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OZET

DOMATES BIiTKiSINDE GLiSiN BETAIN UYGULAMASININ
SOGUK TOLERANSI iLE iLGIiLi GENLERIN BELIiRiMi
UZERINE ETKILERI

KARABUDAK, Tugba

Yiiksek lisans Tezi, biyoloji bolimii
Tez Danismani: Do¢ Dr. Melike Bor
Temmuz 2011, 76 sayfa

Abiyotik streslerden biri olan soguk stresi bitkiyi fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler bakimdan olumsuz etkiler. Diisiik sicakliklardan
zarar goren bitkilerin yapraklarinda fotosentez ve solunum hizi diiser, protein
sentezi engellenir, mevcut proteinlerin parcalanma hiz1 artar, lipid
organizasyonu degisir, membran yapisi bozulur ve hiicrenin kararliligi azalir.
Bitkiler karsilastiklari stres ile metabolik olarak yeni bir diizenleme girerler.
Bitkilerin strese yanit olarak sentezledigi bir osmolit olan glisin betain (GB),
protein komplekslerinin ve membran yapilarimin kararliligim1  korumakla

gorevlidir.

Domates (Solanum lycopersicum L.; genel olarak bilinen adi,
Lycopersicon esculentum) 6nemli bir tarim bitkisidir. Iliman iklim kosullarinda
yetisir ve soguga duyarldir. Ozellikle 15°C’nin altindaki sicakliklarda soguk
hasar1 goriliir. Domates GB sentezleyemeyen bir bitkidir. Calismamizda,
domates yapraklarina GB piskiirtiillmesiyle soguk stresine dayanikliligin
arttirtlmas1 amaglanmigstir. Soguga duyarl ve dayanikli iki domates ¢esidinin
soguk stresine verdigi morfolojik, fizyolojik ve molekiiler yanitlar

incelenmistir.

Calismamizda, soguk stresi ile membran kararliliginin azaldigit MDA
ve iletkenlik Ol¢lim sonuglariyla goriilmiistiir. Disariddan GB uygulanan

gruptaki bitkilere soguk stresinin membran yapisina etkisi GB uygulanmamis



soguga maruz kalan bitkilere etkisine gore daha az oldugu goriilmiistiir.
Fotosentetik verim sonuglart da, GB uygulamasimin soguk stresine karsi

tyilestirici bir etkisi oldugunu gdosterir.

Anahtar sozciikler: Domates, glisin betain, soguk stresi



ABSTRACT

THE EFFECT OF EXOGENOUS GLYCINE BETAINE
APPLICATION ON TOMATO PLANT UNDER THE EFFECT OF
COLD STRESS

KARABUDAK, TUGBA

MSc in Biology Department
Supervisor: Dog¢ Dr. Melike Bor
July 2011, 76 pages

Among the abiotic stresses, cold stress is one of the most important
stressors which effect physiological, biochemical and molecular responses of
plants. Photosynthesis and respiration rates decrease, protein synthesis is
inhibited, protein degradation increases, lipid structure and membrane integrity
are effected when plants are subjected to low temperature degrees. Plants
response to low temperature degrees by adjusting their metabolic pathways.
Some osmoprotectant molecules like glycine betaine (GB) protects membrane

integrity and protein structure within the cell membrane.

Tomato (Solanum lycopersicum L.; previous systematic name known as
Lycopersicon esculentum) is an important agricultural plant. It grows under
mild temperatures and sensitive to low temperatures and temperature degrees
under 15°C effects growth adversely. Tomato plant does not synthesize GB
which is an important protectant under low temperatures. In this study we
applied GB exogenously and investigated the morphological, physiological
and molecular responses of two tomato cultivars differing in low temperature

tolerance.

Low temperature stress effected membrane integrity in both cultivars as it is
seen in lipid peroxidation and membrane leakage values. Exogenous GB

application increased low temperature stress tolerance in tomato plants as



Vi

compared to that of unapplied groups. Amerolative effects of GB application
were more prominent in photosynthetic efficiency results of GB treated plants.

Key words: Cold stress, glycine betaine, tomato
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1. GIRIiS

Bitkiler, yasadiklar1 ortamda ¢esitli ¢evresel faktorlerden etkilenmektedirler.
Cevresel faktorleri biyotik ve abiyotik faktorler olarak iki grup altinda
inceleyebiliriz. Biyotik faktorleri, bitkilerin g¢evresindeki diger canlilarla olan
etkilesimleri seklinde tanimlayabiliriz. Abiyotik faktorleri ise, bitkilerin yasadigi
ortamdaki sicaklik degeri, nem degeri, 151k miktar1 ve yogunlugu, su, CO,, O, ve
mineral madde miktar1 gibi fiziksel ve kimyasal faktorlerin toplami olarak
degerlendirebiliriz. Biyotik ve abiyotik gevresel faktorlerin etki degerleri bitkiden
bitkiye farklilik gostermektedir. Bu ¢evresel faktorlerin herhangi birinin fazla
veya eksik olmast bitkilerin strese maruz kalmalari anlamina gelmektedir

(Schulze et. al., 2005) (Sekil 1.1).

Bitkilerin genotipik yapilarindaki ¢esitlilik ¢evresel streslere verdikleri
yanitlar acisindan Onemli farkliliklarin ortaya c¢ikmasma neden olmaktadir.
Bitkiler sesil canlilar olduklari i¢in ¢evresel streslerden diger canlilara gore daha
cok etkilenirler. Bu nedenle bitkiler ¢evresel streslere karsi ¢ok ¢esitli tolerans ve
diren¢ mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Siirekli olarak farkli ¢evresel faktore
maruz kalmalar bitkilerin genetik, fizyolojik ve biyokimyasal olarak dinamik bir
yaptya sahip olmalarini tetiklemektedir. Bununla birlikte bitkilerin ¢evresel strese
karst tolerans gosterme bicimleri c¢esitlilik gdstermektedir ve daha cok nesiller

boyunca kalitilan genetik yapi ile iligkilidir (Madhava Rao et. al., 2006).

Abiyotik stresler; kuraklik, tuzluluk, yiiksek veya diisiik sicaklik, 151k, besin
fazlalig1 veya eksikligi, agir metaller, kirlilik gibi problemlerin tek baslarina veya
birlikte olusturduklart etkiler olarak tanimlanmaktadir. Abiyotik stresler bitkilerin
biiyiimesini, gelismesini Ve verimini, ¢imlenme doneminden itibaren olumsuz
olarak etkilemektedir. Bununla birlikte, bitkiler strese uzun siire veya ¢ok yogun
sekilde maruz kaldiklarinda stresten etkilenmeleri daha belirgin bicimde ortaya
cikar. Ayrica bazi kosullarda, bitkiler i¢in gerekli olan ¢evresel faktorlerin miktart
ve siddeti stres etkisi gosterebilir. Ornegin polenlerin dagilimi igin gerekli olan
riizgar, transpirasyonu arttirmasi ve mekanik zarara neden olmasi sebebiyle

bitkiye zarar verebilir. (Schulze et. al., 2005). Abiyotik strese maruz kalan bitkiler



fizyolojik bakimdan cesitli yanitlar olusturur. Bu yanitlarin en 6nemlileri, su
alimmin azalmasi, transpirasyon oraninin degismesi, fotosentezin azalmasi,
solunumun degisimi, azot aliminda azalma, metabolik toksisite ve gelisimi inhibe
eden maddelerin biriktirilmesidir (Madhava Rao et. al., 2006). Bitkilerde, stres
etkisi altinda gozlenen fizyolojik ve biyokimyasal yanitlarin, molekiiler diizeyde
olusan degisimler sonucunda ortaya ¢iktig1 son yillarda yapilan gesitli arastirmalar
tarafindan ortaya konulmustur. Molekiiler diizeydeki degisimler, gen ifadesinin
diizenlenmesi yoluyla, makromolekiillerin pargalanmasi, enzim aktivitelerinin
degismesi, protein sentezinin azaltilmasi, membran sistemlerinin yeniden organize

edilmesi seklinde ger¢eklesmektedir (Madhava Rao et. al., 2006).
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Sekil 1.1: Bitkilerin maruz kaldiklar1 biyotik ve abiyotik stresler [Schulze et. al. (2005)’den
alinmistir]



SOGUK STRESI UZERINE GENEL BiLGIiLER

Bitkilerin yasam dongiisiinde karsilastiklar1 énemli abiyotik streslerden biri
olan soguk stresi, bitki gelisimini olumsuz etkilemektedir. Soguk stresi, bitkilerin
farkli derecelerdeki diisiik sicaklik degerlerine maruz kalmasi nedeniyle metabolik
ve fizyolojik siireglerin etkilenmesi sonucunda ortaya ¢ikar. 15°C’nin altindaki
sicakliklar bir¢ok tiir i¢in stres olusturan sicakliklardir (McKersie and Leshem,
1994). Bitkilerde soguk stresine neden olan diisiik sicaklik degerlerini su sekilde

siralayabiliriz:

e Diisiik sicakliklar (10-150C arasi sicakliklar)
e Usiitiicii (Usiime) sicakliklar (0-10°C aras1 sicakliklar) (Kodama et al.,
1995)

e Dondurucu sicakliklar (OOC’nin altindaki sicakliklar)

Diisiik sicakliklar membranlarin yapisini bozarak tiim membran ile iliski
mekanizmalarin (iyon kanallarinin agilmasi, membran iliskili elektron transfer
reaksiyonlar1 gibi) aksamasimna neden olur. Disiikk sicaklik degerleri zar
biitiinliigiiniin bozulmasina neden olur ve zar yapisinda yer alan protein ve lipidler
hiicre zarindan ayrilarak hiicre igine girmeye baglar. Bununla birlikte zar
yapisinda yer alan lipidlerin fiziksel 6zellikleri, H-ATPaz’ larin, diger tasiyicilarin
ve metabolizmanin bagimli oldugu enzimlerin tagmimini etkiler. Diisiik
sicakliklara duyarli bitkilerde zar lipidlerinde doymus yag orani yiiksektir. Bu
zarlar 0°C’nin oldukca iizerindeki sicaklilarda yar1 kristal haldedir. Cift bag
icermeyen doymus yag asitleri ve trans-tekli doymus yag asitleri igeren lipitler
doymamis yag asidi igeren lipidlere gore daha yiiksek sicakliklarda katilagirlar.
Diisiik sicakliklara direngli bitkilerin zar lipidlerindeki doymamis yag asidi orani
daha fazladir. Bu sekilde hiicre zar1 akiskanligimi diisiik sicakliklarda yitirmez.
Diisiik sicaklik, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikmesine de neden olmaktadir.
ROS siipiiriicii enzimlerin aktiviteleri diisiik sicakliklarda azaldigi igin hiicre
diizeyinde ROS olusumu dengelenemez. Soguk stresi sirasinda ROS olusumu
artacagindan kloroplast elektron transfer zinciri indirgenir. ROS birikimi 6zellikle

membranlar etkiler. Bunun sonucunda da elektron sizintis1 gergeklesir. Ayrica,



diistik sicaklik RNA’daki sekonder yapilarin sekillenmesine neden olur (Ruelland
et. al., 2009).

Usiitiicii sicakliklar, metabolik reaksiyonlarin kinetigini termodinamik olarak
azaltir. Diisiik sicakliga maruz kalinmasi termodinamik esitligin degismesiyle bazi
globiiler (hemoglobin gibi) proteinlerin kararliligini ¢oziilebilme o6zelliklerini
etkiler (Siddiqui ve Caviocchioli, 2006). Bu durum protein ve protein
komplekslerinin bozulmasina neden olur. Sonug¢ olarak metabolik diizen bozulur.
Usiitiicii sicakliklarda zarar goren bitkilerin yapraklarinda fotosentez azalir,
karbohidrat taginimi yavaslar, solunum hizi diiser, protein sentezi engellenir ve

mevcut proteinlerin pargalanma hizi1 artar (Ruelland et. al., 2009).

Dondurucu sicaklarin en 6nemli etkisi hiicre seviyesinde, hiicreler arasi
bosluklarda ve trakelerdeki suyun donarak buz kristallerinin olugsmasidir. Ayrica,
hiicresel su hiicre disindaki buz kristallerine tasinir, hiicre dehidrasyona ugrar ve
biiziiliir (Dowgert ve Steponkus, 1984). Sicaklik azaldik¢a dehidrasyonun derecesi
artar ve buz simplasta taginip (Gusta et. al., 2004), hiicre i¢ yapisinin bozulmasina
ve dokularin 6lmesine neden olur (Sekil 1.2). Dondurucu sicakliklara tolerans,
dokular arasinda farklilik gosterir. Tohumlar ve su kaybetmis diger dokular
mutlak sicakliga kadar canliliklarini koruyabilirler. Hi¢ su kaybetmemis vegatatif
hiicreler hiicre i¢i organelleri pargalayabilen, biiyiik ve yavas biiyliyen buz
kristallerinin olusumunu engelleyecek ¢abuklukta sogutulunca canliliklarini
koruyabilmektedir. Ama dogal kosullarda bu kadar hizli sekilde soguma
goriilmez. Soguga aligkin tlirler dondurucu sicakliklar karsisinda yasamlarini
devam ettirebilecek yetenege sahip olabilirler. Antifriz proteinlerin sentezlenmesi,
sakkaroz, rafinoz, fruktanlar sorbitol ve mannitol miktarlarinin artmasi bitkiyi

dondurucu sicakliklara karsi korur (Taiz and Zeiger 2008).



Prote?n konformasy(?n}lnda degisjm Fotoinhibisyon
Protein komplekslerinin kararliliginin bozulmasi Fotosentez

S e
l Enzimatik kinetiklerin azalmasi I
Usiitiicii / \:\

sicakliklar > ROS birikimi
l \ Membran katilagmasi I

Sitoiskeletin
depolimerizasyonu RNA sekonder yapilar Membran sizintisi

Dondurucu |y Apoplastta buz ¢ekirdeklenmesi ve yayilmasi
sicakhiklar

Sekil 1.2: Usiitiicii ve Dondurucu Sicakliklarin Bitki Hiicresi Uzerine Etkisi
[Ruelland et. al. (2009)’dan alinmustir]

1.1. SOGUK STRESININ BIiTKiLER UZERINDEKI CESIiTLi ETKIiLERI

1.1.1. Soguk Stresinin Fotosentez Uzerindeki Etkileri

Fotosentez, 1s1k enerjisini kimyasal potansiyel enerjiye (ATP) ve redoks
potansiyel enerjisine (NADPH) kloroplast membranlarinda doniistiiren baslica
mekanizmadir. Depolanan kimyasal enerji ilk Calvin dongiisiine girer. Bu
dongiide, CO,, ribuloz-1,5-bisfosfatla reaksiyona girerek gliserat-3-fosfati
olusturur ve bu sirada ATP ve NADPH kullanilir. Uretilen trioz fosfatlarin ¢ogu
ribuloz-1,5-bisfosfatin yenilenmesi igin kloroplastta tutulur, bir kismi ise sitosole
gonderilerek sukroz sentezinde kullanilir.

Fotosentezin en uygun sekilde gerceklesmesi igin, fotosistem | (PSI) ve
fotosistem II’deki (PSII) fotokimyasal reaksiyonlar ig¢in absorblanan 1s1k dengeli,
NADP ve ATP’deki enerjinin doniisiimii ve metabolizmadaki yararlar1 ¢evresel
degisime yanit iyi ayarlanmis olmalidir. Fotokimyasal reaksiyonlar sonucu olugan
enerji ile bu enerjinin kullanim1 arasindaki dengeye fotostasis denir (Ensminger
et. al., 2006; Huner et. al.; 1993).

