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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

FARKLI ELMA CESITLERINDE ANTOSIYANIN BiYOSENTEZININ
DUZENLENMESINDE ROL OYNAYAN MdMYBA, MdMYB10 VE MdMYB3
TRANSKRIPSiYON FAKTORLERININ EKSPRESYONLARININ BELIRLENMESI

Emine Ece MERCAN

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Mehtap SAHIN CEVIK

Elma, diinyanin her yerinde iiretimi yapilan 6nemli bir iliman iklim meyvesidir.
Tlketimin artmasiyla birlikte elmanin meyve rengi, tadi ve aromasi gibi
karakteristik 6zellikleri kalitenin bir gostergesi haline gelmistir. Elmalarda tat
ve aromanin belirtisi olduguna inanilan kirmizi renklenmenin ana kaynagi olan
antosiyaninler, bitkilerde c¢evresel ve genetik faktorlerin etkisi altinda
sentezlenmektedir. Antosiyanin biyosentezini etkileyen genetik faktorlerin
basinda transkripsiyon faktorleri (TF) gosterilmektedir. Biiyiik bir aile olan
MYB transkripsiyon faktorlerinin alt grubu olan iki tekrarli MYB (R2R3 MYB) TF
ise; bitkilerde antosiyanin biyosentezinin diizenlenmesinde 6nemli rollere
sahiptir. Bu calismada elmalarda antosiyanin iretimini diizenleyen genetik
faktorlerin basinda gelen R2ZR3 MYB TF’lerinden olan MdMYB10, MdMYBA ve
MdMYB3 TF’lerinin ekspresyon seviyeleri; yesilden koyu kirmiziya kadar farkl
renklenme gosteren elma ¢esitlerinde meyve olgunlasmasinin farkh
donemlerinde incelenmistir. Calismada koyu kirmizi renkli Scarlet Spur, acik
kirmizi renkli Galaxy Gala, sar1 renkli Golden Delicious ve yesil renkli Granny
Smith elma cesitleri kullanilmistir. Bu elma c¢esitlerinin meyveleri tam
ciceklenmeden sonra dort farkli biiylime evresinde toplanmis ve kabuklari
soyularak ornekler alinmistir. Toplanan meyve kabuklarindan CTAB-LiCl
metodu kullanilarak toplam RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. izole edilen
RNA'lar ve. MdMYB10, MdMYBA ve MdMYB3 TFlerine spesifik primerler
kullanilarak real-time PCR yontemiyle bu ii¢ genin ekspresyon diizeyi farkl
renklenme gosteren elma cesitlerinde belirlenmistir. Yapilan bu arastirmanin
sonucunda farkli renklere sahip elma cesitlerinde ve meyve olgunlasmasinin
farkli dénemlerinde MdMYB10, MdMYBA ve MdMYB3 TF’lerinin antosiyanin
biyosentezi lizerine olan etkileri belirlenmistir.

Anahtar Kkelimeler: Elma, antosiyanin, MYB transkripsiyon faktorii, gen
ekspresyonu, real-time pcr
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

EXPRESSION ANALYSiS OF MAMYBA, MdMYB10 AND MdMYB3
TRANSCRIPTION FACTORS ARE INVOLVED IN THE REGULATION OF
ANTHOCYANIN BIOSYNTHESIS IN DIFFERENT APPLE VARIETIES

Emine Ece MERCAN

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehtap SAHIN CEVIK

Apple is an important temperate climate fruit produced all over the world.
Characteristic features such as fruit color, taste and aroma has became an
indicator of its quality. Anthocyanins are the source of red coloration is believed
to be a sign of taste and aroma. Anthocyanins biosynthesis influenced by
environmental and genetic factors in plants. Transcription factors (TFs) are one
of the genetic factors affecting the anthocyanin biosynthesis. Two repeat MYB
(R2R3) transcription factors subgroup of MYB family are involved in regulation
of anthocyanin biosynthesis in plants. In this study, expression level of
MdMYBA, MdMYB10 and MdMYB3 TFs were analyzed in fruits of apple varieties
showing from green to dark red coloration. For this purpose, fruit samples were
collected from dark red colored Scarlet Spur, light red colored Galaxy Gala,
yellow colored Golden Delicious and green colored Granny Smith apple varieties
at different stages of fruit development period after the full bloom. Total RNA
was isolated from the peel of the collected fruits using the CTAB-LiCl method.
Expression level of MAMYBA, MdMYB10 and MdMYB3 TFs were analyzed by
real-time RT-PCR method from apple cultivars showing different coloration at
different fruit development stages. The result of this study showed that
MdMYBA, MdMYB10 ve MdMYB3 TFs are associated with red coloration in
apple fruits.

Keywords: Apple, anthocyanin, MYB transcription factors, gene expression

2017, 69 pages
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1. GIRIS

Elma, diinyanin her yerinde liretimi yapilan 6nemli bir iliman iklim meyvesidir.
Tiiketimin artmasiyla birlikte elmanin meyve rengi, tadi ve aromas: gibi
karakteristik oOzellikleri kalitenin bir gostergesi haline gelmistir. Tat ve
aromanin belirtisi olduguna inanilan kirmizi renklenmenin, meyve kalitesinin

en biiylk gostergesi oldugu diistiniilmektedir.

Cok farkl sekillerde tiiketimi olan elma meyvesinin taze olarak tiiketiminin
yaninda kuru meyve, konserve yapilarak, recel ve marmelat olarak da
degerlendirilmektedir. Ayrica sirke ve meyve suyu yapiminda da son
zamanlarda oldukca fazla miktarda kullanilmakta olan elma meyvesi gida

sanayisinde de aroma verici olarak kullanilmaktadir.

Elmada bulunan pek cok kimyasal bilesigin insan sagligi lzerinde onemli
etkilerinin oldugu bilinmektedir. Bu bilesiklere 6rnek olarak vitaminler ve
sekonder metabolitlerden flavonoidler ve karetonoidler érnek olarak verilebilir
(Xie vd., 2011). Sekonder metabolitler; bitkide biiylime ve gelismede rol
almayan ve bitkide patojenlere ve herbivorlara karsi savunmada ve ayni
zamanda renk ve koku olusumunda gorevli olan bilesiklerdir. Sekonder
metabolitlerden olan flavonoidlerin bir sinifi olan antosiyaninlerin kanser, kalp
hastaliklari, oksidatif stres ve diger yaslanmayla iliskili hastaliklarda yararh
etkilerinin oldugu bilinmektedir (Ross vd., 2002). Antosiyaninler diger bitki
tirlerinde oldugu gibi elmada da kirmizi renklenmenin ana kaynagini
olusturmaktadir (Vimolmangkang vd. 2014). Elmalarda renklenme koyu
kirmizidan yesile kadar farkli tonlarda ortaya c¢ikmaktadir. Elmalarda;
antosiyanince zengin kirmizi elmalardan ve antosiyanin miktar1 daha az olan
yesil elmalara kadar olusan renk farkliliklarinin nelerden kaynaklandiginin
belirlenmesi 6nemli bir konudur. Bundan yola cikilarak elmadaki antosiyanin

sentezinin nasil gercgeklestigi tizerine pek ¢ok calisma yapilmistir.

Bitkilerde antosiyanin biyosentezinin iki farkli etmenden etkilendigi

gosterilmistir. Bunlardan birincisi yogun bir sekilde calisilmis olan ¢evresel



faktorlerdir ve bu ¢alismalarin sonucunda dogal 151k olan UV-B (280-330 nm)
dalga boyundaki 1s181n ve gece giindiiz arasi olusan sicaklik farkliliklarinin

antosiyanin liretimini pozitif yonde etkiledikleri gosterilmistir (Ban vd., 2007).

ikinci etmen olan genetik faktorler ise antosiyanin biyosentezinde rol oynayan
enzimlerin tretimlerinin diizenlemesinde rol oynayan genleri icermektedir.
Antosiyanin biyosentezinde diizenleyici rol oynayan bu genler transkripsiyon
faktorlerinin biiyik bir ailesini olusturan MYB transkripsiyon faktorleridir. MYB
transkripsiyon faktorleri antosiyanin biyosentez genlerinin ¢alismalarini
diizenleyerek bitkilerde antosiyanin tliretimini tesvik ederler ya da baskilarlar
(Ban vd., 2007).

Bu calismada elmalarda antosiyanin iiretimini diizenleyen MYB transkripsiyon
faktorlerinden MdMYBA, MdMYB10 ve MdMYB3 genlerinin ekspresyon
seviyeleri yesilden koyu kirmiziya kadar farkli renklenme gosteren elma
cesitlerinde meyve olgunlasmasinin farkli donemlerinde incelenmistir. Bu
amagcla koyu kirmizi renkli Scarlet Spur, acik kirmizi renkli Galaxy Gala, sari
renkli Golden Delicious ve yesil renkli Granny Smith elma cesitlerinden, ham
meyve, olgunlagsmakta olan meyve, hasat 6ncesi meyvesi ve hasat meyvesi
donemlerinde alinan meyvelerde MdMYBA, MdMYB10 ve MdMYB3 genlerinin
ekspresyonlar1 incelenerek, antosiyanin biyosentezi {lizerine olan etkileri

belirlenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Elma Uretimi ve Elmanin Ekonomik Onemi

Meyvecilik, ilk insanla birlikte baslamis ve medeniyetlerin gelismesiyle birlikte
hizli bir gelisme gostermistir. Meyve tiirlerinin gelisen ulasim aglariyla birlikte
farkl cografyalara yayilmasi, insanligin yeni meyve tirlerini kesfetmesine ve
son yillarda meyve 1slahinda ve biyoteknolojide gerceklestirilen yeni gelismeler
sonucunda dinyada Uretimi yapilan meyvelerin sayillarinda artiglarin
gozlemlenmesine neden olmustur (Gul, 2006). Meyve ve c¢ekirdek yapilarina
gore meyveler; yumusak cekirdekli (elma, armut, ayva, ali¢, musmula, tvez,
kusburnu vb.), sert cekirdekli (kiraz, visne, kayisi, seftali, erik, kizilcik, igde vb.),
sert kabuklu (badem, ceviz, kestane, findik, antep fistig1 vb.), tiziimsu (iizliim,
cilek, ahududu, bogirtlen, dut, incir vb.), turuncgiller (limon, portakal, altintop,
mandarin, turung¢ vb.) ve Kkeyif bitkileri (cay, kakao, kahve vb.) olarak
siniflandirilmaktadir (MEB, 2011). Yumusak cekirdekli meyveler icinde yer alan
elma, farkl iklimlere oldukca iyi adapte oldugundan dolayr diinyanin pek ¢ok
bolgesinde tretilmektedir (Pereira-Lorenzo vd., 2009). Elmanin ana vataninin
Orta Asya’daki Tian San Daglar1 oldugu diisiiniilmektedir. Insanlarin yerlesik
hayata gecmesiyle birlikte bu bolgedeki elmalar ticaret yollariyla pek cok tilkeye
tanitilmistir. Elma taze olarak tiiketilmesiyle birlikte, kurutulmus meyve,
konserve, recel ve marmelat olarak da degerlendirilmektedir. Ayn1 zamanda
elma; sirke ve meyve suyu yapiminin yani sira, aroma verici olarak da pek ¢ok
gida irininde kullanilmaktadir. Diinyada ve Tirkiye’ de yaygin olarak
yetistirilen ve cok cesitli alanlarda kullanilan elmanin 6500’i askin c¢esidi
oldugu diisiintilmektedir (Oguz ve Karagayir, 2009). Baz1 6nemli elma cesitleri
ve bu cesitlerin renklerine goére smiflandirilmalarnnt Cizelge 2.1'de

gosterilmektedir.



Cizelge 2.1. Diinyada ve Turkiye’deki bazi 6nemli elma cesitleri ve renk gruplari

No | Elma Cesidi
1 Vista Bella

2 Jersey Mac

3 Summer Red
4 Raritan

5 Rubra Precoce
6 Prima

7 Hi-Early

8 Gala Grubu

9 Elstar

10 | Amasya

11 | Demir

12 | Red Delicious
13 | Golden Delicious
14 | Starking Delicious
15 | Granny Smith
16 | Spartan

17 | Jonagold

18 | Fuji

19 | Braeburn

20 | Spur

Renk Grubu

Homojen kirmizi menekse rengi

Sari zemin rengi Ustline parlak kirmizi
Kirmizi renkli, tizerine beyaz renkli lentiselli
Koyu sari Gzerine kirmizi gizgili

Kirmizi

Sari

Kirmizi

Sari zemin rengi Ustline kirmizi

Krem

Yesil zemin rengi Ustiine koyu ve agik kirmizi
Yesil zemin rengi Ustiine koyu kirmizi gizgili
Parlak sari zemin Ustiine agik veya koyu kirmizi gizgili
Acik sari

Koyu karmen kirmizisi

Parlak yesil

Yesil zemin rengi Ustiine koyu kirmizi

Sari zemin rengi Ustline kirmizi gizgili
Sarimsi renk Ustline portakal kirmizisi

Sari zemin Ustline alev rengi

Koyu kirmizi

Diinyada elma tliretimi yaklasik 77 milyon tondur (USDA, 2016) (Cizelge 2.2). Bu

liretimde en ¢ok paya sahip olan iilke Cin'dir ve Cin’i sirasiyla ABD ve Tiirkiye

takip etmektedir. Ulkelere goére elma iiretim degerleri Cizelge 2.2'de

gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. 2016 y1l1 Dlinya elma tiretimi

2016 YILI

URETIM
SIRA ULKELER MIKTARI (TON)

1 Cin 43500000

2 Avrupa Birligi 12295000
3 | ABD 4649000
4 | Tirkiye 2700000
5 Hindistan 1900000
6 fran 1693000
7 Sili 1410000
8 Rusya 1335000
9 Ukrayna 1211000
10 | Brezilya 1045000
11 | Diger 5426000

Diinya 77165000




Elma, tilkemizde hemen hemen tiim boélgelerde yetistirilmekte ancak lretimin
biiytik bolumiu Isparta, Nigde, Denizli, Antalya, Karaman, Kayseri, Canakkale,
Mersin, Konya ve Kahramanmaras illerinde gerceklestirilmektedir. Tiirkiye'de

elma iiretiminin illere gére siralamasi cizelge 2.3.’te verilmistir (TUIK, 2016).

Cizelge 2.3. Turkiye’'de illere gore 2016 yili tiretim miktarlar

1 Isparta 596.503
2 Karaman 398.085
3 Nigde 376.906
4 Antalya 281.019
5 Denizli 196.329
6 Kayseri 108.959
7 Konya 101.081

Tiirkiye elma tretim miktar1 1961 yilinda 283 bin ton iken (FAOSTAT, 2014),
2016 yilinda ise 3 milyon tona ulasmistir (TUIK, 2016) ve iiretimde yer alan
baslica elma cesitleri arasinda Starking Delicious ve Golden Delicious cesitleri
bulunmaktadir. Bunlarin disinda Granny Smith ve Amasya gibi yerli cesitlerin de

uretimleri yaygin olarak gerceklestirilmektedir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. Tiirkiye'de tiretimi yapilan baslica elma gesitleri ve 2016 yil1 iretim
miktarlari

SIRA ELMA CESiDi 2016 YILI URETIM MIKTARI

(TON)
1 Starking 1.140.060
2 Golden 750.650
3 Amasya 232.120
4 Granny Smith 134.448
5 Diger 668.550

2.2. Elmanin insan Saghg: Uzerine Etkileri

insan saghigl icin meyve ve sebze tiiketiminin énemi son yillarda oldukca
popiiler bir konu haline gelmistir. Diinyanin her yerinde liretilen ve herkesin
ulasabilecegi bir meyve olan elma ise insan saghgiyla ilgili yapilan pek ¢ok
calismanin konusu olmustur. Elmanin %80’den fazlasi sudan olusmaktadir.

Bunun disinda icerisinde karbonhidratlar, proteinler, yagh maddeler,



vitaminler, malik asit, pektinler ve mineral maddeler yer almaktadir (TZOB,
2003). Elmanin igerisinde bulunan mineral maddelerden olan tuzlarin, viicutta
yikimiyla geride kalan bazik bilesenlerin asit-baz dengesini sagladigi
bilinmektedir (TZOB, 2003). Yapilan ¢alismalar diizenli tiiketilen elmanin bas
agrilarinin ve sinir hastaliklarinin kontroliinde yardimci oldugunu gostermistir
(Collett, 2011). Bununla birlikte icinde bulundurduklar: flavonoidler sayesinde
kalp hastaliklari, kanser gibi pek c¢ok o©nemli hastaliga karsi savasta

kullanilmaktadir (Ross vd., 2002).

