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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ABIOTIK STRES ADAY GENLERININ UZUM CESIT VE ANACINDA iFADE
PROFILLERININ ARASTIRILMASI

Mohammed EBRAHIME
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Danisman: Prof. Dr. Ali ERGUL

Kuraklik ve tuz stresine toleransta rol oynayan aday genlerin belirlenmesi ve klonlanmasi,
abiyotik stres yolaklarinin aydinlatilmasinda biiyiik onem tasimaktadir. LEA (Late
Embryogenezis Abundant) gen ailesi ve bu ailenin alt grubunda yer alan Dehidrin (DHN)
genlerinin kurak/tuz stres cevabinda pozitif korelasyon gdsterdigi bilinmekle birlikte, tiziim
gesit/anaglarinda konu ile ilgili aday genlerin belirlenmesi/klonlanmasi konusunda

yiiriitiilen arastirmalar sinirlidir.

Bu ¢alismada, Cabernet Sauvignon (CS) ¢esidi ve Solonis X riparia 1616 C anacina tuz
(120 mM NaCl) ve kuraklik stresi (%20 PEG) uygulamalarinda, Vitis vinifera- LEA
(VVLEA) ve Vitis vinifera- Dehidrin (VVDHN) olmak iizere iki aday genin ifadeleri Real
Time PCR ile analiz edilmistir. Calisma sonucunda; VVDHN aday geninin ifadesi ¢esitte
kuraklik stresinde 24. saatte, anagta ise daha erken (2. saat) devreye girerken, tuzluluk
kosullarinda ise anagta 12. saatte yiiksek artis gostermistir. VVLEA aday genin ifadesi ise
cesitte hem kurak hemde tuzluluk kosullarinda 6. saatte anacta ise 12. saatte yiiksek artis

gostermistir.

Sonu¢ olarak, iki gen boélgesinin ifade diizeyinde iki farkli tiirde (¢esit-anag) ifade
varyasyonlar1 belirlenmis ve bu genlerin klonlanmaya aday stres genleri oldugu
kanitlanmigtir. Arastirma asmada LEA gen ailesinin ifadesine yonelik ilk calisma olup

DHN genlerine yonelik ¢calismalara da katki saglayacagi diistiniilmektedir.
2013, 98 Sayfa

Anahtar kelimeler: Vitis, 16-16C, Cabernet Sauvignon, late embryogenesis abundant
(LEA), dehydrin (DHN), gen ekspresyonu



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

RESEARCH ON GRAPE CULTIVAR AND ROOTSTOCK EXPRESSION
PROFILES OF THE PREDICTED ABIOTIC STRESS GENES

Mohammed EBRAHIME
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Prof. Dr. Ali ERGUL

The identification and cloning of candidate genes involved in drought and salt stress

tolerance, is of a great importance in elucidation of abiotic stress pathways.

LEA (Late Embryogenesis Abundant) gene family and the family's sub-group of the
dehydrated (DHN) genes are known to be positively correlated with drought / salt stress
response; however, the research conducted in determination and cloning of candidate genes
in the grape cultivar / rootstocks is limited.

In this study, Cabernet Sauvignon (CS) variety and Solonis X riparia 1616 C rootstock
were treated under salt (120 mM NacCl) and drought stress (20% PEG); then by using Real
Time PCR, expression of two candidate genes, VVLEA and VVDHN were determinated.
The study showed that, in CS gene expression of VWWVDHN has increased at 24™ hour after
drought stress treatment; however, in 1616 C, it has showed the highest increase in salinity
conditions at 12" hour post treatment. Gene expression of VVWVLEA increased at 6" hour
after treatment for both salinity and drought conditions, but for the rootstock increased at

6" hour.

As a result, gene expression level of the two various regions of the two species (variety -
rootstock) were determined and these genes have proven to be a candidate stress genes for

cloning.

The research is the first in the study of the LEA gene family expression in grapevine and
DHN genes are also thought to contribute to its efforts in the area.

2013, 98 Pages

Keywords: Vitis, 16-16C, Cabernet Sauvignon, late embryogenesis abundant (LEA),
dehydrin (DHN), gen expression
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1.GIRIS

Abiyotik stres faktorleri, diinya genelinde birgok tarim alanini etkilemekte buna bagl
olarak, triin kalitesinin ve miktarinin azalmasina neden olmaktadir (1). Abiyotik stres
faktorlerinin basinda gelen ve birbirleri ile iliski halinde olan kuraklik ve tuz stresi
bitkilerde metabolik olaylar1 (fotosentez vb.) yavaslatmakta ve stresin devami halinde

bitkilerde 6liim meydana gelebilmektedir.

