıĢılan genotiplerin örneklerine ait erime 

eğrisi grafiği 
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ġekil 4.1 CBF9 primerine ait standart ve çalıĢılan genotiplerin örneklerineait erime 

eğrisi grafiği 
 

 
 

ġekil 4.30 COR14b primerine ait standart ve çalıĢılan genotiplerin örneklerine ait erime 

eğrisi grafiği 
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ġekil 4.31 DHN8 primerine ait standart ve çalıĢılan genotiplerin örneklerine ait erime 

eğrisi grafiği 

 

4.5.4 ÇalıĢılan genotiplerde CBF1- CBF9- COR14b Ve DHN8 genlerinin ifade 

analizi 

4.5.4.1 ÇalıĢılan genotiplerde CBF1 geninin strese karĢı ekspresyon düzeyi 

Soğuk stresinin 1. gününde CBF1 genin ekpresiyon analizi, farklı genotiplerde farklı 

ifade düzeyi göstermiĢtir. Bu gen Yalın ve Özdemir genotiplerinde istatistiksel olarak 

anlamlı bir artiĢ gösterirken diger genotiplerde azalma veya değiĢmeğen bir ifade 

göstermiĢtir, ancak kıĢlık genotiplerde bu ifade düzeyleri genotiplerde ölçümü yapılan 

yaprak-su potansiyel azalması ile bağlantılık göstermiĢtir. Buna göre Özdemir 

genotipinde en fazla CBF1 gen ifadesi görülmek ile beraber, en az yaprak-su potansiyel 

azalmasıda bu genotipte belirlenmiĢ, Keser genotipinde en fazla CBF1 geni ifade 

azalması ile bereber en fazla yaprak-su potansiyel düĢüĢü de bu genotipte bulunmuĢtur. 

Bu bağlantılı değiĢim diğer kıĢlık genotiplerde de saptanmıĢ ve böylece CBF1 geninin 

direkt olarak strese karĢı bitki su düzeyini ayarladığını göstermiĢtir. Buna göre Ģiddetli 

yaprak-su potansiyel düĢüĢü CBF1 geninde daha çok ifade azalıĢının göstergesidir 
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(ġekil 4.32-4.33). Bu gen, yazlık ekimi için tavsiye edilen Özen genotipinde kıĢlık 

genotiplere ğöre daha fazla ifade azalması göstermiĢtir. 

 

 
 

ġekil 4.32 Farklı arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. gününe ait yaprak-su 

potansiyelinin düĢüĢü 

 

 
 

ġekil 4.33 Farklı arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. gününe ait CBF1 geninin ifade 

düzeyi (Zeynel ağa genotipinde olan anlamsız ifade azalması, 0 olarak kabul edilmiĢtir.) 
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Soğuk stresinin8. gününde Mpa düĢüĢü CBF1 gen den birinci gün gibi değil belki 

önceki günlerden de etkilenmiĢtir. Buna göre Keser ve Özdemir genotiplerinde stresinin 

8. gününde yuksek MPA düĢüĢü olmasına karĢılık (ġekil 4.10-4.11), stres gören 

bitkilerde olan yaprak-su potansiyeli önceki günlerde (5, 6, 7) kontrol bitkilerinin 

yaprak-su potansiyeline yakın olduğu için, yani önceki günlerde yüksek cbf1 ifadesi 

olduğu için Ģimdi (-CBF1) yani CBF1 ifade azalıĢı CBF1 ifade çoğalmasını (+CBF1) 

dengelemiĢtir. Ancak Aydan hanım genotipinde MPa düĢüĢü, stresinin önceki 

günlerinden (5, 6,7) baĢlayan ve 8. günde’de devam eden bir süreçtir (ġekil 4.9) ve buna 

bağlı olarak da CBF1 değeri daha negatif bir değerdir ve ifadesi yuksek bir negatif 

CBF1 değeri ile azalmaktadır. 

Soğuk stresinin 8. gününde Ünver ve Özen genotiplerindeki CBF1 ifade azaması önceki 

günlerde olan hızlı ve fazla MPa düĢüĢünden yola çıkarak etkilenmiĢtir (ġekil 4.1-4.4), 

ki aynı durum Zeynel, Ġnce, Yalın ve Tarm genotiplerinde de görünmüĢtür (ġekil 4.2-

4.8) yani CBF1 ifade azalması bu genotiplerde az olsa da belirlenmiĢtir (ancak bu ifade 

azalması istatistik olarak anlamsızdır) ve bu genotiplerde de yaprak-su potansiyelinde 

düĢüĢler görünmüĢtür. Kalaycı (ġekil 4.7) genotipinde stresinin 8. gününde bu genin 

ifade artması, önceki günlerde artan CBF1 ifadesinden (MPa düĢüsüne bakarak) ve 

stresinin ilk günü dahil önceki günlerde önemli ve hızlı ve Ģiddetli bir MPa azalması 

göstermediği için kaynaklanmıĢtır. CBF1 geninin soğuk stresine karĢı CBF9 geninden 

daha çok etkilendiği ve daha yoğun olarak bu strese karĢı yanıt vermesi belirlenmiĢtir. 

Farklı genotiplerde CBF1 genin ifade düzeyi Ģekil 4.34-4.40’ta ve genotipler arasında 

karĢılaĢtırmalı olarak Ģekil 4.41’de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.34 Özen ve Aydan hanım arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait 

CBF1 geninin ifade düzeyi 

 

 
 

ġekil 4.35 Ġnce ve Kalaycı arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait CBF1 

geninin ifade düzeyi 
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ġekil 4.36 Keser ve Orza arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait CBF1 

geninin ifade düzeyi 

 

 
 

ġekil 4.37 Özdemir ve Tarm arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait 

CBF1 geninin ifade düzeyi 
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ġekil 4.38 Ünver ve Yalın arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait CBF1 

geninin ifade düzeyi 

 

 
 

ġekil 4.39 Zeynel ağa ve H. spontaneum-3 Farklı arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. 

ve 8. gününe ait CBF1 geninin ifade düzeyi 
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ġekil 4.40 H. spontaneum-7  arpa genotipinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait CBF1 

geninin ifade düzeyi 

 

 
 

ġekil 4.41 Farklı arpa genotiplerinde karĢılaĢtırılan soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait 

CBF1 geninin ifade düzeyi 
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4.5.4.2 ÇalıĢılan genotiplerde CBF9 geninin strese karĢı ekspresyon düzeyi 

Stresinin birinci zaman noktasında CBF9 geni farklı genotiplerde farklı ifade değiĢikliği 

göstermek ile beraber bu gen stresinin 1 ve 8. gününde düĢük ifade profili sergilemiĢtir. 

Bu gen soğuk stresinin 1. gününde sadece Tarm, H. spontaneum- 3 ve H. spontaneum- 7 

genotiplerinde artıĢ göstermekle birlikte soğuk stresinin 8. gününde bu ifade artıĢı 

hafifleĢmiĢ ve istatistiksel olarak anlamsız bir artıĢ olmuĢtur. CBF9 ifadesi sadece Özen 

genotipinde 8.günde birinci güne göre anlamlı olarak artmıĢtır ve Orza, Özdemir ve 

Zeynel ağa genotiplerinde soğuk stresinin 1. gününde ifade azalması belirlenmiĢtir ve 

ardından stresin 8. gününde Orza ve Özdemir’de ifade farklılığı olmadan, Zeynel ağa 

genotipinde ise 1. gün ifade profiline benzer ifade azalmasının olduğu tespit edilmiĢtir. 

Diğer genotiplerde 1. ve 8. günler arası anlamlı bir değiĢim görülmemiĢtir. COR14B 

ifade düzeyini göz önüne alarak CBF9 geninin ifadesi soğuk stresinine karĢı dayanıklı 

genotiplerde artıĢ ve duyarlı genotiplerde azalma göstermiĢtir. Aynı zamanda birinci 

zaman noktasında genotipler arasında, daha fazla önemli ve anlamlı ifade değiĢikliği 

belirlendiği için, bu genin ifade düzey analizi daha önemli olmaktadır.  

CBF9 ifadesi azalan genotipler, hafif COR14B ifade çoğalmasına sahiplerdir. CBF9 gen 

ifadesi direkt olarak ve CBF1 genden daha fazla COR14B gen ifadesi ile iliĢkilidir. 

CBF9 ifade düzeyi DHN8 gen ifade düzeyi ile de bağlantılık göstermiĢtir ve CBF9 

geninin ifade azalması, DHN8 geninde de ifade azalmaya veya ifade farklılığın 

olmamasına neden olmuĢtur. Buna göre CBF9 geni DHN8 geninin üstünde (up stream) 

yer almasını ve onun ifade düzeyini dengelemesini soyleyebiliriz. Ayrıca CBF9 ifadesi 

bitkilerde ve genotiplerde CBF1 geninin ifade düzeyi düĢük olduğunda veya CBF1 

ifade farklılığı olamadığı durumlarda görünmüĢtür. Bu durumda osmotik strese karĢı 

CBF9 geni devreye girerek ifade olması ile, CBF1 geninin ifade olmamasını 

dengelemiĢtir. CBF9 geni CBF1 geni ile kıyasta daha yavaĢ ve düĢük düzeyde ifade 

olması belirlenmiĢtir. Farklı genotiplerde CBF9 geninin ifade düzeyi Ģekil 4.42-4.48’de 

ve farklı genotiplerde karĢılaĢtırmalı olarak Ģekil 4.49’da gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.42 Özen ve Aydan hanım arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait 

CBF9 genin ifade düzeyi 

 

 
 

ġekil 4.43 Ġnce ve Kalaycı arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait CBF9 

genin ifade düzeyi 
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ġekil 4.44 Keser ve Orza arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait CBF9 

genin ifade düzeyi 

 

 
 

ġekil 4.45 Özdemir ve Tarm arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait 

CBF9 genin ifade düzeyi 
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ġekil 4.46 Ünver ve Yalın arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait CBF9 

genin ifade düzeyi 

 

 
 

ġekil 4.47 Zeynel ağave H. spontaneum-3 arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. 

gününe ait CBF9 genin ifade düzeyi 
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ġekil 4.48 H. spontaneum-7 arpa genotipinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait CBF9 

genin ifade düzeyi 
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CBF genleri, düĢük sıcaklığa tepkinin erken fazında geçici olarak ifade edilir ve sıcaklık 

düĢtükçe CBF genlerinin transkripsiyonu giderek yoğunlaĢmaktadır (Zarka vd. 2003). 