Diisiik sicaklik stresi fotosentezi gesitli yonlerden etkilemektedir. Sitosolde
sakkaroz sentezini inhibe edebilir. Bu durum fosforlanmis ara driinlerin

birikmesine neden olur ve mevcut organik fosfatin eksilmesiyle, sitosol ve



kloroplast arasinda inorganik fosfat dongiisliniin azalmasiyla sonuglanir (Furbank
etal., 1987; Hurry et al., 1993, 2000). Bu azalma CO; fiksasyonu i¢in ribuloz-1,5-
bisfosfatin olusturulmasinda gerekli ATP’nin sentezine engel olur. Ayrica diisiik
sicaklik stresi, membran viskozitesinin artmasiyla ve plastokinon difiizyonunun
kisitlanmastyla tilakoid elektron taginimini inhibe edebilir (Griffth et al., 1984).
Tersine, PSI ve PSII tarafindan yakalanan 151k enerjisi ve reaksiyon merkezindeki
elektron yiikleme ve ayrilma islemlerindeki kontrollerde bu enerjinin kullanilmasi

biiyiik 6l¢iide sicakliktan bagimsizdir.

Sekil 1.3: Kloroplastlarda ROS olusumu [Ruelland et. al. (2009)’dan alinmigtir]
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Biyokimyasal reaksiyona girebilen klorofil anten kompleksleri daha fazla

enerji tutabildiklerinden diisiik sicaklifa maruz kaldiklarinda bir dengesizlik
olusabilir (Ensminger et al., 2006; Huner et al., 1993). Bu sartlarda tilakoid
membranlari asir1 enerji ile yliklenmis hale gelirler. Asir1 enerji durumunda olusan
hasarin bir sonucu olarak ROS olusumunda artis gézlenir. Fotosistemlerin klorofil
antenlerindeki uyarici enerjinin birikmesi reaktif singlet oksijen (*O,) olusumunda
O, ile etkilesime girebilen uyarilmis triplet klorofil molekiillerin iiretilmesine
neden olur. Siiperoksit suyun oksidasyonu sirasinda {iretilebilir. Fotosentetik
elektron tasima zincirinin asirt derecede baskilanmasi PSI tarafindan O;’nin
dogrudan azaltilmasina neden olacaktir. Bu durumda, stiperoksit (O’), hidrojen
peroksit (H,O;) ve hidroksil radikalleri (OH) gibi ROS’larin olusumu
gozlenecektir (Sekil 1.3).

Normal gelisim sartlarinda fotosentetik elektron tasima sistemi tarafindan
ROS sentezi, aktif bir ROS siipiircii sistem (Cu/Zn- siiperoksit dismutaz ve

askorbat peroksidaz gibi) ile dengede tutulur. Ama diisiik sicakliklarda, bu



enzimatik sistemlerin verimliliginde diisiis gozlenebilir. Bu da, fotoinhibisyona ve
lipid peroksidasyonuna neden olur. Siiperoksit radikali soguk stresinde, PSI’de
hasar olusturan temel etmendir. Siiperoksit radikali demir-kiikiirt merkezine
saldirir (Sonoike et al., 1996; Tjus et al., 1998). Dondurucu sicaklikta ve az 1sikta
PSI fotoinhibisyonu sadece soguga duyarli bitkilerde (salatalik, patates; Sonoike
et al., 1996) olusmaz, arpa, (Tjus et al., 1998), kislik bugday (Ivanov et al., 1998),
ve Arabidopsis (Zhang and Scheller, 2004) gibi soguk stresine dayanikli tiirlerde
de belirlenmistir. Soguk stresine duyarli ve dayanikli tiirler arasindaki
farkliliklardan biri, diisiik sicakliga karst ROS’lar1 uzaklagtiran antioksidant
enzimlerin aktivitelerindeki farkliliktan kaynaklanmaktadir (Tjus et al., 2001).
Aktif oksijen PSI’de olusur ve PSI’in fotoinhibisyonuna neden olur. ROS’lar
stiptirilmediginde, uzun Omiirlii siiperoksit anyonlar1 kendiliginden gerceklesen
reaksiyonla veya siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesiyle H,O,’ye doniisiir.
Olusan H,O, ve O, molekiilleri yayihp PSII’yi inaktif duruma getirebilir.
Buradan anlasilacag1 gibi, HyO, ve Oy birlikte PSII’nin hasar gérmesine sadece
02 ise PST’in hasar gormesine neden olur (Tjus et al., 2001). Arabidopsis
bitkisinin diisiik 1s1k ve don stresine birlikte maruz kalmasi sonucu PSII’nin
maksimum fotokimyasal etkinligi (Fv/Fy) 24 saat sonra 4°C’de ~%19 azalmustir.
Ancak 4°C’de 24 saat boyunca hi¢ karanlik yasamamis bitkilerde PSII
aktivitesinde azalma gozlenmemisti. NADP™nin fotorediiksiyonu olarak
hesaplanan PSI aktivitesi ise sadece 8 saatte diisiik 151k ve don stresi
uygulamasindan sonra ~%32 oraninda azalmistir. Oysa diisiik 151k stresi
uygulanmadiginda degisiklik gozlenmemistir. Diisiik 151k ve don stresi
Arabidopsis bitkisinde PSII ile karsilastirildiginda PSI aktivitesini daha fazla
etkiledigi ortaya konulmustur (Zhang ve Scheller, 2004).

PSIl de fotoinhibisyonun temelinde D1 proteinin  aktivitesinin
kaybolmasidir. PSII aktivitesini eski haline dondiirmek icin inaktive olan
proteinlerin yerine D1 proteinleri sentezlenmelidir. in vivo PSII inhibisyonunun
boyutu D1’in inaktivasyonu ve yeni D1 proteini sentezleyip inaktive olan
proteinin yerini alma yani tamir silireci arasindaki dengeye baghdir. PSII
inhibisyonunun tamiri sicakliga baghdir. Diisiik sicakliklarda tamir siiresi arttigi

belirlenmistir (Gombos et. al., 1994).



Fotoinhibisyonun PSI ve PSII iizerine etkisine ek olarak, ROS olusumu
tilakoid membranlarin peroksidasyonuna neden olur. Kloroplast membranlarinin
kendilerine 6zgii lipid kompozisyonlarindan (yiliksek miktarda doymamis yag
asidi [18:3] iceren galaktolipitlerin orani fazla olmasi) dolayi, bu membranlar
oksijenin aktif formlari tarafindan ¢ok hizli etkilenebilirler (Havaux and Niyogi,
1999). ROS’un sekillenmesi kloroplastin indirgeyici depolarinin biiyiik bir
kisminin  bitmesine neden olacaktir. Bu durum, disiilfit gruplariin
indirgenmesiyle hedef enzimlerinin aktiflesmesi ic¢in thioredoksin f’in
indirgenmesini ve kapasitesini olumsuz yonde etkileyecektir (Ruelland and
Miginiac-Maslow, 1999). Calvin dongiisiiniin iki enzimi olan sedoheptulose-1,7-
bisfosfataz ve fruktoz-1,6-bisfosfatazin 151k bagimli indirgeyici aktivitesi
domateste diisiik sicaklikta aydinlik evreden sonra indirgendigi goézlemistir
(Briiggemann et al., 1994; Hutchison et al., 2000; Sassenrath et al., 1991). Ayrica
son zamanlarda, piring ve Arabidopsis ile yapilan proteomik caligsmalar, RcbA,
PSI’nin oksijen iliskili kompeks proteinleri, sedoheptuloz-bisfosfataz ve ATP
sentaz a ve b zincirleri gibi fotosentetik proteinlerin 1s1kla uyarilan
degredasyonuna kanit olusturur. Bu proteinlerin ve protein komplekslerinin
degredasyonu sogukta ROS’un hareketine baglidir. Dona duyarli salatalikta,
ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilaz (rubisco) aydinlanmis kloroplast lizatlarda veya
parcalanmamis yapraklarda iiretilen hidroksil radikali (OH) ile bolgeye ozel
olarak pargalanir (Nakano et al., 2006).

1.1.2.Soguk Stresinin Hiicre Zar1 Uzerine Etkisi

Diistik sicaklik stresi hiicre zar1 ve hiicresel zar sistemleri lizerinde belirgin
hasarlar olusturur. Ancak 0°C’nin altindaki sicakliklarda bu hasarlar daha belirgin
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Dondurucu sicaklik stresine maruz kalindiginda
iiretilen ROS, iyon sizmtis1 ile sonuglanan lipid peroksidasyonuna neden olur.
Dondurucu sicaklik stresiyle membran lezyonlarinin yani sira apoplastta buz
¢ekirdeklerinin olusumu da tespit edilmistir (Ruelland ve ark. 2009). Hiicre dis1
buz olusumu hiicresel suyun apoplasta hareket etmesine neden olur ve bu sekilde
su potansiyeli degisir. Su potansiyelinin degigsmesiyle hiicre dehidrasyona ugrar ve
biiziiliir. Bunun tersi durumunda ¢6ziilme, osmotik genisleme ile birlikte olacaktir

(Sekil 1.4). Endositotik vezikiillerin sekillenmesiyle iligkili olan buzlanma ve



bunu takiben olusan osmotik biiziilme goriilen tiirlerde genlesme ile uyarilan
parcalanma etkilidir. Bu olay plazma membran yiizeyininin kiiclilmesiyle

sonuclanir.
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Sekil 1.4: Osmotik dengesizligin hiicre membrani {izerine etkisi [Ruelland et. al.(2009)’dan alinmigtir]

Erime sirasinda osmotik genisleme ylizey alanimin genislemesiyle
birlikte gerceklesir. Ama ¢ok genis alanlar, buzlanma sirasinda kii¢iildiigli zaman
bu kiigiilmenin geri doniisii yoktur (Sekil 1.4A). Genlesme ile par¢alanmanin
uyarilma siddeti tiire ve sicakliga bagli olarak degisir. Ornegin soguga
alistinlmanus protoplastlarda, -2°C ile -4°C kadar soguk ortamlarda zarlarda
meydana gelen pargalanma, ¢avdar ve yulaf bitkileri ile karsilastirildiginda
Arabidopsis’te oldukga az orandadir (Uemura ve ark., 1995). Diisiik sicaklik stresi
uygulanan, onceden soguga alistirilmis ¢avdar ve yulaf bitkilerinde, plazma
zarlar1 hiicre ici daralmaya daha az maruz kaldiklar i¢in genlesme sonucu ortaya
¢ikan pargalanma daha diisiik diizeyde meydana gelir (Sekil 1.4C).

Soguk stresinde, sogukla uyarilan biiziilmelerin diger bir sonucu plazma

membraniin ¢esitli i¢ membranlara daha yakin hale gelmesidir. Bu durum
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ozellikle kloroplast membraninda goriiliir. Lipid ¢ift katmanlari birlestikleri
zaman misel ara trlinler olusur. Bu ara triinlerden hekzagonal II fazi, katmanl
olmayan bir fazdir ve her bir silindirin merkezinde su ile silindirik misellere
doniistiiren 3 boyutlu bir dizidir. Diger bir ara {iriin ise lameller aras1 eklentilerdir
(Sekil 1.5). Degismis misel ara iiriinlerin hekzagonaz II faza veya lameller arasi
eklentilere doniislip doniismeyecegi tabakay1 olusturan katmanlarin esnekliklerine
bagli oldugu disiiniiliir. Esnekligi fazla olan katmanlardan olusan tabaklar
hekzagonal II fazini olustururken, esnekligi az olanlar lameller arasi eklentileri

olusturur (Siegel, 1987; Uemura et. al., 1995).

Soguk ile uyarilan osmotik
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Sekil 1.5: Soguk stresiyle Uyarilan Membran Yapisindaki Bozulma [Ruelland et. al. (2009)’dan alinmistir]

Dondurucu sucaklik stresi ile uyarilan hekzagonal olusumunun esik
sicakligt yulaf i¢in -3°C, cavdar i¢in -6°C’dir. Yulaf ve ¢avdarmn sirayla -5°C ve -
100C’ye maruz kalmasi sonucunda protoplazmanin %50’sinden fazlas1 etkilendigi
icin hiicre 6limii meydana gelir (Sekil 1.4B). Soguga alistirilmis Arabidopsis’te
ise dondurucu sicaklik stresi ile uyarilan hekzagonal II olusumu engellenir ancak

lezyonlar olusur (Uemura et. al., 1995). Bu lezyonlar stres sirasinda gercgeklesen
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kirilmalardan plazma membraninin uzaklasmasi i¢in olusurlar ve lameller arasi

eklentilerin sekillenmesinden kaynaklanmaktadir.

Membranlarin kiitlesel bilesenleri

Soguk stresi membran kompozisyonundaki degisimleri uyarir. Ornegin,
kislik ¢avdarin (Uemura and Steponkus, 1997), Arabidopsis’in (Hendrickson et
al., 2006; Ivanov et al., 2006) kloroplastlarinin i¢ ve dig membranlarinda
monogalatosildiacilgliserolun azalmasi ve digalaktosildiagilgliseroliin artmasi
soguk stresine aligmanin bir yanitidir. Soguk stresi, sadece dis membranlarda
plastidik fosfatidilkolin miktarinda bir azalmaya neden olur (Uemura and
Steponkus, 1997). Benzer sekilde kahvede, soguk stresine alisma sirasinda
digalaktosildiagilgliserol artis1 goriiliir (Campos et al., 2003). Arabidopsis
thaliana’nin soguk stresine alismasi fosfolipitlerdeki artma ve serebrosidlerde ve
serbest sterollerde azalma sekilde gerceklesir (Uemura and Steponkus, 1995).
Soguga dayanikli bir patates tiirii olan Solanum commersonii’nin soguk stresine
alismas1  plazma  membraninda  fosfolipitlerin  artis1  ile  (6zellikle
fosfatidiletanolamin’deki artis ile) gergeklestigi bilinmektedir (Palta et al., 1993).
Fosfatidiletanolaminin fosfatidilkoline oranindaki artig yulaf kiiltiivar1 olan
“QOgle” ile cavdar kiiltivar1 olan “Puma” da gozlemesine ragmen Arabidopsis’te
gozlenmemistir (Uemura and Steponkus, 1994; Uemura et al., 1995).

Plazma membraninda ve kloroplast membraninda meydana gelen bu
degisimler soguk stresi ile uyarilan membran hasarlarindan korunmada énemlidir.
Kloroplast membraninda bulunan lipitlerinde hekzagonal II fazin sekillenmesini
digalaktosildiagilgliserol ve fosfatidilkoline gdére monogalaktosildiagilgliserol
daha fazla etkiler. Digalaktosildiagilgliserol ve fosfatidilkolin ¢ift katmanli yapiy1
korurlar (Uemura and Steponkus, 1997). Soguk stresine aligmadan sonra, soguk
ile uyarilan hekzagonal II faz olusumu meydana gelmedigi ve bazi bitkilerde
lezyon gozlenmistir. Daha 6nceden de agiklandig gibi, hekzagonal 1l faz olusumu
ve plazma membranlart ve kloroplast membranlar1 arasinda degigmis misel ara
tiriinlerin sekillenmesiyle iliskilidir. Cavdarin soguk stresine alismasi sirasinda
plazma membraninda fosfolipid miktarinin artmasi, cerebrosidlerin ve serbest
sterollerin azalmasi, tekli tabakalarin esnekliginin azalmasiyla membran

yiizeyinde tutulan suyun armasini saglar. Ayrica ¢avdarin kloroplast membraninda
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monogalaktosildiagilgliserol oranindaki azalma ve digalaktosildiagilgliserol
oranindaki artma membranlarin hidrasyonunda artisa ve tekli tabakalarin

esnekliginin azalmasini saglar.