Kurak ve tuz stresi kosullarinda bitki de her iki strese kars1 verilen erkencil cevaplar biiyiik
oranda benzerlik gostermektedirler (2). Her iki stres iginde bitki hiicrelerinde olusan
dehidrasyon nedeni ile hacimsel azalmalar gergeklesmekte, bununla birlikte bitkide stres
kosulu, stiresi ve derecesine bagli olarak, biiylime yavaslamakta, stomalar kapanmakta,
fotosentez hiz1 azalmakta, koruyucu protein ve antioksidan birikimi ise artmaktadir (2, 3).
Oldukca kompleks olan bu siire¢ bir ¢cok biyokimyasal ve molekiiler mekanizmay1 (gen
vb.) icermektedir (1). Bu nedenle kurak ve tuz stresi toleransi ile ilgili molekiiler kontrol
mekanizmalarinin aydinlatilmasinda stres ile iligkili spesifik genlerin ifadesinin bilinmesi

Onem tasimaktadir.

Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda; LEA (Late Embryogenesis Abundant) gen ailesi
ve bu ailenin alt grubunda yer alan Dehidrin (DHN) genlerinin; tuzluluk, dehidrasyon ve
diisiik sicaklik (1, 4) gibi abiyotik stres kosullarinda, bitki stres cevabinda 6nemli rol
oynadig1 belirtilmektedir.

Asmada kuraklik ve tuz stresine yonelik yapilan arastirmalarda; kiiltiir asmasmin (Vitis
vinifera L.) kurakliga kismen yiiksek (5-10), tuza ise orta derecede tolerans gosterdigi
belirtilmistir (7, 11). Vitis vinifera L. c¢esitleri ile Amerikan asma anaglarinin
karsilastirilmasinda  ise, anaclarda genel olarak dayanikliligin diisik oldugu

bildirilmektedir (11). Kuraklik stresi bakimindan o6zellikle Vitis Rupestris melezi (10R,



140Ru, 99Rvb ) anaglar kuraga daha toleransli bulunurken, tuz stresinde ise 1616 C’ nin en

toleransli anaglarin basinda geldigi bildirilmistir (12).

Asmada kuraklik ve tuz stresi ile iligkili genlerin bulunmast ve bu genlerin ifade
profillerinin gesit- ana¢ bakimidan karsilastirilmasina dayanan calismalar azdir. Ozellikle
bitki dehidrasyonunda rol oynayan dehidrin gen ailesine yonelik bazi caligmalar
bulunurken (13), asmada LEA gen ailesine yonelik gen ifade profillerini igeren herhangi

bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Bu tez ¢aligmasinda; kuraklik ve tuz stresi ile iligkili olarak rol oynayan LEA ve dehidrin
gen ailelerinden birer aday gen bdlgesinin farkli kosul ve zamanlarda hem gesit (Cabernet
Sauvignon) hem Amerikan asma anacinda (Solonis X riparia 1616 C) ifade profilleri
karsilastirilarak, s6z konusu gen adaylarmin stres cevabina yonelik ifadesi ve ifade

dereceleri zaman bagimli olarak arastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Bitkilerde Abiyotik Stres

Stres; abiyotik (tuz, kuraklk, sicaklik, agir metaller, radyasyon vb.) ve biyotik (bakteri,
virus, mantar vb.) etmenler nedeniyle bitkinin herhangi bir déneminde biiyiime ve
gelismesindeki fizyolojik ve biyokimyasal olumsuzluklar seklinde tanimlanmaktadir. Stres
etmenlerinin olusturdugu zarar; bitkinin tiiriine, ¢gevreye adaptasyon ve tolerans derecesine,
bagl olarak degisim gdstermekte olup bu etmenler degisik bitkilerin degisik bolgelerde en
iyi sekilde adaptasyonunu belirleyen temel faktorler igerisinde yer almaktadir (14).

Bitkilerde morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisimlere neden olarak,
gelisim, {riin kalitesinin ve miktarinin azalmasina neden olan abiyotik stres etmenleri

nedeni ile tiriin verimlilik oranlarinda istenmeyen kayiplar gozlemlenmektedir (1).