Chinnusamy vd. (2003) önce Arabidopsis’de ICE1’i tanımladı ve ardından ICE1’in 

yapay olarak aĢırı ifadesinin gerçekten CBF’nin transkripsiyonunu indüklediğini 

kanıtlamıĢtır. Arabidopsis’de CBF ekspresyonunun sıcaklık ile iliĢkili ayarlanmasında, 

ICE1 ile beraber bir çok baĢka transkripsiyon faktörü ve düzenleyici geninin rol aldığı 

gösterilmiĢtir (Ruelland vd. 2009, Saibo vd. 2009, Chinnusamy vd. 2010, Thomashow 

2010, Mizoi vd. 2012). CBF genlerinin fonksiyonu birçok bitki türünde birçok 

çalıĢmada ortaya konulmuĢtur. Arabidopsis’de altı CBF geni tespit edilmiĢtir ve 

bunlardan üçünün (CBF1/ DREB1B, CBF2/ DREB1C ve CBF3/ DREB1A) soğuk iklim 

uyumunda önemli rolü olduğu kanıtlanmıĢtır (Gilmour vd. 2004, Novillo vd. 2004, 

2007). Artan don toleransının yanında, CBF3 geninin aĢırı ekspresyonu, transgenik 

Arabidopsis’de normal büyüme koĢullarında bile, birçok stres toleransı ile iliĢkili 

genlerin aktivasyonu ile diğer abiyotik (kuraklık ve tuz) streslerine karĢı geliĢtirilmiĢ 

toleransa neden olmuĢtur (Gilmour vd. 2000). 

Arabidopsis’in dıĢında CBF genleri, tahıllarda ayrıntılı olarak tanımlanmıĢ ve 

karakterize edilmiĢtir. 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 Direnç 2) lokusunda haritalanmıĢ ve karakterize edilmiĢtir. KarĢılaĢtırmalı 

analizlere yardımcı olması için, Skinner vd. (2005) ve Miller vd. (2006) tarafından 

homeolog genleri için genel bir gen numaralama sistemi geliĢtirilmiĢtir. Skinner vd. 

(2005) karmaĢık arpa CBF gen ailesini yapısal, fonksiyonel ve filogenetik yaklaĢımları 

ile karakterize etmiĢtir. Triticeae’deki ekspresyon analizleri CBF genlerinin, genotip, 

indüksiyon sıcaklığı ve ıĢık düzenleyici faktörlerinden etkilendiğini göstermiĢtir 

(Campoli vd. 2009). 201 çavdar (Secale cereale L.) genotiplerinin Multi platform aday 

gen temelli, iliĢki analizi, ScCBF15 ve ScCBF12 genlerindeki tek nükleotid 

polimorfizmlerinin (SNP’lerin) donma toleransı ile anlamlı derecede iliĢkili olduğunu 

göstermiĢtir (Li vd. 2011). 
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ÇalıĢmamızda 10 ardıĢık gün için yaprak-su potansiyel değerlerini göz onüne alarak 

(ġekil 4.1- 4.11) yaprak-su potansiyelinin soğuk stres altındaki değerlerinin kontrol ile 

kıyasda azalması, Aydan hanım ve Özen genotiplerinde en yüksek su potansiyel 

düĢüĢünü gösterirken, Ġnce ve Yalın genotiplerinde, diğer genotiplere göre en az su 

potansiyel düĢüĢünü gösterdiklerini ortaya koymuĢtur ve diğer genotipler bu iki grup 

arasında yer almıĢtır. Bu, Rapacz vd. (2000) bulguları ile uyumluluk göstermiĢtir. 

Sonuçlar soğuk iklimlendirme koĢullarının Ģekerlerin ve diğer ozmotik olarak aktif 

bileĢiklerin metabolizması ve birikiminde değiĢikliklere neden olduğunu ve ozmotik 

potansiyel ve su içeriğinin azalmasına neden olduğunu göstermiĢtir. Vysotskaya vd. 

(2010) araĢtırmasına göre, daha tolanslı olan '20-45' arpa hattı, duyarlı 'T-1' hattı ile 

kıyasla yaprak alanı, kök taze ağırlığı, yaprak-su içeriği ve klorofil konsantrasyon 

özelliklerinde daha az düĢüĢ göstermiĢtir. 

Ayrıca Rajashekar ve Panda (2014), Arabidopsis fidelerinde soğuk uygulama iĢleminin 

sırasında, düĢük sıcaklığın birkaç gün boyunca, bitki su potansiyelini azaltabileceğini 

raporlamıĢtır. Fakat bitkiler aynı zamanda de-aklimasyon sırasında daha yüksek 

sıcaklıklara (22 °C) transfer edildiğinde, bitkilerin su potansiyelini telafi ettiğini 

göstermiĢtir; bu durum soğuk iklimlendirme sürecinin su stresi tepkisini içerdiğini 

doğrulamaktadır. Diğer taraftan, moleküler tepkiler açısından soğuk ve su stresi 

arasındaki benzerlikleri gösteren önemli kanıtlar vardır. Örneğin, soğuk indüklenebilir 

C-tekrar bağlanma faktörü (CBF) genleri, Arabidopsis gibi bitkilerde hem soğuk hem de 

kuraklığa duyarlı genleri indükler. Bu tür genlerin düzenlenmesi, promotör bölgelerinde 

cis-aktif C-tekrarı (CRT) veya dehidrasyon-duyarlı elementlerden (DRE) 

kaynaklanmaktadır. Bu promotör elementler ortak çekirdek motifi (A/GCCGAC) 

içerirler ve bu elementler kuraklık ve soğuk stresten sorumlu olan bazı genleri 

düzenlemektedir (Shinozaki 2000). 

Bu araĢtırmada sonuçlarımız, strese karĢı CBF1 geninin doğrudan bitki su düzeyiyle 

iliĢkili olduğunu göstermiĢtir. Prolin gibi çözünen maddelerin birikimi, bitkinin hücresel 

çözünen içeriğini arttırarak, yüksek miktarda su tutulmasını ve bu sayede dehidrasyonu 
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önlemeyi sağlamaktadır. CBF’lerin, prolin biyosentetik enzim (P5CS) aktivitesini 

yuksek ifadeye düzenlemek ile prolin üretiminin desteklenmesinde rol aldıkları ve 

sükroz, rafinoz, glikoz ve fruktoz gibi çözünebilir Ģekerlerin üretimini yuksek ifadeye 

(up) regüle etmekde rol oynadıkları gösterilmiĢtir. Bu hücre sitoplazmasında çözünebilir 

madde konsantrasyonunun artması, hücre içi suyunun hücre dıĢı alanlara ozmotik 

akıĢını önleyerek, hücre membranlarını donma hasarına karĢı korunmasını 

sağlamaktadır (Hincha ve Hagemann 2004). Yaptığımız araĢtırmada CBF1 geni, yazlık 

Özen’de kıĢlık genotiplerine göre soğuk iklim Ģartlarının 1. gününde daha fazla ifade 

azalması göstermiĢtir. Bu konuda tahıllarda soğuk toleransı mekanizmaları bakımından 

yapılan fizyolojik ve moleküler araĢtırmalar, soğuk iklimlendirme ve vernalizasyon 

sürecinin iliĢkili olduklarını açıklamıĢtır, buna göre, vernalizasyon veya soğuk 

iklimlendirme için dondurucu derecede olmayan gerekli soğuğa maruz kalmak, iki süreç 

arasında olan yakın iliĢkiyi göstermektedir. 

Sürekli soğuk koĢullar altında olan kıĢ genotiplerinde soğuk toleransının ilk artıĢından 

sonra ve vernalizasyon gereksinimi karĢılandıktan sonra, toleransın hızla aĢamalı olarak 

azalması bilinmektedir (Dhillon vd. 2010). Ayrıca Stockinger vd. (2007) araĢtırmasına 

göre temel vernalizasyon geninin vrn-1 allelini içeren kıĢlık genotipleri, Vrn-1 allelini 

taĢıyan yazlık genotiplerine göre CBF’yi daha yüksek seviyelerde ifade etmektedirler. 

Ek olarak, soğuğa maruz bırakıldığında vrn-1 allelini içeren kıĢ genotiplerinin CBF 

transkript düzeyleri, vernalizasyondan sonra, vernalize edilmemiĢ genotiplerde 

gözlemlenen seviyelere düĢmektedir. Bu durum VRN-1’in, FR-2’de olan CBF’lerin 

ekspresyonunu bastırdığı ve soğuk toleransında azalmaya neden olduğu anlamına 

gelmektedir, bu durum bizim çalıĢmamızda soğuk iklimin ilk gününde Özen genotipinin 

CBF1gen ifadesinde görünen keskin düĢüĢün nedeni olabilir. 

Genotipler ortalamasında soğuk stresininin 1. ve 8. günlerinde yaprak-su potansiyelinin 

düĢmesı Burchett vd. (2006) araĢtırması ile uyumlmuĢtur. Ayrıca Plazek vd. (2003), 

soğuğa adapte edilmiĢ arpa ve çayır otu bitkilerinin, yaprak-su potansiyelinde belirgin 

bir azalma olduğunu göstermiĢtir, ve arpada fruktoz, glukoz ve sukroz birikimi, su 
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potansiyelindeki değiĢikliklerle korelasyon göstermiĢtir. Bununla birlikte, CBF gen 

transkriptlerinin azalan düzeyini gösteren bitkilerin, daha düĢük aklimasyon ve tolerans 

oranlarına sahip oldukları bilinmiĢtir (Galiba vd. 2013) ve HvCBF9, HvCBF14, 

ve HvCOR14b genleri hem taç örneklerinde hem de kalluslarda anlamlı derecede soğuk 

indüksiyon göstermiĢtir (Soltesz vd. 2013). Arabidopsis’in CBF1 genini içeren 

transgenik domatesin, kuraklık stresinine karĢı geliĢtirilmiĢ direnç sergilediği 

belirlenmiĢtir (Hsieh vd. 2002) ve bu sonuç, bizim bulgularımızı doğrulamaktadır. 

 

 
 

ġekil 4.49 Farklı arpa genotiplerinde karĢılaĢtırılan soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait 

CBF9 genin ifade düzeyi 

 

4.5.4.3 ÇalıĢılan genotiplerde COR14b geninin strese karĢı ekspresyon düzeyi 
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olması ile (624.55 kat artıĢ) birlikte, kıĢlık genotiplerden Ġnce ve Yalın genotiplerinde 

sırası ile 391.6 ve 84.6 kat ifade artıĢı ile, en fazla ifade profilini sergilemiĢtir. 

Stresinin 8. gününde COR14b geninin en fazla Özen genotipinde ifade olması ile 

beraber (76.9 kat), Aydan hanım genotipinde’de ifade artıĢı tespit edilmiĢtir (3.8 kat). 