1.1.3. Lipid desaturasyonu ve FAD genleri

Arabidopsis’te ¢esitli fosfolipidlerin oran1 soguga uyum sirasinda az
miktarda degisir ancak fosfolipidlerin kompozisyonunda belirgin farklar vardir.
Bitki 2°C’de 1 hafta tutulduktan sonra, ikili doymamus yag asitlerinin (18:1/18:3,
18:2/18:2, 18:2/18:3 gibi) oran1 hem fosfotidilkolinde (%36.9°dan %42.8’¢) hem
de fosfatidiletanolaminde (%28.6’dan %34.9’a) artar. Tekli doymamis ya§
asitlerinin (18:0/18:3, 16:0/18:3 gibi) orami ise fosfotidilkolinde (%60.8’den
%54.8’e) ve fosfatidiletanolaminde (%67.6’dan %61.4e) azalir (Uemura et al.,
1995). Doymamis yag asitlerindeki artis sogugun genel bir etkisidir ve Morus
bombycis Koidz. (dut) bitkisinin ve bir CAM bitkisi olan Kalanchoé
daigrmontiana’nin plazma membraninda, Arabidopsis ve bezelyede ise
mitokondri membraninda bu deisim gozlenmistir (Behzadipour et al., 1998;
Davy de Virville et al., 2002; Matos et al., 2007; Yoshida et al., 1984).

Doymamis yag asitlerinin miktar1 soguga verilen onemli bir yanittir.
Mikozomal 18:1 desaturazin aktivitesi eksik Arabidopsis fad2 mutantlar1 ¢oklu
doymamis yag asitlerini az miktarda igermektedir. 22°C’de tutulan fad2.2
mutantinda yapilan bir ¢caligmada; fosfatidilkolinde 18:2 yag asidinin %2 oraninda
bulundugu, 18:3 yag asidinin ise %14 oraninda bulundugu tespit edilmistir.
Yabani tip bitkide ise bu oranlar sirasiyla %33 ve 40’tir. fad2.2 mutanti 60C’ye
maruz birakildiginda bitkinin 6ldiigi gozlenmistir (Miquel et al., 1993). Soguga
alisgkin Solanum commersonii plazma membranindan ekstrakte edilen polar
lipitlerin 16:0/18:2 oraninda bir artis gozlenmistir. Boyle bir durum soguga
alistirilmamis Solanum tuberosum bitkisinde gozlenmemistir (Palta et al., 1993).
Kanolada yapilan bir ¢alismada, endoplazmik retikulum lipidlerinde 18:3 yag
asitleri soguga duyarh cesitler ile karsilastirildiginda, dayaniklilarda ¢ok daha
fazla oldugu tespit edilmistir (Tasseva et al., 2004).

Soguk denemesi sirasinda doymamis yag asitlerinin diger bir gorevi,
donma/erime dongiisiinde genisleme ile uyarilan lizisin ger¢eklesmesini Onler.

Fosfoditilkolinin doymamis tlirevlerinin oraninin artmasi genisleme ile uyarilan
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lizisin olusma ihtimalini azaltir (Uemura and Steponkus, 1989). Doymamis yag
asitlerinin gorevi kloroplastt korumaya yoneliktir. Kloroplast omega-3 desaturaz
olan FADS8 geninin transkript temel diizeyi diisilk sicaklikta biiyliyen
Arabidopsis’te onemli 6l¢iide yiiksektir (Gibson et al., 1994). Dondurucu sicaklik
stresi, kloroplast membranlarinda sivi fazdan jel fazina donligimii uyarir.
Kloroplast membranlarinda bulunan trienoik asit bu jel fazinin sekillenmesini
onler (Roughan et al., 1985). Tillakoid membran yapisinda bulunan trienoik yag
asitleri, disiik sicakliklarda Arabidopsis’de fotoinhibisyonunun iyilesmesi igin
gereklidir. Hasarli D1 proteinlerinin onarilma diizeyi, tillakoid membranlarin
yapisinda bulunan doymamis yag asitlerinin miktar1 azaldik¢a azalir (Vijayan and
Browse, 2002).

Membran  lipid  desaturasyonunun,  kloroplast  fonksiyonlarinin
korunmasinda, polen gelisiminde, soguk stresine toleransta ve jasmonik asit
tiretimi gibi gesitli biyolojik ve fizyolojik aktivitelerle iliskili oldugu bilinmektedir
(Gibson et al. 1994, Kodama et al. 1995, McConn and Browse 1996, Routaboul et
al. 2000). Membran lipidleri dienoik yag asitleri (DA) ve trienoik yag asitlerden
(TA) olustur. Toplam yaprak lipidlerinin yaklasik %70’ini, kok gibi fotosentetik
olmayan dokulardaki yaglarin ise %55-70’ni DA’lar ve TA’lar olusturur
(Harwood 1980). TA/DA orani ¢evresel sartlarda uyum saglamak icin degisir.
Diisiik sicakliklara yanit olarak TA seviyesinde azalis yiiksek sicaklia yanitta ise
TA seviyesinde artis gozlenir (Smolen” ska Kuiper, 1977; Willemot et. al., 1977,
Horiguchi et. al., 1996). DA’lar, endoplazmik retikulumda ve plastidlerde ®-3 yag
asidi desaturaz (FAD) enzimiyle TA’lar1 olusturur (Ohlrogge ve Browse, 1995).
Arabidopis’te, FAD3, ER’da bulunan ®-3 yag asidi desaturazi kodlar. FAD7 ve
FADS8, FAD3’lin izoenzimidir ve kloroplastta bulunur (lba v.d., 1993; Gibson
v.d., 1994). Bu enzimlerin ifadeleri transkripsiyonel ve/veya translasyon sonrasi

diizenlenir (Vrinten et. al.,2005; Collados et. al., 2006).

Yapilan bir ¢calismada, 25°C’de normal biiyiime sartlarindaki fad3-2 fad7-2
fad8 ticlii mutantinin fotosentetik parametreleri yabani tip ile karsilastirildiginda
onemli bir fark gozlenmemistir (McConn M ve Browse J., 1996). 2000 yilinda
yapilan baska bir calismada ise 25°C’den daha diisiik sicakliklarda trienoik yag

asidlerinin fotosentez igin gerekli oldugu gosterilmistir (Routaboul J. et. al.,
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2000). 22°C’de biiyiitillen bitkiden koparilan yapraklara 2-5°C soguk stresi
uygulanmistir ve sonugta yabani tipe gore {iglii mutantta sabit elektron taginiminin
kuantum veriminin (®II) daha fazla inhibe edildigi goriilmiistiir. Bu inhibisyon
sadece soguk ortamda yapilan &lgiimde goriilmiistiir. Olgiim oda sicakliginda
yapildiginda, ¢ok hizli olarak kontrol degerlerlerine ulastigi goriilmiistiir. PSII
elektron taginiminin maksimum kuantum verimliligi (Fv/Fm) ise kisa siireli soguk
denemelerinde yabani tip bitkileri ile ii¢glii mutantinda benzerdir. Soguk stresinin
(4°C’de) 5. gininde ii¢li mutant bitkilerinde Fv/Fm degerlerinde azalma
goriilmiistiir (Routaboul J. et. al., 2000). Bu sonuglar, trinoik yag asitlerinin

fotosentezi koruyarak soguk kosullara tolerans sagladigini gosterir.

1.1.4. Lipoksigenaz ve LOX genleri

Lipoksigenaz (LOX) enzimleri, oksijenin zarlardan 6zel olarak gegebilmesi
icin membran lipidleri ile ilgili reaksiyonlar1 Katalizler. Membran lipidleri linoleik
asit (18:2 LA) veya a-linoleik asit (18:3 a-LeA) igerir. Oksijen a-LeA’y1 substrat
olarak kullanarak C-9 (9-LOX) ya da C-13 (13-LOX) yolaklarinda (9S)-
hydroperoxyoctadecatrienoic asiti (9-HPOT) ya da (139)-
hydroperoxyoctadecatrienoic asiti (13-HPOT) olusturur (Sekil 1.6). LOXIlar hem
grubu icermeyen demir igeren deoksigenazlarin biiyiik bir gen ailesini olusturur.
Monomeriktirler. Konumsal 6zellige (9-LOX, 13-LOX) gore bitki LOXlarmin
simiflandirilmasinin yaninda, primer yapilar1 tarafindan da gruplandirilabilirler.
LOXIar bir transit peptitleri eksiktir ve yiiksek sekans benzerligi gosterenler
(>%75) tip-1 LOX olarak gruplandirilir. Oysa kabul edilen bir kloroplast transit
peptid sekansi ile LOXlar ve tiim sekansin diisiik benzerligi, tip-2 LOX olarak
smiflandirtlir. Simdiye kadar tanimlanmis tim tip-2 LOXlar, 13-LOX yolagini
kullanirlar. LOX’un reaksiyon mekanizmasiyla ilgili olarak, aktif alandaki bosluk
ve substratin uyumu konumsal 6zellik i¢cin 6nemli bir faktr olarak tanimlanmistir
(Feussner & Wasternack, 2002).

LOX proteinlerinin molekiiler kiitlesi hayvanlarda 75-80 kDa, bitkilerde
ise 94-105 kDa kadardir. Molekiiler kiitlelerindeki farkliliga ragmen soya
(Glycine max L. Merr.), tavsan (Oryctolagus cuniculus) ve mercanlarda Plexaura
homomalla (Gillmor et al., 1997; Minor et al., 1996; Oldham et al., 2005), yapilan
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calismalar sonucunda LOX’larin yapisal oldugu goriilmiistir. Bitki ve
hayvanlarda bulunan LOX enzimleri kiigiik bir N-terminal domain ve temel bir C-
terminal domain igerir. N-terminal domain biyolojik membranlar ile etkilesimi
saglar. C-terminal domain ise demir koordinasyonu i¢in 6nemli olan amino asit
icerirler.

Hayvanlarda LOX yolagi, fizyolojik bakimdan aktif Ioktrienler ve
lipoksinlerin iiretilmesinden sorumludur. Memelilerde ise LOXlarin gorevi tam
olarak anlagilamamistir (Funk, 1996; Yamamoto et al., 1997; Brash, 1999).
Yiiksek bitkilerde LOX yolagi oldukca karmasiktir. LOX’lar savunma (Porta et
al., 1999; Gonzalez-Aquilar et al., 2004; Prost et al., 2005; Nemchenko et al.,
2006; Mita et al., 2007), sinyal tasinimi (Blokhina et al., 2003; Kourtchenko et al.,
2007), bitkinin biiyiimesi ve gelismesi (Hildebrand et al., 2000: Kolomiets et al.,
2001; Santino et al., 2003; Vellosillo et al., 2007) ve meyve olgunlasmasi (Zhang
et al., 2006) gibi siire¢glerde dnemli rol oynar. LOX iiriinlerinin temel gorevi
patojen saldirisina ve yaralanmaya (Croft et al.,1993; Fournier et al., 1993; Vick,
1993; Creelman and Mullet, 1995; Blée, 1998; Weber et al., 1999) ve senesese
(Siedow, 1991; Paliyath and Droillard, 1992; Page et al., 2001; Leverentz et al.,
2002) kars1 bitkiyi korumadir.

Domateste LOX gen ailesi en az bes izoform igerir. Bunlar, TomloxA,
TomloxB, TomloxC, TomloxD, TomloxE olarak isimlendirilir fizyolojik olarak
birbirlerinden farklidir. (Chen et al., 2004; Liavonchanka and Feussner, 2006).
Kloroplast ile etkilesime giren 2 LOX geninden biri olan TomloxC, plastitlerin
icinde veya disinda bulunabilir. Olgunlasma baslangicina kadar tespit edilemez.
C6 aldehid ve alkol igeren aroma ucucularin tiretiminden sorumludur (Chen et al.,
2004; Griffiths et al., 1999; Heitz et al., 1997). Diger tomolox izoformlari9-
HPO’larin iiretiminden sorumludur. TomoloxD kloroplast ile etkilesimde olan
diger bir izoformdur. Plastid membraninin i¢inde veya plastidin i¢inde bulunur
(Arimura et al., 2009). Bu izoform kontrol sartlarinda domates meyvesinde ¢ok az
miktarda ifade edilir. Ama yaralanmaya yanitta ifadesi artar (Heitz et al., 1997).
TomoloxB ifadesi olgunlagmis yesil meyvede bulunur. Etilen ile etkisi artar
(Ferrie et al., 1994; Griffiths et al., 1999). TomoloxA domates meyvesinin
olgunlagmasi sirasinda ifadesi giderek azalir (Griffiths et al., 1999). TomloxE

transkriptleri meyve olgunlasmasi sirasinda ifade edilir (Chen et al., 2004).
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1.2. SOGUGUN GEN iFADESINE ETKIiSi

Bitkiler karsilagtiklar1 diisiik sicaklik stresi ile aligma (aklimasyon) denilen
bir siire¢ sayesinde bas edebilirler. Bitkilerin soguga olan toleransi aklimasyon
olusturma hizina baglhdir. Aklimasyonun anlagilmasinda iki onemli tanimin
yapilmast gerekmektedir. Deaklimasyon, dayamiklilik diizeyindeki azalistir.
Soguk stresi bittigi zaman bitkinin normal sartlardaki metabolik siirecine geri
donmesidir. Reaklimasyon ise; kaybedilen alismanin soguk ile karsilagildiginda
yeniden kazanilmasidir. Aklimasyon haftalar-aylar kadar uzun siirerken,
deaklimasyon giinler-haftalar kadar kisa siirer. Soguga aligkin Solanum
commersonii 20°C’de tutuldugunda 2-3 saat iginde deaklimasyon siireci basladigi
ve 1 giinde bu siirecin tamamlandigi tespit edilmis, alismanin saglanmasi igin bitki

15 giin boyunca 2°C’de tutulmustur (Chen ve Li; 1980). Ama soguga aliskin bir
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bitki stres bitmesinden sonra yeniden soguk ile karsilastiginda reaklimasyon ¢ok

daha hizli gergeklesir.

Hiicre membranlar1 akiskan yapidadir. Diisiik sicakliklar membranlarin
akigkanliklarin1 azalip, katiligini artar. Alfalfa ve Brassica napus’ta yapilan
calismalarda, plazma membraninin katilagsmasinda oncelikli olarak COR (soguga
cevap) genlerinin uyarildig: gosterilmistir (Orvar, B.L. et al. 2000; Sangwan, V. et
al. 2001). Oleat desaturazi eksik Arabidopsis fad2 mutantlari, yabani tip (14°C) ve
linoleate desaturase geni asir1 ifade olan transgenik Arabidopsis (120C) ile
karsilastirildiginda daha yiiksek sicakliklarda (180C) diasilgliserol kinazin
aktivasyonun ve membran katilasmasimin arttigini gosterir (Vaultier, M.N. et al.
2006). Bu sonuglar, bitki hiicrelerinin, membran katilasmasindan
etkilendiklerinden = dolayr soguk stresine duyarli oldugu  goriislinii

desteklemektedir.