Flavonoidler bitki dleminde oldukca yaygin bulunan renk pigmentleridir ve
antioksidan etkiye sahiptirler (Liu vd., 2015). Bitkilerde cezbedici renklerin
olusmasinda rol oynayan flavonoidler ayrica antioksidan 6zellikleri sayesinde
hiicrelerde strese baghh olusan hastaliklarin engellenmesinde de rol
oynamaktadirlar (Akbasli, 2013). Elma ise flavonoidlerin bir alt grubu olan
antosiyaninlerce zengin bir meyve olarak diizenli tiikketiminde insan sagligi
acisindan oldukca faydahdir. Bu ve bunun gibi nedenlerden dolay1 elma

diinyada oldukca yaygin olarak tiiketilen bir meyve tiirtidir.

2.3. Bitkilerde Bulunan Renk Maddeleri

Bitkilerde farkli renklerin olusmasinda ana bilesenler fenolik bilegsiklerdir.
Fenolik bilesikler, bitkilerde sekonder metabolizma tiriinii olup, ¢ok az miktarda
tretilen maddelerdir. Sekonder metabolitler, bitki aleminde sinirlh sayida
bulunmaktadir ve baslica li¢ ana gruba ayrilmaktadirlar. Bunlar; terpenler,
fenolik bilesikler ve alkoloidlerdir (Kabera vd., 2014). Sekonder metabolitler,
bitkilerde biiylime, gelisme gibi temel yasamsal olaylarin disinda iiretilen,
genelde bitkilerde cevresel sartlara uyum saglama, tozlasma, avcilara karsi
savunma gibi gorevlerin yerine getirilmesinde rol oynayan bilesiklerdir (Oskay
ve Oskay, 2009). Bunlarin yani sira stres kosullarina karsi savunma amacgh
olarak da iiretilmektedirler. Ayrica bazi1 sekonder metabolitler yapisal destek
saglama (lignin) ya da pigment gorevi gormek (antosiyanin) gibi onemli
fonksiyonlara da sahiptirler. Sekonder metabolitler bitkilerde o6zellesmis

hiicrelerde, belirli gelisimsel donemlerde sentezlenmektedirler. Bu nedenle



sekonder metabolitlerin bitkilerden saflastirilmasi olduk¢a zorlu bir siirectir
(Irchhaiya vd., 2014). Bu metabolitlerin biyosentezi ile ilgili yolaklar Sekil 2.1'de

gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. Sekonder metabolitlerin biyosentezi (Grofdkinsky vd. (2012)'nden
modifiye edilmistir.)
Terpenoidler, sekonder metabolitlerin en biiyiik ve en ¢ok c¢eside sahip olan
grubudur. Yapilar linear yapidan polisiklik molekiillere ve biiytikliikleri 5 C'lu
hemiterpenlerden binlerce isopren Tnitesi igeren bilesenlere kadar
genisleyebilmektedir. Biitiin terpenler 5 karbonlu isopren iinitelerinin
kondansasyonundan iiretilmektedir (Mahmoud ve Croteau, 2002). Giberellin,
brassinosteroid gibi bazi biiyiime hormonlari; mentol, limon yag1 gibi tat ve
kokuyla ilgili olan esansiyel yaglar ve renklenmede etkili olan karotenoidler

terpenlere 6rnek olarak verilebilir (Taiz vd., 2015).

Sekonder metabolitlerin diger bir sinifi olan alkoloidler, damarh bitki tiirlerinin
neredeyse %Z20’sinde bulunmaktadirlar. Genellikle lizin, tirozin, triptofan gibi
aminoasitlerden sentezlenmektedirler. Daha ¢ok omurgali hayvanlar iizerindeki
farmasotik etkilerinden dolay1 bilinmektedirler. Yiizyillarca bitkilerdeki rolleri
nitrojen artiklar1 ya da nitrojen depolar1 olarak bilinmekteydi ancak bu
fonksiyonlar1 destekleyen cok az kanit mevcuttu. Simdilerse ise cogu alkoloidin

herbivorlara  (6zellikle  memelilere) karst savunmada rol aldigl



disiiniilmektedir. Bunun nedeni olarak da toksik o6zelliklere sahip olmalar

gosterilmektedir (Taiz vd., 2015).

Bitkilerde bulunan sekonder metabolitlerin bir diger grubunu olusturan fenolik
bilesikler ise, yapilarinda bir veya birden fazla sayida hidroksil grubu tasiyan
aromatik bir halkadan olusmaktadirlar (Balasundram vd., 2006). Bu bilesenler,
biiyiik bir biyoaktif kimyasal grup oldugu icin farkli biyolojik fonksiyonlara
sahiptirler. Fenolik bilesiklerin otgullara karsi savunma 6zellikleri, tozlayicilar
cekme, renklenme, UV 1s1gina karsi koruma gibi o6zelliklerinin yaninda
antioksidan o6zellikleri bulunmaktadir. Fenolik bilesenlerin sahip oldugu bu
ozellikler bitki blyime ve gelismesinde, herbivor ve patojenlere karsi
savunmada etkili oldugu gibi, meyve ve sebzelerin karakteristik renklerinin
olusmasinda da etkilidirler (Ignat vd., 2009). Fenolik bilesikler; bir fenol halkal
molekiillerden polifenol yapiya sahip molekiillere kadar ¢esitlilik
gostermektedirler. Icerdikleri fenol halkalarinin sayisina ve bu halkaya bagh
yapisal elementlere gore birkag sinifa ayrilmaktadirlar. Bu siniflar; flavonoidler,
fenolik asitler, taninler, stilbenler ve lignanlar olarak siralanabilir (D’Archivio

vd., 2007).

Flavonoidler, bitki aleminde yosunlardan kapali tohumlu bitkilere kadar genis
bir yelpazede bulunan diisiik molekiil agirlikhi fenolik bilesiklerdir (Koes vd.,
1994). Flavonoidlerin hepsi ayni temel iskelet yapisin1 paylasmaktadirlar. Bu
iskelet yapiy1 A, B ve C halkalar1 olusturmaktadir. A ve B halkalar1 6 karbon
iceren aromatik halkalardir. Merkez halka olan C halkasi ise A ve B halkasina
heterosiklik bir bagla baglanmistir. C halkasinin temel yapiya baglanmasi
sirasinda olusan modifikasyonlarina gore flavononlar, isoflavononlar, flavonlar,
flavonoller, flavanoller ve antosiyaninler olarak farkl gruplara ayrilmaktadirlar

(Sekil 2.2) (Schijlen vd., 2004).
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Sekil 2.2. Flavonoidlerin siniflandirilmasi (Mierziak vd., 2014)

Farkli flavonoidlerin farkli gérevleri bulunmaktadir. Bu gorevler arasinda UV’ye
ve patojenlere karsi koruma, nodiilasyon sirasinda sinyalleme ve oksin transferi
bulunmaktadir(Koes vd., 2005). Bu goérevlerinin yaninda flavonoidler g¢iceklere,
meyvelere ve tohumlara renklerini veren pigmentler arasinda yer almaktadirlar

(Koes vd., 2005).

Temelde bitkilerde renk olusumunun; flavonoidlerin bir alt sinifi olan
antosiyaninler, terpenlerin bir alt sinifi olan karetonoidler ve klorofiller
tarafindan gergeklestirildigi diistiniilmektedir. Antosiyaninler bitkilerde
pembeden koyu mora kadar farkl renklerin kaynagini olusturular. Bunun
yaninda karotenoidler, bitkilerde acik sari-kirmizi renk olusumunda; klorofiller,

yesil renk olusumunda etkilidirler.



2.3.1. Karotenoidler

Karotenoidler, ilk olarak Weckenroder tarafindan 1831’de havuglardan elde
edilmistir (Baysal ve Ersus, 1999). Yalnizca bitkilerde saridan kirmiziya kadar
olan renklerin olusmasinda etkilidirler. Genel olarak yagda ¢o6zilinebilen
karotenoidler, birbiri ardina dizilmis izoprenoid birimlerinden olusmaktadirlar
(Yuan vd., 2015). Bu izoprenoid yapiyla birlikte, yapisinda karbon
bulunduranlarina karoten, oksijen bulunduranlarina ksantofil denilmektedir
(Jaswir vd. 2011). Sekil 2.3’te izoprenoid yapiyla birlikte karoten ve

ksantofillerin yapis1 gosterilmektedir.

CHa CHz

T

N A A A AN
AN W T W N N

a)

b)

HC _OH
HC CH CH CH g

Tl e e W VN
CH. CH HC CH

<)

H CH

Sekil 2.3. Karotenoidlerin kimyasal yapilar1 (a) Karotenoidlerin izopren yapisi
(b) Yapisinda karbon igeren karoten (3-karoten) (c) Yapisinda oksijen
iceren ksantofil (lutein)

Genel olarak karotenler ve ksantofiller olmak tizere iki ana gruba ayrilan
karetonoidler plastitlerde kiiciik bir molekiil olan izopentildifosfat (IPP)'tan
olusmaktadirlar (Sekil 2.4). Daha sonra uzama reaksiyonlar1 geciren IPP ve
onun izomeri dimetilla-difosfat (DMAPP), biiyiik bir molekil olan
geranilgeranil-difosfati (GGDP) olusturmaktadir. GGDP birden fazla biyosentetik
yolagin baslangic molekiiliidiir. Bu basamaktan sonra pek ¢ok reaksiyon
gerceklesir ve bu reaksiyonlarin sonucunda ilk renksiz karoten olan fitoen
olusmaktadir. Daha sonraki basamaklarda gerceklesen reaksiyonlarla birlikte

karotenoidler meydana gelmektedir (Rodri’guez-Concepcio’n, 2010) (Sekil 2.4).
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Izopentil-difosfar (IPP) / Dimetilla-difosfat (DMAPP) (Cz)

Klorofiller

Tekoferaller (i1 E) Uzama
Geranilgeranil-difosfat (G60P) (Cz0) Plastakingn
Slberslloler Filokinen (Vit )

Dimerizasyon

Fitoen (Cs0)

-g|mf¢n|¢~ w%

Siklizisyon
a/P Karoten Strigolaktanlar

Dksijenasyon

Ksantofiller Abglglfsastt

Sekil 2.4. Karotenoid biyosentez yolu (Golden Rice Project, 2005)

2.3.2. Klorofiller

Bitkilerde, fotosentez olayinin meydana geldigi yesil renge sahip pigment olarak
bilinen ve fotosentetik porfirin pigmenti siniflarini kapsayan bilesikler olarak
tanimlanan klorofillerin biyosentezi, tetrapirol mekanizmasinin bir parcasidir.
Tetrapiroller,  belirgin  yapisal ve  fonksiyonel ozellikleri  olan
makromolekiillerdir. Tetrapirollerin yaygin karakteristik 6zellikleri doymamis
methin grubuna baghh doért adet pirol halkasi bulundurmalaridir. Farkli
kimyasallarin ve metal iyonlarin bu yapiya baglanmasiyla; tetrapiroller goriiniir
15181 absorbe etme ya da farkli redoks reaksiyonlarina girme gibi 6zelliklere
sahip olmuslardir (Wang ve Grimm, 2015). Ge¢mis ¢alismalarda tetrapiroller
“hayatin pigmentleri” olarak da tanimlanmistir. Bu da bir tetrapirol olan

klorofillerin tanimlanmasidir (Battersby vd., 1980).

Klorofil biyosentezi, tim tetrapirollerin 6ncii molekiilii olan aminolevunilik
asidin (ALA) olusumuyla baslamaktadir. Daha sonra dekarboksilasyon ve
oksidasyon gibi kimyasal reaksiyonlarla ara ilirtinler meydana gelirken; Mg +2
iyonunun protoforfirine baglanmasi gerceklesir ve bu basamaktan sonra uzun
hidrokarbon yapinin esterifikasyonuyla klorofil a; klorofil a’nin oksitlenmesiyle
de klorofil b sentezlenmektedir (Brzezowski vd., 2015).
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Sekil 2.5. Klorofil biyosentez yolu (Ortega-Rodés vd. (2014)’ten modifiye
edilerek alinmistir.)

Yesil yapraklarin ve bazi meyvelerin yesil rengini veren klorofil pigmentleri,
klorofil a (mavi-yesil) ve klorofil b (sari-yesil)’den olusmaktadir. Klorofillerin
renk tonlarindaki farkhliklar klorofil a ve b’nin yapilarindaki magnezyumun
hidrojen atomu veya diger metal iyonlariyla yer degistirmesiyle olusmaktadir.
Ornegin klorofil a ve b’de bulunan magnezyumun, hidrojen atomu ile yer
degistirmesiyle Kklorofil, feofitin a ve b’ye donilisiir ve bunun sonucunda
klorofiller parlak yesil renk yerine mat zeytin yesil rengine sahip olurlar. Diger
bir durumda ise magnezyumun yerine demir gibi diger metal iyonlarinin
gecmesi rengin yesilden grimsi kahverengine doniismesine neden olur (Ata,

2013).

2.3.3. Antosiyaninler

Antosiyaninler, Yunanca cicek ve mavi kelimelerinden tiiremistir ve ilk olarak
1835’te Marquant tarafindan tanimlanmistir (Hepsag vd. 2012). Bitkilerin
meyve, yaprak, kok gibi pek cok organinda bulunabilen antosiyaninler mavi,
kirmizi ve mor renklerinin olusumunda etkilidirler. Suda ¢6ziinebilen dogal
pigmentler olan antosiyaninler yapilarinda bir veya birden fazla seker iceren
antosiyanidinlerden olusmaktadirlar (Jaakola, 2013). Antosiyaninler; hidroksil

grubu eklenmesi ya da ayrilmasi, hidroksil metilasyonunun derecesi ve seker

12



molekiillerinin pozisyon ve sayilarindaki farkliliklara gore; siyanidin (Cy),
delfinidin (Dp), pelargonidin (Pg), peonidin (Pn), petunidin (Pt), malvidin (Mv)
olmak lizere alt1 gruba ayrilmaktadirlar (Aza-Gonzalez vd., 2012) (Sekil 2.6).

Antosiyanin R5 R6
Siyanidin OH H
Delfidin OH OH
Malvidin 0-CH3 0-CH3
Pelargonidin H H
Peonidin 0-CH3 H
Petunidin 0-CH3 OH

Sekil 2.6. Antosiyanin genel yapisi ve antosiyanin gruplar1 (Aza-Gonzalez vd.,
2012)

Fenilpropanoid yoluyla iiretilen antosiyaninlerin, biyosentez basamaklar1 ¢ok
iyi bilinmektedir. Antosiyanin biyosentezinde fenilalanin amonyum liyaz (PAL),
kalkon sentaz (CHS), antosiyanidin sentaz (ANS) gibi cesitli yapisal genler
bulunmaktadir. Fenilalanin bu sentezin Onciliidiir ve fenilalaninden
antosiyaninlere doniisme, enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlar sonucu
olusmaktadir. Ilk olarak fenilalanin, PAL aracihgiyla amonyumunu kaybederek
sinnamik aside doniistir. Sonra sinnamik asit sinnamat 4-hidroksilaz (C4H) ve 4-
kumarat-CoA ligaz (4CL) araciligiyla 4-kumarol-CoA’ya cevrilir. Daha sonra bir
molekiil 4-kumarol-CoA ile ii¢ molekiil malonil CoA birleserek CHS enzimi
yardimiyla naringenin kalkonu olustururlar. Bunun ardindan naringenin kalkon,
kalkon izomeraz (CHI) tarafindan hizli bir sekilde naringenini meydana getirir.
Bu reaksiyonlardan sonra naringenin flavanon 3-hidroksilaz (F3H) enzimi
tarafindan hidroksillenerek dihidroflavonollere; dihidroflavonollerse,
dihidroflavonol 4-rediiktaz (DFR) enzim tarafindan lékoantosiyanidinlere
cevrilir. ANS enzimi ise lokoantosiyanidinleri bir substrat gibi kullanarak
antosiyanidinleri sentezler. Son basamakta ise antosiyanidinler UDP tarafindan
aktive olan seker vericileriyle UDPG-flavonoid-3-0-glukoziltransferaz (UFGT)
enzimiyle glikozillenip aktif hale gelerek antosiyaninleri olustururlar (Xie vd.,

2011) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Antosiyanin biyosentez yolu (PAL; fenilalanin amonyum liyaz, C4H;
asit sinnamat 4-hidroksilaz, 4CL; kumarat-CoA ligaz, CHS; kalkon
sentaz, CHI; kalkon izomeraz, F3H; flavanon 3 hidroksilaz, DFR;
dihidroflavonol 4-rediiktaz, ANS; antosiyanidin sentaz, UFGT; UDPG-
flavonoid-3-0-glukoziltransferaz)

Pek ¢ok farkl bitki tiirinde antosiyaninlerin biyosenteziyle ilgili ¢alismalar
yuritilmistir. Bu c¢alismalar bitkilerde antosiyanin konsantrasyonunu
etkileyen faktorler lizerine yapilan arastirmalarla baslamis ve yapilan bir¢ok
farkli arastirmanin sonucunda bitkilerde antosiyanin biyosentezinin genetik
olarak nasil diizenlendigi belirlenmistir. Pirie ve Mullins (1976), asmada sukroz,
nitrat ve absisik asit gibi hormonlarin antosiyanin biyosentezini nasil etkiledigi
lzerine bir arastirma yapmiglardir. Yapilan bu c¢alismada ayni ortamda
yetistirilen bitkilere; ayr1 ayr1 olarak sukroz, nitrat ve absisik asit uygulanarak
antosiyanin konsantrasyonlar1 arasindaki farkliliklar incelenmistir. Bu
aragstirmanin sonucunda sukroz ve absisik asidin yapraklarda antosiyanin
birikimini arttirdig1 ancak nitratin antosiyanin birikimini azalttig1 belirlenmistir.
Rail ve Hemleben (1984) ise sebboy (Matthiola incana R.) bitkisinde antosiyanin
biyosentez genlerinden CHS enziminin aktivitesinin ¢iceklerde renklenmeyle
birlikte artip artmadigina incelemislerdir. Bu ¢alismada SDS-PAGE yontemiyle
CHS enziminin miktarinin sebboy bitkisinin ciceklerinde ilk renklenmeyle

birlikte artis gosterdigi tespit edilmistir. Soya fasulyesinde yapilan bir diger
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calismada ise metil jasmonat uygulanmis soya fasulyelerinde antosiyanin
birikiminin 5-7 kat daha fazla oldugu gozlemlenmistir (Franceschi ve Grimes,

1991).