Ayrıca yabani H. spontaneum-3’de 10.7 kat ifade çoğalması göstermiĢ ancak bu ifade 

artması istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır. Bu gen Ünver ve Özdemir 

genotiplerinde sırası ile 11.0 ve 6.6 kat ifade azalması göstermiĢtir ve Zeynel ağave 

Keser genotiplerinde olan ifade azalması ise anlamsız bulunmuĢtur (ġekil 4.50-4.56). 

COR14b geni sresin 1. gününde genotipler arasında daha fazla anlamlı ifade değiĢikliği 

gösterdiği için, bu genin ekspresyon analizi bu time pointte yapılması daha anlamlı 

sayılmaktdır. KıĢlık genotipler içerisinde, stresinin 1. gününde   Keser, Aydan hanım ve 

Orza ve genotipleri en az CBF1 geni ifadesine ve aynı zamanda en fazla yaprak-su 

potansiyel düĢüĢüne sahip olmaları ile beraber en düĢük COR14b gen ifadesini 

göstermiĢlerdir ve  Ġnce ve Yalın genotipinde en az yaprak-su potansiyel düĢüĢü ve aynı 

zamanda en fazla COR14b ifadesi görünmüĢtür. 

COR14b geninin CBF1 ve CBF9 ile bağlantılı olması belirlenmiĢtir ve bu genlerin ifade 

artıĢı ile COR14b geninin ifadesinin artması ve ifade azalmaları ile COR14b geninde 

ifade azalması görünmüĢtür. Buna göre COR14b geni herhangi bir genotipte ifade 

azalmasi göstermiĢ olsa o genotipte CBF1 ve CBF9 ifade düzeylerinde düĢüĢ veya ifade 

farkı olmadığı görünmüĢtür. Özen genotipi yazlık ekime tavsiye edildiği için CBF1 

geninde gözüken fazla ifade azalması ile birlikte, COR14b geninde artıĢ göstermiĢtir, bu 

durum bu genotipin baĢka yolaklar ile gen ifadesinin indüklendiğinin göstergesidir. 

Ayrıca COR14b geni ifade azalması gösteren genotiplerde, DHN8 geni de aynı Ģekilde 

ifade azalması göstermiĢtir ve COR14b ifadesi fazla artıĢ gösterdiğinde, aynı Ģekilde 

DHN8 ifadesi de artıĢ göstermiĢtir. Farklı genotiplerde COR14b geninin ifade düzeyi 

Ģekil 4.50-4.56’da ve genotipler arası karĢılaĢtırmalı olarak Ģekil 4.57’de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.50 Özen ve Aydan hanım arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait 

COR14b geninin ifade düzeyi 

 

 
 

ġekil 4.51 Ġnce ve Kalaycı arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait 

COR14b geninin ifade düzeyi 
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ġekil 4.52 Keser ve Orza arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait 

COR14b geninin ifade düzeyi 

 

 
 

ġekil 4.53 Özdemir ve Tarm arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait 

COR14b geninin ifade düzeyi 
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ġekil 4.54 Ünver ve Yalın arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait 

COR14b geninin ifade düzeyi 

 

 
 

ġekil 4.55 Zeynel ağa ve H. spontaneum-3  arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. 

gününe ait COR14b geninin ifade düzeyi 
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ġekil 4.56 H. spontaneum-7 arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait 

COR14b geninin ifade düzeyi 

 

Soğuk stresi sonucu birinci time pointte Özen genotipinde ifadesi en çok artıĢ gösteren 

transkript 624 kat ifadesi ile COR14b geni olmuĢtur. Soğuk etkisi ile gen ifadesi 
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Rapacz vd. (2008) çalıĢma raporunda soğuk aklimasyonun ilk 3 saatinde COR14b 

ekspresyonundaki en yüksek (ancak geçici) artıĢ, donmaya karĢı en çok dirençli arpa 

POA4784 genotipin’de görülürken, ikinci donmaya toleranslı genotip POA4006’da 

gözlenmedi.  

Rapacz vd. (2008) yorumlarına göre arpa CBF3 geni, soğuk muamelesinden 15 dakika 

sonra geçici olarak yüksek ifadeye regüle olmaktadır (Choi vd. 2002), dolayısıyla soğuk 

iklim süresinin 3. saatinden önce POA4006’da COR14b ekspresyonunda artıĢ ve 

ardından azalan (down) regülasyon meydanagelmiĢtir. DüĢük sıcaklık muamelesinin 6. 

saatine kadar dondurucu sıcaklığa dayanıklı POA4784 ve POA4006’nın, COR14b nispi 

ekspresyon düzeyinde bir azalma gözlenirken, dondurucu sıcaklığa duyarlı 'Carola' ve 

POA4044’ün transkript birikiminde daha fazla bir artıĢ gözlenmiĢtir. Ayrıca 7 gün 

soğuk koĢullarından sonra POA4006 (dayanıklı) ve POA4044 (duyarlı) bitkileri, soğuk 

iklim koĢullarının 7. ve 14. günleri arasında transkript düzeyinde azalıĢ göstermiĢtir. 

COR’ün yanı sıra stresle iliĢkili diğer birçok gen, soğuk adaptasyon süresinde ve don 

toleransının geliĢtirilmesinde önemli bir rol oynamaktadırlar (Winfield vd. 2010). 

Önceki araĢtırmalarda, COR14b proteininin birikimi, kıĢ varyetelerinde daha yüksek 

iken, bazı değiĢiklikler daha az soğuğa dayanıklı yazlık çeĢitlerinde de saptanmıĢtır 

(Crosatti vd. 2003). COR14b birikimi ile dondurma toleransı arasındaki iliĢki olduğu 

gibi donma toleransı ve düĢük sıcaklık ile indüklenen fotoinhibisyonun toleransı 

arasındaki iliĢki, yazlık ve kıĢlık tipi bitkiler arasında belirli bir ayırıcı olarak rapor 

edilmiĢtir, ki genel olarak yazlık bitkileri donma ve fotoinhibisyon toleransında 

yetersizdirler. 

Bu çalıĢmada soğuk iklim süresinin uzaması ile COR14b transkriptindeki azalma, 

Giorni vd. (1999) ve Rapacz vd. (2008) tarafından raporlarlanan sonuçlar ile 

uyumludur. COR14b’nin aĢağı regülasyonunun muhtemel mekanizmalarından biri, 

düĢük sıcaklığın sürmesi ile tekrar geliĢen daha yüksek fotosentetik kapasitesi olabilir. 
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Burada sunulan sonuçlar, soğuk toleransının geliĢimi sırasında, yüksek seviyelerde 

COR14b birikiminin, gerekli olmayabileceğini göstermiĢtir. Soğuk aklimasyon, bir 

takım genlerle ilgili olan, çok karmaĢık bir özelliktir ve sadece bir tanesinin (bazı 

düzenleyici genler hariç) azalmıĢ ifadesi soğuk toleransını kolayca azaltmaz (Rapacz 

vd. 2008). Crosatti vd. 2008 tarafından yapılan diğer araĢtırmada, en büyük toleransın 

her zaman, COR14b ifadesinin en büyük düzeyi ile ilgili olmadığı bildirilmiĢtir. Bu 

araĢtırmada ise, bu genin yazlık genotipinde yüksek ekspresyonunun nedeni de olabilir. 

Jeknic vd. (2014) yaptığı bir araĢtırmada yazlık (Hordeum vulgare) Golden Promise 

çeĢidi Hv-CBF2A’nın aĢırı ekspresyonona tabi tutulmuĢtur. Aday CBF genin hedef 

genleri, COR14B ve DHN5’in transkript düzeyleri sıcak koĢulllarında Hv-CBF2A’nın 

aĢırı ifadesi olan hatlarda artmıĢ ve soğuk hava koĢullarında, kontrol Golden 

Promise’den çok daha yüksek düzeyde birikmiĢlerdir.  

Buna ek olarak Hv-CBF2A’nın aĢırı ekspresyonu aynı zamanda FROST DĠRENCĠ-H2 

(FR-H2)’deki, CRT/DRE bölgelerine sahip olan diğer CBF genlerinin transkript 

düzeylerini arttırdığı raporlanmıĢtır ki bunların en önemlisi CBF12 olmuĢtur. Ancak bir 

karĢılaĢtırmada, DHN8 transkript düzeyi düĢük sıcaklık süresince HvCBF2A’yı aĢırı 

ifade eden bitkiler ve kontrol Golden Promise bitkileri arasında çarpıcı bir değiĢiklik 

göstermemiĢtir. 

Bu bilgileri kullanarak, her COR geninin belirli gen veya genler tarafından indüklendiği 

çıkarılabilir ve bu ki, bir CBF genin tek baĢına ifadesinin arttırması, tüm COR genlerini 

indükleyemez. 
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ġekil 4.57 Farklı arpa genotiplerinde karĢılaĢtırılan soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait 

COR14b geninin ifade düzeyi 

 

4.5.4.4 ÇalıĢılan genotiplerde DHN8 geninin strese karĢı ekspresyon düzeyi 
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olmadığı durumda, sonuçta DHN8 geninde ifade artması görülmektedir, ve bu genlerde 

ikili ifade azalma olduğu durumlarda DHN8 geninde de ifade azalması ve en fazla ifade 

farklılığın olmadığı görülmektedir. 

Sadece zıt büyüme alıĢkanlıkları (yazlık ve kıĢlık) değil, aynı zamanda farklı kıĢlık 

genotipler ölçeğinde önemli farklılıklar bulunmuĢtur. Soğuk stresi sonucu en çok artıĢ 

gösteren DHN8 transkripti, birinci zaman noktasında (17.43 kat ifadesi ile) Özen 

genotipinde görünmüĢtür. Farklı genotiplerde DHN8 geninin ifade düzeyi Ģekil 4.58-

4.64’de ve genotipler arası karĢılaĢtırılarak Ģekil 4.65’de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.59 Ġnce ve Kalaycı arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait DHN8 

geninin ifade düzeyi 

 

 
 

ġekil 4.60 Keser ve Orza arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait DHN8 

geninin ifade düzeyi 
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ġekil 4.61 Özdemir ve Tarm arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait 

DHN8 geninin ifade düzeyi 

 

 
 

ġekil 4.62 Ünver ve Yalın arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait DHN8 

geninin ifade düzeyi 
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ġekil 4.63 Zeynel ağa ve H. spontaneum-3 arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. 

gününe ait DHN8 geninin ifade düzeyi 

 

 
 

ġekil 4.64 H. spontaneum-7 arpa genotiplerinde soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait 

DHN8 geninin ifade düzeyi 
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DüĢük sıcaklık, kuraklık ve tuzluluk, bitki hücresi dehidrasyonu ile iliĢkili stres 

faktörlerini temsil ederler. Dehidrasyona karĢı bitki hücre tepkisi, dehidrinler gibi 

hidrofilik proteinler ve ozmotik olarak aktif bileĢiklerin birikimini içerir. Dehidrinler 

proteinlerin toplanma veya inaktivasyonunu önleyerek Ģaperonlar olarak görev 

yaptıkları ve hücre membran bütünlüğünün korunmasını sağlamaya yardımcı oldukları 

düĢünülmektedir.  