Soguga uyum bitki transkriptomunda biiyik bir degisimi uyarir.
Arabidopsis’te genomun %20 olusturan sogukla ifade olan genlerin (Hannah,
M.A. et al. 2005) yaklasik %4 liniin transkpisiyonel olarak diizenlendigi ortaya
cikmistir (Lee, B-H. et al. 2005). COR genlerinin promotorlarindaki cis
elementine baglanabilen ve ifadesini aktiflestiren CBF’ler (DREB1’ler olarak
bilinen  C-tekrarli  baglama  bolgeleri)  transkripsiyon  faktorlerinden
apetala2/etilene yanit veren faktor ailesinin ifadesi soguk stresi ile uyarir.
Transgenik bitkilerdeki analizler, orta sicaklikta soguga alismanin uyarildigini ve
COR genlerinin ifadesini aktiflestirmek i¢in CBF’lerin ektopik ifadesinin yeterli
oldugunu gostermistir (Stockinger, E.J. et al. 1997; Liu, Q. et al. 1998). CBF’ler
fosfoinostit metabolizmasinda, transkripsiyon, osmolit biyosentezinde, ROS
detoksifikasyonunda, membran tasiniminda, hormon metabolizmasinda bilinen
veya tahmin edilen hiicresel koruma fonksiyonlarinda genlerin ifadesini diizenler
(Lee, B-H. et al. 2005; Fowler, S. and Thomashow, M.F. 2002; Maruyama, K. et
al. 2004).

Arabidopsis’te bir MYC-tip sarmal yapili transkripsiyon faktorii olan ICE1
(inducer of CBF expressionl) CBF3 promotorunda MYC tanima elementlerine

baglanabilir ve soguga alismada CBF3’iin ifadesi i¢in 6nemlidir. icel mutantlar
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CBF3 geni eksiktir ve don stresine karsi ¢ok hassas ve soguga alismazlar. ICE1’in
asirt ifadesinin olusturulmasi soguga alisma sirasinda CBF3, CBF2 ve COR
genlerinin ifadesini arttirir ve transgenik Arabidopsis’in buza toleransi artar. ICE1
nukleusta bulunan ve nukleusta ifade olan bir gendir. Ama sadece soguk stresinde

CBF’lerin ifadesini uyarir (Chinnusamy, V. et al. 2003).

Yapilan birgok ¢alismada transkripsiyon sonrasi diizenlemenin soguk
stresinde kritik bir rol oynadigi gosterilmistir. Soguk stresine maruz kalan
bugdayda iki COR geninin (ribokinaz ve C3H2C3 RING-finger protein)
mRNA'larinda intron tutma ile diizenlendigi gosterilmistir (Mastrangelo, A.M. et
al. 2005).  Prpaa::LUC genetik tarama kullanarak, Lee et. al (2006),
STABILIZED1 (STA1) bir onctil-mRNA splays faktoriinii tanimlamislardir. Bu
faktor Arabidopis’te soguk toleransi igin 6nemli 6zelligi olan 6nciil-mRNA splays
diizenleyicisidir. Soguk stresi STA1’in ifadesini arttirir. stal mutanti sogukla
uyarilan Onciil-mRNA’nin splayst bakimindan hasaridir. Bu mutant dona,
ABA’ya ve tuza ¢ok duyarlidir. Bu sonuglar tam fonksiyonel STA1’in splays i¢in
ve Ozel transkriptlerin yikilmasinda gerekli oldugunu gosterir. Soguk stresinde bu
faktorlerin artmasi istenir (Lee, B.H. et al. 2006). Serin/arginin bakimindan zengin
olan proteinler (SR) spleozomlarin bir pargasidir ve Okaryotlarda splay
diizenleyici olarak davranirlar. Yiiksek ve disiik sicaklifa maruz kalan
Arabidopsis’te baz1 SR genleri onciil-mRNA’lerin alternatif splaysini diizenler
(Palusa, S.G. et al. 2007).

Abiyotik stresle indiiklenen siRNA ve miRNA strese yanitin belirleyicilerini
veya negatif diizenleyicileri kodlayabilen hedef genlerin ifadesini azaltabilir. Oysa
bu miRNA ve siRNA’larin ifadesinin azalmasi stres toleransinin belirleyicileri
veya pozitif diizenleyicileri kodlayabildigi hedef mRNA’larinin birikmesiyle
sonuglanir (Sunkar, R. et al. 2007). Mikroarray analizler, transkripsiyon
faktorlerini kodlayan sogukla ifadesi artan genlerin yaklasik %17°si oldugunu
gostermistir. Oysa sogukla ifadesi azalan genlerin sadece %7’si transkripsiyon
diizenleyicilerini kodlar (Lee, B-H. et al. 2005). Bu ylizden transkripsiyon sonrasi
diizenleme soguga alisma boyunca genlerin ifadesinin azaldig1 temel bir nokta
gorevi gordiigii diisiiniilebilir. Ciinkii miRNA’lar stressiz kosullar altinda ¢esitli

gelisim siireclerini diizenlerler (Jones-Rhoades, M.W. et al. 2006). Soguk stresi
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altinda bitkiler biliyime ve gelisimlerini diizenlemek i¢in aynt miRNA’lart

kullanabilmesi mimkiindiir.

Sumolasyon, SUMO E3 ligaza bagimli, protein substratlarinin SUMO
proteinlerine  baglanmasiyla  gerceklesen  translasyon  sonrasi  protein
modifikasyonudur. Proteinlerin sumolasyon/desumolasyon orani, ABA ve salisilik
asit sinyalinde ve abiyotik ve biyotik strese bitkilerdeki yanitinda ¢ok dnemli bir

goreve sahip oldugu goriiliir (Miura, K. et al. 2007).
1.3. SOGUK STRESINE UYUMDA SEKERLERIN GOREVi

Soguk stresine toleransin saglanmasinda seker birikiminin énemli gorevi
oldugu rapor edilmistir (Levitt, 1980; Siminovitch, 1981). Bir ¢ok calismada
Arabidopsis yapraklarinda soguk stresine alisma siirecinde seker diizeyinin arttigi
tespit edilmistir (Kaplan et al., 2004; Klotke et al., 2004; Rohde et al., 2004;
Strand et al., 1997, 1999, 2003; Takagi et al., 2003). Sukroz ve raffinoz gibi
eriyebilen sekerlerde ki artisin soguga alisma sirasinda kritik oldugu belirlenmistir
(Koster and Lynch, 1992). Soguk stresine yanitta seker miktarinin artmast ilgili
genlerin ifade olup seker sentezlenmesinin gerceklesmesinin yaninda nisasta
parcalanmasiyla da iliskilidir. Soguk stresine maruz kaldiktan sonra miktarlarinda
artis gdzlenen maltoz ve maltotrioz gibi sekerler B-amilaz aktivitesi ile nisastanin
parcalanmasiyla olusan {irlinlerdir (Kaplan et al., 2007).

Osmolitlerin birikmesi diisiik sicakliga karsi verilen 6nemi bir yanittir.
Soguk stresine alisma siirecinde osmolitlerin nasil hareket ettiklerini anlamak i¢in
farkli mekanizmalar Onerilmistir. Bunlardan biri, hiicre iginde osmolitlerin
osmotik ayarlamay1 sagladiklar1 goriisiidiir. Karbohidratlar ve diger ¢6ziinen
maddelerin birikimi hiicrenin osmotik potansiyelini degistirir. Bu sekilde,
apoplastik alandaki buz olusumu ile hiicre i¢indeki solusyonun arasindaki su
potansiyel farki azalir. Seker miktarindaki artis suyun donma sicakligim
diisiirecegi icin soguk ile karsilasan bitkideki buz olusumu daha diisiik
sicakliklarda gerceklesir.

Soguk stresine aligma sirasinda eriyiklerin diger bir rolii, buzun ¢oziilmesi
sirasinda plazma membranmin korunmasidir. Tim hiicreler ¢ok hizli buz

tutmayan su igerirler. Buz tutmayan suyun orani kuru agirhgin %?20-40
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arasindadir. Membran ile iliskili su, ¢ift katl lipit tabakasinin korunmasinda
gerekli olan hidrofilik bir alan olusumunu saglar. Buz ile uyarilan dehidrasyon
sirasinda, indirgenmeyen sekerler kaybedilen suyun yerine gecerler. Bu sekilde
bitki su kaybindan fazla etkilenmez.

Soguk stresine aligma sirasinda eriyiklerin diger bir koruyucu etki mekanizmasi,
buz sartlarinda buz yerine “cam” olusturma yetenegidir. “Cam” bir katinin
viskozitesine sahip bir sividir. Yani sivi halde bulunurlar ama bir kati kadar
viskoz yapidadirlar. Bu yap1 sayesinde bitkiler soguk stresine dayanikli hale

gelirler.

14. OSMOTIK DUZENLEYICILER

Eriyebilen sekerlere ek olarak uyumlu bilesikler amino asit, poliaminler ve
betaini kapsayan molekiillerin heterojen bir grubudur. Uyumlu bilesikler diigiik
molekiiler agirliga sahip organik molekiillerdir. Kuruma, osmotik stres veya
diisiik sicaklik gibi streslere yanit olarak {iretilirler. Fizyololojik olarak uyumlu
bilesiklerin yiliksek seviyelerde birikmeleri metabolizmayr olumsuz olarak
etkilemez. Ama stres karsisindaki gorevleri tam olarak agiklanamamistir. Uyumlu
bilesikler de tipki sekerler gibi, osmotik potansiyeli artirarak ve hiicre
dehidrasyonunun artmasini dnleyerek strese kars1 bitkiyi korurlar. Proteinlerin ve

membranlarin kararliligini artirirlar (Korn et al., 2008).

1.4.1. Prolin

Prolin soguk stresi ile karsilasan bitkide kisa siirede bol miktarda
sentezlenebilen bir uyumlu bilesiktir. Dondurucu sicakliklardaki prolinin etkisi
tam olarak anlagilamamistir. Yapilan g¢alismalar, proteinleri denaturasyondan
korudugunu  (Nikolopoulos and Manetas, 1991), protein sentezleme
mekanizamasinin kararli olmasimi (Kadpel and Rao, 1985), sitosolik asiditeyi
diizenledigini (Venekamp, 1989), su baglama kapasitesinin artmasini sagladigini
(Schobert and Tschesche, 1978) ve karbon ve azot kaynagi olarak
kullanilabildigini (Fukutaku and Yamada, 1984) gostermistir.
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1.4.2. Poliaminler

Poliaminler iki veya daha fazla birincil amino grubuna sahip organik
bilesiklerdir. Usiitiicii sicakliklara toleransin olusmasinda poliaminlerin gérevi
fotosentetik  siirecin  korunmast ile baglantilidir. Poliaminler, tilakoid
membranlarin, Ozellikle 151k toplama kompleksi II (LHCI) ve PSII’nin
korunmasiyla iligkilidir (Kotzabasis et al., 1993). Poliaminler oksidatif strese kars1
bitkiyi koruma gorevi de goriirler. Soguk stresine maruz birakilan domates
bitkisinde, poliamin sentezinin inhibisyonu elektrolit sizintisinin artmasina neden

olur (Kim et al., 2002). Poliaminler sinyal molekiilii olarak gérev yaparlar.

1.4.3. Glisin Betain

Glisin betainin yapis1

Glisin betain (N,N,N-trimetil glisin) notral pH’a sahip amfoterik bir
uyumlu bilesiktir, suda erir ve {i¢ metil gruptan olusan bir non-polar hidrokarbon
parca igerir. Glisin betainin (GB) molekiiler 6zellikleri, GB’nin enzim ve protein
kompleksleri gibi makromolekiillerin hidrofobik ve hidrofilik domainlerle
etkilesime girmesini saglar. in vitro ¢aligmalar; GB’nin, bir hiicrenin strese maruz
kaldig1 zaman hiicre i¢i osmatik basinci arttiran hiicresel osmolit oldugunu

gosterir (Gorham 1995).

GB’nin molekiiler yapisini nasil sabit tutabildigi agiklamak i¢in iki hipotez
onerilmistir. Arakawa ve Timasheff (1983) yaptig1 biyofiziksel analizlerin
sonucunda, GB’nin bir protein ile tercihe bagli olarak etkilesime girmedigi,
boylece proteindeki suyun baglanacagi ylizeyin korunabildigi ortaya koymustur.
Diger hipotez Schobert tarafindan 1977 yilinda ortaya atilmistir. Bu hipoteze gore,
su kithg oldugunda GB’nin hidrofobik kismi, baglanan suyu kolayca serbest
birakan proteinin hidrofobik kismina baglanir. Bu durumda, GB proteinin
hidrofobik kismina suyun daha kolay baglanmasini saglar ve denaturasyondan

proteini korur.
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GB’nin Biyosentezi

Dogada GB’nin dagiliminin taksonomi ile iligkili olmadig1 goriiliir. GB
cesitli prokaryot tiirlerinde, Okaryotik mikroorganizmalarda, bitkilerde ve
hayvanlarda bulunan bir molekiildiir. Biyolojik sistemlerde; GB, kolin ve glisin
substratlarinin varliginda iki farkli yol ile sentezlenir. Kolinin GB’e doniigiimii,
kolinin oksidasyonunu saglayan bir veya iki enzim ile gerceklesir. Genellikle iki
enzimin  kullanildigt  yol, GB olusumu ¢esitli  bitki, hayvan ve
mikroorganizmalarda daha yaygindir. Bu yolda, GB toksik bir ara {irlin (betain
aldehid) kolinin iki basamakli okidasyonunun sonucunda sekillenir (Sekil 1.7a).
Yiiksek bitkilerde, reaksiyonlar kloroplastin stromasinda bulunan CMO ve BADH
enzimleri tarafindan katalizlenir. GB’nin biyosentezi stresle uyarilabilir. GB, stres
sartlarinda dogal GB biriktiren bitkilerde 40-400 pmol (g DW)™* konsantrasyonda
birikir (Rhodes and Hanson 1993). Tek enzimin kullanildigi yol, Arthrobacter
genusundaki toprak bakterisinde tespit edilmistir. Bu reaksiyon COD (H,O; lireten

oksidaz) enzimi tarafindan katalizlenir.

Glisinin GB’e dontisiim yolu iki ekstrem halofilik mikroorganizma
(Ectothiorhodospira halochloris ve Actinopolyspora halophilia)’da tespit
edilmistir (Nyyssola et al. 2000). Bu mikroorganizmalarda GB, iki S-
adenosilmetionin  bagimli  metiltransferaz GSMT ve SDMT tarafindan

katalizlenen ii¢ ardisik N-metilasyon ile glisinden iretilir (Sekil 1.7b).

(a)

Me ()] Me () Me -
\,* ~_~OH ST s OH \,* (o]
Me SN — M.7N/\|/ N Me7N/\r
Me Me OH Me (o]
Choline Betaine aldehyde Glycine betsine
(hydrated fom)
(b)
() - (2 - (3 Me =
¥ Me o Me o o
N#/YO =g \N*/Y g \N*/T sy W%N*/T
o o J, Me
Glycine Sarcosine N,N-Dimethy! Glycine betsne
{N-methyl glycine) glycine

Sekil 1.7: GB’nin sentezlenme yollar1 [Sakamoto et. al. (2002)’dan alinmustir]
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Glisin betainin rolii

Glisin betain (GB) kuraklik tuzluluk, ekstrem sicaklik ve agir metal gibi
cevresel streslere yanitta bazi bitkiler tarafindan sentezlenen temel bir ozmolittir.
Diisiik molekiiler agirliga sahip, eriyebilen bir uyumlu bilesik olan GB hiicrelerde
yiiksek konsantrasyonlarda birikebilir ama toksik degildir. Bununla birlikte ¢esitli
abiyotik streslere yanit olarak GB biriktirilmesi tiim bitkilerde gézlenmez. Beta
vulgaris, Spinacia oleracea, Hordeum vulgare, Triticum aestivum, Sorghum
bicolor gibi tiirler GB sentezleyebilir. Solanaceaec familyasina ait olan
Lycopersicon  esculentum, Arabidopsis thaliana, patates, piring GB
sentezleyemeyen bitkilerdir (Wyn Jones and Storey, 1981).