GlaBgen vd. (1998) yaptiklar bir ¢alismada, karanhkta birakilan, siirekli UV
1518a maruz birakilan ve Pythium aphanidermatum inokiile edilmis havug hiicre
kultirlerinde antosiyanin duzeyleri arasindaki farkhliklar incelemislerdir.
Yapilan bu c¢alismanin sonucunda siirekli UV 1s18a maruz birakilan hiicre
kiiltlirlerinde antosiyanin birikiminin olduk¢a arttigi gozlemlenirken, diger

hiicre kiltiirlerinde antosiyanin birikiminin baskilandig1 tespit edilmistir.

Vitrac vd. (2000) tarafindan yapilan bir diger calismada ise asmada sukroz
tarafindan sinyal tasiyici olan kalsiyum kanallarinin uyarildigi ve bu sayede

asma hiicrelerinde antosiyanin birikimininin arttigi anlasilmistir.

Asmada yapilan bir baska calismada ise metil jasmonat uygulanmis asma hiicre
kiltirlerinde ve kontrol bitkileri arasinda antosiyanin birikimi yoniinden
farkhiliklar incelenmistir. Calismada metil jasmonat uygulanmis hiicre
kultirlerinde 3. giinden sonra antosiyanin birikiminin kontrollere gére daha
fazla oldugu saptanmis ve 14. giinde yapilan o6l¢liimlerin sonucunda metil
jasmonat uygulanmis hiicre kiltiirlerinin %45 oraninda antosiyanin icerdigi,
kontrollerde bu oranin %32 oldugu belirlenmistir (Curtin vd., 2003). Bu
sonuglar da bize asmada metil jasmonatin antosiyanin birikimini tesvik ettigini

gostermektedir.

Asmada yapilan bir baska calismada ise Qu vd. (2006) metil jasmonat ve
fenilalanin eklenmis VVO5 ve VVO06 hiicre kiiltiirlerinde antosiyanin
miktarlarinin kontrollere gore sirasiyla 2,5 ve 5,2 kat daha fazla oldugu

belirlenmistir.

Bir baska calismada ise Bureau vd. (2009), antosiyanin birikimindeki
farklhiliklar1 yogun kirmizi renge sahip iki farkli kayisi cesidi (A3576 ve A3751)

arasinda incelemislerdir. Tam ciceklenmeden 108 ve 118 giin sonra alinan
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ornekler incelendiginde her iki cesitte de antosiyanin birikiminin maksimum
seviyeye ulastigl gozlemlenmistir. Olgunlagsma sirasinda, ise A3751 cesidinde
hem kabukta hem de meyve etinde antosiyanin birikimi gozlemlenirken, diger

cesitte sadece kabukta biriktigi gézlemlenmistir.

Cetin ve Baydar (2014) tarafindan; Gamay, Kalecik karasi ve Okiizgdzii iiziim
cesitlerinde kadmiyum siilfatin, metil jasmonatin, sukrozun ve floresan
radyasyonunun kallus hiicre slispansiyon kiiltiirlerinde antosiyaninler de dahil
olacak sekilde fenolik bilesiklerin liretimini nasil etkiledigi incelenmistir. Hiicre
kiltirlerine kadmiyum siilfat 0.1 ve 1.5 mM, metil jasmonat 0 ve 10 uM, sukroz
0, 0.2 ve 1.25 M olacak sekilde uygulanmistir. Ayrica hiicre kilturleri karanlkta
ya da 10000 lux 1sik altinda birakilmistir. Spektrofotometrik ol¢ciimler
sonucunda; 1.5 mM kadmiyum stlfat Kalecik karasinda en yiiksek antosiyanin
birikimini saglarken, 10 pM metil jasmonat tiim cesitlerde fenolik bilesiklerin
birikimini artirdigi tespit edilmistir. Ayrica 0.20 M sukroz antosiyanin birikimini
en ¢ok Gamay cesidinde artirirken, floresan radyasyonunun ise antosiyanin

birikimini olumlu yonde etkiledigi belirlenmistir.

Arastiricilar bitkilerde antosiyanin birikiminin genetik olarak nasil ve ne sekilde
diizenlendigini ve antosiyanin diizeyleri arasindaki farkliliklarin nelerden
kaynaklandiginm1 anlamak amaciyla farkli meyvelerde meyve olgunlasmasinin
farkl evrelerinde antosiyanin sentezinden sorumlu genlerin ifade (ekspresyon)
diizeylerini belirlemek amaciyla ¢alismalar yapmislardir. Jaakola vd. (2002)
yaptiklari bir ¢alismada; yaban mersinlerinin yabani tipi ve renkli bir mutanti
arasinda, antosiyanin, proantosiyanidin ve flavonollerin sentezinde rol oynayan
genlerin (PAL, CHS, F3H, DFR ve ANS) ifadeleri, meyve gelisiminin farkh
donemlerinde incelemektedir. Ayrica olgun meyvede antosiyanin,
proantosiyanidin ve flavonol bilesenlerinin miktarlar1 sivi kromatografisi ile
analiz edilip, kiitle spektrofotometrisiyle belirlenmistir. Yapilan bu calismanin
sonunda meyve olgunlasmasiyla birlikte antosiyanin birikiminde ve flavonoid
biyosentezinde rol oynayan genlerin ekspresyonlarinda dogru orantili bir

sekilde artis gozlemlenmistir.
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Portakal meyvelerinde de Cotroneo vd. (2006) buna benzer bir ¢alisma
gerceklestirmislerdir. Antosiyanin biyosentezinde rol oynayan CHS, ANS ve
UFGT genlerinin ekspresyon seviyeleri ve antosiyanin birikimi tizerine olan
etkileri; olgunlasmanin yedi farkli déneminde, kan portakali ve Washington
portakali meyvelerinde, real-time PCR yontemiyle arastirilmistir. Kan
portakalinda CHS, ANS ve UFGT genlerinin ekspresyon seviyelerinin
olgunlasmayla birlikte arttif;, Washingon portakalinda ise azaldig
belirlenmistir. Bu sonuglar ise CHS, ANS ve UFGT genlerinin fonksiyonlarinin

pigment olusumuyla iligkili oldugunu géstermistir.

Antosiyaninler bitkilerde stres kosullariyla karsilastiginda da iiretilmektedir
(Zhang vd. 2014). 2005 yilinda Piero ve arkadaslari tarafindan, 4 °C’deki
kismen wuzun saklama Kkosullarinda kirmizi portakallardaki antosiyanin
liretimini ve antosiyanin liretiminde rol oynayan PAL, CHS, DFR ve UFGT yapisal
genlerinin ekspresyonlarin1 arastirmak Uuzere bir calisma yapilmistir. Elde
edilen sonuclar; kirmiz1 portakallarda meydana gelen antosiyanin birikiminin,
diisiik sicaklikta 75 giin tutulan portakallarda, 25 °C’de tutulan portakallara
gore 8 kat fazla oldugunu gostermistir. Yapilan real-time PCR ¢alismalarinin
sonucunda ise PAL, CHS, DFR ve UFGT genlerinin ekspresyonlarinin diisiik
sicaklikta tutulan portakallarda kontrol oOrneklerine goére 40 kat arttif

belirlenmistir.

Elmada yapilan diger bir ¢alismada ise Ubi vd. (2006) UV-B 1s1k altinda ve diisiik
sicakliklarda 5 antosiyanin biyosentez geninin (CHS, F3H, DFR, ANS ve UFGT)
ekspresyonlarin1 arastirmislardir. Bunun igin 5 elma c¢esidi secilmistir. Bu
cesitler: aslinda acik kirmizi renkli olan ama ¢alismada olgunlasmadan toplanip
kullanilan ve yesil renkli kabul edilen ‘Iwai’, agcik kirmizi renkli ‘Tsugaru’ ve
koyu kirmiz1 renkli ii¢ cesit: ‘Sansa’, ‘Homei-Tsugaru’ ve ‘Akane’dir. Oncelikle
‘lwai’ disinda tiim cesitlerde olgunlasmayla birlikte antosiyanin birikiminin
arttigl gozlemlenmistir ve tam c¢iceklenmeden 107 giin sonra da bu artisin
hizlandig1 saptanmistir. Ayrica incelenen bu 4 c¢esidin meyve kabugunda
antosiyanin artisiyla birlikte CHS, ANS ve UFGT genlerinin ekspresyonlarinda da

artislar gozlemlenmistir. Ayn1 elma cesitlerinde, UV-B 1s1k altinda ve diisiik
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sicakliklarda antosiyanin birikiminde ve antosiyanin biyosentezinde rol
oynayan genlerin ekspresyonlarinda da artislar belirlenmistir. Elde edilen bu
sonuglar stres kosullarinda antosiyanin birikiminin arttigin1 ve antosiyanin

biyosentezinde rol oynayan genlerin aktif hale geldiklerini géstermistir.

Feng vd. (2008) kizil renkli ‘Mantianhong’ ve kirmizi renkli ‘Aoguan’ armut
cesitlerinde farkli renk olusumu evrelerindeki meyveler kullanilarak
antosiyanin biyosentezi ve PAL ve CHI enzimleri arasindaki iliski arastirilmistir.
Ayrica glineslenme siireleri ve renk olusumu arasindaki baglanti da saptanmaya
calisilmistir. Yaptiklar: calismanin sonucunda 'Augoun’ ¢esidinde ‘Mantianhong’
cesidine gore antosiyanin seviyesinin daha ytlksek oldugu belirlenmistir. PAL
aktivitesi ise ‘Augoun’ cesidinde ‘Mantianhong’ cesidine gore daha az; CHI
aktivitesi ise daha fazla olarak belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar PAL
aktivitesinin renklenmeyle dogrudan iligkili olmadigini géstermistir. Yapilan bu
calismada aym1 zamanda ambalajlamanin CHI enziminin aktivitesine ve
antosiyanin sentezine olan etkisini arastirmak tlizere renklenmeye baslayan
meyveler toplanmistir. Toplanan meyvelerin bir kismi1 ambalajlanmis diger bir
kismi ise ambalajlanmamistir. Bu deney sonucunda CHI enziminin aktivitesinin
ve antosiyanin sentezinin ambalajlamayla inhibasyona ugradig1 goriiliirken;
ambalajlanmamis meyvelerde tam tersi durum goézlemlenmistir. Ayn1 zamanda
ambalajlanmamis ‘Augoan’ ¢esidinde ambalajlanmisa gore CHI aktivitesi daha
ylksek olarak belirlenmistir. PAL enziminin ise ambalajlamadan etkilenmedigi

gozlemlenmistir.

Antosiyaninlerin insan saghgi iizerine olumlu etkilerinin olmasindan dolayi
gecmisten glinimiize kadar antosiyaninler konusunda pek ¢ok c¢alisma
yapilmistir. Bu calismalar antosiyaninlerin nasil sentezlendigiyle baslayip daha
sonra sentezinin nasil diizenlendigi, hangi diizenleyici faktorlerin antosiyanin
sentezinde rol aldig1 lizerine yogunlagsmistir. Bundan yola cikarak bir genin
ifadesinin diizenlenmesinde ilk basamaklarda yer alan transkripsiyon faktorleri
uzerine pek cok calisma yapilmis ve bu c¢alismalarin sonucunda biiyiik bir
transkripsiyon faktorii ailesi olan MYB TF'lerinin bitkilerde antosiyanin

biyosentezinin diizenlenmesinde 6nemli rollerinin oldugu belirlenmistir.
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2.4. Transkripsiyon Faktorleri

Tek hiicreli organizmalardan ¢ok hiicreli organizmalara gegiste hiicreler farkl
gorevleri yapmak lizere oOzellesmistir. Ozellesmenin ardindan hiicre
farklilasmasi; hiicrelerin dogru dagilimi, sinyalleme sistemi ve ardindan gen
ekspresyonlarinin diizenlenmesiyle kontrol edilmektedir. Bu diizenleme DNA
metilasyonu, Kkromatin organizasyonu, dimerizasyon ve transkripsiyon
faktorleri gibi elementlerin, genlerin promotor bolgelerine dizi spesifik olarak

baglanmalariyla gerceklesmektedir (Feller vd., 2011).

Transkripsiyon faktorleri (TF) biitliin organizmalarda gen ifadelerinin
diizenlenmesinde c¢ok o©nemli rollere sahiptirler ve biiyiime, gelisme,
farklilasma, strese yanit gibi pek ¢ok biyolojik olayla da yakindan iligkilidirler
(Muhhamilarasan vd., 2014). Hiicrede pek cok fonksiyona sahip olan TF’leri;
DNA baglanma bdlgesi, niiklear lokalizasyon sinyali (NLS), transkripsiyon
aktivasyon bolgesi ve oligomerizasyon boélgesi olmak tizere en az dort farkh
bolgeden olusmaktadir ve bu bélgeler araciligiyla fizyolojik ve biyokimyasal
olaylarin baslamasinda ve diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar (Du vd., 2009).
TF'leri farkli proteinlerle etkilesime girerek bir geni aktive edebilir ya da o
genin anlatimin1 baskilayabilirler (Feller vd., 2011). Yukarida sayilan 6nemli
rollerinden dolay1 organizmalarin protein kodlayan genlerinin biiytik bir kismi
TF’lerini kodlamaktadir. Ornegin Arabidopsis thaliana’da 28000’e yakin genin
yaklasik %6’s1, bir baska deyisle 1700 genden daha fazlasi TF'lerini
kodlamaktadir (Feller vd., 2011).

icerdikleri DNA baglanma bélgelerine gore TF'leri c¢ok farkh simniflara
ayrilmaktadir. Bunlar arasinda bZIP (temel 1l6sin fermuar1), MYC
(miyelositomasis), ERF/AP2 (Etilen Cevap Faktorii/APETALA2), ¢inko parmak
ve MYB (miyeloblastosis) oOrnek olarak verilebilir (Amvawat vd. 2013).
Transkripsiyon faktorleri arasinda MYB TFleri olduk¢a biiyiik bir 6neme

sahiptir.

19


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24010138

2.5. MYB Transkripsiyon Faktorlerinin Yapi ve Fonksiyonlari

ilk MYB geni avian miyleblastosis viriisiinde (AMV) tamimlanmigtir ve v-MYB
(MYeloBlastosis) olarak adlandirilmistir (Hall vd., 1941). Bu viriiste bulunan v-
MYB genleri tavuklarda miyelomonositik hematopoietik hiicrelerinin sekil
degistirmelerinden sorumludur (Foos vd., 1992). Daha sonra hayvanlarda v-
MYB genine benzer olan c-MYB (hiicresel MYB) onkogeni, A-MYB ve B-MYB
tanimlanmistir  (Luscher ve Eisenman, 1990). Okaryotik hiicrelerde
gozlemlenen c-MYB geni; siklin aktivitesini dogrudan etkilemekte, hiicrelerde
cogalma ve farklilasmay1 etkileyerek kansere sebep olmaktadir (Nakata vd.,
2007). insanda ise B-MYB ve A-MYB genleri bulunmaktadir. B-MYB geni c-
MYB’ye oldukca benzer o6zelliklere sahip olup hiicre c¢ogalmasinda ve
apoptosiste 6nemlidir. Bu genlerde meydana gelebilecek herhangi bir mutasyon
kansere neden olmaktadir (Foos vd., 1992). Bunun yaninda A-MYB hakkinda ¢ok
az sey bilinmektedir. Bu genin hiicre ¢ogalmasinda etkili olmadig:

distintilmektedir (Golay vd., 1996).