Bitki stres tepkisine odaklanan çeĢitli fizyolojik çalıĢmalarda, dehidrin transkriptlerinin 

veya proteinlerin birikim düzeyi ile bitki stres toleransı arasında pozitif bir iliĢki 

bildirilmiĢtir (Vítámvás vd. 2007, Holková vd. 2009, 2010, Kosová vd. 2010, Kosová 

vd. 2014). Bu yüzden seçilen dehidrin transkriptlerinin oransal birikimi, kontrollü 

koĢullar altında bitki don toleransının bir göstergesi olarak düĢünülebilir. Daha 

toleranslı çeĢitler veya genotipler genellikle dehidrin transkriptleri veya proteinlerini 

duyarlı çeĢitlere oranda daha yüksek seviyede ürettiklerine rağmen, bitki stres toleransı 

ve dehidrin transkript birikimi arasındaki iliĢki, bitki stres tolerans mekanizmalarının 

karmaĢık doğasından dolayı her zaman linear olarak görülmemektedir (Kosová vd. 

2014). 

HvDHN8, buğday WCOR410 geninin bir homoloğudur (Zhu vd. 2000). HvDHN8’in 

soğuk indüksiyonu HvDHN5’ten (4 °C’de 12 saat sonra yüksek oranda ifade edilir) 

daha yavaĢtır (4 °C’de sadece 4 gün sonra saptanabilir) ve ek olarak ifade düzeyi daha 

düĢük olmaktadır (Zhu vd. 2000). Solzész vd. (2013) soğuk testleri ve gen ekspresyon 

analizleri araĢtırmasında, TaCBF14 ve TaCBF15 transgenlerinin arpada, HvCOR14b, 

HvDHN5 ve HvDHN8 genlerini düzenleyerek, donma toleransının geliĢimini 

etkilediğini bildirmiĢtir. 
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ġekil 4.65 Farklı arpa genotiplerinde karĢılaĢtırılan soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait 

DHN8 genin ifade düzeyi 

 

4.5.5 Genotiplerde araĢtırılan genlerin transkript düzeyleri 

Donmayan sıcaklığa maruz kalma Ģartı hem soğuk alıĢtırma ve hem vernalizasyon için 
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Bu araĢtırmada 24 saat soğuk alıĢtırmanın sonunda, Özen genotipi CBF1transkript 

düzeyinde görünen Ģiddetli azalma bu yazlık çeĢitte bulunan VRN-1 geninde olan 

yüksek ifade seviysinden kaynaklanabilir. Ancak CBF9 genin transkript düzeyinde bir 

değiĢim olmadığından dolayı, VRN-1 geninin, FR-2’de bulunan tüm CBF grup 

genlerini bu zaman noktasında (24. saat) aynı Ģekilde etkileyemediğini soyleyebiliriz, ki 

bunu sonuç olarak COR14b ve DHN8 genlerinde görünen ifade artıĢından da görebiliriz. 

Daha önce Özen genotipinde görünen yaprak-su potansiyelindeki azalma, CBF1 geninin 

düĢük transkript düzeyi ile bağlantılı olduğu gösterilmiĢtir. CBF grup genlerinin 

osmolitler ve Ģeker türlerinin üretiminde rol aldıkları için bu genotipte yüksek su 

potansiyel azalmasından dolayı CBF grup genlerinde bu zaman noktasında diğer 

genotipler ile kıyasda daha az transkript  çoğalmasının simgesi olabilir. 

Dhillon vd. 2010 tarafından yapılan bir araĢtırmada, tahıllarda ana vernalizasyon geni 

VRN-1’de delesyonları olan ve vejetatif fazda kalan (mvp) ve en az bir fonksiyonel 

VRN-1 kopyası taĢıyan (Mvp/2), iki diploid buğday (Triticum monococcum) mutant 

bitkileri kullanılarak, 4 °C sıcaklığa 12 gün boyunca maruz bırakıldılar ve daha sonra 

qRT-PCR deneyinde, her iki genotipe ait transkript düzeyleri 32 saatte zirveye 

ulaĢmıĢtır, sonraki 11 gün boyunca ise yavaĢça azalmıĢtır. Tüm gen ekpresiyon tayin 

noktalarında (8 saat, 32 saat, 4 gün ve 12 gün) COR14b transkript düzeyi, mvp-2/ mvp-

2 homozigot bitkilerinde Mvp-2/2 bitkilerinden anlamlı derecede yüksek olduğu 

belirlenmiĢtir. Homozigot mvp/mvp bitkileri asla çiçek açmazken, en az bir fonksiyonel 

VRN-1 kopyası (Mvp/2) taĢıyan bitkiler, uzun günler boyunca normal çiçek açma ve 

yüksek VRN-1 transkript düzeyleri göstermiĢlerdi. Mvp/ 2 bitkileri, mvp/ mvp 

bitkilerine göre soğuk ile indüklenen C-REPEAT BINDING FACTOR transkripsiyon 

faktörlerinin transkript düzeylerinin azalttığını göstermiĢtir. DHN5 geni VRN-1 ile aynı 

negatif korelasyon göstermesine karĢın, DHN8 geni, VRN-1 transkript düzeyindeki 

değiĢimden, önemli ölçüde etkilenmemiĢ olup ve bu durum tüm COR genlerinin, VRN-

1 tarafından aĢağı regüle edilmediğini göstermektedir. Benzer Ģekilde, FR-2 

kümesindeki 11 CBF geninin yarısı, Mvp/2 ve mvp/mvp hatlar arasındaki transkript 
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düzeylerinde önemli bir farklılık göstermemiĢlerdi ve bu, tüm CBF genlerin soğuk 

aktivasyonunun VRN-1 tarafından düzenlenmediğini düĢündürmüĢtür. 

Ergon vd. (2016), çayır yumağı bitkisinde (Festuca pratensis Huds.) vernalizasyon ve 

VRN1 bölgesinin donma toleransı üzerindeki etkisini araĢtırdığı bir çalıĢmasında, soğuk 

aklimasyon (2 hafta, +2 °C) koĢullarında muamemele gören bitkilerde q-RTPCR 

sonucu, gen ekspresyon düzeylerini incelmiĢ ve sonuçta VRN1 geninin transkript 

miktarı, COR14b transkript miktarı ile pozitif korelasyonda olacak Ģekilde ifade artıĢı 

göstermiĢtir. 

Oliver vd. (2013) karanlıkta (24 saat, +4 °C soğuk muamelesi yapılan) arpa fidelerinde 

VRN1 ve COR14b’nin benzer ekspresyon modellerini gözlemiĢler ve bu genlerin 

muhtemelen CBF transkripsiyon faktörlerinin etkisiyle, soğuk aklimasyonun erken 

fazındaki mekanizmalarla düzenlenebileceğini önermiĢlerdir. Oliver vd. (2013) 

araĢtırmalarında C-tekrar transkripsiyon faktörlerinin (CBF) indüksiyonu, HvVRN1’in 

soğuk indüksiyonundan önce gerçekleĢtiğini saptamıĢlar ve bu durumun fideler düĢük 

sıcaklığa uğradıklarında CBF genleri ifadesinin hızla artmasından kaynaklanmıĢ 

olabileceği ve öncelikle soğuk aklimasyon yolağını aktif ettiği ifade edilmiĢtir (Choi vd. 

2002, Skinner vd. 2005, Stockinger vd. 2007). Oliver vd. (2013) sonuçlarına göre 

HvCBF1, HvCBF2 ve HvCBF6 ekspresyon miktarı hızla artmıĢ (3 saat içinde) ancak 6 

saat içinde bazal ekspresyon düzeylerine geri dönmüĢtür ve HvCBF6 ekspresyonu, 12. 

saatten itibaren kontrol ekspresyon düzeyinin altına düĢmüĢtür ve hızlı Ģekilde ifade 

azalmasına devam etmiĢtir. Ancak bu 24 saatlık stress süreçinde VRN1 geni, COR14b 

ve DHN5 genleri çoğalma göstermiĢlerdi. 

Farklı çalıĢmalarda alınan farklı sonuçlar, bu mekanizmanın gerçekten de karmaĢık bir 

Ģekilde regüle olduğunu açıklamaktadır. Sonuç olarak, bu çalıĢmanın sonuçları Oliver 

vd. (2013)’ün bulguları ile uyumludur ve 24 saat soğuk muamele sonunda, Özen 

genotipinde görünen Ģiddetli Cbf1 geni transkript  azalması ve COR14b geninde 
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görünen Ģiddetli artıĢı (ġekil 4.66), soğuğun ilk saatlerinde (3.saat) CBF grup genlerinde 

artan transkript  miktarı ve COR genlerin indüklenmesi ve ardından CBF genlerinin 

hızlı transkript  azalması ile yorumlayabiliriz, ayrıca fotoperiyot ve ıĢık miktarınında 

soğuk stresi sürecinde etkisi olduğu ve deneyde kullandığımız soğuk oda (+4 °C) ıĢık 

yoğunluğunun düĢük olmasından ötürü sonuçlarımız özellikle bu koĢullara özgündür. 

Bu genotip (Özen) soğuk stresinin 8. gününde 1. güne göre daha hafif bir ifade artıĢ ve 

azalıĢı gösterse de diğer genotiplerle karĢılaĢtırıldığında transkript düzeyinde daha fazla 

değiĢiklik bulunmuĢtur, ancak ilk güne göre, gösterdiği Ģiddetli ekspresyon azalma 

(CBF1’de) veya artması (COR14b’de) hafifleĢmiĢtir (ġekil 4.66).  