Bir¢ok c¢alisma, iisiitiici ve dondurucu streslerde GB’nin disaridan
uygulanmasinin bitkide dayanikliligin arttigin1 géstermistir (Kishitani et. al. 1994;
Chen, Li and Chen 2000, Gorham 1995). PSII kompleksinin kararliligina GB’nin
etki oldugunu gostermistir. in vitro calismalar ile gosterilmistir (Papageorgiou and
Murata 1995). GB, siyanobakterilerden tilakoid membranlarin ve 1spanak
yapraklarimin PSII molekiillerinin in vitro’da inkiibasyonu sirasinda PSII
kompleksinin oksijen salinimi aktivitesini artirir (Papageorgiou, Fujimura and

Murata 1991; Mamedov et. al. 1991; Mohanty et. al. 1993).

S. cereale Puma kiiltivarinda GB miktar1 4 haftalik alisma peryodu
sonunda 1 g. yas agirlikta 290 pg’dan 1300 pg’a artmistir (Koster and Lynch
1992). Bugdayin ii¢ farkli kiiltivarinda yapilan calismada, GB miktarindaki
onemli artig, soguga aligtirmanin 2. haftasinin sonunda gdzlenmistir. GB
biriktirme miktar kiiltivarlarin dondorucu strese olan dayanikliliklariyla iliskilidir
(Kamata and Uemura, 2004). GB’nin soguga yanitindaki rolii, normal olarak GB
biriktiremeyen bitkilerin GB biriktirmesine olanak saglanan ¢aligmalarla
anlagilmistir. Soguk stresi sirasinda PSII aktivitesindeki azalis GB uygulanmis
bitkilerde daha az sekilde gerceklesir. Soguk strese maruz kalan bitkiler 250C’ye
dondiiriildiiglinde GB uygulanmis bitkilerde daha yiiksek gelisim orani
gozlenmistir (Park et. al. 2006). GB don stresine karsi da bitkide tolerans saglar.
Don stresine gelisen tolerans, Arabidopsis’te COdA geni ifade edildiginde, soguga

alismamus bitkilerde iyon sizdirmazliginin LTso’nin artmasiyla hesaplanir.
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GB’nin gorevi transkripsiyonel ve translasyonel mekanizmalarinin
kararliligim1 saglar. GB in vitro’da protein komplekslerin ve membranlarin
kararliligim1 saglar (Papageorgiou and Murata, 1995). Diisiik sicaklik stresine
yanitta da benzer gorev alir. Ayrica GB, H,0, sinyal yolunu dolayli olarak
etkileyebilir. GB toksik diizeyde biriktiginde programlanmis hiicre Oliimiine
neden olur ve toksik olmayan miktarda ise gen ifadesini diizenledigi ve strese
yanit verir. H,O; bitkilerde bir sekonder mesajcidir. Diisiik diizeyde H,0O, katalaz
gibi antioksidant enzimlerin ifadesini uyararak oksidatif strese karsi toleransi
saglar (Prasad et. al. 1994a). GB veya H,0;’nin disaridan uygulanmasi yabani tip
domateste soguga karsi tolerans saglar (Park et. al., 2004). GB, H,0, olusumunu
saglayabilir ve bu sekilde GB’nin disaridan uygulanmasi H;0, ile ger¢eklesen
antioksidant mekanizmalarin uyarilmasi sonucunda soguk stresine tolerans

olusturmasi olasidir.

Don stresinin domateste yarattigi géze carpan semptomu nekrotik yaprak
olusumudur. (Park et al. 2004). Ayrica hiicresel hasarin belirlenmesinde don
uygulamasindan sonra yapraklardaki elektrolit s1zint1 dl¢iiliir. GB sentezleyebilen
transgenik domates bitkileriyle yapilan ¢alismada, 3 giin 3°C uygulanan stresten
sonra elektrolit sizintt yabani tipte en yliksek degerde, diisilk oranda GB
sentezleyebilen transgenik bitkide orta degerde, yliksek oranda GB
sentezleyebilen transgenik bitkide ise diisiik degerde oldugu tespit edilmistir. Bu
bitkiler 3 giin 25%C’de tutulduktan sonra hem yabani tipte hem de transgenik
bitkilerde sizintinin artarak devam ettigi gozlenmistir.

3 giin 3°C uygulanan don stresinden sonra, yabani tip bitkilerinin yapraklaridaki
PSII aktivitesi 0. gilin ile karsilastirildiginda %40 azalmis, GB sentezleyebilen
transgenik bitkilerde ise ilk aktivitelerinin %49-52 oraninda korunmustur.

GB birikimi ¢esitli ¢evresel streslerden membranin hasar gérmesini 6nler
(Deshnium et al. 1997; Chen, Li and Chen 2000). Bunu membran stabilizatorii
olarak, (Rudolph, Crowe & Crowe 1986), yiizeysel proteinleri kaplayan su
tabakasini koruyarak (Coughlan & Heber 1982) veya lipid peroksidasyonunu
indirgeyerek gerceklestirir (Prasad, Anderson & Stewart 1994a). Soguk stresine

maruz kalan bitkilerde 6zellikle misir, dar1 ve salatalikta elektrolit sizint1 ile lipid
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peroksidasyonu arasinda bir iliski oldugu bulunmustur (Parkin and Kuo 1989;
Lukatkin 2003).

1.5 Domates Bitkisi (Lycopersicon esculentum)

Solanaceae familyasina ait olan domates tarimi yapilan dnemli bir kiiltiir
bitkisidir. 2008 verilerine gore iilkemizde 10 985 400 ton iiretilmistir. Diinya
genelinde Cin ve ABD’den sonra en fazla domates yetistiren 3. iilke Tirkiye’dir
(http://faostat.fao.org). Tiirkiye’de domates ortii alt1 veya agik sahada yetistirilir.
Ulkemizin tiim tarimsal alanlarinda agikta yetistiriciligi yapilmasima ragmen ortii
alt1 yetistiriciligi daha ¢ok Ege, Akdeniz ve Marmara bdlgesinde yapilmaktadir.

Domates 1liman iklim bitkisidir ve soguga duyarlidir. Biiyiimesi i¢in en
uygun sicaklik 22-26°C’dir. Sicaklik 15°C’nin altina ve 35°C’nin iistiine ciktigt
zaman meyve tutumunda diizensizlikler olmaktadir. Gece ile giindiiz arasindaki
sicaklik farkinin 8-12°C derece olmasi istenir. Domates 30C’ye kadar diisen
yerlerde sorunsuz yetisir. 15°C civarindaki sicakliklarda cigekler acar ancak
tozlanma, polen tiipii gelismesi agisinda problemler yasanir. lyi bir tozlanma ve
dollenme i¢in sicakligin en az 16-17°C den yiiksek olmast gerekir. Oransal nem
%65-70 olmalidir. Anavatani Giiney ve Orta Amerika olan domates, 0-15°C
araligindaki sicakliklara maruz kaldiginda hasar goriir. Bu sicaklik araliginda
domatesin tiim gelisim asamalar1 olumsuz olarak etkilenir. 10-15°C’nin altindaki
diisiik sicaklik kosullarinda erkek organlarda olusan polenlerin az sayida olmasi
veya hi¢ olusmamasi yada olusan polenlerin canlilik ve ¢cimlenme yeteneklerinin
diisiik olmasi, cicek organlari ile esey hiicrelerinde deformasyonlarin ve gelisim
bozukluklarinin goériilmesi gibi faktorler verimi bliylik Olclide diistirmektedir
(Dasgan ve ark., 1994; Abak ve Giiler, 1994; Abak ve ark., 1995; Dasgan ve ark.,
1999).

Soguk uygulanan domates fidelerinin biiyiimesi sinirlanir, ¢igek ve meyve
olusumu gozlenmez. Soguk stresi ile karsilasildiginda solunumun ve fotosentezin
azalmasi, organlarin agirliklarinda azalma, hizli su kaybi, senesens, yaprak
yiizeyinde lezyon olusumu, hastaliklara duyarliligin artmasi gibi fizyolojik
bozukluklar farkli gelisim asamalarinda goriilebilir (Saltveit 2002). Soguktan

korunmay1 saglayan GB, domates tarafindan dogal yoldan sentezlenemez. Bir¢ok
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bitkinin sentezleyebildigi GB, domates gibi bu organik bilesigi sentezleyemeyen
bitkilere ¢esitli yollar ile aktarilmasi ¢alismalar1 yapilmaktadir. Bu calismalar,
disaridan yapraga GB solusyonunun piiskiirtiilmesi, sulama suyuna veya MS gibi
kiiltiir ortamlarina GB eklenmesi ve/veya ilgili gen transferi seklinde gergeklesir.
Bu calismalarin sonucunda GB sentezleyemeyen bitkinin GB’1 hiicre igine aldig1

tespit edilmis ve stres karsisinda daha direncli hale geldigi belirlenmistir.

Tez projemizde iilkemizde tarimi yapilan domates bitkilerinde soguga
duyarl1 ve direngli iki kiiltiir ¢esidinin diisiik sicakliga verdigi ¢esitli fizyolojik ve
biyokimyasal yanitlar karsilagtirmali olarak incelenmistir. Bununla birlikte,
eksojen GB uygulamasinin diisiik sicaklik stresi altinda domates bitkisinde
olusturdugu etkilerin koruyucu olup olmadig: belirlenmistir. Bu kapsamda diisiik
sicakligin cesitli biliylime parametrelerine, hiicre bagil su igerigine, PSII’nin
fotokimyasal etkinligine, osmotik potansiyele, membran elektrolit sizintisina

etkileri saptanmaistir.
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2. MATERYAL METOD

2.1. Bitki Materyali ve Yetistirilmesi

Calismamizda bitki materyali olarak, Syngenta A.S. den temin edilen soguk
stresine toleransli (T47657) ve duyarli (Gary) farkli iki domates (Lycopersicon
esculentum) cesidi kullanildi. Tohumlar, yiizey sterilizasyonu i¢in 10 dakika
%10’luk hipoklorit ¢ozeltisinde bekletildikten sonra steril deiyonize su ile 5 kez
yikandi. Tohumlar, ¢imlenmeleri i¢in steril, 1slatilmis filtre kagitlarina yerlestirildi
ve 25°C’de sicaklikta, karanlikta bekletildi. Cimlenme yaklasik olarak her seride 4
giin icinde gergeklesti. Cimlenen bitkiler perlit iceren saksilara aktarildi ve Y5
oraninda seyreltilmis Hoagland ¢ozeltisiyle suland1 (Hoagland, 1950). Bitkiler
kontrollii kosullarda sartlarinda (16 saat 1s1k/ 8 saat karanlik, 25/23°C sicaklik,
nem orani % 70, 350 pmol m™? s™ 151k yogunlugu) biiyiitiilmiistir.

Fideler 3 haftalik biiyilikliige ulastiklarinda soguk stresi uygulamasi
yapilmigtir. Uygulama gruplari asagidaki sekilde belirlenmistir:

i.  Kontrol grubu
ii.  Yalniz soguk stresi grup
iii.  Yalmiz GB uygulanan grup

iv.  GB uygulamasinin ve soguk stresinin birlikte uygulandigi grup

Glisin betain uygulamas1 yapilacak bitkilere soguk stresi uygulamasindan 1
giin once glisin betain uygulamas1 yapildi. Bitkilerin yaprak yiizeyine 10 mM
glisin betain puskiirtme ile uygulandi. GB bitki tarafinda alinmasimi
kolaylastirmak igin glisin betain ¢ozeltisinin igine tween-20 [%0,005 (v/v)] ilave
edildi. GB bitkinin tiim yapraklarina uygulandiktan sonra, bitkiler 24 saat
karanlikta tutuldu (Park v.d. 2006). Soguk stresi, uygulamasi i¢cin 3 haftalik
bitkiler kontrollii, sicaklik, nem ve 16 saat 151k/ 8 saat karanlik kosullarina sahip
Niive marka iklimlendirme dolabima alindi. Soguk stresi, giindiiz 10°C; gece ise
4°C 5 giin uygulandi. Kontrol bitkileri ise 16 saat 151k/ 8 saat karanlik, 25/23°C
sicaklikta yetistirildi. Deneme siiresince kontrol ve soguk stres uygulanan bitkiler
2 oraninda seyreltilmis Hoagland c¢ozeltisiyle sulandi. Tiim 6rneklemeler icin 3.

ve 4. yapraklar kullanildi. Birbirinden bagimsiz ii¢ deneme serisi kuruldu.
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2.2. Biiyiime Parametreleri

Domates bitkisine soguk stresi, GB uygulamasi ve soguk stresi ve GB
uygulamasinin ve soguk stresinin birlikte etkilerinin belirlenmesi i¢in kok ve
govde uzunlugu ve agirligi dlgiilmiistiir. Orneklemeler, stres ve kontrol grubu
olmak tizere 0., 1. ve 5. giinlerde rasgele segilen bitkilerden yapilmistir. Agirlig
alinan materyaller, 70 °C’de 72 saat bekletilip kurutulmustur. Kuru agirhiklar

kaydedilmistir.
2.3. Klorofil Fluoresans Olgiimleri

Klorofil fliloresans dlgtimleri, uygulamanin 0., 1. ve 5. glinliinde yapilmistir.
Fliioresans Ol¢limlerinden dnce, yaprak iist ylizeyindeki lem®lik alan 20 dakika
boyunca yaprak klipsleri kullanilarak karanliga adapte edilmistir. Bir bitki verim
analizi (Plant efficient analyser cihazi Hansatech marka kullanilarak) yapraklarin
20 doygun 151k demetine maruz birakilmasiyla, maksimum fliioresans uyarilmasi

(Fm), degisken fliioresans (Fv) ve Fv/Fm oranlar1 belirlenmistir.
2.4, Yaprak Osmotik Potansiyeli

Uygulamanin 0., 1. ve 5. giinlinde yaprak ozmotik potansiyeli Wescor 5500
marka ozmatik potansiyel sistem cihazi ile belirlenmistir. Olgiimler, mmol kg™

olarak Ol¢lilmiistiir.

2.5. Bagil (Oransal, Bagil) Su Icerigi

Yapraklardaki bagil su miktarim1 belirlemek i¢in, uygulamanin 0., 1. ve 5.
giiniinde 2 farkli bitkinin yapraklarinin yas agirliklart (YA) tespit edildi. Daha
sonra bu yapraklarin turgorlu hale gelmesi i¢in 5 saat deiyonize suda bekletildi.
Yapraklarin fazla suyu alindiktan sonra turgorlu agirliklar1 (TA) tespit edildi. Bu
islemin ardindan, yapraklar 72 saat boyunca 70 OC’lik etiivde kurumasi saglandi.
Yapraklarin kuru agirliklar1 (KA) tespit edildikten sonra RWC degerleri Smart ve

Bingham (1972)’1n asagida verilen formiiliine gore hesaplanmistir.