2.1.1. Bitkilerde Kurakhk Stresi

Abiyotik stres etmenlerinin basinda gelen ve bitkisel tiretimi sinirlandiran (15) kuraklik
stresi; genel anlamda topragin sahip oldugu suyun yetersiz kalmasi ve buna bagli olarak
bitkilerin normal gelisimlerini saglayamamasi kosuludur. Kuraklik stresi su noksanlig1 ve
kuruma olarak iki tipi bulunmaktadir. Kurumaya oranla daha fazla gozlemlenen su
noksanligi; stomalarda kapanmaya ve gaz degisiminde kisitlamaya neden olan orta
diizeydeki su kaybidir (16). Kuruma ise, hiicre yapisi ve metabolizmanmn tamamen
bozulmasina ve biyokimyasal reaksiyonlarin durmasina neden olabilecek potansiyele sahip
olan asirt miktardaki su kaybi olarak tanimlanabilir (16). Kuraklik seviyeleri kuraklik
stiresi, siddeti bitkiye gore degiskenlik gosterip, bitkinin bulundugu ortamdaki yagissiz
donem, topragin su tutma kapasitesi, evapo- transporasyon hizi gibi etmenler kuraklik
seviyelerini belirlemektedir (17). Bitkilerde kuraklik stresinin etkileri 3 ana grupta

gozlenmektedir;



Mekanik etki: Hiicrelerde su azligina bagh olarak gergeklesen turgor kaybi ile ortaya
¢ikan etkidir. Hiicrede su kaybinin baslamasi ile membran yapisi yavas yavas degisiklige
ugrayarak jel fazina gecis yapmakta, bu gecis sirasinda hiicrede mevcut hacmin azalmasi
ile meydana gelen gerilim sonucunda plasma membraninda yirtilmalar meydana
gelmektedir. Ortamda serbest hale gecen hidrolitik enzimler ile hiicre otolize

olabilmektedir (18).

Metabolik etki: Hiicrede su kaybiyla meydana gelen iyon birikimi, membran biitinligiinii
denatiirasyon ve enzim inhibisyonu ile hiicredeki mevcut proteinlerin yapisini bozarak
metabolik etkiyi baslatmaktadir. Bununla birlikte hiicrede DNA, RNA degredasyonu da
gozlenebilmektedir (19).

Oksidatif etki: Kuraklik stresi altinda meydana gelen serbest radikaller (eslesmemis
elektron igeren molekiiller) hiicre i¢inde lipid peroksidasyonu veya yag asidi doygunlugu

meydana getirereck membran yapisinin bozunmasina neden olmaktadir (20).

Bitkilerde kuraklik stresine karsi gelistirilen dayaniklilik mekanizmalart ise; stresten
kacinma ve stres toleransi olmak iizere gerceklestirilmektedir. Stresten kac¢inma
mekanizmasina sahip tek yillik bitki olan ¢6l efemerleri, kurak mevsim siiresince yalnizca
dormant tohum halinde bekleyerek kuraklik stresinden kagmaktadirlar. Stres toleransi
gosteren sukkulent bitkiler ise; sukkulent dokularinda su depolayarak uzun siire kurakliga

kars1 canliliklarini siirdiirebilmektedirler (21).

Bitkilerde kuraklik stresine karsi olusturulan cevaplar; bitki tiirti, su kaybinin seviyesi ve
stiresi, bitkinin gelisim durumu, yasi, hiicre tipi ve hiicre i¢i kompartman (hiicre zar1 veya
hiicre ¢eperi gibi) durumuna gore degisim gostermektedir. Bu nedenle bitkide olusturulan
cevaplarin siiresi de ayni sekilde birkac¢ saniyeden (fosforilasyon gibi) bir ka¢ saate (gen

ifadesi degisiklikleri gibi) kadar farklilik gosterebilmektedir (22).



Kuraklik sirasinda bitkide cevap olarak, hidrolik (hiicrede turgor olusumu) ve kimyasal
sinyaller ile stomalarin kapanmasi, vaskiiler dokularda degisiklikler gibi tepkiler
gozlemlenmektedir. Bitkide cevap olarak gelistirilen bu stratejiler, kurakliktan kagcinma

(sakinma) veya kurakliga tolerans mekanizmalaridir (17, 23).

Stomalarin kapanmasi1 fotosentez gerilemesinin de temel nedeni sayilmaktadir. Orta
diizeydeki su noksanlig1 kosullart altinda stomalarin kapanmasina bagli olarak gergeklesen
bu smirlamalarda, bitki hormonlarindan ABA (Absisik asit) (24) ile meydana gelen
kalsiyum konsantrasyonundaki degisiklikler biiyiik rol oynamaktadir (25). Ayrica hidrolik
sinyaller olarak adlandirilan yaprak su potansiyeli veya toprak su potansiyelindeki
degisimlerde yine fotosentez olaymin gerilemesindeki diger nedenler olarak

gosterilmektedir (26).