 

 
 

ġekil 4.66 Özen arpa genotipinde, soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait araĢtırılan genlerin 

transkript düzeyleri 

 

Aydan hanım genotipinde, stresinin 1. ve 8. gününde CBF1 geni hariç diğer genlerde 

çok az ifade değiĢikliği gözlenmiĢtir (ġekil 4.67). Ayrıca Aydan hanım genotipi yaprak-

su potansiyeli bakımından 10 günlük süreçte en çok su potansiyel azalması gösteren 

genotip olarak belirlenmiĢtir (ġekil 4.67) ve bu genotipin yetiĢtirilmesinde ek sulamaya 

ihtiyaç duyduğu da bunu doğrulamaktadır.  
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ġekil 4.67 Aydan hanım arpa genotipinde, soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait araĢtırılan 

genlerin transkript düzeyleri 

 

Ġnce ve Yalın genotipleri diğer kıĢlık kültür genotipler arasında benzer davranıĢ 

göstererek, 391,63 kat Ġnce’de ve 84.64 kat Yalın’da olan en yüksek COR14b geni 

transkript düzeyini göstermiĢlerdi (ġekil 4.68-4.69), aynı zamanda yaprak-su potansiyeli 

bakımından 10 günlük süreçte en az su potansiyel azalması gösteren genotipler olarak 

belirlenmiĢtir (ġekil 4.68-ġekil 4.69). 

Kalaycı ve Tarm genotipleri stresinin 1. gününde CBF1 genin de sırası ile 0 ve 0 ( ifade 

farkı olmadan), CBF9 genin de 0 ve 2.08 kat ifade ile, COR14b genin de 51.39 ve 41.36 

kat ifade çoğalması ile ve DH8’de 10.36 kat ve 2.97 kat ifade çoğalması ile soğuğa karĢı 

iyi yanıt vermekle beraber stresinin 8. gününde de CBF1 genin de sırası ile 8.53 ve -2 

kat ifade farkı ile, CBF9 genin de -3.78 ve 2.13 kat ifade ile, COR14b genin de 0 ve 0 

ifade farkı (ifade farklılığı olmadan) ve DH8’de 5.67 kat ve 2.73 kat ifade çoğalması ile 

soğuğa karĢı alıĢmıĢ ve iyi yanıt göstermiĢlerdir (ġekil 4.70-ġekil 4.71).  
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ġekil 4.68 Ġnce arpa genotipinde, soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait araĢtırılan genlerin 

transkript düzeyleri 

 

 
 

ġekil 4.69 Yalın arpa genotipinde, soğuk stresininin 1. ve 8. gününe ait araĢtırılan 

genlerin transkript düzeyleri 
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ġekil 4.70 Kalaycı arpa genotipinde, soğuk stresininin 1. ve 8. gününe aitaraĢtırılan 

genlerin transkript düzeyleri 

 

 
 

ġekil 4.71 Tarm arpa genotipinde, soğuk stresininin 1. ve 8. gününe ait araĢtırılan 

genlerin transkript düzeyleri 

 

Keser, Orza ve Zeynel ağagenotipleri stresinin 1. gününde benzer transkript  

değiĢiklikleri göstererek kıĢlık ve kültür genotipler arasında 1. günde en çok soğuktan 
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etkilenenler olmuĢlar ve CBF1 geni bakımından sırası ile -21.1 kat, -4.8 kat ve -4.01 kat 

ifade azalması  ile ifadesi azalan genotipler, CBF9 geni bakımından sırası ile -13.21 kat, 

-4.41 kat ve -4.68 kat ifade azalması ile en çok ifadesi azalan, COR14b geni bakımından 

13.03, -3.72 ve 4.56 kat değiĢim ile en düĢük ifade düzeylerini gösteren ve DHN8 

bakımından -3.03 kat, -2.56 kat ve 0 kat ifade değiĢikliği ile düĢük ifade düzeyini içeren 

genotipler olarak belirlenmiĢlerdir. Stresin 8. gününde Orza genotipi araĢtırılan genlerin 

transkript düzeylerinde farklılık göstermeden, soğuğa karĢı daha adapte olmuĢ davranıĢ 

sergilemiĢdir ancak Keser ve Zeynel ağa genotipleri stresin 8. gününde COR14b 

geninde ifade azalmaları göstererek (istatistiksel olarak anlamsız), strese karĢı 1. güne 

kıyasla daha duyarlı bir profil sergilemiĢlerdir (ġekil 4.72-4.74).   

 

 
 

ġekil 4.72 Keser arpa genotipinde, soğuk stresininin 1. ve 8. gününe ait araĢtırılan 

genlerin transkript düzeyleri 
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ġekil 4.73 Orza arpa genotipinde, soğuk stresininin 1. ve 8. gününe ait araĢtırılan 

genlerin transkript düzeyleri 

 

 
 

ġekil 4.74 Zeynel ağa arpa genotipinde, soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait araĢtırılan 

genlerin transkript düzeyleri 

 

Diğer tarafdan Özdemir ve Ünver genotipleri stresin ilk gününde, araĢtırılan genlerde 

soğuktan orta derecede etkilenme sergilediklerine rağmen soğuğun 8. gününde özellikle 

önemli olan COR genleri bakımından (COR14b ve DHN8) sırası ile -6.67 kat ve -11 kat 
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olarak COR14b geninde ve -5.71 ve -2.55 kat DHN8 geninde ifade azalması göstererek 

soğuktan en çok etkilenen genotip olmuĢlardır (ġekil 4.75-ġekil 4.76).  

 
 

ġekil 4.75 Özdemir arpa genotipinde, soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait araĢtırılan 

genlerin transkript düzeyleri 

 

 
 

ġekil 4.76 Ünver arpa genotipinde, soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait araĢtırılan 

genlerin transkript düzeyleri 
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Yabani arpa genotipleri olarak araĢtımada kullanılan H. spontaneum-3 ve H. 

spontaneum-7, stresin 1. ve 8. günlerinde araĢtırılan genlerde çoğunlukla istatistiksel 

oarak anlamsız olan ifade çoğalması göstermiĢtir (ġekil 4.77-4.78). Bu sonuç daha 

dayanıklı genotiplerin stress genlerinde, ifade çoğalmasının göstergesidir, ayrıca 

anlamsız olarak ifade çoğalmaları, kontrol koĢullarında olan bitkilerin de bu genlerde 

ifadesinin artmasının simgesidir. Boylece strese karĢı tedbir alarak muhtemel stres ile 

karĢılaĢtıklarında önemli derecedede ifade systemleri zorlanmadan yeterli toleransı elde 

edebilme kapasiteye sahiplerdir.  

 

 
 

ġekil 4.77 H. spontaneum-3 arpa genotipinde, soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait 

araĢtırılan genlerin transkript düzeyleri 

 

Soğuk stresi sonucu, genotiplerde yer alan ortak genlerin ifade dağılıĢlarına 

bakıldığında H. spontaneum-3 yabani arpa çeĢidinde artan transkript sayısı 7, azalan 

transkript sayısı ise 0 olarak bulunurken en çok ifadesi artan genotip olmuĢtur. Keser 

çeĢidinde artan transkript sayısı 1 ve azalan transkript sayısı 7 olarak, en çok ifadesi 

azalan genotip olarak belirlenmiĢtir. 
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ġekil 4.78 H. spontaneum-7 arpa genotipinde, soğuk stresinin 1. ve 8. gününe ait 

araĢtırılan genlerin transkript düzeyleri 

 

Arabidopsis’de COR genlerinin düzenlenmesine yönelik çalıĢmalar, bir transkripsiyon 

aktivatör ailesinin keĢfiyle sonuçlanmıĢtır. Bunlardan gen familiasının bir üyesi olan 

CBF1, Arabidopsis ve diğer soğuk toleranslı bitki türlerinde COR’ün ifade pilinini 

kontrol etmektedir. Son yıllarda, domates ve mısır gibi soğuğa duyarlı bitki türlerinin 

genomlarında CBF benzeri genler bulunmuĢtur ve Arabidopsis CBF1’in aĢırı ifadesi, 

transgenik domateste soğuk ve kuraklık streslerine karĢı yüksek tolerans sağlamıĢtır 

(Chuan 2004). 

4.6 In vitro Bitki Rejenerasyonu ve Genetik Transformasyon 

4.6.1 Tohum sterilizasyonu 

Tohumlar kültüre alındıktan bir hafta sonra çimlenme yüzdesi ve bulaĢıklığının oranı 

belirlenmiĢtir (Çizelge 4.4). 
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Sonuçlara göre %20’lik strilizasyon dozu en düĢük doz olduğu için sterilizasyon dozu 

için belirlenmiĢtir. 

 

Çizelge 4.4 Tohum sterilizasyon dozunun çimlenme yüzdesi ve bulaĢıklık oranı üzerine 

etkisi 

 
%70 %60 %50 %40 %30 %20 %10 Strilizasyon Dozu 

100 100 100 100 100 100 100 Çimlenme yüzdesi (%) 

0 0 0 0 0 0 4.46 BulaĢıklık oranı (%) 

 

4.6.2 In vitro bitki rejenerasyonu 

Steril edilen tohumların, farklı besin ortamlarında (MS, MS+20 mg/l ĠBA, MS+20 mg/l 

BAP ve MS+20 mg/l ĠBA+ 20 mg/l BAP) 24 saat boyunca ön uygulamaları 

yapılmasının ardından çimlenmiĢ tohumların eksplantlarını (embriyo) kullanarak, 

sürgün rejenerasyonu için çalıĢılmıĢtır ve Özen arpa çesidinin zigotik embriyo 

eksplantları 7 farklı oran ve kombinasyonlarıyla sitokinin ve oksinler içeren MS 

ortamında kültüre alınmıĢtır. Ġki hafta sonunda elde edilen verilerle varyans analizi 

yapılmıĢtır ve sonuçlar çizelge 4.5’de verilmistir. Çizelge 4.5’e göre ön muamelesi 

ortamları arasında, eksplant baĢına kök sayısı hariç rejenerasyon oranı, eksplant baĢına 

surgun sayısı, kök oluĢum yüzdesi, kök uzunluğu ve yaprak çapı özelliklerinde 0.01 

düzeyinde farklılık gözlenmistir. 

Rejenerasyon ortamları arasında, rejenerasyon oranı, kök oluĢum yüzdesi ve kök 

uzunluğu özelliklerinde 0.01 düzeyinde, eksplant baĢına sürgün ve kök sayısı 

özelliklerde ise 0.05 düzeyinde farklılık gözlenmiĢtir.  

Ön muamelesi × Rejenerasyon etkileĢimi eksplant baĢına sürgün sayısı özelliğinde 0.05 

düzeyinde önemli bulunurken, rejenerasyon oranı, kök oluĢum yüzdesi, eksplant baĢına 
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kök sayısı ve kök uzunluğu ve yaprak alanı özelliklerinde 0.01 düzeyinde farklılık 

göstermiĢtir (Çizelge 4.5)  

Çizelge 4.5 Ön muamelesi ve rejenerasyon faktörlerinin ve interaksiyonlarının 

belirlenen özellikler üzerine etkilerinin varyans analiz tablosu 

 

V.K. 