Bitkilerde ilk olarak bulunan MYB geni misir'dan (Zea mays) elde edilen C1
(COLORED1) genidir ve bu genin antosiyanin biyosenteziyle iligkili bir TF'ni
kodladig1 bulunmustur (Paz-Ares vd., 1987). Bu calismanin ardindan arpada
(Marocco vd., 1989), misirda (Grotewold vd., 1991), Antirrhinum’da (Jackson
vd., 1991), Arabidopsis’te (Oppenheimer vd., 1991) ve Petunia’da (Avila vd.,
1993) MYB benzeri genler izole edilmistir. Yapilan farkli c¢alismalarin
sonucunda bitkilerde transkripsiyonel kontrol diizeyinde MYB TF’lerinin ¢ok
biiylik rollerinin oldugu belirlenmistir (Martin ve Paz-Ares, 1997). Arabidopsis
bitkisinin genom dizisinin yayinlanmasinin ardindan, bitki MYB genlerinin ilk
kapsamli tanimlamasi ve siniflandirilmasi yapilmistir (Stracke vd., 2001). Farkh
bitkilere ait genom bilgilerinin tamamlanmasinin ardindan MYB TF ailesi

hakkinda da daha fazla bilgiler elde edilmeye baslanmistir.

MYB proteinleri MYB domaini adi verilen ¢ok iyi korunmus DNA baglanma
bolgelerine sahiptir ve her MYB proteini yapilarinda bu MYB domailerinden bir,
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iki, lic ya da dort tekrar bulundurmaktadir. MYB TF’leri icerdikleri bu tekrarh
dizilere gore farkl siniflara ayrilmaktadir (Sekil 2.8).

W= W - WP (g )W (X - W Birineil yﬂpl
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Sekil 2.8. MYB transkripsiyon faktorlerinin igcerdikleri domainlere gore siniflar
(R, tekrar; H, heliks; T, turn; W, triptofan; X, amino asit)(Dubos vd.,
2010)

MYB TF'lerinin igerdikleri domainler yaklasik 52 amino asidin dortten fazla
tekrarini icermektedir ve her domain Ui¢ a-heliks yapisindan olusmaktadir
(Kanei-Ishii vd., 1990). Her tekrarin heliks yapilar triptofan icermekte olup,
hidrofobik  bir bélge olusturan heliks-turn-heliks (HTH) yapisin
olusturmaktadir (Ogata vd., 1996). Tanima heliksi ad1 verilen tglincii heliks
DNA ile direk olarak etkilesime girmekte ve biiylik oluga baglanmaktadir (Jia
vd., 2004). DNA ile etkilesim sirasinda, iki MYB tekrar1 biiyiik oluga sikica
baglanmakta, bundan dolay1 iki tanima heliksi spesifik DNA dizi motifine

ortaklasa baglanmaktadir (Dubos vd., 2010).
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Genel MYB domain profili
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Sekil 2.9. MYB domainlerinin genel yapisi. (Yildizlar triptofanh bélgeleri temsil
etmektedir. H1, H2 ve H3 heliks yapilarini gostermektedir.) (Feller vd,,

2011)

Yapilarindaki farkli tekrarli domain yapilarina goére MYB proteinlerinin

siniflandirilmasi sekil 2.10’da gosterilmektedir.

R2R3-MYB profili
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Sekil 2.10. MYB TF'lerin tekrar sayilarina gore genel yapisi (Yildizlar triptofanh
bolgeleri temsil etmektedir. H1, H2 ve H3 heliks yapilarim
gostermektedir) (Feller vd., 2011)

MYB domainlerindeki farkli tekrar sayilarini iceren MYB proteinlerinin farkh

yap1 ve fonksiyonlari ¢izelge 2.5’te gosterilmektedir.
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Cizelge 2.5. Farkl1 MYB protein siniflarinin fonksiyonlar: (Ambawat vd., 2013)

MYB Proteinleri
(iki Farkh Bolge)

N-ucu Korunmus DNA C-ucu Modiilator Bolge
Baglanma Domaini (Duzenleyici Bolge)

'

MYB Proteinlerinin
4 Sinifi

A 4
ClR (R1 tip MYB)) ( R2R3 MYB > <3R MYB ) <4R MYB )

- Hucresel

kond - Primer metabolizma - Hiicre dongusi - Bilinmiyor
S der - Hiicre déngusii
- Organ morfogenezi _ Sekonder

- Fosfat eksikligi
- Kloroplast gelisimi
- Circadian

- Gelisimsel prosesler
- Biyotik ve abiyotik
streslere vanit

Dort tekrar igeren bir sinif olan 4R-MYB’ler; MYB proteinlerinin en kiiciik
sinifin1 olusturmaktadir. Bazi bitki genomlarinda bir tane 4R-MYB proteininin
kodlandig1 bilinmektedir. Bunun disinda bu proteinlerle ilgili ¢cok az bilgi
mevcuttur (Dubos vd., 2010).

Diger bir sinif olan ve li¢ tekrardan olusan (R1, R2, R3) MYB3R proteinleri,
MYB’lerin kiiciik bir sinifin1 olusturmaktadir (Stracke vd., 2001). Bu siniftaki
proteinlerin hepsi ayni1 R1 tekrarini ve DNA’ya baglanma spesifitesi i¢in 6nemli

olan R2 tekrarini paylasmaktadir (William ve Grotewold, 1997).

Yapisal olarak farkliliklar iceren proteinlerden olusan diger bir alt grup olan tek
tekrarli MYB protein sinifi, bu yapisal farkliliklardan dolay: farkli alt gruplara
ayrilmistir. Bu proteinlerden ilki R3 benzeri domain iceren proteinler olarak
tanimlanmistir. (Wester vd., 2009). Bu tek tekrarli R3 MYB’ler Arabidopsis’te
koklerde emici tiylerin farklilasmasi ve tily olusumunun diizenlenmesi gibi
onemli rollere sahiptir (Zhu vd., 2009). Bunun yaninda yine Arabidopsis'te MYB-
LIKE2 (MYBLZ2) adi verilen bir proteinin flavonoid biyosentezinde diizenleyici
rolii oldugu rapor edilmistir (Matsui vd., 2008). Tek tekrarli MYB'lerin ikinci alt
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grubu evrimsel acidan oldukc¢a eskilere dayanan R1 ya da R2 tekrarim
icermektedir (Romero vd. 1998). Bu gruba ornek olarak sirkadiyan saat
kontroliinde gorevli CCA1 ve LHY proteinleri verilebilmektedir (Lu vd., 2009).
Uciincii alt grup GARP olarak adlandirilmaktadir. Bu ad musirdaki G2,
Arabidopsis'teki ARPs, Chlamydomonas reinhardtii’'teki PSR1 ve Arabidopsis’teki
PHR1 proteinlerinden esinlenerek verilmistir (Hosoda vd., 2002). Cizelge 2.6’da
Arabidopsis’'te bulunan farkli MYB alt gruplarinin gorevleri ve diger bitki
tirlerinde benzer gorevlere sahip olan genler gosterilmektedir. Bu cizelge

gecmiste yapilmis olan calismalarin bir 6zeti olarak olusturulmustur.

Cizelge 2.6. Bitkilerdeki baz1 MYB TF’lerinin gorevleri (Feller vd., 2011)

FILOGENETIK | Arabidopsis thaliana’daki Gorevleri ve Diger Tiirlerde Bulunan Benzer Genler ve
GRUP Arabidopsis thaliana'da Bulunan Gen Gorevleri
isimleri
Alt grup 4 - Transkripsiyonel represor, Antosiyanin Biyosentezi/Flavonol
Proantosiyanin sentezinin engelleyicisi, Biyosentezi : FaMYB1, Lignin Biyosentezi :
MYB3, MYB4, MYB7, MYB32 AmMYB308, AmMYB330, EgMYB1,
- UV-bagimli sinapat ester biyosentezi, ZmMYB31, ZmMYB42
MYB4
- Polen-duvari igeriginin belirlenmesi,
MYB32
Altgrup 5 - Tohum kabugundaki proantosiyanidin Proantosiyanidin Biyosentezi: LjTT2aq, b, c,
biyosentezi /tanin biyosentezi: PtMYB134
MYBTT2 Antosiyanin Biyosentezi: GMYB10,

MdMYB1, MdMYB9/TT2, MAMYB10,
MdMYB11, PhMYBAN4, PmMBF1,
VWMYB1a, ZmC1 (COLORLESS1), ZmPI1

Alt grup 6 - Antosiyanin biyosentezi (vejetatif AmROSEA1, CaA, GmMYB19, GtMYB3,
dokularda): PAP1, PAP2 IbMYB1,
- Ikincil hiicre-duvar formasyonu: PAP1 InMYB1, 2, 3, PAMYBANZ2, SIANT1
- Digerleri: MYB113, MYB114
Alt grup 7 Tiim dokularda flavonol biyosentezi: PFG2, | VvMYBF1
PFG1, PFG3 Phlobaphenes, 3-deoxy-flavonoid
biyosentezi: ShY1, ZmP1/P2
Alt grup 9 - Tag yapraklarin hiicrelerinin sekli: MIXTA | AmMIXTA, AmMMYBML1
- Erken ¢iceklenme, ¢cimlenme: MYB17 GhMYB25
- Trichome gelisiminin negatif kontrolii:
NOK
Alt grup 15 - Epidermal hiicre tipi belirleme GhMYB1, GaMYB2

- Siirglinde trichome baslatma: GL1, MYB23
- Sagak kok olusumu, stomata
bigimlenmesi: WER, WER tarafindan
MYBZ23"in pozitif regililasyonu ve pozitif
feedback loop

Tiiy eklenmesi ve dallanma: MYB5 ile
MYB23

Altgrup 16 Hipokotil uzamasi (kirmizi 1s1iktan uzakta):
LAF1
Digerleri: MYB19, MYB45
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Cizelge 2.6. Bitkilerdeki baz1 MYB TF’lerinin gorevleri (Feller vd., 2011)(Devam)

Bilinmeyenler/ | -Tohum kabugunun farklilagsmasi, -Vakuoler asidifikasyon aktivatori,
tipik proantosiyanidin biyosentezi /tannin antosiyanin biyosentezi:
olmayanlar biyosentezi: PhPH4
MYB5 - Hiicre duvari farklilagmasi, lignin
- Trichome dallamasi: MYB23 ile MYBS5, biyosentezi: PtMYB1
Stomata hiicre ayrilmasi, terminal - Ikincil duvar farklilagmas, lignin
farklilasma, hiicre dongiisii: FLP ve MYB88 | biyosentezi: EgMYB2
MYB20, MYB42, MYB83
CPC-benzeri -Siirglin morfogenezi ve yaprak olusumu: Yapraklarda dorsi-ventral kutuplagma:
(R2R3 orjinli) | AS1 ZmRS2

-Trichomelar/sagak kokler: TRY, CPC,
ETC1, ETC2, ETC3, TCL1, MYBL2
-Antosiyanin biyosentezinin negatif
regiilasyonu: CPC

-Flavonoid biyosentezinin negatif
regiilasyonu: MYBL2

CCA-1 benzeri Circadian saat: CCA1, LHY PpCCAlab
(R1/R2 orjinli)

GARP benzeri Fosfat eksikligi yaniti: PHR1

RAD benzeri RL1, RL2, RL3, RL4, RL5, RL6 - Asimetrik tag yaprak gelisimi: AmRAD,
VmRAD, GoRAD;
- Erken meyve gelisimi: SIFSM

Telomer- RTBP1 ZmIBP
binding
MYB3R Hiicre dongiist, G2 /M faz gecidi: MYB3R1, NtMYBA1, A2, OsMYB3R-2
MYB3R2,
MYB3R3, MYB3R4, MYB3R5
Nadir -Hiicre dongiisii, pre-mRNA splicing ve Yiiksek bitkilerde asimetrik hiicre
goriilenler siklinlerin transkripsiyonel diizenlenmesi: | béliinmesi: GIsA
CDC5

Bilinmeyen: MYB4R
Hiicre biiytimesi ve boliinmesi, DNAJ
domain: MIDA1

MYB proteinlerinin en buyiik sinifini olusturan iki tekrarli MYB’ler (R2R3
MYB’ler); bitkilerde oldukc¢a yaygin olarak bulunmaktadir. R2ZR3-MYB ailesi
ylzlerce iyeden olusmaktadir. Cogu bitkide tamamen korunmus olan bu
tyelerin C wuclar1 farklhiliklar go6sterebilmektedir. Bu bolge genellikle
transkripsiyonel aktivasyon (TAD) ya da represyon domainlerini icermekte
olup post-transkripsiyonel modifikasyonlardan sorumlu olan serin ve treonince

zengin bir bolgeden olusmaktadir (Martin ve Paz-Ares, 1997).

Farkli bitki cesitlerinde R2R3 MYB TF'lerinin farkli fonksiyonlar1 yapilan
calismalarla ortaya konmustur. MYB TF’lerinin hiicre sekillerinin kontroliinde
gorev aldig1 Antirrhinum’daki MIXTA geni ile ve MIXTA geninin benzeri olan;
petunyada petal epidermal hiicrelerinin konik formalarinin gelisiminde gérev
alan PhMYB1 geni ile kanitlanmistir (Noda vd., 1994). Arabidopsis’te bulunan

MYB proteini WEREWOLF, epidermal hiicrelerinin diizenlenmesinde gorev
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almaktadir (Lee ve Schiefelbein, 1999). Churin vd. (2003) yaptiklar1 ¢calismada
bugday MYB TF'lerinden olan HvMCB1 ve HvMCBZ genlerinin kloroplast
gelisiminde ve c¢evresel faktorlere yanitta etkili oldugu gosterilmistir.
Arabidopsis’te ayrica anter ve polen gelisimini tesvik eden AtMYB33 ve AtMYB65
(Millar ve Gubler, 2005), petal epidermal hiicre sekillenmesinde AtMYB16
(Baumann vd., 2007), embriyogenesiste AtMYB115 ve AtMYB118/PGA37 (Wang
vd.,, 2008), erkek gamet hiicrelerinin boélinme ve farklilasmasinda
AtMYB125/DUO0O1 (Brownfield vd., 2009) ve yan dallarin olusmasinda ve sap ile
dalin birlestigi yerdeki meristem doku bicimlenmesinde AtMYB105/LOFI,
AtMYB117/LOF2 ve AtMYB37 (Lee vd. 2009) genleri bulunmustur. Ayrica
celtikte Dai vd. (2012)'nin yaptiklar1 bir ¢alismada, OsMYB2P-1 geninin kok

sistemlerinin yapisinin diizenlenmesiyle iliskili oldugu belirlenmistir.