Kuraklik stresinde morfolojik olarak ise silirgiin gelisimi yavaglamakta bununla beraber
koklerde ise topragin derin katmanlarindaki suya ulasabilmek igin kok sisteminin

gelistirilmesi seklinde adaptasyon gergeklesmektedir (24).

2.1.2. Bitkilerde Tuz Stresi

Yer alt1 kaynaklarmin olumsuz etkisi, kurak kosullar altinda toprak katmanlar arasinda tuz
birikmesi ile veya susuz tarim uygulamalari gibi nedenlerde meydana gelen tuzluluk tarim
alanlarinda verim ve kaliteyi olumsuz etkilemektedir (27). Diinya tarim alanlarina
bakildiginda; yaklasik olarak 800 milyon (% 6) hektarinda tuzluluk sorunu bulunmaktadir
(28). Ayrica, susuz tarim uygulamasi yapilan yaklasik 1500 milyon hektar alanin 32
milyon (%2) hektar alanda, sulu tarim uygulamasi yapilan yaklasik 230 milyon hektar alan
icerisinde ise, 45 milyon (%20) hektar alanda cesitli derecelerde toprak tuzlulugu sorunu

yasanmaktadir (28).



Tuz stresi ortamda bulunan tuz yogunlugu ve tuz stres siiresine bagl olarak bitkilerde
hiicre boéliinmesi, fotosentez gibi olaylar1 etkileyerek normal biiylime ve gelismeyi
engellemektedir (29). Bitki gelisiminde tuzlulugun etkileri genel olarak iki farkli sekilde
meydana gelmektedir. Bunlardan birincisi; bitkinin topraktan su alma yetenegini azaltarak
bitkide biiylimenin yavaglamasi ve sonucunda meydana gelen ozmotik strestir. Digeri ise,
tuz stresinin bitkide yarattig1 iyon (Na®, CI") spesifik etkisidir (30). Bitki hiicrelerinde tuz
stresi ile Na* ve CI” gibi iyonlarin birikmesi hiicre 6liimlerine neden olmaktadir. Hiicrede
Na’ oranindaki artisa bagli olarak, enzim fonksiyonlarinda gerileme, fotosentez azalmast,
hiicre membrane potansiyelinin bozulmasi, ozmotik dengesizlikler gibi bir¢ok olumsuz etki

yaratmakta (24) ayrica protein yapisinin bozulmasinda da gorev alabilmektedirler (31).

Olduk¢a kompleks olan tuz stresi hiicrede beraberinde bir ¢ok olayr aktive etmektedir.
Bunlardan biri de tuz stresinin Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) iizerine etkisidir. Stresle
beraber olusan su noksanligi beraberinde siiperoksit (O2), hidrojenperoksit (H,0,),
hidroksil radikalleri (OH) gibi ¢esitli ROT olusumunu gergeklestirmektedir (32). Buna
karsin bitkiler olusan ROT’ lerinden korunmak amagli antioksidan (glutatayon, karotenoid,
askorbat gibi) ve antioksidatif enzimleri (peroksidaz -POX), katalaz (CAT) gibi)
kullanmaktadirlar (31).

Tuzlulugun hiicrede yarattigi degisimler temelde membran yapisindaki goézlemlenen
degisiklerdir (33). Farkli bitkilerde farkli hiicresel olaylar gozlemlenmekle birlikte, genel
anlamda membranda bozunma ve kivrilmalar olugmakta, ayrica membran igerigindeki
lipitlerde yag asitlerinin doygunlugunda meydana gelen artma nedeniyle membran

akiskanliginda azalmalar olmaktadir (34).

Bitkiler kuraklik stresinde oldugu gibi tuz stresinde de bircok molekiiler ve biyokimyasal
mekanizlar1 devreye sokmaktadir (32). Tuz stresi altinda dayanikliligi saglayan tuz
toleransinda bitkilerin genel olarak verdikleri cevap mekanizmalar1 ozmolit (uyumlu
¢Oziinenler) iretimi, iyon homeostasisi degisimi, su transportu olarak gerceklesmektedir
(35). Stres altinda sitoplazmada iyon homeostasisinin saglanmasi igin bitkiler Na"’un