 

Çimlenme Oranı 

(%) 

Eksplant baĢına 

Surgun Sayısı 

(adet) 

Kök OluĢum 

Oranı (%) 

S.D.  K.O.  F.  K.O.  F.  K.O.  F.  

Ön 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 

(A×B)  18  17.87  20.07 0.003  1.81 134.03  8.06  

Hata 56  0.89  0.001   16.51   

Genel 83       

 

V.K. 

 

Eksplant baĢına 

Kök Sayısı (adet) 

KöK Uzunluğu 

(cm) 

Yaprak alanı 

(cm) 

S.D. K.O. F. K.O. F. K.O. F. 

Ön 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 

(A×B) 18 1.68  3.65 1.85  6.06 2.25  2.44 

Hata 56 0.46  0.30  0.92  

Genel 83       

 

*  Ġstatistik olarak 0.05 düzeyinde önemli bulunmuĢtur 

** Ġstatistik olarak 0.01 düzeyinde önemli bulunmuĢtur 
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Ortalama kıyaslama sonuçlarına göre 20 mg/l BAP içeren besin ortamı en yüksek 

çimlenme yüzdesi (% 100)  ve kök oluĢum yüzdesi (% 99.05), eksplant baĢına kök 

sayısı (4.14 adet), kök uzunluğu (4.05 cm) ve yaprak alanı (5.14 cm
2
)  değerlerine sahip 

olarak en uygun ortam olarak belirlenmiĢtir (Çizelge 4.6). Rejenerasyon ortamında 

çimlenme yüzdesi önemli ölçüde kültür ortamından etkilenmiĢtir (P<0.01) ve 0.30, 0.45 

ve 0.60 mg/l BAP düzeyleri en yüksek (%100) çimlenme oranına neden olmuĢtur. 

Ayrıca kültür ortamı, eksplant baĢına sürgün sayısı özelliği üzerine etkili bulunmuĢtur 

(P<0.05) ve en yüksek miktar 0.3 mg/l BAP içeren ortamlardan 1.044 değerinde elde 

edilmiĢtir. Kök oluĢumu yüzdesi önemli ölçüde (P<0.01) besin ortamından etkilenerek, 

en yüksek değer (% 99.10), 0.45 mg/l BAP kültür ortamından elde edilmiĢtir. Ayrıca, 

rejenerasyon ortamı eksplant baĢına kök sayısı üzerine önemli bulunmuĢtur (P<0.05) ve 

bu özelliğin en yüksek değeri (4.443 adet) 0.15 mg/l BAP kültür ortamının 

kullanılmasında görülmüĢtür. Kök uzunluğu, kültür ortamından önemli seviyede 

(P<0.01) etkilenmiĢtir ve 0.45 mg/l BAP içeren ortam, en yüksek değere (4.22 cm) 

neden olmuĢtur. Toplamda 0.1 mg/l NAA + 0.45 mg/l BAP içeren besin ortamı, 

eksplant baĢına sürgün (1.033) ve kök  sayısı (4.178), yaprak alanı (4.424 cm
2
), 

çimlenme yüzdesi (% 100), kök oluĢumu yüzdesi (% 99.10) ve kök uzunluğu (4.229 

cm) özelliklerinde, yüksek verileri kapsayarak (Çizelge 4.7) en uygun rejenerasyon 

ortamı olarak belirlenmiĢtir. 

Ön muamele ve Rejenerasyon ortamının interaksyonlarının, ele alınan  özelliklerde 

ortalama kıyaslanması, çizelge 4.8’de sunulmuĢtur. Bu çizelgeye göre, ön muamele 

ortamlarından, 20 (mg/l) BAP ve rejenerasyon ortamının hormone düzeylerinden 0.45 

(mg/l) BAP+ 0.1 (mg/l) NAA içeren ortam birlikte, belirlenen özelliklerde en iyi 

sonuçları göstermiĢtir. 
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Çizelge 4.6 Farklı ön muamele ortamlarının çimlenme yüzdesi, bitki baĢına sürgün 

sayısı, kök oluĢumu yüzdesi, eksplant baĢına kök sayısı, kök uzunluğu ve 

yaprak alanı özellikleri üzerine etkisinin ortalama karĢılaĢtırılması 

 

*Her özellikte (sutunda) aynı harfe sahip veriler, Duncan’in Çoklu Aralık Testi’ile P<0,05 düzeyinde 

anlamlı olarak farklı değildir 

 

Çizelge 4.7 Farklı bitki büyüme düzenleyici ortamlarının çimlenme yüzdesi, bitki baĢına 

sürgün sayısı, kök oluĢumu yüzdesi, eksplant baĢına kök sayısı, kök 

uzunluğu ve yaprak alanı özellikleri üzerine etkisinin ortalama 

karĢılaĢtırılması 

 
 

Yaprak 

Alanı 

(cm
2
) 

Kök 

Uzunluğu 

 (cm) 

Eksplant 

BaĢına 

Kök Sayısı 

Kök 

OluĢum 

Oranı 

(%) 

Eksplant 

BaĢına 

Sürgün 

Sayısı 

Çimlenme 

Oranı 

(%) 

MS Kültür 

Ortamı 

BAP 

(mg/l) (mg/l) 

 

4.097 A 3.302 CD 4.443 A 93.35 B 1.000 C 97.92 C* 0.15  

4.437 A 3.599 BC 3.993 ABC 96.94 AB 1.044 A 100.0 A 0.30  

4.424 A 4.229 A 4.178 AB 99.10 A 1.033 AB 100.0 A 0.45  

4.192 A 3.919 AB 3.967 ABC 97.49 AB 1.008 BC 100.0 A 0.60  

3.819 A 2.859 D 3.623 BC 93.54 B 1.036 AB 99.10 B 0.75  

4.442 A 3.538 BC 3.63 BC 96.92 AB 1.014 BC 99.11 B 0.90  

4.385 A 3.312 CD 3.53 C 93.33 B 1.008 BC 98.12 C 1.05  

 

* Her özellikte (sutunda) aynı harfe sahip veriler, Duncan’in Çoklu Aralık Testi’ile P<0,05 düzeyinde 

anlamlı olarak farklı değildir 

Yaprak 

Alanı 

(cm
2
) 

Kök 

Uzunluğu 

 (cm) 

Eksplant 

BaĢına 

Kök 

Sayısı 

Kök 

OluĢum 

Oranı 

(%) 

Eksplant 

BaĢına 

Sürgün 

Sayısı 

Çimlenme 

Oranı 

(%) 

 

Ön Muamele 

Bap  

(mg/l) 

IBA  

(mg/l) 

4.53 B 3.02 B 3.75 A 96.66 AB 1.06 A 98.93 B* MS  MS  

3.95 BC 3.79 A 3.97 A 92.06 C 1.00 B 98.81 B 0.00 20 

5.14 A 4.05 A 4.14 A 99.05 A 1.013 B 100.0 A 20 0.00 

3.40 C 3.27 B 3.76 A 95.48 B 1.00 B 98.98 B 20 20 
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Çizelge 4.8 Ön muamele ve rejenerasyon ortamının interaksyonlarının, çalıĢılan 

özelliklerde ortalama kıyaslamaları 

Yaprak 

Alanı 

(cm) 

Kök 

Uzunluğu 

(cm) 

Eksplant 

BaĢına 

Kök 

Sayısı 

(adet) 

Kök 

OluĢum 

Oranı 

(%) 

Eksplant 

BaĢına 

Sürgün 

Sayısı 

(adet) 

Çimlenme 

Yüzdesi 

(%) 

Rejenerasy

on 

 

Ön 

Muamele 

      BAP 

 (mg/l) 

 

MS 

(kontrol) 

5.175 ABC 3.74 

ABCDE        

 4.44AB 100.0 A 1.000 C 100.0 A*  0.15 MS 

4.677 ABCD 2.72 

CDEFG 

 3.553 AB  100.0 A        1.154 A  100.0 A       0.30 MS  

4.965 ABCD 4.053ABC

D          

3.973 AB  100.0 A        1.133 AB  100.0 A       0.45 MS  

3.789 ABCD  3.40 

ABCDEF        

3.093 AB  93.30 AB       1.033 BC 100.0 A       0.60 MS  

5.412 AB 2.175 EFG      4.100 AB  100.0 A        1.099 

ABC 

 100.0 A       0.75 MS  

3.692 ABCD  2.725 

CDEFG      

 3.167 AB  96.66 A      1.033 BC  100.0 A       0.90 MS  

3.997 ABCD 2.37 DEFG       3.170 AB  86.66 

ABC        

1.033 BC  92.49 C    1.05 MS  

      BAP (mg/l) IBA (mg/l) 

2.244 CD  1.190 G      2.580 B 73.41 C      C  91.66 C     0.15 20 

4.029 ABCD 4.170 

ABCD         

 3.643 AB  96.66 A        1.00 C  100.0 A       0.30 20 

3.904 ABCD  4.800 AB            5.0 A  100.0 A        1.00 C  100.0 A       0.45 20 

4.087 ABCD  4.150 

ABCD         

4.595 AB 96.66 A       1.00 C  100.0 A       0.60 20 

3.838 ABCD  3.93 

ABCDE         

4.240 AB  93.33 AB       1.00 C  100.0 A       0.75 20 

5.486 AB  4.380 ABC          4.065 AB  91.00 AB        1.00 C 100.0 A       0.90 20 

4.091 ABCD  3.94 

ABCDE 

3.730 AB  93.33 AB       1.00 C  100.0 A       1.05 20 

      BAP (mg/l) BAP (mg/l) 

5.505 AB 4.417 ABC           4.993 A  100.0 A        1.00 C  100.0 A       0.15 20 

5.034 ABC  3.690 

ABCDEF         

 4.017 AB  93.33 AB       1.02 C  100.0 A       0.30 20 
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Çizelge 4.8 Ön muamele ve rejenerasyon ortamının interaksyonlarının, çalıĢılan 

özelliklerde ortalama kıyaslamaları (devam) 
 

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

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

4.164 ABCD  3.437 

ABCDEF         

3.553 AB 100.0 A        1.044  BC  100.0 A       0.75 20 

4.790 ABCD 3.867 

ABCDE        

3.753 AB  100.0 A        1.022 C  100.0 A       0.90 20 

5.724 AB  3.906 

ABCDE         

 4.063 AB  100.0 A        1.00 C  100.0 A       1.05 20 

      BAP 

 (mg/l) 

BAP 

(mg/l)  

IBA  

(mg/l) 

3.464 ABCD  3.860 

ABCDE        

5.00 AB 100.0 A        1.00 C  100.0 A       0.15 20 20 

4.006 ABCD  3.817 

ABCDE        

 4.760 AB  97.78 A        1.00 C  100.0 A       0.30 20 20 

2.786 BCD  3.2 

ABCDEF      

 3.433 AB  96.40 A        1.00 C  100.0 A      0.45 20 20 

 

4.162 ABCD 3.907 

ABCDE         

3.840 AB  100.0 A        1.00 C  100.0 A       0.60 20 20 

 

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

 

3.571 ABCD  3.182 

ABCDEF 

3.161AB

C 

 100.0 A        1.00 C 96.44 B 0.90 20 20 

 

3.957 ABCD 3.030 

BCDEF 

3.565 AB 93.33 AB       1.00 C  100.0 A      1.05 20 20 

 

 

* Her özellikte (sutunde) aynı harfe sahip veriler, Tukey Testi ile P<0,05 düzeyinde anlamlı olarak farklı 

değildir 

 

4.6.3 DNA izolasyonu, miktar ve kalite belirlenmesi 

Ġklime alıĢtırılmıĢ yeĢil bitkilerden DNA izolasyon iĢlemi yapılmıĢtır ve DNA izolasyon 

sonrası Nanodrop (ND–1000) spektrofotometre ile DNA miktarı belirlenmiĢtir. 