Stres kosullarina karsi savunmada rol alan R2ZR3-MYB genlerine pek ¢ok 6rnek
verilebilmektedir. Arabidopsis'te patojen saldirilarina karsi MYB30 geninin
kodlandig1 ve ayni zamanda bu genin yag asitlerinin sentezinde goérev aldigi
belirlenmistir. Celtikte OsLTR1 (Cheong vd., 2002) ve Arabidopsis'te AtMYB34,
AtMYB51, AtMYB75 genlerinin (Johnson ve Dowd, 2004) bocek ve otgullara
karsi miicadelede ve yaralanmalarda jasmonik aside baghh savunma
mekanizmalarinmi aktif hale gecgirdikleri belirlenmistir. Abiyotik streslere karsi;
Arabidopsis'te AtMYBZ2, misirda C1 genlerinin kuraklik ve tuzluluk streslerinde
absisik asit liretimini tesvik ettikleri belirtilmistir (Abe vd., 1997). Chen vd.
(2005) ise Boea crassifolia tiiriinde kodlanan BcMYB1 geninin kuraklik, tuzluluk,
disiik sicaklik gibi abiyotik streslere yanitta aktif oldugunu gostermislerdir.
Arabidopsis’te yapilan bir diger calismada kuraklik ve hastalik direnci icin
gerekli olan stomatal hareketin diizenlenmesiyle iliskili olarak absisik asit
(ABA) sinyalinin artmasinda AtMYB60 ve AtMYB96 (Cominelli vd., 2005)
genlerinin rol aldig1 belirlenmistir. Bir diger abiyotik stres faktorii olan 15181n
MYB TF’lerinin ekspresyonunu arttirdigi bunun sonucunda da antosiyanin
biyosentezinin gerceklestigi yapilan pek ¢ok calismayla kanitlanmistir. Cizelge
2.7’de baz1 meyve cesitlerinde 1s1kla uyarilan MYB TF’leri gosterilmektedir.
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Cizelge 2.7. Meyve ¢esitlerinde 1s1kla uyarilan MYB TF’leri (Zoratti, 2014)

Tiirler R2R3 MYB Fonksiyonu
MdMYB1 Meyve kabugunda antosiyanin biyosentezi
MdMYBA Meyve kabugunda antosiyanin biyosentezi
Elma (Malus domestica) MdMYB10 Meyve kabugunda antosiyanin biyosentezi
MdMYB9 Yaprakta proantosiyanidin sentezi
MdMYB11 Yaprakta proantosiyanidin sentezi
Cin Defne Agaci (Myrica rubra) MrmMYB1 Meyve kabugunda antosiyanin biyosentezi
VVMYBF1 Meyve kabugunda flavon biyosentezi
VVMYB12 Meyve kabugunda flavon biyosentezi
VVMYBA1 Meyve kabugunda antosiyanin biyosentezi
VIMYBA2 Meyve kabugunda antosiyanin biyosentezi
VVMYBPA1 Meyve kabugunda proantosiyanidin sentezi
VVMYBPA2 Meyve kabugunda proantosiyanidin sentezi

Uziim
(Vitis vinifera, Vitis labruscana)

VVMYB5a Meyve kabugunda genel flavonoid biyosentezi
VIMYB5b Meyve kabugunda genel flavonoid biyosentezi

Ligi (Litchi chinensis) LcMYB1 Meyve kabugunda antosiyanin biyosentezi
Nektarin (Prunus persica) PpMYB10 Meyve kabugunda antosiyanin biyosentezi
Seftali (Pyrus pyrifolia) PyMYB10 Meyve kabugunda antosiyanin biyosentezi
Kaltar Cilegi (Fragaria ananassa) FaMYB10 Meyvede antosiyanin biyosentezi

Orman Cilegi (Frafaria vesca) FvMYB10 Cicekte antosiyanin biyosentezi

Isikla uyarilsin ya da uyarilmasin R2ZR3 MYB genlerinin ve onlarin kodladiklari
transkripsiyon faktorlerinin antosiyanin iiretiminde ve renklenmenin
olusmasinda ¢ok biiyiik etkileri bulunmaktadir. R2ZR3 MYB transkripsiyon
faktorleri; antosiyanin biyosentezi basamaklarinda gorev alan enzimlerin
sentezini aktive ederek ya da onlar1 baskilayarak bitkilerde antosiyanin

tiretimini ve renk olusumunu etkilemektedirler.
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Sekil 2.11. Antosiyanlerin liretiminde etkili olan MYB tarnskripsiyon faktorleri
(C1, COLORED1; P, MYB-iliskili protein; AN2, Antosiyanin2) (Geffers
ve Wingender, 2015)

Antosiyanin biyosentezinde R2ZR3 MYB TF'lerinin gorev aldigim1 gosteren ilk
calisma misirda yapilmistir ve bu gene COLORED1 (C1) adi verilmistir. Bu
calismada C1 geninin, antosiyanin biyosentezi sirasinda gorev alan kalkon
izomeraz (CHI), flavanon 3-hidroksilaz (F3H) enzimlerinin ¢alismasini tesvik
ettigi gosterilmistir (Paz-Ares vd., 1987). Bu calismadan sonra 1993 yilinda
petunya ciceklerinde ANZ2 adi verilen bir MYB geni bulunmustur. Bu genin
antosiyanin biyosentezini tesvik ettigi belirlenmistir (Quattrocchio et al. 1993).
Petunyada yapilan bir diger calismada ise kalkon sentetaz (CHS) genini aktif
eden PhMYB3 geninin ozellikle ¢iceklerde petal epidermislerde renk olusumunu
arttirdig1 gosterilmistir (Solano vd., 1995). Baska bir tiir olan aslanagzi
(Antirrhinum majus) ¢iceklerinde yapilan diger bir ¢calismada ise AmMYB305 ve
AmMYB340 genlerinin, antosiyanin biyosentezinde gorevli ilk enzim olan
fenilalanin amonyum liyaz (PAL) enziminin kodlanmasinda goérev aldig1 rapor
edilmistir (Moyano vd. 1996). Arabidopsis’te yapilan bir diger c¢alismada
ciceklerde PAP1/MYB75 ve PAP2/MYB90 genlerinin antosiyanin biyosentez
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genlerinden PAL, CHS ve dihidroflavonol 4-rediiktaz (DFR) enzimlerinin
uretimini arttirarak antosiyanin biyosentezinde gorev aldiklar1 gosterilmistir
(Borevitz vd., 2000). Mehrtens vd. (2005) yaptiklar1 bir ¢alismada ise
Arabidopsis'te AtMYB12 olarak adlandirilan genin CHS ve flavonol sentaz

enzimlerinin ¢alismasinin diizenlenmesinde rollerinin oldugu belirlenmistir.

MYB transkripsiyon faktorleri bitkilerde bir yandan yaprak ve c¢igeklerde
renklenmeyi etkilerken bir yandan da meyvelerde goz alici renklerin
olusmasinda etkilidirler. Farkli meyve cesitlerinde MYB TF'lerinin renklenmeyi
nasll etkiledigi lizerine pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir ve yapilan bu ¢alismalar

asagida 6zetlenmistir.

2.6. Meyvelerde Renklenmede Etkili Olan MYB Transkripsiyon Faktorleri

Kyoho 1iiziim ¢esidinde yapilan bir c¢alismada, antosiyanin biyosentez
genlerinden UFGT nin ekspresyonunun MYBA TF araciligiyla artip artmadigina
bakilmistir. Kyoho asmalarinda northern blot analiziyle UFGT geninin sadece
kirmizi kabuk kisminda anlatiminin oldugu gosterilmistir. Ardindan MYBA
geninin aktarildig1 transgenik bitkilerin analiz edilmesi sonucunda kontrol ve
transgenik Dbitkilerdeki gen ekspresyon seviyeleri RT-PCR yoOntemiyle
incelenmistir. Son basamaklarinda gorev alan UFGT geninin ekspresyonunun
MYBA transkripsiyon faktori araciligiyla arttig1 ve bu sayede renksiz olan asma
embriyolarindan kirmizimsi-morumsu meyveler elde edildigi belirtilmistir.
Bunun da MYBA'nin UFGT genini aktif edip antosiyanin birikimine neden olarak

kirmizi renk olusumunu tesvik ettigini ifade edilmistir (Kobayashi vd., 2002).

Deluc vd. (2006) olgun iiziim tanelerinde fenilpropanoid metabolik sentez
yolunda etkili olan ve VWWMYB5a olarak adlandirilan bir geni izole etmislerdir. Bu
genin tiitiinde asir ifade edilmesiyle elde edilen transgenik bitkilerin analizinde
fenilpropanoid sentezinde yer alan genlerin etkilendigi ve dolayisiyla da
antosiyanin, flavonol, tanin ve lignin sentezinin arttif1 gozlemlenmistir.
VvMYB5a geninin asir1 ifadesi flavonol sentezinde rol oynayan genlerden olan

kerasiyanin ve kuversetin-3-ramnoglukozun tiitiinde fazla birikmesini sagladigi
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belirlenmistir. Asmada ise VvMYB5a geninin meyve gelisiminin erken
evrelerinde kabuk, meyve eti ve tohumlarda ifade edildigi belirlenmistir. Bu
sonuclar géz Oniline alindiginda VvMYB5a geninin dogrudan fenilpropanoid

sentez yolunu etkiledigi ve antosiyanin sentezini arttirdig1 belirlenmistir.

Walker vd. (2007) yaptiklari bir ¢calismada asmalarda renklenmeyle iliskili olan
iki MYB geninin varligin1 tespit etmislerdir. Bu genlerden VvMYBI1 geninin
promotér bolgesindeki retrotraspozonlar araciligiyla meydana gelen
mutasyonlardan dolay1 beyaz meyve rengine sahip asmalarda anlatiminin
yapilamadig1 anlasilmistir. Renklenme ile iliskili olarak ¢alisilmis olan ikinci bir
gen olan VwMYBZ geninde de meydana gelen bir mutasyondan dolay1 beyaz
meyve rengine sahip asmalarda bu genin inaktif durumda oldugu tespit edilmis
ve bundan dolay1 bu asma c¢esitlerinde kirmizi renklenmenin gézlemlenmedigi
belirlenmistir. Yapilan calismalarda VWWMYBF1 geninin meyve gelisiminin farklh
donemlerindeki ifade diizeyindeki farkliliklar real-time PCR yontemiyle analiz
edilmis ve sonucta bu genin meyvede renklenmenin artmasiyla birlikte

ifadesinde de artislar oldugu belirlenmistir (Czemmel vd., 2009).

Palapol vd. (2009) tarafindan, mangostan meyvesinin kabuklarinda yiiksek
antosiyanin birikiminden yola cikilarak, bu meyvede {i¢c adet MYB TF'niin
(GmMYB1, GmMYB7, GmMYB10), antosiyanin sentezinden sorumlu genleri
etkilediklerini gostermek amaciyla bir calisma yapilmistir. Oncelikle yapilan
filogenetik analizler sonucunda GmMYB10 geninin Arabidopsis’teki antosiyanin
pigment1 geniyle benzer oldugu gosterilmistir. GmMYB10 TF'niin, yapisal bir
gen olan GmUFGT'yi uyararak antosiyanin birikimini tesvik ettigi anlagilmistir.
GmUFGT transkriptlerinin ve GmMYB10 geninin kirmizi renklenme sirasinda
oldukca fazla miktarda ifade edildigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak GmMYB10 geni
mangostan meyvesinin kabugunda antosiyanin biyosentezinin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynarken, GmUFGT geninin de antosiyanin

biyosentezinde anahtar rol oynadig1 diisiiniilmektedir.

Niu vd. (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada Cin koca yemisinin meyvelerinde
antosiyanin biyosentez genlerinden F3H, F3’H, DFR, ANS ve UFGTnin ve
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antosiyanin biyosentezinde rol oynadigi bilinen MrMYB1 geninin ifade diizeyleri
incelenmistir. Bu ¢alismada g farkl renk 6zelligine sahip olan, beyaz, kirmizi,
koyu kirmizi-mor ¢in koca yemis meyveleri secilmistir. Sonug¢ta MrMYB1
geninin beyazdan koyu kirmizi-mora dogru gidildiginde ifadesinin arttig
gozlemlenmistir. Ayrica koyu kirmizi-mor renkli meyvelerde antosiyanin
biyosentez genlerinin hepsinin (F3H, F3’H, DFR, ANS ve UFGT'nin) ekspresyon

diizeylerinin fazla oldugu belirlenmistir.

Bir diger antosiyanin biyosentezi diizenleyicisi olan PcMYB10 geni kirmizi
armut cesidi olan ‘Max Red Bartlett'te ve sar1 armut cesidi olan ‘Williams’da
Pierantoni vd. (2010) tarafindan arastirilmistir. Yapilan bu calismada bu gen
hem diger bitki tiirlerindeki ortolog genlerle karsilastirilmis hem de bu iki gesit
armut arasinda bu genin anlatim diizeyi belirlenmeye ¢alisilmistir. Sonu¢ olarak
bu genin hem sar1 armut c¢esidinde hem de kirmizi armut ¢esidinde ayni
diizeyde ifade diizeyine sahip oldugu belirlenmistir ve bu genin kirmizi

renklenmede dogrudan bir etkisinin olmadig1 belirtilmistir.

MYB10 geni ile ilgili olarak yapilan yukaridaki ¢alismalarin ardindan Lin-Wang
vd. (2010) tarafindan farkli bitki tilrlerinde antosiyanin biyosentezini
diizenleyen MYB10 genlerinin ekspresyonlar1 incelenmistir. Bu c¢alismada
kirazda PavMYB10 geninin ekspresyonu; koyu kirmizi renge sahip olan ‘Stella’
cesidinde yiiksek seviyede iken, daha acik kirmizi renge sahip ‘Rainier’
cesidinde daha diisiik seviyede bulundugu belirlenmistir. Elde edilen bu sonug,

PavMYB10 geninin kirmizi renk olusumunda etkili oldugunun kaniti olmustur.

Ravaglia vd. (2013); ‘Stark Red Gold’ nektarin c¢esidininin meyve gelisimi
sirasinda antosiyanin ve flavon-3-ol seviyelerinin meyve gelisimiyle birlikte
degistigi gozlemlemislerdir. Bu hipotez flavonoid biyosentezinde rol oynayan
genlerin ifade diizeylerinde belirlenen artislarla dogrulanmistir. Ayn1 zamanda
antosiyanin biyosentez genlerinin ifade diizeylerinin real-time PCR'dan elde
edilen sonuclarla meyve kabugunda biriken antosiyanin ve flavanol-3-ol
miktarlarinin HPLC metoduyla elde edilen sonuclar1 karsilastirilmistir. Bu

karsilastirmada UFGT geninin antosiyanin birikimine benzer bir grafik ¢izdigi
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gozlenirken, diger genlerin (LAR ve DFR) antosiyanin ile degil de flavon-3-ol ile
benzer sekilde artis gosterdigi belirlenmistir. Bu da farkl transkripsiyon
faktorlerinin antosiyanin biyosentez genleri {zerinde etkili olabilecegi
diisiincesini dogurmustur. Yapilan bu c¢alismalarin sonucunda nektarinde
bulunan MYB10 transkripsiyon faktoriiniin UFGT geninin promotor bolgesine
baglanarak ifadesini pozitif yonde etkiledigi ve antosiyanin birikimini artirdigi

belirlenmistir.

Armutta yapilan bir diger ¢alismada; kirmizi renkli ‘Aoguan’ armut ¢esidinden
PyMYB10 ve PyMYB10.1 genleri izole edilmistir. Bu iki genin kirmizi renkli
kabuk, yaprak ve ciceklerde oldukca fazla ifade edildigi gozlemlenirken, kirmizi
olmayan meyve etinde yok denecek kadar az ifade edildigi belirtilmistir. Bu iki
genin yapilan ¢alismalarla antosiyanin biyosentezinde gorevli yapisal bir gen
olan DFR genini aktive ettikleri gosterilmistir. Sonu¢ta PyMYB10 ve PyMYB10.1

genlerinin antosiyanin birikimini artirdig1 rapor edilmistir (Feng vd., 2015).

Zhai vd. (2015) armutta flavonoid biyosentezinin nasil diizenlendigine dair bir
calisma yiritmislerdir. Bu calismada 18 tane flavonoid senteziyle iliskili
oldugu sanilan MYB TF'nin filogenetik analizleri sonucunda 4’liniin flavonoid
biyosenteziyle iliskili olabilecegi distiniilmiistiir. Bu MYB TF'den 2 tanesinin
(PbMYB10b ve PbMYB9) spesifik fonksiyonlar1 oldugu ortaya cikarilmistir.
PbMYB10b  TF'niin, PbDFR'nin ifadesini artirarak antosiyanin ve
proantosiyanidin sentez yollarin1 diizenledigi belirlenmistir. PbMYB9 TF'niin
ise, bir yandan PbANR geninin promotor bolgesine baglanarak bu genin aktif
olmasini saglayarak proantosiyanidin sentez yolunu diizenledigi, bir yandan da
PbUFGT1 geninin promotor bolgesine baglanarak antosiyanin ve flavonol

sentezini tesvik etttigi belirlenmistir.

Antosiyanin bakimindan oldukc¢a zengin bir meyve olan patlicanda ise Docimo
vd. (2016), pathcanin farkli dokularinda bulunan antosiyanin ve diger
flavonoidleri kiitle spektrofotometrisi yontemiyle analiz etmislerdir. Daha sonra
antosiyanin biyosentezinde gorevli olan PAL ve ANS yapisal genlerinin

aktivasyonunda etkili oldugu diisiiniilen SmMYB1 geninin ifadesi yaprak, kok,
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cicek ve meyve olmak lizere farkli organlarda real-time PCR yontemi ile
incelenmistir. Sonucta bu genin; antosiyanin birikiminin ve renklenmenin fazla
oldugu cicek ve meyvelerde fazla ifade edildigi belirlenmistir. Elde edilen bu
sonuglar SmMYB1 geninin antosiyanin biyosentezinde rol oynayan bir gen

oldugunu gostermistir.

Saridan kirmiziya kadar meyve kabugunda renklenme gosteren kirazda yapilan
bir calismada ise; renklenmenin asil kaynagi olan antosiyanin biyosentezinde
gorevli PavANS ve PavUFGT genlerininin ifade diizeylerini pozitif yonde
etkileyen PavMYB10.1 transkripsiyon faktérii tanimlanmistir. PavMYB10.1
TF'niin, antosiyanin biyosentezinde rol oynayan genleri etkileyerek kirazda

kabuk renginin kirmizi olmasina oénciiltik ettigi belirlenmistir (Jin vd., 2016).

Degisik meyve tirlerinde yukarida acgiklanan calismalara benzer pek c¢ok
calisma yapilmistir. Yapilan bu c¢alismalar Cizelge 2.8’de 6zetlenmektedir. Bu
cizelgede meyve tiirleri, renklenme iizerine etkili olan MYB TF'leri ve etki
ettikleri genler ve ayrica eger belirlenmisse hangi doku tizerinde etkili olduklari

belirtilmektedir.