RWC% = [(YA-KA)/(TA-KA)]x100
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2.6. Yapraklarda Elektrik iletkenlik Degisiminin Belirlenmesi

Elektrik iletkenligin belirlenmesi i¢in yapraklardan 0,6 mm capinda diskler
kesilmigtir. Disklerin damarsiz bolgeden ve yapragin orta kismina yakin bir
bolgeden alinmasima dikkat edilmistir. WTW Inolab Cond. 720 iletkenlik Olger
cihaz ile iletkenligi dlglilmis (Xo), 20 ml dIH,O iginde 2 saat oda sicakliginda
diskler bekletilmistir ve suyun iletkenligi Sl¢iilmiistiir (X;). Daha sonra 6rnekler
aym suyun i¢inde +80°C’de 2 saat tutulmustur. Suyun sicakligi oda sicakligina
gelince iletkenlik tekrar Ol¢lilmistir (X;). Daha sonra hesaplama asagidaki
formiile gore gerceklestirilmistir (Scotti Campos ve Thu Pham Ti; 1997).

Electrolit leakage= [(Xi- Xo)/( X¢- X0)]x100
Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonun son iirlinii malondialdehid (MDA) miktar1 Madhava
Rao ve Sresty (2000)’e gore Olciilmiistiir. 0,5 g 6rnek %0,1 trikloroasetik asit
(TCA) ile homojenize edilmistir. Homojenat 5 dakika 10.000g’de santrifiij edilir.
Stipernatant hacminin 4 katt hacminde %20 TCA ve %0,5 thiobarbiturik asit
(TBA) karisimi konulmustur. Daha sonra su banyosunda 95°C’de 30 dakika
inkiibe edilir. Hizli sogutulduktan sonra 10.000g’de 15 dakika santrifiijlenmistir.

Stipernatant 532 nm ve 600 nm’deki absorbans degerlerinde okunmusgtur.
2.7. Glisin Betain Analizi

Glisin Betain analizi, Shimadzu marka, model HPLC cihaz ile yapildi.
Subbarao et. al. (1999) ve Bessieres et. al. (1999) calismalarinda belirtilen
yontemler modifiye edilerek kullanildi. Bu analiz i¢in glisin betain uygulanmis ve
hem glisin betain hem de soguk uygulanmis domates bitkilerinden 24. saat ve 5.
giinlerinde alman ve sivi azotta dondurularak analiz giiniine kadar -80°C’de
saklanan yaprak Orneklerinden 0,5 g tartildt ve yapraklar 4 ml

metanol:kloroform:H,O (12/5/3 v/v) karisimi ile homojenize edildi. Homojenize
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haldeki 6rnekler, +4°C’de iki gece bekletildi. Bu siire sonunda, metanol iist
fazindan 1 ml alinarak, BioRad AGI1-X8 iyon secici regineden gegirilerek
saflastirildi. Islem sonrasinda rnekler membran filtreden (0,45 pm) gegirilerek
HPLC sisteme uygulandi. HPLC’de mobil faz olarak 15 mM KH,PO, , 0,8 ml
dakika™ sabit akig hizi ve 70°C sicaklik kosullar1 ve Nucleogel RP 100-8, 300x7.7
mm kolon ve koruyucu kolon kullanildi. Orneklerdeki glisin betain miktar1 UV
dedektor ile 195 nm’de, ayni c¢alisma kosullarinda tanimlanan glisin betain
standartlarindan elde edilen kalibrasyon egrisi kullamilarak nmol g. YA™

biriminde belirlendi.
2.9 FAD ve LOX Genlerinin RT-PCR Analizleri

Her uygulama grubundan 100 mg yaprak Ornegi alinarak Once sivi azotta t0z
haline getirildi. Total RNA izolasyonu i¢in Purelink RNA Mini Kit (Ambion)
kullanild1. izolasyon kitin protokoliine uygun olarak yapildi. Izole edilen
RNAlarin miktar1 Biofotometre (Ependorf) ile biitlinliigli ve kalitesi %]1’lik
agaroz jelde goriintiilenerek belirlendi. RNA Qscript cDNA sentezleme Kiti
(Quanta) kullanarak c¢DNA sentezi gerceklestirildi. LeFAD72 F: 5’-
ATTGTTGGGCATTGAGGGTA-3* R: 5-CCATGGATTTTTGACCCAAC-3’
LeLox F: 5’-AGAGGAGTGGCTGTTGAGGA-3’ R: 5’-
TGGTGCAACAATCTCTGAGC-3’ LeAc F: 5’-
CAGGCACACAGGTGTTATGG-3" R: 5’-GCCTCAGTCAGGAGAACAGG-3°
primerleri ile cDNA’in PCR amplifikasyonu, 94°C’de 1 dakika, 55°C’de 2 dakika,
72°C’de 3 dakika seklide 35 dongiide gergektestirilmistir. RT-PCR f{iriinleri 0.5 pg
mL" EtBr eklenmis %1 (w/v) agaroz jele yiiklenmistir. Jel, Vilber Lourmat jel
goriintiileme cihaziyla fotograflanmistir. Bio-Profil Bio-1D Windows Application
V11.9 software package (Vilber Lourmat, Marne la Vallée, France) ile analiz

edilmistir.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA
3.1. Biiyiime Parametreleri

3.1.1. Kok ve Govde Uzunlugu

Soguk stresine duyarli (Gary) ve toleransli (T47657) domates ¢esitlerinde
stres uygulamasinin 0, 1. ve 5. giinlerinde kok ve gévde uzunluklari belirlenmistir.
Kok ve govde uzunluklarina ait veriler sirastyla Sekil 3.1; 3.2; 3.3 ve 3.4’te
verilmistir. Soguk stresine duyarli ¢esitte, kontrol grubuna gore stres
uygulamasinin 5. giiniinde kok uzunlugu, soguk stresi uygulanan grupta %16,79;
GB uygulanan grupta %4,28 ve GB ve soguk stresinin birlikte uygulandigi grupta

ise %21,77 oraninda azald1 (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: Gary domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk uygulamasi
yapilan gruplarda kok uzunlugundaki degisimler (cm)
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5 20,0
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24.SAAT 5.GUN
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Soguk stresine duyarli c¢esitte govde uzunlugu stres uygulamasinin 5.
giintinde kontrol grubu bitkilerine gore sirastyla; soguk uygulanan grupta %12,03;
GB uygulanan bitkilerde %1,21; GB ve soguk uygulanan bitkilerde ise %15,2
oraninda azaldi. (Sekil 3.2).

Sekil 3.2: Gary domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamasi yapilan gruplarda gévde uzunlugundaki degisimler (cm)
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24.SAAT 5.GUN
OKONTROL HEHSOGUK BGB M GB+SOGUK
KONTROL SOGUK GB GB+SOGUK
24. SAAT 28,69+4,63 28,22+4,52 27,67+3,65 27,25+2,79
5. GUN 34,67+4,35 30,5+5,45 3425432 29,4+3,8

Soguk stresine dayanikli T47657 cesidinde de stres siiresince kok ve govde
uzunluklarindaki degisimler belirlendi. Stres uygulamasmin 5. giiniinde kok
uzunlugu kontrol gruplarina gére tiim gruplarda azaldi. Kontrol grubu bitkileri ile
karsilagtirildiginda  sirasiyla; soguk uygulanan bitkilerin kdk uzunlugunda
%15,33; GB uygulanan bitkilerde %5,32; GB ve sogugun birlikte uygulandigi
bitkilerde ise, %12,82 oraninda azalma oldugunu gozlendi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3: T47657 domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamasi yapilan gruplarda kok uzunlugundaki degisimler (cm)
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Sekil 3.4: T47657 domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamasi yapilan gruplarda gévde uzunlugundaki degisimler (cm)
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Stres uygulamasimnin 5. giiniinde govde uzunlugundaki degisimler
incelendiginde ise, kontrol grubu bitkilerine gore yalnmiz GB uygulanan grup
disindaki tiim gruplarda belirgin bir azalma goézlendi. Gévde uzunlugundaki
azalma, soguk stresi uygulanan grupta % 24,48; GB uygulanan grupta % 0,45; GB
ve soguk stresinin birlikte uygulandigi grupta ise % 19,98 oraninda kaydedildi
(Sekil 3.4).

Genel olarak disiik sicaklik uygulamasi her iki cesitte de kok ve govde
uzunlugunu azaltti. Stres uygulamasinin 1. giiniinde bu etki ¢ok belirgin degerlere
sahip olmadig1 icin sonuglarda 5. giin sonundaki degisimler dikkate alindi.
Domates bitkisi 6zellikle erken fide asamasinda 12°C nin altindaki sicaklhik
degerlerinden olumsuz etkilenmektedir (Yu ve ark., 2009). Bu etki 6ncelikle kok
ve goOvde biiylimesinin azalmasi seklinde goriilmektedir. Calismamizda da
ozellikle stres uygulamasinin 5. giiniinde soguga duyarli olan Gary ¢esidinde ve
soguga toleransli T47657 ¢esidinde de kok ve govde uzunluklarinda azalma
belirgin olarak gézlendi. Bugdayda yapilan calismada; 5°C’de biiyiiyen bitkilerin
govde uzunlugundaki azalma %75 oraninda azaldigr goriilmiistir. Aym
calismada, kok uzunlugunun ise %55 oraninda azaldigi goriilmiistiir. (Equiza M.
et. al. 2001). Misir bitkisinde yapilan bir ¢alismada ise, 2 giin boyunca soguk
stresine maruz kalan Dbitkilerdeki kok uzunlugu kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda %52 oraninda daha az oldugu goriilmiistir (Aroca R., et. al.
2001)

Ekzojen glisin betain uygulamasinin soguk stresine karst koruyucu etkisi
dayanikli ¢esit T47657 de kaydedildi. Bu ¢esitte GB uygulamasi, soguk stresinin
bliylimeyi azaltici etkisini hem kokte hem de gdvde de biiyiik Olcilide iyilestirdi.
Ancak Gary cesidinde de glisin betain uygulamasi hem kokte hem de govde de
stres etkisini arttirict bir etki gosterdi. Piring bitkisine tuz stresi kosullarinda
ekzojen GB uygulamasi yapilan bir calismada, bitkilerin kok ve govde

uzunlugunda 6nemli bir degisim olmadig gosterilmistir (Demiral 2005).
3.1.2. Kok ve Govde Yas Agirhiklar:

Soguk stresine duyarli (Gary) ve toleransli (T47657) domates ¢esitlerinde

stres uygulamasinin 0, 1. ve 5. giinlerinde kok ve govde yas agirliklar tartilarak,



35

kaydedildi. Kok ve govde yas agirlik degisimlerine ait veriler sirasiyla Sekil 3.5,
3.6, 3.7 ve 3.8’de verilmistir. Kok ve govde yas agirligi degerleri genel olarak
incelendiginde her iki ¢esidinde soguk stresinden olumsuz etkilendigi gozlendi.
Duyarli ¢esit Gary’de stres uygulamasinin 5. giiniinde kok yas agirliklar1 soguk
uygulanan grupta, GB uygulanan grupta ve GB ile birlikte soguk stresi uygulanan
grupta sirasiyla; %27,87; %]13,11 ve %18,03 oranlarinda azaldi. Ancak, tiim
degerler incelendiginde yas agirlik degisimi agisindan GB uygulamasmin soguk

stresinin etkisini 6nemli 6l¢iide iyilestirdigi goriildi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5: Gary domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamasi yapilan gruplarda kok yas agirligindaki degisimler (g)
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Sekil 3.6: Gary domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamasi yapilan gruplarda govde yas agirhigindaki degisimler (g)
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24. SAAT 2,68+1,03 2,53+1,23 2,49+0,89 2,17+0,49
5. GUN 5,7£1,39 3,42+1,33 4,5+1,27 3,07+0,88

Soguk stresinin bitkiler lizerindeki etkisinin anlasilmasi agisindan 6nemli
parametrelerden biri olan govde yas agirligi degisiminin duyarh gesitte uygulama
gruplarma gore farkli oldugu gozlendi. Gary ¢esidinde, govde yas agirlik
degisimindeki azalma en ¢ok GB ve soguk stresinin birlikte uygulandigi grupta
belirlendi. Soguk stresinin 5. giiniinde kontrol bitkilerinin gévde yas agirliklarina
gore; soguk stresine maruz kalan bitkilerin govde yas agirliklarnt % 40; GB
uygulanmis bitkilerin govde yas agirhiklart % 21,05; GB ve soguk stresinin
birlikte uygulandig: bitkilerin gévde yas agirliklar ise % 46,14 oraninda azald:
(Sekil 3.6).

Dayanikli ¢esit T47567°de kok yas agirliklari; stres uygulamasmin 5.
giinlinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda; soguk stresi, GB ve GB ile birlikte
soguk stresi uygulanmig gruplarda sirasiyla; %43, %14; %33 oranlarinda azaldi.
Soguk stresi kosullarinda GB uygulamasiin kdk yas agirligi lizerinde iyilestirici
etkisinin kok uzunluk degisimlerindeki iyilestirici etki ile uyumlu oldugu goriildii

(Sekil 3.7).
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Sekil 3.7: T 47657 domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamasi yapilan gruplarda kok yas agirligindaki degisimler (g)

1,6
— 1,4
20
swn 1,2
lE? 1
&
> 0,8
-
£ o6 |
> |
8
© 0,4
=t
= 0,2

0

24 SAAT 5.GUN
OKONTROL ESOGUK BGB MmGB+SOGUK
KONTROL SOGUK GB GB+SOGUK

24. SAAT 0,59+0,15 0,48+0,19 0,48+0,27 0,4+0,19
5. GUN 0,93+0,47 0,53+0,23 0,8+0,55 0,62+0,42

Soguk stresi kosullarinda T47657 c¢esidinde govde yas agirligi degerleri
incelendiginde stresin 5. giliniinde kontrol gruplarina gore, soguk stresi, GB ve GB
ile birlikte soguk stresi uygulanmis gruplarda govde yas agirligr sirasiyla; %22,
%3; %34 oranlarinda azaldi (Sekil 3.8). Govde yas agirligindaki bu degisim
govde uzunluk degisimlerinden farklilik gostermektedir. Diisiik sicaklik stresinin
bitkiler iizerinde olusturdugu cesitli olumsuz etkilerin en dnemli nedeninin, hiicre
seviyesindeki suyun miktarinin ve kullanilabilirliginin  azalmas1 oldugu
bilinmektedir. Bu agidan ele alindiginda yas agirlik degerlerindeki degisimler her
iki cesitte de soguk stresinin kok ve govde de su igerigini azalttigin1 ve eksojen
glisin betain uygulamasinin soguk stresinin etkisini iyilestirdigi gozlenmedi.
Ancak T47567 gesidinin kok yas agirlik degerlerinde glisin betain uygulamasinin
olumlu etkisi goriilmektedir. Benzer sekilde, Yu ve ark. (2009) domates bitkisinde
yaptiklar1 bir ¢alisma da 16°C (gﬁndﬁz)/80C (gece) sicaklik degerlerinde kok ve

govde de ozellikle yas agirlik degerlerinde belirgin bir azalma kaydetmislerdir.
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Sekil 3.8: T47657 domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamasi yapilan gruplarda gévde yas agirligindaki degisimler ()
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3.1.3. Kok ve Govde Kuru Agirhiklar:

Soguk stresine duyarl (Gary) ve toleransl (T47657) domates gesitlerinde
kok ve govde kuru agirliklart soguk stresi uygulamasmin 0., 1. ve 5. giinlerinde
tartilarak, kaydedildi. Kok ve govde kuru agirlik degisimlerine ait veriler sirasiyla
Sekil 3.9, 3.10, 3.11 ve 3.12’de verilmistir. Soguk stresi uygulamasinin 5.
giniinde Gary ¢esidinde, kok kuru agirlik degerleri, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda soguk stresi uygulanan grupta %33,3; GB uygulanan grupta
%16,6; GB ve soguk stresinin birlikte uygulandig1 grupta ise %33,3 oraninda
azaldi (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9: Gary domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamasi yapilan gruplarda kok kuru agirligindaki degisimler ()
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24. SAAT 0,040,02 0,036+0,01 0,04+0,04 0,030,007
5.GUN 0,06:0,02 0,040,02 0,05+0,02 0,040,018

Soguk stresine duyarli ¢esidin govde kuru agirliklari incelendiginde,
kontrol grubuna gore tiim uygulama gruplarinda belirgin bir azalma gozlendi.
Govde kuru agirhigr stresin 5. gilinlinde, yalniz soguk stresi uygulanan grupta
%37,5; yalmiz GB uygulanan grupta %16; GB ile birlikte soguk stresi uygulanan
grupta ise %34 oraninda azald1 (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10: Gary domates gesidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamasi yapilan gruplarda govde kuru agirligindaki degisimler ()
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5.GUN 0,32+0,08 0,2+0,11 0,27+0,07 0,21+0,06

Genel olarak duyarh cesitte (Gary) diisiik sicaklik uygulamast kok ve
govde kuru agirliklarint daha 6nceden belirtilen biiylime parametrelerinde oldugu
gibi azaltmistir. Ancak Olciilen tim degerler karsilastirildiginda en Onemli
farklilik glisin betainin iyilestirici etkisinin sadece govde kuru agirhik degerleri

iizerinde goriilmesidir.