Transgenik sayılan bitkilere ait DNA’ların, agaroz jel görüntüsü Ģekil 4.79’da 

gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.79 Transgenik sayılan bitkilere ait DNA’ların agaroz jel görüntüsü 

 

4.6.4 GUS testi 

GV2260 p35 GUS-INT bakteri hattı ile yapılan gen aktarımı sonunda histokimyasal 

GUS analizi sonucu Ģekil 4.80’de gösterilmiĢtir. 

 

 

 
 

ġekil 4.80 GV2260 p35GUS-INT bakteri hattı ile yapılan gen aktarımında 

histokimyasal GUS analizi sonucunda mavi renge dönüĢen GUS pozitif 

yaprak örneği 
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4.6.5 PCR testi 

PCR analizi sonucunda NPT-II genine ait spesifik primer kullanılmıĢ ve aktarılan geni 

taĢıyan transgenik bitkiler teyit edilmiĢtir. Özen çesidine ait PCR analizlerinin agaroz jel 

görüntüsü Ģekil 4.81-4.82’de gösterilmiĢtir. 

 

 
 

ġekil 4.81 Transform varsayılan bitkilerin yapraklarından PCR + sunucun elde edilmesi 

(NPT-II geninin varlığının PCR ile doğrulanması) 

 

 
 

ġekil 4.82 Transform varsayılan bitkilerin yapraklarından PCR + sunucun elde edilmesi 

(NPT-II geninin varlıgının PCR ile doğrulanması) 
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4.6.6 Genetik transformasyon  

Seleksiyon ortamdan elde edilen yeĢil ve canlı bitkilerin yüzdesi ve PCR pozitif ve GUS 

pozitif bitkilerin yüzdesi, +4 °C uygulaması yapılan embriyolarda normal embriyolara 

göre daha yüksek olarak belirlenmiĢtir (Çizelge 4.9). Aynı zamanda 48 saat süre ile ko-

kültivasyon uygulamasına maruz kalan embriyolar, 24 saat ko-kültivasyon uygulaması 

gören embriyolara göre iyi sonuçlar göstermiĢler. Yüksek değerler yeĢil bitki yüzdesi 

(%17.18), pozitif GUS (%15.62) ve pozitif PCR yüzdesi (%14.06) kriterlerinde, 24 saat 

soğuk uygulaması ve ardından 48 saat ko-kültivasyona maruz kalan bitkilerde 

görülmüĢtür ve gen aktarma frekansı daha yüksek olarak bu grupda belirlenmiĢtir 

(Çizelge 4.9).  

 

Çizelge 4.9 Farklı eksplant muamelesi ve farklı Ko-kültivasyon süresi ile GUS gen 

transfer frekansı 

 
Eksplant muamelesi Soğuk 

uygulama 

Kontrol 

(Uygulama 

yapılmayan) 

Soğuk 

uygulama 

Kontrol 

(Uygulama 

yapılmayan) 

Ko-kültivasyon süresi (saat) 24 24 48 48 

YaĢil bitki yüzdesi 15.17 8.75 17.18 3.12 

GUS pozitif bitkilerin yüzdesi  8.92 3.75 15.62 3.12 

PCR pozitif bitkilerin yüzdesi  9.82 6.25 14.06 3.12 

 

Arpanın dönüĢüm kapasitesi, arpa ve buğdayın iyileĢtirilmesi için, genomik bir iĢlevsel 

aracın geliĢtirilmesine yol açmıĢtır ve zigotik embriyo için, doku kültür rejenerasyon 

protokolü geliĢtirilmiĢtir. Buna göre soğuk uygulaması nedeni ile meydana gelen 

değiĢiklikler ve ko-kültivasyon süresi ile ilgili değiĢiklikler, transgenik oranının 

artmasına yol açmıĢtır.  

Transformasyon etkinliğinin iyileĢtirildiğinde üç alan göz önüne alınmaktadır. Birincisi, 

hedef dokularda yapılan rejenerasyonun iyileĢtirilmesi, ikincisi, transformasyon 

olayların sayısının çoğaltılması ve üçüncüsü, transformasyon olayların seçilebilmesinin 
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iyileĢtirilmesidir. BaĢarılı transformasyon sistemi için birinci gereklilik dokuların 

yüksek oranda rejenere olabilmeleridir (Harwood 2012). Arpada, hedef dokuları 

olgunlaĢmamıĢ embriyolardır, gerçi mikrospor (Shim vd. 2009) ve ovul’da (Holme vd. 

2008) kullanılmıĢtır ancak olgun embryo ve yaprak bazlı tepe meristemlerinin, 

olgunlaĢmamıĢ dokulara oranla avantajları bulunmaktadır: Bunlardan daha kolay 

kullanılmaları ve yıl boyunca sezon etkisinin rejenerasyona hiç bir problem olmaksızın, 

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

Ko-kültivasyon kademesi ki onda iki farklı biyolojik elementi (eksplant ve 

Agrobacterium) aynı alan ve koĢulları paylaĢmaktadır, kritik ve karmaĢık bir süreçtir bu 

yüzden çok sayıda parametreler her iki partneri tatmin etmek ve baĢarılı bir sonuca 

varmak  için test edilmelidir. Ayrıca alıcı hücrenin direncini azaltlmak için (tiyol 

bileĢikleri, antioksidanlar) veya hücre duvarına nüfuzu kolaylaĢtırmak için kimyasal 

maddelerin üzerine çalıĢılmıĢtır. Bunlardan Asetosiringon (AS), virülans genlerinin 

uyarılması için gerekli olan bir bileĢiktir (Atif vd. 2013). 

Buğdaygillerde, ki tipik olarak Agrobacterium için iyi barındırıcı değillerdir, optimum 

Ģartlardan sapma çok zor tolere edilmektedir. Ko-kültivasyon sırasında meydana gelen 

gen aktarımı için en kritik etkileyen değiĢkenler besin konsantrasyonu, sıcaklık, 

asetosiringon’ nun olması ve konsantrasyonu, ve onun muamele süresidir. Vir 

genlerinin ekspresyonunu indükleyen transformasyon iĢlemlerinin baĢında, 

transformasyon faktörlerinin birlikte hareket ettiği öne sürülmektedir (He vd. 2010, 

Manfroi vd. 2015). 

Bitkilerde uidA, veya GUSA çok yaygın kullanılan raportör genidir ki β-glukuronidaz 

(GUS) enzimini kodlayan gendir. Bu enzim kromogenik (renk üreten) X-gluc (5-bromo-

4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronic acid) substratı bölerek GUS enzim aktivitesini 

gösteren bitki hücrelerinde çözülemeyen mavi rengin üretimine neden olmaktadır. Bitki 

hücreleri kendileri hiçbir GUS aktivitesini ihtiva etmemektedirler buyüzden belli 
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hücrelerde X-gluc ile lekelenme neticesinde üretilen mavi renk bu hücrelerde GUSA-

kimerik genin transkripsiyonunu yürüten promotörün aktivitesini göstermektedir. GUS 

testi kolay yapılabilir, duyarlı, nispeten ucuzlu, son derece güvenilebilir, sağlamlı, 

özelleĢtirilmiĢ ekipmana ihtiyaç duymayan ve son derece görsel olan bir yöntemdir 

(Karcher 2002). 

Kombine uygulamaların diğer monokot türlerinin dönüĢümünü teĢvik edip etmediğini 

araĢtırmak amacı ile Zhang vd. (2013), çeltik ve çavdar eksplantlarını ko- 

kültivasyondan önce, soğuğa ve L-glutamine maruz bırakarak, transformasyon 

olaylarının sayısının,s oğuk Ģok veya L-Gln muamelesi uygulandığında % 20 arttırdığını 

bildirmiĢlerdi. Buna ek olarak soğuk muamelesinin, enfeksiyondan sonra kallusun 

kahve range donüĢmesini büyük ölçüde azalttığını belirtmiĢlerdir. Ayrıca, araĢtırma 

soğuk Ģoku muamelesinin, Arabidopsis’in kök parçası transformasyonunu 

kolaylaĢtırdığını göstermektedir. 

Nguyen vd. (2007) tarafından yapılan diğer bir çalıĢmada, sorgunun 

transformasyonundaki fenolik bileĢiklerin üretimini sınırlamaya odaklanmıĢtır ve 

embriyo eksplantlarının ayrılacağı olgunlaĢmamıĢ tohumların, soğuk ön-muamelesi, 

hem eksplant geliĢmesinde, hem de kallus oluĢmasında olumlu bir etkiye neden 

olmuĢtur. OlgunlaĢmamıĢ tohumların bir günlük +4 °C’de olan soğuk muamelesi, 

olgunlaĢmamıĢ embriyolardan kalus oluĢumunu önemli ölçüde iyileĢtirmiĢ ve sık alt 

kültür ihtiyacını azaltmıĢtır. 

Diğer taraftan, ko- kültivasyon süresinin, dönüĢüm verimliliği üzerinde etkili olduğu 

açıklanmıĢtır. Bu sürenin, daha az dönüĢüm sıklığından veya uzun süreli ko- 

kültivasyon süresinden dolayı Agrobacterium’un aĢırı çoğalmasından kaçınmak için, 

önceden belirlenmesi gereklidir. Örnek olarak Li vd. (2017) tarafından yapılan bir 

araĢtırmada, soya fasulyesi (Glycine max) yarım-tohum eksplantlarını Agrobacterium 

ile enfekte etmek için sıvı CCM’de süspanse edilmiĢtir. Agrobacterium ile birlikte 3, 4, 
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5 ve 6 günlük ko-kültivasyon süresinden sonra, eksplantlar GUS boyama iĢlemine tabi 

tutulmuĢtur ve sonuçlar, 3- 4 günlük sürede eksplantların neredeyse sarı, ancak 5 ve 6 

günlük sürede mavi renge dönüĢtüğünü göstermiĢtir. 