Cizelge 2.8. Farkli meyve tiirlerinde MYB TF’lerin etki ettigi yapisal genler ve
meyve dokulari

Meyve Tiirleri MYB bHLH Etki Ettigi Genler | Etki Ettigi Meyve Dokusu Kaynaklar
MdMYB1 MdHLH3, HLH33 | ANS Kabuk Takos vd., 2006
Elma MdMYBA Kabuk Ban vd., 2007
MdMYB10 Kabuk/Meyve eti/Yaprak | Espley vd., 2009
VvMYB5b MYCA1 VVLAR ve VWANR Kabuk Deluc vd., 2008
Uziim VvMYB5a UFGT, C4H, ANS, Kabuk Deluc vd., 2006
VvMYBA1 F3H,CHI,CHS,4CL, Kabuk Walker vd., 2007
VvMYBA2 DFR, ANR Walker vd., 2007
PyMYB10 DFR Kabuk Fengvd., 2010
Pierantoni vd.,,
Armut PcMYB10 Kabuk 2010
PpyMYB10 Wang vd., 2010
PbMYB10 Wang vd., 2010
Mangostan GmMYB10 GmDFR, GmUFGT, Perikarp Palapol vd., 2009
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Cizelge 2.8. Farkli meyve tiirlerinde MYB TF’lerin etki ettigi yapisal genler ve
meyve dokular1 (Devam)

FaMYB1 ANS, UFGT Meyve eti Aharoni vd., 2001
Cilek FaMYB10 DFR Wang vd., 2010
FvMYB10 DFR Wang vd., 2010
Yaban Mersini VmTDR4 VmMYB2 Kabuk/Meyve eti Jaakola vd., 2010
Cin Defne Meyvesi MrMYB1 AtDFR Meyve eti Niu vd., 2010
Yenidiinya EjMYB10 Bilinmiyor Wang vd., 2010
Musmula MgMYB10 Bilinmiyor Wang vd., 2010
Ayva CoMYB10 Bilinmiyor Wang vd., 2010
Kayis1 ParMYB10 DFR Bilinmiyor Wang vd., 2010
PiMYB10 Bilinmiyor Wang vd., 2010
Erik PdmMYB10 Bilinmiyor Wang vd., 2010
PsMYB10 Bilinmiyor Wang vd., 2010
PavMYB10 DFR Bilinmiyor Wang vd., 2010
Kiraz PcrMYB10 DFR Bilinmiyor Wang vd., 2010
PcfMYB10 Bilinmiyor Wang vd., 2010
Badem PAMYB10 DFR Bilinmiyor Wang vd., 2010
Seftali PprMYB10 DFR Bilinmiyor Wang vd., 2010
Kirmizi Ahududu RiMYB10 DFR Bilinmiyor Wang vd., 2010

2.7. Elmalarda Renklenmede Etkili Olan MYB Transkripsiyon Faktorleri

Elmalarda renklenmeyle ilgili calismalar Cheng vd. (1996) yaptig1 calismayla
baslamistir. Bu ¢calismada kirmizi kabuk rengine sahip elmalara 6zgii 10 baz ¢ifti
uzunlugundaki RAPD markérleri belirlenmis ve belirlenen bu RAPD primeri ile
elmalarda kirmizi kabuk renginin belirlenebilecegi kanitlanmistir. Bundan
sonraki calismalarda ise kirmizi kabuk renginin belirlenmesinde rol aldigi

disiiniilen genler arastirilmistir.

Takos vd. (2006) yaptig1 bir calismada Cripps’ Pink elma ¢esidinden elde edilen
MdMYB1 geni ile diger bitki tiirlerinde bulunan antosiyanin biyosentezinin
diizenlenmesinden sorumlu olan genler Kkarsilastirilmistir. Yapilan bu
karsilastirmanin sonucunda Arabidopsis ve asmada antosiyanin sentezinin
diizenlenmesinden sorumlu genler ile MdMYB1 geninin benzer oldugu
bulunmustur. Ayrica karanlikta tutulan elmalarin daha sonra giines 1s18ina
maruz birakilmasiyla MdMYB1 geninin transkript seviyesinde artislar
belirlenmis ve bodylece elmada MdMYB1 geninin 15181n etkisiyle birlikte
renklenmede olan etkisi gosterilmistir. Ayrica bu genin transkriptlerinin kirmizi

elmalarda, kirmizi olmayan elmalara gére daha fazla oldugu belirlenmistir.
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Ban vd. (2007)'nin yaptig1 bir ¢alismada ise elmada MdMYBA geninin farkli
dokularda ekspresyon seviyelerine northern blot analiz yontemiyle bakilmistir.
Daha sonra ise aymi genin farkli elma c¢esitlerindeki ifade dizeyleri
incelenmistir. En son asamada ise farkli tiirlerde meyve et ve kabugunda
MdMYBA geninin anlatimlari arasindaki farkliliklar belirlenmistir. Sonucta
MYBA geninin sadece antosiyanin tiretiminin tegvikinde tek basina rol almadigi
anlasilmis, 151k tiri ve 1s1klanma siiresinin de anlatimda rol oynadig1 sonucuna

varimistir.

Elmalarda antosiyanin biyosentez genlerinin ifade dizeylerinin arastirildigi
Espley vd. (2007)'nin yaptig1 bir ¢calismada ise beyaz meyve etine sahip ‘Pasific
Rose™’ ve kirmizi meyve etine sahip ‘Red Field’ elma gesitleri arasinda alt1
farkl antosiyanin biyosentetik genin karsilastirilmasi yapilmis ve kirmizi meyve
etine sahip olan elma ¢esidinde bu genlerin ekspresyonlarinin hem kabukta
hem de meyve etinde daha yuksek oldugu kantitatif RT-PCR yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Yapilan bu ¢alismada MdMYB10 geninin antosiyanin
biyosentezinde diizenleyici olarak rol oynadigi sonucuna varilmistir. MdMYB10
geninin antosiyanin tiretimiyle olan iliskisi anlasildiktan sonra Telias vd. (2011)
bu genin farkli elma c¢esitlerindeki ifade diizeylerini karsilastirmislardir.
MdMYB10 geninin ‘Royal Gala’ ve ‘Honeycrisp’ elma ¢esitlerindeki ekspresyonu
real-time PCR yontemi ile incelenmis ve kirmizi renkli elmada transkript

seviyesinin yesil renkli elmaya gore daha fazla oldugu belirlenmistir.

Tek bir lokusta bulunan, homolog genler olan elma MdMYB1, MdMYBA ve
MdMYB10 genlerinin promotor bdlgelerinde farkli tekrar sayilarina sahip
bolgeler icerdigi Mahmoudi vd. (2012) tarafindan ortaya konmustur. Bu tekrarh
diziler MdMYB10 geni icin yliksek ekspresyon seviyesi saglarken MdMYB1 ve
MdMYBA’daki eksik tekrardan dolay1 ekspresyon seviyelerini sinirladigi
belirtilmistir. Ayrica bu genlerin kirmizi ve yesil elma cesitlerindeki doku ve
genoma 0zgl ekspresyon seviyeleri diger yayinlarla karsilastirilmistir ve
yapilan ¢alismayla benzer sonuglarin oldugu gézlemlenmistir. Iran bélgesinde

bulunan kirmizi meyve etine sahip elmalarda MdMYB10 geni i¢in promotor
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bolgede bulunan tekrar sayilarinda bir farklilik gézlenmemis ve bu da bu

dizilerin evrimsel agidan korundugunu gostermistir.

Diger bir ¢alismada mutant elma g¢esidi ‘Ralls’ kullanilarak MdMYB1 geninin,
normal sartlarda ve 1s1tk almayan ortamda olmak tzere iki farkli durumda
tutulan gen¢ meyveleri arasindaki anlatim farkhiliklar1 incelenmistir. Her iki
durumda da MdMYB1 geninin anlatiminin yaklagsik olarak aymi oldugu
belirlenmistir. Bu iki durum arasinda bulunan renklenme farkliliklarinin DNA

metilasyonuyla iliskili oldugu sonucuna varilmistir (Xu, vd., 2012).

MdMYBI1 geniyle ilgili yapilan baska bir ¢alismada Li vd. (2012) 1s1ikta bu genin
anlatiminin artmasinin yani sira karanlikta ubikutin bagimli yolakta gorev alan
MdCOP1 geninin MdMYB1 genini baskilayip renklenmenin olmamasina yol
actigini belirtmislerdir. Change vd. (2013) yesil yapraklara ve kirmizi meyvelere
sahip olan ‘Sangrado’ elma ¢esidinde MYB transkripsiyon faktoérlerinde
gerceklesmis olan bir duplikasyondan dolay1r bu fenotipin olustugunu o6ne
surmiisler ve daha sonra kirmizi renkli meyve eti korteksi fenotipinin MYB19
geninin bir paralogu olan MYB110a'nin ekspresyonunun artmasiyla iliskili
oldugunu ispat etmislerdir. Bu duplikasyonun ise Maloideae ailesiyle birlikte

evrimsel gelisim siireci icerisinde elmada meydana geldigi diisiiniilmektedir.

Elmalarda siiren c¢alismalarla Vimolmangkang vd. (2013), antosiyanin
biyosenteziyle iliskili yeni bir MYB geni tanimlamislardir. Bu gen Arabidopsis
thaliana’daki AtMYB3 genine benzerliginden dolay1 MdMYB3 olarak
adlandirilmistir. MdMYB3 geninin farkli elma cesitlerinde yaprak, cicek ve farkl
olgunlasma seviyelerindeki meyvelerdeki ifade dlizeyine real-time PCR yontemi
kullanilarak bakilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda bu genin kirmizi kabuk
rengine sahip elmalarda sari-yesil kabuk rengine sahip elmalara gore daha fazla
anlatiminin gerceklestigi belirlenmistir. Ayrica MdMYB3 geninin, antosiyanin
biyosentez genleri olan CHS, CHI, UFGT ve FLS genlerinin anlatimlarini arttirdig:
da belirtilmistir.

36



Bai vd. (2016), yesil kabuk rengine sahip ‘Mutsu’ elma ¢esidinde normal sartlar
altinda anlatimi yapilmayan MdMYB1 geninin 2. ve 3. allellerinin, kirmizi
renklenme go6zlenmeyen ancak ambalajlanip daha sonra UV-B 1s18a maruz
birakilan 6rneklerde anlatiminin yapildig1 ve kirmizi renklenmenin gézlendigi
belirlenmistir. Bu ¢alismada MdMYB1 geninin normal sartlarda UV-B 1s18a direkt
maruz kaldiginda anlatiminin baskilandigi, ancak ambalajlama calismasiyla 1s18a
daha az maruz kaldiginda genin allellerinin anlatimi yapilarak renklenmenin

meydana geldigi anlasilmistir.

Meyve olgunlasmasi ve renklenmenin artmasiyla yaban elmalarinda McMYB10
geninin ifadesinin arttigini gosteren c¢alismada, Lu vd. (2017) meyve
olgunlasmasinin 5 farkli evresinde bulunan kirmizi renkli ‘Royalty’ ve yesil
renkli ‘Flame’ elma cesitleri kullanmislardir. Bu iki elma cesidinde yapilan
karsilastirmali analizlerle McMYB10 geninin yaban elmalarinda antosiyanin

birikiminin artirdigi kanitlanmistir.

Yaban elmasinda yapilan baska bir calismada, McMYB1Z2a ve McMYB12b
genlerinin elma meyvelerinde antosiyanin birikimini ve kirmizi renklenmeyi
arttirdigl gosterilmistir. Bu iki genin antosiyanin birikimini; PA biyosentez

geninin promotor bolgesine baglanarak artirdig1 anlasilmistir (Tian vd., 2017).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calismada kullanilan farkli elma cesitlerine ait kabuk érnekleri Isparta ili
Egirdir ilgesi Kizilgubuk Mahallesi'nde yer alan elma bahgesinden temin
edilmistir. Kullanilan elma cesitlerine ait 6rnekler farkl kabuk rengi 6zelligine
sahip ve MM 106 anac1 iizerine asil1 6 yasindaki dort elma ¢esidinden alinmistir.
Alnan oérneklerin tiim laboratuar ¢alismalar1 Silleyman Demirel Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvari biinyesinde

gerceklestirilmistir.

3.1. Bitkisel Materyal

Calismada kullanilan elma kabuklar farkli diizeylerde renklenme gosteren 4
farkli elma ¢esidinden (Scarlet Spur, Galaxy Gala, Golden Delicious ve Granny
Smith) alinmistir. Secilen bu elma ¢esitlerinin kabuk renkleri Tablo 3.1 ve Sekil

3.1'de gosterilmektedir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan elma cesitleri ve kabuk renkleri

NO CESIT ADI MEYVE KABUK RENGI

1 Scarlet Spur Koyu kirmizi

2 Galaxy Gala Sar1 zemin istiine kirmizi
3 Golden Delicious Sar1

4 Granny Smith Yesil

3 AR
: \

‘ A ‘. 4
6ranny Smith

Scarlet Spur 6Galaxy Gala 6Golden Delicious

Sekil 3.1. Calismada kullanilan elma cesitleri
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3.1.1. Scarlet Spur elma ¢esidinin 6zellikleri

Calisma icin secilen ilk elma ¢esidi Scarlet Spur olup, orijini ABD’dir. Koyu
kirmizi kabuk rengine sahip olan Scarlet Spur’un agaclar1 orta kuvvette ve yari
dik olarak gelisme gostermektedir (Koyuncu ve Erbas, 2013). Scarlet Spur’un iri
yapida olan meyveleri tatli, sulu ve gevrektir. Erken renklenme géstermesinden
dolay1 treticiler tarafindan tercih edilmektedir. Meyveler tam ciceklenmeden
145-150 gin sonra olgunluga erismekte ve Eylul-Ekim aylarinda hasat
edilmektedir. Ayrica meyveler uzun stire soguk hava depolarinda saklanabilme

ozelligine sahiptir.

3.1.2. Galaxy Gala elma c¢esidinin 6zellikleri

Secilen diger bir elma c¢esidi olan Galaxy Gala’nin orijini Yeni Zelanda’'dir. Bu
ceside ait meyvelerin renkleri sar1 zemin tlizerine kirmzi renkli olup, meyveler
orta irilikte, sert, tath ve suludur. Yiiksek verimlilik 6zelliginden dolay: tireticiler
tarafindan tercih edilmektedir. Meyveler tam ciceklenmeden 125-135 giin sonra
olgunluga erismekte olup hasat zamani Agustos aymin sonlarina dogru

gerceklesmektedir.

3.1.3. Golden Delicious elma ¢esidinin 6zellikleri

Calismada kullanilan igiincli elam cesidi Golden Delicious c¢esididir. Golden
Delicious c¢esidi ABD orijinlidir ve bu ceside ait meyveler sar1 renklj, iri, mayhos
ve suludur. Diizenli ve bol mahsil verdigi icin ireticiler tarafindan tercih
edilmektedir. Meyveler tam c¢iceklenmeden 145-150 giin sonra olgunluga

erismekte ve meyveler Eyliil-Ekim aylarinda hasat edilmektedir.

3.1.4. Granny Smith elma cesidinin 6zellikleri

Calismada kullanilan 4. ve son c¢esit Granny Smith elma ¢esididir ve orijini
Avustralya’dir. Bu c¢esidin meyveleri yesil renkli olup meyveler iri yapida ve

mayhos bir tada sahiptir. Diizenli ve bol miktarda iiriin veriyor olmasi ve ayni
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zamanda depolamaya ¢ok uygun olmasindan dolayi tireticiler tarafindan tercih
edilmektedir. Meyveler tam c¢iceklenmeden 165-175 giin sonra olgunluga

erismektedir ve hasat zamani Ekim ayinin sonlarina dogru gergeklesmektedir.