Soguk stresi uygulamasi toleransh gesitte de kok ve govde kuru agirlik
degerlerini olumsuz etkiledi. Soguk stresinin 5. giiniinde, T47567 cesidinde,
kontrol grubuna gore kok kuru agirliklari; yalniz soguk stresi uygulanan grupta
%25, yalmiz GB uygulanan grupta %25, GB ile birlikte soguk stresi uygulanan
grupta %50 oraninda azaldi (Sekil 3.11). Soguk stresine dayanikli ¢esidin gévde
kuru agirliklart 5. giinde, kontrol bitkilerinde gore soguk stresi, GB ve GB ile
birlikte soguk stresi uygulanan gruplarda sirasiyla; %38; %20,5; %38 oraninda
azaldi (Sekil 3.12). Kuru agirlik degerlerinde gozlenen azalma soguk stresinin
genel etkisini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte eksojen glisin betain
uygulamasi kuru agirlik degerleri agisindan hem kok de hem de govde de

tyilestirici bir etki géstermemistir.
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Sekil 3.11: T47657 domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamasi yapilan gruplarda kok kuru agirligindaki degisimler (g)
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Sekil 3.12: T47657 domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamasi yapilan gruplarda govde kuru agirhgindaki degisimler (g)
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Kok ve govde kuru agirliklart sonuglart birlikte degerlendirildiginde,
soguk stresinden her iki domates ¢esidinin de etkilendigini gostermektedir. Glisin
betain uygulamasi, hem Gary’de hem de T47567°de soguk stresinin etkisini

belirgin bi¢imde iyilestirememistir.

3.2. Fotosentetik Aktivite

Fotosentetik verim bitkilerin soguk stresinden etkilenme derecelerini
gosteren onemli parametrelerden biridir. Fotosentez etkinliginin soguk stresinden
nasil etkilendigini gozlemleyebilmek igin duyarl ¢esit Gary’de ve dayanikli gesit
T47567°de Fv/Fm oranlar stres uygulamasinin 0., 1. ve 5. gilinlerinde Olciilerek
kaydedildi (Sekil 3.13 ve 3.14). Fotosentetik verimin duyarli g¢esitte en cok 1.
giinde etkilendigi gozlendi. Kontrol bitkilerine gore; soguk stresi uygulanan
grupta fotosentetik verim 1. giiniinde, %1,42; 5. giinde ise %1,3 oraninda azaldi.
GB uygulamasindan sonra bitkiler GB aliniminin arttirilmasi igin literatiirde
Onerildigi gibi 24 saat karanlikta tutuldu bu nedenle 0. saat degerleri kontrol
degerlerinin altinda gozlendi. Kontrol gruplar ile karsilastirildiginda GB
uygulanan grupta Fv/Fm degeri yaklasik olarak % 2,75 oraninda azaldi. Ancak
GB uygulanan gruplardaki fotosentetik verim degeri 1. ve 5. giinlerde kontrol
fotosentetik verim degerlerine ulasti. Gary cesidinde, GB ve soguk stresinin
birlikte uygulandigi gruplarda soguk stresinin 5. giiniinde Fv/Fm degerleri yalniz
soguk stresi uygulanan gruplara gére % 0,6 oraninda artis gosterdi. Bu deger
kontrol gruplarmin Fv/Fm degerlerine ¢ok yakindir ancak GB uygulanan grup ile
karsilagtirildiginda %1,63 oraninda azalmistir (Sekil 3.13).

Soguk stresine dayanikli ¢esidin fotosentetik verimi; kontrol grubuna gore;
soguk stresi uygulanan bitkilerde 1. ve 5. giinlerde sirasiyla; %0,48 ve %0,047
oraninda azaldi. GB uygulamas1 yukarida anlatildigi gibi yapildigi i¢in bu
gruplarda da 0. giin Fv/Fm degerleri kontrol seviyelerinden olduke¢a diisiik
diizeyde belirlendi. T47567 c¢esidinde 0. giinde kontrol gruplar ile
karsilagtirildiginda GB uygulanan grupta Fv/Fm degeri yaklasik olarak % 4,38
oraninda azaldi. GB ve soguk stresinin birlikte uygulandig1 grupta ise Fv/Fm

degeri; GB uygulanan grup ile karsilastirildiginda 1. ve 5. giinlerde sirasiyla %4
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ve 9%0,12 oraninda azaldi. Ancak yalniz soguk stresi uygulanan grupla

karsilastirildiginda 5. giinde % 0,26 oraninda artt1 (Sekil 3.14).

Sekil 3.13: Gary domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamasi yapilan gruplarda fotosentetik verim degerlerindeki degisim (Fv/Fm)
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Sekil 3.14: T47567 domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamasi yapilan gruplarda fotosentetik verim degerlerindeki degisim (Fv/Fm)
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Literatiirde farkli abiyotik streslerin bitkilerde fotosentez iizerinde
olusturdugu olumsuz etkilerin ekzojen GB uygulamasi ile giderilmesine yonelik
cesitli ¢alismalar bulun-maktadir. Ornegin Misir bitkisinde yapilan bir calismada,
farkl1 tuz stres kosullarinda konsantrasyonlarda tuz stresi ile birlikte GB
uygulamasi yapilmistir. Elde edilen sonuglara gére GB uygulanmis bitkilerde
fotosentetik verim en yiiksek seviyede elde edilmistir. Ayrica tuz stresi ile birlikte
GB uygulanmis bitkilerdeki fotosentetik verim degerlerinin yalniz tuz stresi
uygulananlara gore, daha yiikse, diizeyde oldugu kaydedilmistir (Yang and Lu,
2005).

Domates bitkisinde yapilan bir calismada farkli konsantrasyonlarda GB
uygulamasinin fotosentez verimliligi lizerine etkisi incelenmis ve sonugta en
yiksek konsantrasyonda (10 mM) GB uygulanmis gruplardaki fotosentetik
verimin en yliksek diizeyde oldugu gosterilmistir. Ayrica ayni ¢alismada, soguk
stresine karst GB’nin fotosentez verimini arttirict rolii oldugu gosterilmistir.
Ancak bu iyilestirici etkinin zamana bagli olarak degistigi gozlenmistir. Bu
calismada soguk stresinin ilk gilinlerinde GB uygulamasinin fotosentetik verim
acisindan daha etkili oldugu vurgulanmistir (Park ve ark. 2006). Bizim
calismamizda belirledigimiz fotosentetik verim sonuglart ile bu ¢alismada elde
edilen veriler birbirine paralellik géstermektedir. Calismamizda her iki cesitte de
GB uygulamasinin fotosentetik verimi arttirdigi kaydedildi. Ayrica, GB ve soguk
stresi birlikte uygulandiginda, hem Gary ¢esidinde hem de T47567 cesidinde,
yalniz soguk stresi uygulanan gruplara gore daha yiiksek fotosentez verimi
gozlendi. Deneme siiresi dikkate alindiginda soguk stresi kosullarinda, GB
uygulamasinin fotosentez verimi iizerinde daha iyi bir koruma saglamasi, Park ve
ark. (2006) tarafindan Ongoriilen glisin betainin kisa siireli koruyucu etkisini

destekler niteliktedir.
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3.3.  Yaprak Ozmotik Potansiyeli

Yapraklarin ozmotik potansiyelindeki degisimlerin belirlenmesi bitkilerin
cesitli streslere karsit verdikleri yanitlarin anlasilmasi agisindan 6nemlidir. Bu
nedenle calismamizda, soguk stresine duyarhi g¢esit Gary’de ve dayamikli gesit
T47567°de yaprak ozmotik potansiyel degisimleri soguk stresi uygulamasinin 0.,
1. ve 5. gilinlerinde Olciilerek kaydedildi (Sekil 3.15 ve 3.16). Duyarli ¢esidin
yaprak osmotik potansiyeli, 1. giinde kontrol grubu bitkilerine gore tiim uygulama
gruplarinda artis gosterdi. Yaprak ozmotik potansiyelindeki artis orani, soguk
stresi uygulanan, yalniz GB uygulanan ve GB ile birlikte soguk stresi uygulanan

grupta sirastyla; %4,19; %9,36 ve %16,77 olarak kaydedildi.

Gary ¢esidinde soguk stresinin 5. giiniinde, yalniz soguk stresi uygulanan
bitkilerde yaprak ozmotik potansiyeli %5,76 oraninda artti. Bununla birlikte
yaprak ozmotik potansiyeli yalniz GB uygulanan bitkilerde %2,03 oraninda
azaldi. GB ile birlikte soguk stresi uygulanan bitkilerde ise yaprak ozmotik
potansiyeli %13,56 oraninda artis gosterdi (Sekil 3.15).

Sekil 3.15: Gary domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk uygulamasi
yapilan gruplarda ozmotik potansiyel degerlerindeki degisim (mmol kg ™)
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Soguk  stresine  dayanikli  ¢esitte  (T47567) yaprak ozmotik
potansiyellerindeki degisim incelendiginde duyarli c¢esitten (Gary) farklilik
gosterdi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; 1. giinde yalniz soguk stresi
uygulanan grupta yaprak ozmotik potansiyeli %4,66 oraninda artis gosterirken,
GB uygulanan grupta %6,83 oraninda azaldi. Bununla birlikte, GB ve soguk
stresinin birlikte uygulandig1 grupta yaprak ozmotik potansiyeli %8,08 oraninda
artis gosterdi. Yaprak ozmotik potansiyeli 5. giiniinde, soguk stresi uygulanan
grupta %6,5 oraninda artti. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda yaprak ozmotik
potansiyeli yalniz GB uygulanan grupta %4,88 azalirken, GB ve soguk stresinin
birlikte uygulandigi grupta %0,81 oraninda artig gorildi (Sekil 3.16). Son
gruptaki ozmotik potansiyel degerlerinin kontrol degerlerine ¢ok yakin olmasi,
diisiik sicaklik kosullarinda eksojen GB uygulamasinin dayanikli ¢esitte koruyucu
etkisini ortaya koymaktadir.

Bitkilerin, ¢esitli abiyotik stres kosullar1 altinda en kisa siirede verdikleri
yanitlardan biri yaprak ozmotik potansiyelindeki artistir. Bu baglamda, soguk
stresi uygulandiginda ilk 24 saatlik donemde, hem dayanikli hem de duyarl
domates c¢esitlerinin yaprak ozmotik potansiyellerinin artmasit beklenen bir
durumdur. Benzer yanitlar farkli abiyotik streslerle yapilan calismalarda da
gdzlenmistir. Ornegin, tuz stresi uygulanmis domates bitkileri ile yapilan bir
caligmada tuz konsantrasyonundaki artisa bagli olarak osmotik potansiyel de artis
gostermistir. Ayni1 ¢aligmada tuz stresi uygulanmadan GB uygulamasi yapilmisg
bitkilerde yaprak osmotik potansiyeli GB konsantrasyonundaki artmasina bagh
olarak artmigtir. Tuz stresi ve GB birlikte uygulandiginda ozmotik potansiyelde

azalma gdzlenmistir (Heuer, 2003).
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Sekil 3.16: T47567 domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamasi yapilan gruplarda ozmotik potansiyel degerlerindeki degisim (mmol kg ™)
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3.4. Bagil Su Icerigi RWC)

Soguk stresine duyarli gesit Gary’de ve dayanikli gesit T47567°de yaprak
bagil su igerigi degisimleri soguk stresi uygulamasinin 0., 1. ve 5. giinlerinde
Olgiilerek kaydedildi (Sekil 3.17 ve 3.18). Soguga duyarli c¢esitte stres
uygulamasinin 1. ve 5. giinlerindeki RWC sonuglar1 kontrol grubuna gore belirgin
bir azalma gosterdi. Soguk stresi uygulamasinin 1. giiniinde RWC degerleri yalniz
soguk stresi uygulanan, yalniz GB uygulanan ve GB ile birlikte soguk stresi
uygulanan gruplarda sirasiyla; %9,75, %9,00 ve %13,40 oranlarinda azaldi.
Bununla birlikte stres uygulamasinin 5. giinlinde RWC degerleri yalniz soguk
stresi uygulanan grupta %13,73; yalniz GB uygulanan grupta %3,12 ve GB ile
birlikte soguk stresi uygulanan grupta %1,64 oraninda azald1 (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17: Gary domates g¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamasi yapilan gruplarda bagil su igerigi (RWC) degerlerindeki degisim (%)
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KONTROL SOGUK GB GB+SOGUK
24. SAAT 86,52+3.63 78,08+3,92 78,7343,26 74,93+5,34
5. GUN 85,77+2,53 73,99+1,105 83,09+0,52 84,36+1,81

Soguk stresine dayanikli gesit T47567°de de soguk stresinin 1. ve 5.
giinlerindeki RWC sonuglar1 duyarli c¢esitteki sonuglara benzer bir degisim
gosterdi. Soguk stresinin 1. gilininde RWC degerleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda yalniz soguk stresi uygulanan grupta%~38,64 oraninda azaldi.
Yalniz GB uygulanan grupta bu diistis %5,85 oraninda, GB ile birlikte soguk
stresi uygulanan bitkilerde ise %9,44 oraninda gergeklesti. Soguk stresinin 5.
giinlinde RWC degerlerindeki azalma yalmiz soguk stresi uygulanan grupta
%?9,44; yalniz GB uygulanan grupta %6,12; GB ile birlikte soguk stresi uygulanan
grupta %4,22 olarak kaydedildi (Sekil 3.18).

Her iki ¢esitte de glisin betain uygulamasinin soguk stresine kars1 koruyucu etkisi
5. ginde daha belirgin olarak goriilmektedir. Yaprak bagil su igerigindeki
degisim, hem duyarli (Gary) gesitte hem de dayanikli (T47567) gesitte GB ve
soguk stresinin birlikte uygulandig1 gruplarda kontrol degerlerine yakin diizeyde
degerlere sahiptir. GB ve soguk stresinin birlikte uygulandigir gruplarin RWC
degerleri, yalmiz soguk stresi uygulanan gruplarla karsilastirildiginda Gary
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cesidinde %14 oraninda; T47567 ¢esidinde %5,77 oraninda artis gosterdi. Misirda

yapilan bir ¢alismada, 72 saat soguk stresine maruz kalan bitkilerin RWC orani

tolerantli cesitte %89; duyarl cesitte ise %69 oraninda daha yliksek oldugu tespit
edilmistir (Equiza M., et. al., 2001).