fazlasim vakuollerinde depo etmekte bu sayede metaboloik olaylarint devam



ettirmektedirler (32). Yapilan c¢aligmalarda Arabidopsis spp.’de iyon dengesinin
saglanmasinda 6nemli rol oynayan ve birbirine bagli halde {i¢ bolge (SOS1, SOS2 ve
SOS3) tespit edilmistir. SOS (Salt Overly Sensitive-Tuza Asir1 Duyarli) genleri ile aktive
olan SOS sinyal yolag: hiicrede Na* ve K* iyon dengesini diizenleyerek tuz toleransini
saglamaktadir (36). Diger bir cevap mekanizmasi olan ozmolitlerin (polioller-polihidrik
seker alkolleri, azot icerikli bilesikler, ¢oziinebilir proteinler, molekiiler agirlikli sekerler)
tiretimi ise ozmotik dengesinin saglanmasi amagli hiicrelerde biyosentezi yapilmaktadir
(30, 37). Ozmolitler; hiicrede su tutulmasini saglama, hiicresel makromolekiillerin
korunmasi, azot depolamasi, hiicresel pH’ nin korunmasi ve oksijen radikallerin ortadan

kaldirilmasi gibi pek ¢ok olayda rol oynamaktadirlar (32, 36).

2.1.3. Bitkilerde Kuraklik Stresi ile Tliskili Genler

Kuraklik stresine karsi uyarilan genler; erken cevap genleri ve gec cevap genleri olarak iki

genel grup olarak ayrilmaktadir. Bunlardan;

Erken Cevap Genleri: Kuraklik stresi karsisinda ¢ok hizli (dakikalar iginde) ve gegici
olarak indiiklenmekte olup ayrica gerekli sinyal bilesenleri 6nceden mevcut oldugu i¢in bu
genlerin indiiklenmeleri igin yeni protein sentezine ihtiyag duyulmamaktadir. Erken cevap
genleri ayrica ge¢ cevap genlerini aktive edecek transkripsiyon faktdrlerinin

sentezlenmesinde de gorev almaktadirlar (38).

Ge¢ Cevap Genleri: Kuraklik stresine karsi rol oynayan genlerin biiylik bir kismini
olusturmaktadirlar (39). Bu genler daha yavas indiiklenmekte ve gen ifadeleri genellikle
stirekli olmaktadir. Bu genlerin proteinleri ise; su kanal proteinleri, osmotik koruyucularin
(sekerler, prolin, glisin-betain) biyosentezinden sorumlu enzimler, saperonlar, proteazlar,
detoksifikasyon enzimleri ve LEA (ge¢ embriyogenez) proteinleri (39, 40) protein kinazlar,
cesitli transkripsiyon faktorleri ve fosfolipaz C gibi kuraklik stresine karsi rol oynayan

genlerin regiilasyonunda ve sinyal iletiminde gorevli proteinler yer almaktadir (40).



Kuraklik stresi kosullar1 altinda indiiklenen genler sadece iliskili proteinlerin iiretiminde
gorev almayip, aymi zamanda kuraklik stresi cevabinda sinyal iletim genlerinin

regiilasyonunda da 6nemli rol oynamaktadir (40).

2.1.4. Bitkilerde Tuz Stresi ile iliskili Genler

Bitkilerde kuraklik ve tuzluluk stres kosullarina karsi verilen erken cevap biiyiik olgiide
benzer oldugu, (2) her iki stres kosulunda bir¢ok ortak hiicresel reaksiyonun baslamakta
oldugu ve bu reaksiyonlarin pek ¢ok biyokimyasal ve molekiiler diizeyde mekanizmay1
icerdigi (1) bu nedenle pek cok genin ortak oldugu agiklanmistir (41-44). Bugiine kadar
tuzla birlikte ifadeleri artan pek ¢ok gen karakterize edilmis olup (38) tuz stresinde rol
oynayan genler fonksiyonlarina gére ozmolit sentezinde gorev alan genler, iyon dengesinin
diizenlenmesinde rol oynayan genler, antioksidatif enzimlerin sentezlenmesinden sorumlu
genler, transkripsiyon faktorlerinin sentezinde rol oynayan genler, hiicre dengesinin

saglanmasinda rol oynayan genler olarak gruplandirilabilmektedir (45-49).

2.1.4.1. LEA (Late Embryogenezis Abundant) Gen Ailesi

Embriyonun ge¢ donemlerinde bolca bulunduklari igin LEA (Late Embryogenezis
Abundant) olarak isimlendirilen proteinler (50), ilk kez gelismekte olan pamuk
embriyolarinda ¢alisilmistir (4, 50, 51). Kiigiik molekiiler agirligina sahip olan (10 kDa-30
kDa) (52) LEA proteinleri bitkide kok ve diger organlarda bulunmakla birlikte, hiicrede
genel olarak sitoplazma ve cekirdek kompartmanlarinda lokalize olmus durumdadirlar
(53).