3.1.5. Ornek alim zamanlari

Secilen elma cesitlerinden meyve 6rnekleri 2015 yilinin bahar ayinda her ¢esit

icin gen¢ meyve, olgunlasan meyve, hasat dncesi meyve ve hasat zamani

meyvesi olacak sekilde dort farkli ddonemde alinmistir (Sekil 3.2).

o 8e -

@

Sekil 3.2. Calismada kullanilan elma cesitlerinin olgunlasmayla birlikte renk
degisimleri (1; Scarlet Spur, 2; Galaxy Gala, 3; Golden Delicious, 4;
Granny Smith )

Ayrica meyve ornekleri her agactan kuzey, giiney, dogu ve bati yonlerinden
olmak ilizere dort adet olarak toplanmistir. Cesitlerin her birinin olgun bir
meyve oluncaya kadar gecen streler farkliik gosterdiginden dolayr meyve
ornekleri cesitler icin farkh tarihlerde alinmistir. Meyve orneklerinin alinma

tarihleri Cizelge 3.2’de gosterilmektedir.
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Cizelge 3.2. Farkli elma ¢esitlerine ait meyvelerin alim tarihleri

Ornek Alinan Tarihler

Elma Cesidi (Tam Ciceklenmeden sonraki giin sayisi)
Scarlet Spur 55 92 127 141
Galaxy Gala 55 92 115 127
Golden Delicious 55 92 127 141
Granny Smith 55 127 154 169

Ornekler meyvenin orta kismindan bir serit olusturacak sekilde kabuk kismi
soyularak alinmis, hizli bir sekilde sivi azot icinde dondurularak -80 °C’de RNA

izolasyonu yapilincaya kadar muhafaza edilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.3. ElIma bahgesinde meyvelerden kabuk 6rneklerinin alinmasi (1,2) ve
swv1 azot icinde dondurulmasi (3)

3.2. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu CTAB-LiCl total RNA izolasyon yo6ntemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Oncelikle -80 °C’de saklanan meyve kabuk érnekleri steril
havanlar igerisinde sivi azot yardimiyla ezilmistir. Ezilen 6rneklerden 100 mg
doku ornegi 15 ml’lik falkon tiiplere alinmis ve tlizerine CTAB soliisyonu

eklenmistir. 65 °C’de 30 dak. inkiibasyona tabii tutulduktan sonra, érnekler esit
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hacimlerde steril ependorf tiiplerine boliiniip iizerlerine kloroform eklenerek
10000 rpm'de 10 dak. santrifiij yapilmistir. Santrifiijden sonra faz ayrimi
gerceklesen drneklerin st fazlari alinarak tekrar kloroform eklenmis ve 10000
rpm'de 10 dak. daha santrifiij yapilmistir. Bu asamadan sonra tiste kalan siv1 faz
dikkatli bir sekilde alinip, miktar1 belirlenerek tlizerine % oraninda 10 M LiCl
sollisyonu eklenerek 12 saat boyunca +4 °C’de bekletilmistir. Bu siirenin
sonunda Orneklerden 10000 rpm'de yapilan santrifiij sonunda olusan pelet
SSTE buffer soliisyonu icinde ¢ozdiiriilmiistiir ve ardindan 14000 rpm’de
santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonunda olusan tst faz yeni bir ependorf tiipiine
alinarak, tstiine %95’lik etanol c¢ozeltisi eklenmistir. Bu asamadan sonra
yapilan 13000 rpm’deki 30 dak. santrifiijjden elde edilen pellet %70’lik etanolle
yikanip kurutularak 75 pl steril saf su icerisinde ¢ozdirilmiis ve -80 °C’de

kullanilincaya kadar muhafaza edilmistir.

3.3. DNase I Uygulamasi

Toplam RNA izolasyonu yapilan ornekler icerisinde olabilecek DNA
kontaminasyonun 6niine gegilmesi i¢in 6rneklere DNase I (Thermo) uygulamasi
tiretici firmanin onerileri dogrultusunda 37 °C’de gercgeklestirilmistir. DNase I
uygulamasi gergeklestirilen 6rneklere 50 mM EDTA eklenerek enzim
inaktivasyonunun gerceklesmesi saglanmistir. Dnase I uygulamasinin hemen
ardindan Ornekler spektrofotometre ve/veya nanodropda Olgiilerek
konsantrasyonlari, %1’lik olarak hazirlanan agaroz jel elektroforez yontemiyle

de kaliteleri belirlenmistir.

3.4. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA'lardan cDNA sentezi RevertAid First Strand cDNA Synthesis

Kiti (Thermo), oligo (dT) primeri ve her bir 6rnekten 250 ng RNA kullanilarak

tiretici firmanin onerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir.
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3.5. Real-Time PCR Calismasi

Calismada SsoFast EvaGreen Supermix (Biorad) kullanilarak, tiretici firmanin
protokollerine uygun bir sekilde, real-time PCR uygulamasi gerc¢eklestirilmistir.
Toplamda 20 pl'lik reaksiyon iginde; her bir primerden 1 pl ve hedef cDNA’dan
37,5 ng kullanilmistir. Real-time PCR; CFX96-Touch™ Real-Time Detection
System (Bio-Rad) kullanilarak, ilk denatiirasyon asamasinda 95 °C'de 30 sn,
daha sonra 40 dongii olacak sekilde denatiirasyon 95 °C’de 30 sn, baglanma 60
°C’de 30 sn, uzama 72 °C’de 30 sn olarak ayarlanmistir. Calisma 96’lik platelerde
gerceklestirilmis ve referans gen olarak elma ubikutin geni kullanilmistir.
Calismada kullanilan RNA'lar iki farkli zamanda izole edilmis ve farkli zamanda
izole edilen her bir RNA'nin da real time PCR'da iki defa tekrar1 yapilmistir. Ve
boylece sonuclar dort farkli real-time PCR sonucunun ortalamasi alinarak analiz

edilmistir.

Referans genin ve calismada ifade diizeyleri ol¢iilen MdMYBA, MdMYB10 ve
MdMYB3 genlerinin spesifik primerleri Cizelge 3.3’te verilmektedir.
Cizelge 3.3. Real-time PCR uygulamasinda kullanilan primer dizileri

Ad 0 ard P D Roverce P

b 5’-TCGCTGGAAAGCAGCTTGAAGA-3’ 5’-GCTTTCCGGCAAAGATCAGACG-3’

A 5’-AGACCAATGTGATAAGACCTCAG-3’ 5’-AACCAAAAACTTGTGAAGAGTTC-3’

B10 5’-TGCCTGGACTCGAGAGGAAGACA-3’ 5’-CCTGTTTCCCAAAAGCCTGTGAA-3’
B 5’-GGCAAGAGTTGCAGGTTGAG-3’ 5’-GTCGCTTGATGTGTGTGTTCC-3’

Q. Q. Q. Q
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. RNA izolasyonu

Elma kabugu kullanilarak yapilan RNA izolasyonlarinda c¢esitli protokoller ve
kitler denenmigtir. Oncelikle CTAB yéntemiyle total niikleik asit izolasyonu
yapilmistir. Ancak Sekil 4.1'de gosterildigi gibi RNA izolasyonu sonucunda

parlak ve belirgin bantlar elde edilememistir.

ELMA

Koyu kir. Agik Kir.  Sari Yesil a

. | S

T

Sekil 4.1. CTAB yontemiyle kullanilarak elde edilen RNA'nin agaroz jel
elektroforez resmi

Daha sonra sivi azot yardimiyla ezilen meyve kabugu orneklerinden 6ncelikle
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) kullanilarak RNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
Ancak calismanin devaminda kullanilabilecek kalitede ve konsantrasyonda RNA
izole edilememistir. Daha sonra Trizol soliisyonu kullanilarak RNA izole
edilmeye calisilmis ancak bu yontemden de istenilen sonu¢ alinamamistir (Sekil

4.2).

Sekil 4.2. Trizol kullanilarak elde edilen RNA'nin agaroz jel elektroforez resmi
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Yukarida ismi yazilan kit veya soliisyonlarin kullanimi sonucunda elma
kabuklarindan RNA izolasyonunun gerceklesmesi miimkiin olamamistir. Bu
nedenle de daha uzun bir protokol olmasina ragmen CTAB-LiCl metodu
kullanilarak elma kabuklarindan total RNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
Izolasyondan sonra orneklere DNase I uygulanarak herhangi bir DNA
kontaminasyonunun 6niine ge¢ilmistir. DNase [ uygulamasinin hemen ardindan
orneklerin konsantrasyonlar1 ve kaliteleri sirasiyla spektrofotometre ve/veya

nanodrop ve %1’lik agaroz jel icerisinde yiirttilerek tespit edilmistir (Sekil 4.3).

Scarlet Spur Galaxy Gala Golden Delicious Granny Smith

92 127 141 55 127 154 169 | M

> 4 e .
- & e

Sekil 4.3. Elma oOrneklerinden izole edilen toplam RNA'larin DNAase I
uygulamasindan sonra elde edilen agaroz jel goriintiisi

Alinan elma o6rneklerinde ¢alismada kullanilmak tizere farkli zamanlarda iki
kere RNA izolasyonu yapilmis ve DNase I uygulanmustir. ikinci defa yapilan RNA
izolasyonlarinin DNAse [ uygulamasindan sonra elde edilen agaroz jel

goriintiisii Sekil 4.4'de gosterilmektedir.
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Golden

Scarlet Spur Galaxy Gala o
: Delici

Golden Delicious Granny Smith

M 55 92 127 .1411| 55 92 115 127 | 55 M 92 127 141|155 127 154 169

- -
- -

. M- - -

Sekil 4.4. Elma orneklerinden ikinci defa izole edilen toplam RNA'larin DNase |
uygulamasindan sonra elde edilen agaroz jel goriintiisi goriintiileri

4.2. cDNA Sentezi ve Real-Time PCR Calismasi

Elmada renklenmeden sorumlu MYB transkripsiyon faktorlerinin meyve
olgunlasmasinda veya etkiliyse olgunlasmanin hangi déneminde etkili olup
olmadigin1 belirlemek tizere oncelikle izole edilen elma 6rneklerinden elde
edilen RNA'lar ve RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kiti (Thermo)
kullanilarak cDNA sentezi gercgeklestirilmistir. Bu asamada real-time PCR
calismalarinda farkli zaman araliklari i¢in kullanilan RNA 6rneklerinin esit olup
olmadiklarin1 kontrol etmek amaciyla aktivitesi hi¢ bir kosulda degisiklik
gostermeyen referans gen olarak isimlendirilen gen kullanma zorunlulugu
vardir. Bu amacgla da daha 6nce yapilmis calismalarda kullanilmis referans
genler arastirilmis ve siklikla kullanilan aktin ve ubikutin genlerinin bu ¢alisma
kapsaminda da kullanilabilecegi distintilmiistir. Daha sonra MdAktin ve
MdUbikutin genlerinden hangisinin daha iyi ¢alisacagini arastirmak amaciyla
Granny Smith elma ¢esidinin farkli olgunlasma dénemlerinden (55 ve 169 giin)
alinan elma 6rneklerinin kabuklarindan izole edilen toplam RNA'lar ve MdAktin
ve MdUbikutin genleri kullanilarak real-time PCR yontemiyle gen ifadeleri
karsilastirilarak c¢alismamizda hangi referans genin kullanilacagina karar
verilmistir (Sekil 4.5). Birka¢ defa yapilan real-time PCR g¢alismalarinin
sonucunda Sekil 4.5'te gorildigi gibi MdActin geni ile ¢alisilan 6rneklerin gen
ekspresyon seviyeleri arasindaki farkin, MdUbikutin geniyle calisilan 6rneklerin

arasindaki farktan daha fazla oldugu gorilmiistiir. Sonucta MdUbikitin geninin
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daha iyi sonug verdigine ve calismada referans gen olarak MdUbikutin geninin

kullanilmasina karar verilmistir.

0.8 +

06 +

Relative Quantity

04 1

02 +

00 +

: .
Actin Ubiquitin
Target
[c=m G.Smith55gin 3 G.Smith 169 gin |

Sekil 4.5. MdActin ve MdUbikutin genleri ile yapilan deneme sonuglari (G. Smith:
Granny Smith)

Referans genin hangisi olduguna karar verildikten sonra, daha onceki
basamaklarda elde edilen cDNA’larda herhangi bir sorun olup olmadigin
belirlemek ve aym1 zamanda cDNA sentezi yapilirken kullanilan RNA
miktarlarinin bir kez daha karsilastirilmasi1 amaciyla, elde edilen tiim cDNA'lar
ve MdUbikitin referans geni kullanilarak real-time PCR yapilmistir. Yapilan bu
real-time PCR c¢alismasinin sonucunda ifade diizeyleri arasinda ¢ok farklilik
oldugu gozlemlenen orneklerin RNA’lar1 (Granny Smith elma ¢esidinin tam
ciceklenmeden sonraki 55 ve 127 giin 6rnekleri) tekrar izole edilmis ve cDNA
sentezlerinin ardindan referans gen kullanilarak ifade diizeyleri tekrar kontrol

edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. cDNA'larin kontroli i¢in referans gen kullanilarak yapilan real-time
PCR ¢alismasi (S.Supur: Scarlet Spur, G. Gala: Galaxy Gala, G. Delici:
Golden Delicious, G. Smith: Granny Smith)

cDNA’larin tamamen sorunsuz ¢alistigl anlasildiktan sonra, sirasiyla MdMYBA,
MdMYB10 ve MdMYB3 genleri icin real-time PCR ile calismalara baslanmis ve
ifade duzeyleri Ol¢lilmiustiir. Yapilan real-time PCR c¢alismalarinin sonuglarinin
givenilirligini arttirmak amaciyla referans gen kullaniminin yaninda RNA'lar iki
farkl1 zamanda elde edilmis ve ayni zamanda her bir RNA izolasyonu i¢in real-
time PCR calismalar: her bir gen i¢in ikiser defa tekrarlanmistir. Sonug¢ olarak
real-time PCR ¢alismalarinin sonuglar1 bilgisayar programi yardimiyla her bir
gen i¢in iki farkli RNA izolasyonu kullanilarak ve her bir RNA izolasyonu i¢in
ikiser defa yapilan real-time PCR ¢alismalarindan elde edilen tiim sonuglar

birlestirilerek (gene study sonuclari) elde edilmistir.

4.3. MdMYB10, MdMYBA ve MdMYB3 Transkripsiyvon Faktorlerinin

Elmalarda Renklenme Uzerine Olan Etkileri

Yapilan real-time PCR c¢alismalariyla MYB transkripsiyon faktorlerinin
(MdMYB10, MAMYBA ve MdMYB3) ifade diizeyleri farkli renklenme gosteren
dort farkli elma cesidinde tam c¢iceklenmeden meyve olgunlasmasina kadar

gecen donemde incelenmistir.

i1k olarak MdMYB10 geninin, koyu kirmizi (Scarlet Spur), sari-kirmiz1 (Galaxy

Gala), sar1 (Golden Delicious) ve yesil (Granny Smith) renkli elma c¢esitlerinde
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ifade diizeyine bakilmistir. MdMYB10 geninin ifadesi i¢cin dort ayr1 tekrarla
yapilan real-time PCR c¢alismalarindan benzer sonuglar elde edilmistir. Koyu
kirmiz1 renkli meyve kabuguna sahip Scarlet Spur elma ¢esidinde MdMYB10
geninin ifadesinin olgunlasmayla birlikte arttig1 acikca gorilmektedir (Sekil
4.7). Bu ¢esit icin MdMYB10 geninin ifadesi tam ¢iceklenmeden 92 giin sonra
olgunlasmayla birlikte artis gostermis ve hasat donemi olan 141. giinde genin

ifadesinin maksimum diizeyde oldugu belirlenmistir.

Diger bir ¢esit olan ve sar1 zemin Ustiine kirmizi renge sahip Galaxy Gala
cesidinde ise MdMYB10 geni i¢in yapilan dort farkl real-time PCR ¢alismasindan
da benzer sonuglar elde edilmistir. Bu sonuclara gére MdMYBI10 geninin
ifadesinin Galaxy Gala c¢esidinde tam ciceklenmeden 92 giin sonra artis
gosterdigi ve hasat doneminde (tam ¢iceklenmeden 127 gilin sonra) ise genin
ifade diizeyinin kirmizi renkli meyve kabuguna sahip Scarlet Spur elma

cesidinde oldugu gibi en iist seviyeye ulastigl gézlemlenmistir (Sekil 4.7).

Sar1 renkli meyve kabuguna sahip ti¢tlincti ¢esit olan Golden Delicious’ta ve yesil
renkli meyve kabuguna sahip olan Granny Smith elma ¢esidinde MdMYB10
geninin ifadesinin yapilan analizler sonucunda tam ciceklenmeden meyve
olgunlasmasi donemine kadar gecen siirede yok denecek kadar az seviyelerde

oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. MdAMYB10 geninin real-time PCR sonuglar1 (S.Spur: Scarlet Spur, G.
Gala: Galaxy Gala, G. Delici: Golden Delicious, G. Smith: Granny Smith)
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Bir diger gen olan MdMYBA geninin ifade diizeyi yine ayni elma cesitlerinin
farkli olgunlasma doénemlerinde incelenmistir. Bu genin ifade diizeyi koyu
kirmizi kabuk rengine sahip Scarlet Spur elma ¢esidinde tam ¢iceklenmeden 92
glin sonra artmaya baslamis, 127 giin sonra maksimum seviyesine ulasmis ve

hasat donemine dogru azalma gostermistir (Sekil 4.8).