Sekil 3.18: T47657 domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk

uygulamasi yapilan gruplarda bagil su igerigi (RWC) degerlerindeki degisim (%)
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Yaprak Elektriksel S1izint1 Olgiimleri

Soguk stresinin hiicre diizeyinde olusturdugu en 6nemli hasarlardan biri

hiicre zarmin biitiinliigiiniin bozulmasidir. Hiicre zarinin biitlinliigliniin bozulmast

elektrolit (iyon) sizintisina neden oldugu icin yapraklarin elektrik iletkenligi

degerleri degisir. Yapraklarda elektriksel iletkenligin degisimin goreceli olarak

tespit edilerek soguk stresinin olusturdugu hasar miktar1 tayin edilebilinir.

Calismamizda, soguk stresine duyarli ¢esit Gary’de ve dayanikli ¢esit T47567°de

yaprak elektriksel iletkenlik degerlerindeki degisimler soguk stresi uygulamasinin

0., 1. ve 5. giinlerinde 6Slgiilerek kaydedildi (Sekil 3.19 ve 3.20).
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Duyarl1 gesitte soguk stresi uygulamasinin her iki giiniinde de yalniz soguk
stresi uygulanan gruplarda, elektriksel iletkenlik degerleri kontrol gruplarina gore
belirgin bir artis gdsterdi. Bu artis 1. glinde %16,33 oraninda, 5. giinde ise %28,28
oraninda belirlendi. Yalniz GB uygulamasi yapilan gruplarda elektriksel iletkenlik
degerleri kontrol gruplarina gore 1. ve 5. giinlerde sirasiyla %15,64 ve %4,59
oranlarinda azaldi. GB ve sogugun birlikte uygulandigi gruplarda 1. ve 5.
glinlerde yaprak elektriksel iletkenlik degerleri kontrol grubu bitkilerine gore
strastyla %7,1 ve %55,81 oraninda azald1 (Sekil 3.17).

Sekil 3.19: Gary domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamasi yapilan gruplarda yaprak elektriksel iletkenlik degerlerindeki degisim (%)
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24, SAAT 19,31+£2,16 23,08+2,02 16,29+6,02 17,94+7,42
5. GUN 18,51+6,02 25,81+8,77 17,66+6,07 8,18+2,5

Soguga dayanikli T47567 cesidimizde de soguk stresinin tek basina
uygulandig1 gruplarda elektriksel iletkenlik belirgin bir bicimde artig gosterdi.
Soguk stresinin 1. giinlinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda yapraklardaki
elektriksel iletkenlik degisimi, yalniz soguk stresi uygulanan grupta % 18,36 artis
gosterdi. Bununla birlikte elektriksel iletkenlik degerleri yalmiz GB uygulanan
grupta ve GB ile birlikte soguk stresi uygulanan grupta sirasiyla, %9,93 ve %3,24

oraninda azaldi. Dayanikli gesitte soguk stresi uygulamasinin 5. giiniinde ise,
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yalniz soguk stresi uygulanan gruplarda elektriksel iletkenlik %84,53 oraninda ve
yalniz GB uygulanan grupta %5,62 oranlarinda artis gosterdi. GB ile birlikte
soguk stresi uygulanan grupta ise yaprak elektriksel iletkenligi %8,46 oraninda

azaldi.

Yaprak elektronik sizinti degerlerindeki degisim sonuglar1 her iki gesitte
yalniz soguk stresinin uygulandigi gruplarda stres etkisini belirgin bir bigimde
gostermektedir. Sonucglarimizda soguk stresinin iletkenligi O6nemli sekilde
arttirdig1 goriilmektedir. Ozellikle 5. giin sonuglar1 incelendiginde elektrolit (iyon)
sizintisinin duyarli ¢esitte %28,28 dayanikli ¢esitte ise %84,53 oraninda arttig1
goriildii. GB uygulamasimin ve GB ile birlikte soguk stresi uygulamasinin
yapraklardaki elektrik iletkenliginin korunmasi i¢in 6nemli oldugu 6zellikle stres
uygulamasinin 5. gilinde her iki ¢esitte de elektriksel iletkenlik degerlerinin
azalmasi ile belirlendi. Bu durum, GB’nin membran kararliligini korudugunu
gdsteren literatiirdeki birgok calisma ile uyum gostermektedir. Ornegin, Park ve
ark tarafindan (2006) domates bitkisinde yapilan bir calismada, diisiik sicaklik
stresi  kosullarinda, GB uygulamasinin elektrik iletkenligini  korudugu

saptanmistir.

Sekil 3.20: T47567 domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamasi yapilan gruplarda yaprak elektriksel iletkenlik degerlerindeki degisim (%)
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3.6.  Lipid Peroksidasyonu

Yapraklardaki lipid peroksidasyonunun belirlenmesi i¢in malondialdehid
(MDA) miktarindaki degisimler soguk stresine duyarl ¢esit Gary’de ve dayanikli
cesit T47567°de soguk stresi uygulamasinin 0., 1. ve 5. giinlerinde Olgiilerek
kaydedildi (Sekil 3.21 ve 3.22). Soguga duyarli bitkilerin 1. Giinde MDA
sonuglar1 kontrole gore karsilastirildiginda yalniz soguk stres uygulanan grupta
%83,48; GB uygulanan grupta %19,30 ve GB ile birlikte soguk stresinin
uygulandig1 grupta %47,22 oranlarinda artti. Ayni uygulama gruplarina ait 5. giin
MDA degerleri sirasiyla kontrol gruplarina gore %115,33, % 48 ve %31,37 olarak
artis gosterdi. GB uygulanan soguk stresine duyarli gruplarda soguk stresi bitkileri

daha az etkilemistir.

Sekil 3.21: Gary domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamas yapilan gruplarda lipid peroksidasyonu (MDA miktar1) sonuglari (nmol g yas agirlik™)
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Soguga dayanikli olan ¢esidin MDA miktarlar1 0. saat, 12. saat, 24. saat ve
5. giinde belirlenmistir. Sonuglar; kontrol grubuna goére soguga maruz kalan
bitkilerin MDA degerlerine gore sirasiyla; %6,44, %3,68 ve %8,40 oraninda
artmistir. GB uygulanan gruplarda ise 12. saatteki artis onemli degildir. 24. Saatte
%14,72; 5. Giinde ise %6,42 oraninda artis gdzlenmistir (Sekil 3.20).

Sekil 3.22: T47567 domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi, GB uygulamasi, GB+soguk
uygulamas1 yapilan gruplarda lipid peroksidasyonu (MDA miktar1) sonuglar1 (nmol g yas agirlik™®)
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Chen (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada disaridan GB uygulanmis
mustr bitkisi 4°C soguk stresine maruz birakilmistir. Sonuglar; GB uygulanmadan
strese maruz kalan bitkilerin MDA miktarlarinin GB ile birlikte soguk
uygulananlara goére daha yiiksek oldugunu gosterir. Membran yapisinin
kararliliginin belirlenmesinde iki 6nemli parametre olan elektriksel iletkenlik ve
MDA sonuglari birbiriyle ortiismektedir. Her iki parametre soguk stresine maruz
kalan bitkilerin kararlilifinin azaldigin1 gosterir. Ama iletkenlik 24. Saatte 5. giine
gore daha fazla etkilenirken, MDA sonuglarina gore soguk stresinin membran

biitlinliigii tizerindeki olumsuz etkisi giderek artig gosterdi.
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3.7. Glisin betain miktari

Calismamizda domates yapraklarina uygulanan yapraklarda soguk
uygulamasinin 24. saatindeki ve 5. giiniindeki GB degeri belirlenmistir. GB
uygulamasi sonuglari bitkilerin GB’1 yapraklarindan aldigin1 gostermistir. Soguk
stresine duyarli grupta, GB uygulanmis ve sogukta tutulmus bitkilerdeki GB
miktart normal sartlarda tutulmus bitkilerdeki miktara gore 24. Saat ve 5. Giinde

sirastyla %99,62 ve 3,77 oraninda artmustir.

Soguga dayanikli ¢esitte ise, soguk stresi uygulanmis bitkilerin GB miktari
kontrol bitkileriyle karsilastirildiginda 24. Saate ve 5. Giinde sirasiyla; %2,53 ve

52,39 oraninda azaldig1 goriilmiistiir.

Sekil 3.23: Gary ve T47567 domates cesitlerinde glisin betain (GB) uygulamasi yapilan gruplarda
soguk stresi uygulamasimnim 1. ve 5. giiniindeki glisin betain miktarlar1 (nmol g yas agirhik™)
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3.8 LOX ve FAD Genlerinin ifadesindeki Degisimlerin Belirlenmesi

Tez projemiz kapsaminda, soguk stresinin ve soguk stresi ile birlikte glisin
betain uygulamasinin, Gary ve T47567 domates ¢esitlerinde kisa (0., 2. 6. ve 12.
saatlerde) ve uzun siirede (1. ve 5. glinlerde) LOX ve FAD genlerinin ifadeleri
tizerine etkisi de incelendi. RT-PCR ile belirlenen gen ifadesi degisim profillerine
ait jel sonuglart sekiller 3.24, 3.25, 3.26 ve 3.27 ’de verildi. Gen ifadelerinin
standardizasyonu ve cDNA miktarinin esit yiiklendigini teyit etmek igin referans
gen olarak “Aktin” geni kullanildi. Jel profilleri incelendiginde her iki ¢esitte de
soguk stresi ve soguk stresi ile birlikte glisin betain uygulamasinin gen ifadesi

degisimlerinde farkliliklara neden oldugu gortildi.

Gary’de ¢esidinde hem kisa hem de uzun dénemde LOX geninin ifadesi
FAD genine gore daha belirgin bir bigimde artis gosterdi (Sekil 3.24 ve 3.25).
Soguk stresi uygulamasinin 2. saatinde hem soguk stresi uygulamasinda hem de
soguk stresi ile birlikte glisin betain uygulamasinda LOX geninin ifadesi artis
gosterdi. Ancak bu artis soguk stresi ile glisin betain uygulanan grupta daha
belirgin ortaya ¢ikti. Soguk stresi uygulamasinin 6. saatinde LOX ifadesi 2. saate
gore azalma gosterdi. FAD profilleri incelendiginde Gary ¢esidinde 2. saatte
soguk stresi ile birlikte glisin betain uygulamasinda artis gézlendi. Diger saatlerde
FAD geninin ifadesinde belirgin bir degisim gozlenmedi. LOX geninin 1. ve 5.
giinlerdeki ifade degisim profilleri incelendiginde 1. giinde hem soguk uygulamasi
yapilan grupta hem de soguk stresi ile birlikte glisin betain uygulanan grupta ifade
degisimi ayn1 derecedeydi. Denemenin 5. giiniinde her iki uygulamada da LOX
ifadesi artarken bu artis yalniz soguk uygulanan grupta daha belirgin ortaya cikti.
FAD geninin ifadesi incelendiginde 1. giinde soguk stresi ile birlikte glisin betain

uygulanan grupta artis gozlendi.



Sekil3.24: Gary domates ¢esidinde soguk uygulamasi ve GB+soguk uygulamasi yapilan
gruplarda kisa donemde (0, 2, 6, 12 saat) LOX ve FAD72 genlerinin ifade degisimlerinin RT-

PCR yontemi ile belirlenmesi. Standardizasyon i¢in referans gen olarak aktin geni kullanildi

e e B
BT TN

- | - — AKTIN

0.SAAT 2.SAAT 2. SAAT 6.SAAT  6.SAAT  12.SAAT  12.SAAT
SOGUK SOGUK+GB SOGUK SOGUK+GB SOGUK SOGUK+GB

Sekil3.25: Gary domates gesidinde soguk uygulamasi ve GB+soguk uygulamasi yapilan
gruplarda uzun donemde (1. ve 5. giinler) LOX ve FAD72 genlerinin ifade degisimlerinin

RT-PCR yontemi ile belirlenmesi. Standardizasyon i¢in referans gen olarak aktin kullanildi.
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24SAAT 24SAAT  24.SAAT  5.GUN 5.GUN 5.GUN
KONTROL SOGUK SOGUK+GB KONTROL SOGUK SOGUK+GB

Calismamizda kullandigimiz ikinci c¢esit T47657°de LOX ve FAD
genlerinin degisim profilleri incelendiginde kisa ve uzun donemde Gary ¢esidine
gore farkli bir profil gozlendi (Sekil 3.26 ve 3.27). LOX genin stres
uygulamasinin 2. saatinden itibaren hem soguk uygulanan hem de soguk stresi ile
birlikte glisin betain uygulanan gruplarda artis gosterdi. Bu degisim 1. giinde de
devam etti ancak 5. glinde gen ifadesinde herhangi bir artis gozlenmedi. FAD
geninin belirimi incelendiginde soguk stresine yanitta bu ¢esitte bu genin daha
belirgin bir ifade degisimi gosterdigi goriildii. FAD geninin ifadesi soguk stresi
uygulanan ve soguk stresi ile birlikte glisin betain uygulanan gruplarda 2. ve 6.

saatlerde benzer diizeylerde goézlenirken 12. Saatte Ozellikle soguk stresi ile
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birlikte glisin betain uygulanan grupta belirgin bir artis saptandi. FAD geninin
ifadesi, 5. glinde de soguk stresi uygulanan ve soguk stresi ile birlikte glisin betain

uygulanan gruplarda artig gosterdi.

Sekil3.26: T47657 domates ¢esidinde soguk uygulamasi ve GB+soguk uygulamasi yapilan
gruplarda kisa dénemde (0, 2, 6, 12 saat) LOX ve FAD72 genlerinin ifade degisimlerinin RT-

PCR yontemi ile belirlenmesi. Standardizasyon icin referans gen olarak aktin geni kullanildi.

LOX

FAD

T I T T T

0.SAAT 2.SAAT 2.SAAT 6.SAAT  6.SAAT  12.SAAT 12 SAAT
SOGUK SOGUK+GB SOGUK SOGUK+GB SOGUK SOGUK+GB

|

Sekil3.27: T47657 domates ¢esidinde kontrol, soguk uygulamasi ve GB+soguk uygulamasi
yapilan gruplarda uzun donemde (1. ve 5. gilinler) LOX ve FAD72 genlerinin ifade
degisimlerinin RT-PCR yontemi ile belirlenmesi. Standardizasyon igin referans gen olarak

aktin kullanildi.

LOX

FAD

24SAAT  24SAAT  24.SAAT  5.GUN 5.GON 5.GUN
KONTROL SOGUK SOGUK+GB KONTROL SOGUK SOGUK+GB

Her iki cesitte de kisa ve uzun donemde gen ifadesi degisim profilleri
belirgin farkliliklar gostermektedir. Bu durum duyarli ve dayanikli cesitlerin
soguk stresine verdigi yanitlar agisindan ele alindiginda Gary’de LOX geninin
ifadesi ile iliskili siire¢lerin aktif hale geldigini, 747567 de ise FAD genin ile
iligkili yanitlarin aktif oldugunu gostermektedir. Soguk stresine verilen yanitlar
acisindan, tiim parametrelerle birlikte degerlendirdigimizde LOX ve FAD
genlerinin ifade degisim profilleri her iki c¢esitte de belirgin bir uyum

gostermektedir.
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