LEA proteinleri, tohumlarin olgunlagsma asamasinda ve vejetatif organlarda ozellikle
soguk, kuruma, yiiksek tuzluluk, su eksikligi gibi stres kosullarinda biriken (54), sicaklik

degisimlerinde hiicrelerin fizyolojisini korumak igin gen ifadesini diizenleyen (55),



embriyo gelisimi ile indiiklenen protein grubudur (54, 55). Hidrofilik protein grubu iiyeleri
(56) olan LEA proteinleri Alanin, Glisin, Glutamik asit ve Treonin gibi aminoasitler

bakimindan zengin, Triptofan ve Sistein gibi aminoasitler bakimindan ise yoksundur (57).

Amino asit sekanslart ve mRNA homolojilerine dayandirilarak LEA proteinleri temel
olarak 5 smifa ayrilmaktadir (4, 50, 52). Bunlardan Grupl proteinler (D19 gibi), gelismis
bitkilerdeki vejetatif organlarda endosperm gelisimi ve ozmotik korumasinda Grup2
proteinler ise (D11 gibi) metabolizmada molekiiler saperonlar olarak ve kuraklikla
yakindan iliskili savunma proteinleri olarak rol oynamaktadirlar (53, 58, 59). Grupl
proteinler sadece bitkilerde bulunmaktadir. Grup3 proteinler ise (D7 gibi) gelismis
bitkilerde dehidrasyon sirasinda iyon zenginlestirilmesi ile iligkili olup, (53) Grup4
proteinler ise (pamuk LEA14, D113 gibi) dehidrasyon sirasinda membran stabilitesinin
korunmasinda gorev almaktadirlar (26). Grup3 proteinler yiiksek bitkilerin yanisira
nematod ve prokaryotlarda bulunmaktadir (60). Grup5 proteinler ise hem tohum
olgunlagsmasinda, hem de dehidrasyon sirasinda iyon konsantrasyon ayarlanmasinda rol

oynamaktadir (53).

2.1.4.2. Dehidrin Gen Ailesi

Son yillarda birgok bitkiye klonlanmasi yapilan (61) dehidrin geni (DHN); 1980’lerde
pamuk ve piringten izole edilmistir (62, 63). Dehidrinler LEA grubu gen ailesinden
(Grup2) olup, 9-200kDa arasinda genis bir molekiiler agirhigma sahiptir. Molekiiler
yapilarinda bulunan karakteristik korunmus dizilere sahip K-, S- ve Y- segmentlerin
varligina ve sayisina gore Kn, SKn, KnS, YnKn, ve YnSKn olmak iizere 5 alt gruba
ayrilmaktadirlar (64, 65). Bu segmentlerden K segmenti lizin aminoasit dizisi ile (EKK
GIME/DKI KEK LPG) zengin olup dehidrin molekiiliiniin genellikle C terminal ucunda 1-
11 kopya halinde yer almaktadir. Y segmenti ise korunmus tirozin aminoasit dizisi ile
zengin olup ((V/T)D(E/Q)YGNP) dehidrin molekiiliiniin genellikle N terminalinde yer
almaktadir. Casein kinaz2 (CK2) yardimi ile fosforilasyona ugrayabilen S segmenti ise
serin aminosit dizisi bakimindan zengindir (54, 66). Dehidrinler, yiiksek bitkiler, algler,

maya ve syonobakteri gibi canlilar arasinda genis bir yayilima sahiptirler (66, 67). LEA
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proteinleri gibi yiiksek oranlarda hidrofilik aminoasit icermelerinden dolay1 bulunduklari
ortamin Ozelligine gore (NaCl, SDS, Gliserol gibi yogun ortamlarda) konformasyonel

degisimler gosterdikleri yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir (68, 69).

Dehidrinlerin bitki dokularindaki lokasyonlarma bakildigi zaman genellikle bitkide
gelisme doneminde farkli dokularda farkli ¢esit ve miktarlarda yayilim gosterdigi
belirtilmistir. Ornek olarak; model organizma olan Arabidopsisde RAB18 ve musirda
RAB17 (DHNI1;YSK) dehidrin proteinlerinin olgun tohum igindeki endosperm ve
embriyodaki tiim bolgelerde de dagmik halde bulunduklari agiklanmistir (70, 71).
Tohumun yanisira Arabidopsis bitkisinde kok uclari, vaskiiler dokular, ¢icek ve
yapraklarda da dehidrinlerin varligi belirlenmis durumdadir (72). Hiicresel konum olarak
ise; dehidrinler sitozol, ¢ekirdek ve plazma membraninda bulunmalarina ragmen genel
olarak hiicre i¢i lokasyonlar1 sitoplazma ve g¢ekirdektir (73). Yapilan bir¢ok arastirma
dehidrin proteinlerinin fosforilasyona ugrayarak post-translasyonel konumda modifiye
oldugunu gostermektedir. ilk kez misirda DHN1 (Rabl17)’de gozlenlenen bu durum
domates, Arabidopsis gibi bir¢ok bitkide de kanmitlanmistir (74, 75). Tam olarak
aydinlatilamamasina karsin post-translasyonel modifikasyonlarin ¢ekirdek lokalizasyonlari

icin (genellikle S- segmentinde casein kinaz 2 yardimi ile) gergeklestirildigi
bildirilmektedir (76).