Sar Ustiine kirmizi renge sahip bir ¢esit olan Galaxy Gala ¢esidinde ise MdMYBA
geninin ifadesinin olgunlasmayla beraber arttig1 ve hasat doneminde ise genin

ifadesinin maksimum diizeye ulastig1 belirlenmistir (Sekil 4.8).

Sar1 renkli Golden Delicious ve yesil kabuk renkli Granny Smith ¢esitlerinde ise
MdMYBA geninin ifadesinin yok denecek kadar az oldugu belirlenmistir (Sekil
4.8).

16 &
14 1

c

]

@

]

]

a 12+

x

w

g 1.0 +

@

N

= 08 +

§ 06 +

=z

goet :

i.‘: 02 % 3

[0 Qi — lEj JR— \ = == o = ]

MdMYBA
Target

— S.Spur 55gin —=3 S.Spur 92giin [ S.Spur127gin [ S.Spur 141gin [ G.Gala 55gin

3 G.Gala82gin [ G.Gala 115gin [ G.Gala127gin [—3 G.Delici 55guin =3 D.Delici 92gin

— D.Delici127gun = D.Delici 141gin — G.Smith 55gin C—=3 G.Smith 127giin = G.Smith 154gin
—m G.Smith 169gin

Sekil 4.8. MAMYBA geninin real-time PCR sonugclari (S.Spur: Scarlet Spur, G. Gala:
Galaxy Gala, G. Delici: Golden Delicious, G. Smith: Granny Smith)

Calismada kullanilan ii¢iincii ve sonuncu gen olan MdMYB3 geninin ifadesinin
ise farkli yogunlukta kirmizi renge sahip iki elma ¢esidinde ve sar1 renkli elma
cesidinde olgunlasmayla artisin oldugu ancak artisin belli bir diizen igerisinde
olmadig1 gozlemlenmistir. Kirmizi1 kabuk renkli Scarlet Spur elma ¢esidinde
MdMYB3 geninin ifadesinin tam c¢iceklenmeden itibaren artis gosterdigi tam
ciceklenmeden 127 giin sonra maksimum seviyesine ulastifi ve hasat

zamaninda ise bu genin ifadesinin azaldig1 gozlemlenmistir. Sar1 tistiine kirmizi
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renkli Galaxy Gala c¢esidinde ise MdMYB3 geninin ifadesinin ham meyveden
hasat onii meyvesine kadar az da olsa azaldigi ama daha sonra hasat
donemindeki meyvelerde en yiliksek seviyeye ulastigl sonucuna varilmigstir.
Calisilan diger genlerden farkli olarak MdMYB3 geni sar1 renkli Golden Delicious
cesidinde de oldukga yiiksek diizeyde ifade edilmistir. Ancak bu genin ifadesi
meyve olgunlasmasiyla birlikte azalma gostermistir. Yesil kabuk rengine sahip
Granny Smith c¢esidinde ise genin ifadesi yok denecek kadar az seviyede

gozlemlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. MdMYB3 geninin real-time PCR sonuglar1 (S.Supur: Scarlet Spur, G.
Gala: Galaxy Gala, G. Delici: Golden Delicious, G. Smith: Granny Smith)
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu calismada; Isparta ili Egirdir Ilgesi Kizilgubuk Mahallesi’nde bulunan elma
bahgesinden farkl kabuk rengi 6zelligine sahip dort elma cesidi se¢ilmis ve bu
elma cesitlerinin farkli olgunlasma donemlerinde antosiyanin biyosentezinde

gorev alan MYB TF’lerinden bazilarinin ifade diizeylerine bakilmistir.

MdMYB10 TF'niin elmalarda renklenmedeki rolleri tzerine yapilan bu
calismada bu genin kirmizi renkli c¢esitlerde ifade edildigi ve meyve
olgunlasmasiyla birlikte ifadesinde artiglar oldugu gozlemlenmistir. Ayrica bu
genin ifade diizeyinin koyu kirmizi kabuklu elma ¢esidinde, a¢ik kirmizi kabuklu
elma cesidine gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Telias vd. (2011) de bu
calismaya benzer sonuclar almislar ve MdMYB10 geninin ifadesinin; kirmizi
renkli ‘Honeycrisp’ elma ¢esidinde, yesil renkli ‘Royal Gala’ elma c¢esidine gore
daha fazla oldugunu belirlemislerdir. Yapilan bu ¢alismalar MdMYB10 geninin
elmalarda kirmizi renk olusumunda etkili bir gen oldugunu goéstermektedir.
MdMYB10 geninin renklenmeyle olan iliskisini belirlemek icin yapilan
calismalar elma ile sinirli kalmamistir. Farkli meyve tiirlerinde de bu konu ile
ilgili ¢alismalar yapilmistir. Palapol vd. (2009) hizli renklenen mangostan
meyvesinde yapmis olduklar1 ¢alismada GmMYB10 geninin ekspresyon
diizeyine olgun yesil meyveden baslayarak (0. giin) ilk 6 glinde hem agactaki
hem de toplanmis meyvelerde real-time PCR yontemi kullanarak
incelemislerdir. Yapilan bu ¢alismanin sonucunda GmMYBI10 geninin
ekspresyounun renklenmeyle birlikte arttigi goézlemlenmis ve bu genin
antosiyanin biyosentezini tesvik edici 6zellikte oldugu belirlenmistir. Armutta
Pierantoni vd. (2010)’'nin yaptig1 ¢alismada MYBI10 geninin hem sar1 hem de
kirmizi armutta anlatiminin yapildigr gosterilmistir. Diger bir calismada ise
kirazda Lin-Wang vd. (2010) MYB10 geninin anlatiminin kirmizilikla birlikte
arttig1 kanitlanmislardir. Pierantoni vd. (2010)’'nin yaptig1 ¢alisma ile yapilan bu
calisma karsilastirildiginda ise MYB10 geninin ifadesinin meyve cesidine gore
farklilik gosterebilecegi diisiinlilmektedir. Feng vd. (2015) PyMYB10 geninin
ekspresyon seviyesini armutta yaprak, ¢icek ve meyve kabugu ve etinde real-

time PCR yontemi kullanarak belirlemislerdir. Incelenen farkli dokularda
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PyMYB10 geninin ifadesinin kirmizi1 dokularda kirmizi olmayan dokulara gore
fazla diizeyde oldugu gozlemlenmistir. Kirazda yapilan bir diger ¢alismada ise;
kiraz meyvelerinde saridan kirmiziya dogru renklenmenin artmasiyla
PavMYB10.1 geninin ifadesinin de arttigi real-time PCR yontemiyle
belirlenmistir (Jin vd., 2016). Ayrica 2017 yilinda yaban elmasinda yapilan bir
calismada ise yesil elma ¢esidi ‘Flame’ ve kirmizi elma ¢esidi ‘Royalty’ arasinda
olgunlasmayla birlikte McMYB10 geninin ifade diizeyindeki farkliliklar
incelenmistir. Yapilan bu ¢alismanin sonucunda McMYB10 geninin ifadesinin
kirmizi elma ¢esidinde meyve olgunlasmasiyla ve antosiyanin birikimiyle
orantili olarak arttifli ancak, yesil elma cesidinde ifadesinin degismedigi
gozlemlenmistir (Lu vd., 2017). Yukarida aciklanan pek ¢ok calisma MYB10

TF'niin kirmizi renklenme iizerinde oldukga etkili oldugunu ortaya koymustur.

Farkli renkte renklenme gosteren elma cesitlerinde MYB TF'lerinin rollerinin
arastirildigi bu calismada, MdMYBA geninin ifade dlizeyi meyve olgunlasmasinin
farkli donemlerinde incelenmistir. MdMYBA geni ilk olarak acik kirmizi renkli
meyvelere sahip ‘Tsugaru’ elma ¢esidinden izole edilmistir (Ban vd., 2007). Ban
vd. (2007) MdMYBA geninin ifadesinin koyu kirmizi renkli Jonathan elma
cesidinde agik kirmizi renkli Tsugaru elma cesidine gore daha fazla oldugunu
belirlemislerdir. Yapilan bu ¢alismada da MdMYBA geninin ifadesinin koyu
kirmizi kabuklu Scarlet Spur elma ¢esidinde sar1 zemin tistliine kirmizi renge
sahip olan Galaxy Gala elma cesidine gore az da olsa daha yiiksek dilizeyde
oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu ¢alismada MdMYBA geninin ifadesinin sar1 ve
yesil kabuklu cesitlerde az olarak belirlenmesi, bu genin kirmizi renklenmede ve
dolayisiyla da antosiyanin birikiminde oldukca etkili bir gen oldugunu
gostermistir. MYBA geniyle ilgili olarak diger meyvelerde yapilan c¢alismalar
oldukca sinirli olmakla birlikte Kobayashi vd. (2002) asmada yaptiklar1 bir
calismada kirmizims1 morumsu meyveye sahip Kyoho asma c¢esidinde VvMYBA
geninin ekspresyonunun olgunlasmayla birlikte arttigini Northern Blot
analiziyle belirlemislerdir. MYBA geni ile ilgili olarak yapilan bu c¢alismalar
MYBA TF'niin renklenmede etkili oldugunu gostermistir. Ancak bu genle ilgili

daha fazla bilgi edinebilmek ve renklenme iizerine olan etkilerini
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belirleyebilmek amaciyla daha birgok c¢alismanin yapilmasina ihtiyag

duyulmaktadir.

MYB TF'niin elmalarda renklenmede rollerinin arastirildigi bu c¢alismada
kullanilan diger bir gen MdMYB3 geni Vimolmangkang vd. (2013) tarafindan
izole edilmistir. Bu genin Red Delicious ve Golden Delicious elma cesitlerinde
ifade diizeyleri incelenmistir. Red Delicious’ta genin ifadesinin tam
ciceklenmeden 104 giin sonra en yiiksek seviyeye ulastig1 ve bu giinden sonra
azalip artan bir grafik ¢izdigi gézlemlenmistir. Bunun yaninda MdMYB3 geni
Golden Delicious elma cesidinde de ifade edilmis ve bu cesitteki ifadesi tam
ciceklenmeden 44 giin sonra gozlemlenmistir. Ancak genin ifade diizeyinin,
kirmizi bir ¢esit olan Red Delicious ve sar1 renkli bir ¢esit olan Golden Delicious
arasinda oldukga farklilik gosterdigi belirlenmistir. Red Delicious cesidinde
genin ifade diizeyi Golden Delicious’takine gore neredeyse 4 kat fazla olarak
tespit edilmistir. Bunun nedeninin ise MdMYB3 geninin antosiyanin biyosentezi
sirasinda tist basamaklarda gorevli enzimlerin aktivasyonunu saglamasi ancak
alt basamaklardaki enzimlerin calismasini etkilememesinden kaynaklandigi
diistiniilmistiir (Vimolmangkang vd., 2013). Ayrica bu genin ifadesine; i¢inde
kirmizi renkli Gala ve sar1 renkli Golden Delicious da bulunan 10 farklh elma
cesidinde bakilmis ve kirmizi kabuk rengine sahip elmalarda oldukg¢a yiiksek
seviyelerde ifade edildigi gosterilmistir. Buna karsi kirmizi kabuk rengine sahip
olmayan elmalarda genin ifadesi oldukga diisiik olarak tespit edilmistir. Elde
edilen sonuclar yakindan incelendiginde ise sar1 renkli Golden Delicious elma
cesidinde diger kirmizi kabuk rengine sahip olmayan cesitlere gore MdMYB3
geninin daha fazla ifade edildigi farkedilmektedir. Fakat bu cesitteki ifade
dizeyi kirmizi kabuk rengine sahip cesitlere kiyasla c¢ok daha azdir
(Vimolmangkang vd., 2013). Yapilan bu ¢alismada ise MdMYB3 TF'niin, farkl
elma cesitlerinde yapilan analizlerinde; bu genin kirmizi renkli ¢esitlerle birlikte
sar1 renkli cesitte de ifade edildigi belirlenmistir. Koyu kirmizi renkli olan
Scarlet Spur elma cesidinde, MdMYB3 geninin ifadesi tam ciceklenmeden 127
gilin sonra en yiiksek seviyeye ulasmis ve ardindan azalan bir grafik ¢izmistir.
Diger bir kirmizi ¢esit olan Galaxy Gala’da ise genin ifadesi 6nce azalmis ancak

meyvenin en olgun déneminde (tam ¢iceklenmeden 127 giin sonra) en yiiksek
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seviyeye ulasmistir. MdMYB3 geni ¢alismadaki diger genlerin aksine sar1 renkli
elma cesidi olan Golden Delicious’ta da ifade edilmistir. Ancak kirmizi renkli
cesitlerin aksine, bu genin ifadesi sar1 renkli ¢esitte azalan bir grafik vermistir.
Bu sonug¢ da bu genin kirmizi renklenmede ve antosiyanin olusumunda gorev
alabilecegi sonucunu dogurmustur ancak sari1 renkli Golden Delicious ¢esidinde
ifade edilmesinden dolay1 bu genin antosiyanin biyosenteziyle birlikte baska bir
flavonoid sentezinde de gorev alabilecegi ve bu ylizden sar1 renkli cesitte de
ifade edilebilecegi belirlenmistir. MYB3 geniyle ilgili yapilmis ¢alismalar olduk¢a
sinirli sayidadir. Bu genin renklenme tizerindeki etkisiyle ilgili olarak farkli
meyveler tlzerinde yapilmis fazla ¢alisma bulunmamakla birlikte centiyan
bitkisinde (Nakatsuka vd. 2009) ve yer fistiginda (Wan vd., 2016) yapilmis
calismalar bulunmaktadir. Centiyan bitkisinde yapilan ¢alismada; antosiyanin
trtnlerinin birikimiyle olusan mavi renkli ¢igekli ve ayrica beyaz renkli ¢icekli
bitkiler arasindaki GtMYB3 geninin ekspresyonundaki farkliliklar incelenmistir.
Yapilan analizlerin sonucunda mavi renkli c¢iceklerde GtMYB3 geninin
ekspresyonunun beyaz renkli ¢iceklere gore daha yiiksek oldugu ve mavi renkli
cicekli centiyanlarda olgunlasmayla birlikte bu genin ekspresyonunun arttig
belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar GtMYB3 geninin antosiyanin birikimiyle
ve renklenmeyle iliskili oldugunu gostermektedir (Nakatsuka vd., 2009). Wan
vd. (2016) mutant yer fistiginda yaptiklari bir ¢alismada tohum kabugundaki
kahverengi rengin olusmasina neden oldugu disiinilen MYB3 geninin
ekspresyon diizeyini arastirmislardir. Yer fistifinda yapilan real-time PCR
calismalarinda beyaz tohum kabuguna sahip yabani tip ve kahverengi tohum
kabuguna sahip mutant yer fistigi arasinda ekspresyon diizeyleri
karsilastirmistir. MYB3 geninin ekspresyon diizeyinin beyaz tohum kabuguna
sahip yabani fistikta kahverengi tohum kabuguna sahip mutant yer fistigina
gore daha fazla oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu sonuclar bize MYB3 geninin
antosiyanin biyosentezinde roliiniin tam olarak tespit edilmesi amaciyla farkh
meyvelerde daha fazla calismanin yapilmasina ihtiya¢ oldugu sonucuna

varilmistir.

Elmada kirmizi rengin insanlara gelen cekici 6zelligi ve bu kirmizi rengin

kaynag1 olan antosiyaninlerin insan saghgi agisindan 6nemli bilesenler olmasi
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nedeniyle, daha kirmizi renkte olan elmalarin elde edilmesi elma islahinda
onemlidir. Yapilan tim bu c¢alismalarla elmalarda antosiyanin birikimini ve
kirmizi renklenmeyi etkileyen genlerin nasil ¢alistigiyla ilgili 6nemli bilgiler elde
edilmistir. MAMYB10 ve MAMYBA TF'nin elmalarda kirmizi renklenme iizerine
etkilerinin oldugu bu c¢alismayla da gosterilmistir. Bununla birlikte MdMYB3
geninin elmalarda kirmizi renklenme tUzerine etkisinin oldugu anlasilmis
olmakla birlikte bu konuda daha fazla ¢alismanin yapilmasina ihtiyag

duyulmaktadir.

Bugiine kadar elmalarda renklenme {zerine yapilmis bir¢cok ¢alisma
bulunmaktadir ve bu calismalardan goérilmistir ki elmalarda renklenmeyi
etkileyen pek cok etmen ve bir¢cok gen bulunmaktadir. Bundan sonra yapilacak
calismalarla daha ¢ekici ve antosiyanince daha zengin elmalar elde edebilmek
icin gerekli olan genler arastirilmali ve bu genler tespit edildikten sonra istenen
ozelliklere sahip elmalarin 1slahiyla ilgili calismalar yapilmalidir. Bu ¢alismalara
benzer calismalarin ileride devam etmesiyle, elmada renklenmenin nasil

diizenlendigine dair ¢ok daha fazla bilginin elde edilmesi mtiimkiindiir.
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