Diğer bir araĢtırmada, Bakla (Vigna radiata L.)’de kotiledondan geliĢen boğum 

eksplantlarının Agrobacterium aracılı genetik transformasyonunun optimizasyonu 

sırasında, 3 güne kadar ko- kültivasyonun uzamıĢ süresinin, transformasyon frekansını 

arttırdığını göstermiĢtir. Ancak ko-kültivasyonun süresinde olan daha sonraki artıĢ, 

bakterilerin fazla çoğalmasına neden olduğundan dönüĢüm sıklığını azaltmıĢtır (Yadav 

vd. 2012). 

Ayrıca, ön- uygulama ve ko-kültivasyon sürelerinin optimizasyonuna yönelik, baĢka bir 

araĢtırmada, farklı ön kültür ve ko-kültivasyon süreleri,  (Moringa oleifera Lam.) bitki 

eksplantlarında test edilmiĢtir ve ön muamelesiz doğrudan enfeksiyonun ve 0, 1, 2 ve 4 

günlük süreden 2 günlük bir ko- kültivasyon süresinin maksimum GUS ekspresyonuna 

neden olduğu bulunmuĢtur. Bakteriyel liç (leaching) nedeniyle daha uzun ön kültür ve 

ko- kültivasyon dönemleri olumsuz etkilere neden olmuĢtur (Zhang vd. 2017). 

BaĢka bir araĢtırmada, ilk sekanslanan model ağac, nisqually-1’in transformasyon 

sıklığını etkileyen faktörleri değerlendirmek için Li vd. (2017) ko- kültivasyon süresinin 

dönüĢüm verimliliğini etkilediğini göstermiĢtir ve 2 günlük ko- kültivasyon, GUS 

pozitif sürgünlerin en yüksek frekansıyla sonuçlanmıĢtır. 

Ayrıca birçok çalıĢma, abiyotik streslere karĢı artan toleransda, transgenik yaklaĢımların 

baĢarılı olduğunu göstermektedir. Örneğin turunçgil LEA geni (COR19) transgenik 

tütünün soğuk toleransını artmıĢtır (Hara vd. 2003). Benzer Ģekilde buğday dehidrin 

WCO410’u ifade eden transgenik çilek yapraklarının donma toleransı çoğalmıĢtır 

(Houde vd. 2004). Çeltikte TPP1’in (trehaloz- 6- fosfat fosfataz) aĢırı ekspresyonu, 

çeltiğin soğuk toleransını artmıĢtır (Ge vd. 2008). Trehaloz, bir stres koruma metaboliti 
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olarak iĢlev görür ve disakkaritleri azaltmadığından dolayı, trehaloz birikimi, diğer 

abiyotik streslerin yanı sıra soğuk toleransını da çoğaltmıĢtır (Jang vd. 2003). 

Bu araĢtırmada, olgun embriyolar araçlığıyla hızlı, etkin ve yeniden üretilebilir in vitro 

rejenerasyonu ve Agrobacterium bazlı transformasyon sistemi geliĢtirilmiĢtir. Bizim 

elde ettiğimiz sonuçlar, Rostami vd. (2013) sonuçlarıyla karĢılaĢtırılabilmektedir. 
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5. SONUÇ 

Soğuğa alıĢtırma sırasında gen ifadesinde değiĢimin meydana geldiğini bilerek  soğuk 

aklimasyon araĢtırmalarında, soğuğa tepki veren genleri tanımlamak ve soğuk 

toleransında nasıl bir rol oynadıklarını belirlemek en önemli amaç olmuĢtur. 

10 gün boyunca kültür arpa genotiplerinde hücresel su potansiyelinin ölçümleri yapılan 

çalıĢmasında, soğuk stres altında CBF1 geninin ekspresyon düzeylerinde görünen 

değiĢiklikler, yaprak-su potansiyeli ile yakından iliĢkili olduğu bulunmuĢtur. Bu 

sonuçlara göre, Keser kıĢlık genotipi olarak, soğuk stresinin ilk gününde, yüksek su 

potansiyeli kaybıyla birlikte bu zaman noktasında CBF1 gen ekspresyonunda diğer 

genotiplere göre daha fazla azalma göstermiĢtir. Ek olarak, Özdemir kıĢlık genotipi 

olarak, soğuk stresinin ilk gününde CBF1 geninin ekspresyonundaki yüksek artıĢla 

beraber, daha düĢük su potansiyeli kaybı göstermiĢ ve bu eğilim stresinin sekizinci 

gününde de gözlenmiĢtir. 

ÇalıĢmamızda, soğuk stresinin yanıtında CBF1 geni COR genlerinin ekspresyon 

düzeyini  etkilemekten daha fazla, hücre su potansiyelinin kontrolü ile ilgili olduğu 

ortaya çıkmıĢtır. Bu sonuçlar, soğuğa duyarlı bitki türlerinin soğuğa ve kuraklık 

streslerine karĢı toleransını arttırmak için CBF benzeri genleri tanımlama ve karakterize 

etme çabalarını desteklemektedir, ayrıca stres koĢullarına karĢı toleransı geliĢtirmek 

için, indüklenebilir promöterler altında çok sayıda strese bağlı gen aktarılması yerine, 

birkaç anahtar düzenleyici genin aktarılmasıyla gerçekleĢtirilebilmektedir. 

ÇalıĢmada elde edilen sonuçlar, soğuğa alıĢtırılmıĢ bitkilerde stres toleransı 

fenomeninin arttırılmasının çoklu savunma sistemleri tarafından sağlanabileceğini 

doğrulamaktadır. Bu aktif savunma sistemleri, aynı zamanda, alıĢılmıĢ bitkileri diğer 

stres koĢullarından da koruyabileceği söylenebilir. 
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Genel olarak, CBF1 ve CBF9 gibi esas anahtar geni (genleri) aktararak, stres toleranslı 

bitkilerin mühendisliği, stres hasarını en aza indirmek için etkili bir yaklaĢım 

olabilmektedir. 

KıĢlık genotipler arasında Orza genotipi soğuğun ilk gününde araĢtırılan genlerin 

hepsinde ifade azalması göstererek, en çok soğuktan etkilenen genotip olarak 

belirlenmiĢtir. Ancak soğuk stresinin 8. gününde araĢtırılan genler bakımından ifade 

değiĢikliği göstermemiĢtir ve birinci güne göre strese karĢı daha toleranslı bir profil 

sergilemiĢtir. Keser ve Zeynel ağagenotipleri soğuk stresinin ilk gününde araĢtırılan 

genlerde düĢük ekspresyon düzeyleri göstermek ile birlikte Orza genotipinden sonra 

soğuktan çok etkilenenler arasında yer almak ile birlikte, stresinin 8. gününde birinci 

gün ile kıyasda daha duyarlı davranıĢ sergilemiĢlerdi ve soğuğa karĢı uyum 

ğöstermeyen genotipler olarak belirlenmiĢlerdir.  

stresinin 1. gününde Ġnce ve Yalın genotipleri strese karĢı yüksek COR14b ve DHN8 

transkript düzeylerini göstermek ile beraber en iyi yanıt göstereren genotipler olarak 

tanımlanmiĢlar ve stresinin 8. gününde yabani arpa genotiplerine benzer davranıĢ 

sergiyelerek, tekrar soğuğa karĢı en iyi yanıt gösteren genotipler olarak 

belirlenmiĢlerdir. Genel olarak bu iki genotip stresin farklı noktalarında soğuğa karĢı 

sabit ve iyi sonuç vermiĢler.  

Kalaycı ve Tarm,  Yalın ve Ġnce genotiplerine benzer Ģekilde soğuk stresininin birinci 

ve 8. günlerinde strese karĢı iyi ve kararlı reaksiyon gösteren genotipler olmuĢlardır.  

Aydan hanım genotipi ise soğuk stresinin ilk gününde soğuktan önemli derecede 

etkilenen genotipler sırasında yer almakla birlikte stresin 8. gününde COR14b geninde 

artıĢ olmuĢ; toleransını soğuğa karĢı artmıĢtır, ancak CBF1 ve DHN8 genlerinde önemli 

derecede ifade azalması göstererek yaprak-su potansiyeli belirgin Ģekilde azalmıĢtır.  
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Gen aktarım çalıĢmasında, eksplantların soğuk ile muamele edilmeleri, farklı ko-

kültivasyon düzeylerinde kontrol eksplantlarına göre yeni sonuçlar ortaya çıkarılmıĢtır. 

Böylelikle, soğuk muamele sadece rejenerasyon verimliliğini kontrolden daha fazla 

iyileĢtirmekle kalmamıĢ, aynı zamanda bitkinin ko-kültivasyon sürecine olan tepkisinin 

eğilimini değiĢtirerek 24 saatlik ko-kültivasyon süresi daha iyi sonuca neden olmuĢtur. 

Arpada zigotik embriyolardan elde edilen bitkiciklerin doku kültürü rejenerasyonu için 

bir protokol geliĢtirilmiĢtir; yapılan belirli değiĢiklikler, eksplantların soğuk muamelesi 

ile ilgili değiĢikliklerle birlikte transgen oranının artmasıyla sonuçlanmıĢtır. 

Bu sonuçların arpa soğuk muamele çalıĢmalarında kullanılabilmesi mümkündür. Aynı 

zamanda germplazm’da gen bazlı markörlerle yapılan seçimlerde kullanılabilecektir. 

Gen ifade analiz çalıĢmalarının sonucu olarak elde ettiğimiz bu sonuçlar, genetik 

mühendisliği katkısı ile birlikte, CBF1 ve CBF9 genlerinin bu bitkiye aktarılması 

yöntemi ile soğuğa tolerans yeteneğinin arttırılmasına yardımcı olabilecektir.  

Sonuç olarak Kalaycı 97, Ġnce 04, Özdemir 05, Keser, Ünver, Aydan hanım, Zeynel 

ağa, Tarm 92, Orza 96, Özen ve Yalın tescilli arpa çeĢitleri ve Hordeum spontaneum 

(NE)-3 ve Hordeum spontaneum (NE)-7 olan yabani arpa genotipleri ile yapılan 

çalıĢmada Özen çeĢidi soğuğa duyarlı, Ġnce ve Yalın çeĢitleri ise soğuğa dayanıklı 

olarak belirlenmiĢtir. Soğuğa dayanıklılık amacı ile yapılan ıslah çalıĢmalarında bu iki 

çeĢidin anaç olarak kullanılabildiğini soylemek mümkündür. 
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