Gilinlimiizde yapilan aragtirmalarda bitki stres tolerans: ile DHN gen ifadesi arasinda
pozitif iliski oldugu ozellikle strese bagli bitki hiicrelerinde gergeklesen su kayiplarina
karsin ozmotik diizenleyici olarak gorev aldigi bildirilmektedir. Bu nedenle kuraklik ve
tuzluluk stresi calismalarinda (4, 74, 77, 78) sik¢a yer alan dehidrin genleriyle ilgili
fonksiyonel arastirmalar halen ¢alisiimakta olup igerdikleri segment say1 ve cesidine (Kn,
SKn, KnS, YnKn, ve YnSKn) gore farkli gorevlerde de yer aldiklar agiklanmustir.
Ozelikle K-segmenti igeren bazi dehidrinlerin yag tanima 6zelliginin oldugu (79),
turunggillerde bulunan KnS segmenti igeren baz1 dehidrinlerin ise protein dizilerinde metal
tanima domainini igerdigi (80), SKn ve Kn segmenti iceren bazi dehidrinlerin ise biiyiik
olasilikla bitkinin diisiik sicakliga kars1 savunmasinda gorev aldiklar1 yapilan calismalarda
belirtilmektedir (75). Biitin bu ¢alismalar segmentlere gore smiflandirilan dehidrin

cesitlerinin bahsedilen fonksiyon ve gorevlerde 6zgiinliik gosterebildigini kanitlamaktadir.
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Ayrica bazi DHN’ler dona kars1 toleransda gorev alan enzimlere karsi karyoprotektif

aktiviteye sahiptirler (81).

2.1.5. Asma Cesit (Vitis vinifera L.) ve Anaglarinda Kurak ve Tuz Toleransi

Rhamnales takiminda yer alan 3 familya (Rhamnacea, Leeaceae, Vitaceae) igerisinden
Vitacea familyasina ait asmanin, 12 cinsi ve yaklasik olarak 700 alt tiirii bulunmaktadir.
Vitacea familyasi Vitis cinsi Muscadinia ve Euvitis olmak {izere 2 alt cinsten olugsmaktadir.
Bunlardan Euvitis alt cinsine ait Yakin Dogu ve Avrupa tiirii olan Vitis vinifera L. 2 yabani
alt tiir (ssp. sylvestris Gmel. ve ssp. caucasia vav) ve bir kiiltiir tiirii (ssp. sativa. D.C.)
icermektedir (82). Gerek ekonomik (sofralik, saraplik, kurutmalik) agidan gerekse tibbi
kullanim agisindan biiyiik 6neme sahip iiziim diinya genelinde yaklasik 8 milyon hektarlik

bir alanda yetistirilmektedir.

Asma kurak ve tuz stresi toleranst bakimindan degerlendirildiginde; kuraga kismen ytiiksek
(5-10), tuza ise orta derecede tolerans gostermektedir (7, 11). Yapilan ¢alismalarda asmada
yaprak su potansiyelinin -0,9 MPa’nin altina diistiigli kuraklik kosullarinda iiriin veriminde
azalma meydana geldigi aciklanmistir (83). Tuz stresi kosullarinda ise; yaprak tuz
miktarimin 2.5 dS m™den yiiksek miktarlara ulasmasi durumunda asma gelisiminin
yavasladigim1 ve iirlin miktarinin azaldigini, EC 6.7 dS m'l’ye ulastiginda ise asmada

6liime neden olabildigi goriilmiistiir (84, 85).

Bagciligin temel sorunlarindan biri olarak gosterilen, asma yaprak ve koklerine zarar veren
Filoksera bocegine (Phylloxera vastatrix radicicola) dayaniklilik; Vitis vinifera L. tiirleri
ve Amerikan asma tiirleri yaprak ve kok bazinda farklilik gostermektedir. Amerikan asma
tirleri kok formuna dayaniklilik gosterirken, Vitis vinifera L. tiirlerinin yaprak formuna
dayaniklilik gostermektedir (86). Bu durum bagcilikta ana¢ kullanimini zorunlu hale
getirmistir. Kurak ve tuz stresi altinda anaclarin dayanikliliklari ise anaca gore degiskendir

ancak anaglarin g¢esitlerle karsilastirmasinda; anacglarin kurak ve tuz stresi altinda
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dayanikliklarinin gesitlere gore diisiik oldugu belirtilmektedir (11). Bu durum bagcilikta
verime ve kalite kaybina sebebiyet vermektedir. 10R, 110R, 140Ru, 99R anaclar1 kuraga
daha toleranshi bulunurken, SBB, 5C, SO4 gibi anaglarin kurak toleransi yoniinden zayif
oldugu, tuzlu alanlarda ise en toleransli anaglarin basinda 1616 C, 1613 C gelirken

Ozellikle 41B’nin tuza ¢ok hassas oldugu bildirilmistir (12).

2.2. Bitkilerde Abiyotik Stres Kosullar1 Altinda Gen ifadesinin

Belirlenmesine Yonelik Yaklasimlar

Abiyotik stres kosullar1 altinda bitkide meydana gelen degisim ve rol oynayan
mekanizmalarin  belirlenmesinde, gen ifade analizleri biiyilk Onem tasimaktadir.
Gilintimiizde farkli stres kosullarinda dokularda ifade edilen genlerdeki farkliliklarin
anlasilmasi i¢in gelistirilmis bir¢ok kapsamli molekiiler teknik bulunmaktadir. Bunlardan
RNA temelli gen ifadesi analiz yontemleri genel olarak; Northen Blot, Real Time PCR
(RT-PCR), RNA mikroarray, SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) gibi teknikleri

icermektedir.

2.2.1 Real Time PCR (RT-PCR) (Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Real Time PCR, niikleik asit amplifikasyonunun es zamanl olarak gézlenmesine olanak
saglayan ve temeli PCR teknolojisine dayanan analiz teknolojisidir. Bu teknolojide
ortamdaki DNA sarmalina baglanan ve floresan 1s1ma yapan 6zel boyalar (SYBR Green,
SYTO9 gibi) kullanilarak, sinyal olusturan prob dizileri yardimi ile ortamdaki
amplifikasyon miktar: tespit edilebilmektedir. Her PCR dongiisii sonrasinda, ortamda
olusan c¢ift zincirli iiriiniin bu sayede miktar1 belirlenebilmekte ve kantitaif analizleri
yapilabilmektedir (87, 88). Real Time PCR; ¢ok sayida ornegin ayni zamanda analizine
olanak saglamasi, amplifikasyonun erken evrelerde saptanabilmesi, agaroz jele gerek
duyulmamasi ve agaroz jelde rezoliisyondan dolay1 ayirt edilemeyen ifade farkliliklarinin

rahatlikla saptanabilmesi gibi ¢ok sayida avantajlara sahip bir yontemdir.
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RT PCR reaksiyonlari; exponensiyal faz (yiikselme fazi), linear faz (yliksek farklilik) ve
plato faz (sonlanma noktasi) olmak iizere 3 temel basamaktan olusmaktadir (Sekil 2.1).
Exponensiyal fazda tiim reaksiyon igerikleri ortamda yeterli miktarda bulundugundan
etkinlik %100 olup, bu nedenle PCR {irlin miktar1 her dongiide iki katina ¢ikmaktadir.
Linear fazda ise yavas yavas reaksiyon komponentleri azalmaya baslar bu nedenle PCR
tirlinlerinin olusumunda azalma gozlemlenmektedir. Plateu fazda ise PCR iiriin olusumu

tamamen sonlanmaktadir (89).

S Rn
000000 — sonlanma noktas
L] 1
—
arnek
1,000,000 —
vilkzelme faz
Threshold
0
Template yak
I |
0 20 40
- PCR ddngl sayis

Sekil 2.1 Real Time PCR Dongii Asamalari (90)

Real Time PCR’da; hibridizasyon problar, hidroliz problar ve SYBR green olmak {izere 3
cesit prob (floresan 1s1mada gorevli) kullanilmaktadir. Bunlardan hibridizasyon
problariin, 3’ ucu (530 dalga boyu) floresan isaretli olup, 5 ucunda (640 dalga boyu) ise
bagska bir prob baghdir. 3’ucu normalde aldigi enerjiyi geri salmaktadir. Reaksiyon
sirasinda bu iki prob bir araya gelince (maksimum iki baz uzaklikta) 3’ ucundaki probun
saldig1 enerjiyi 5° ucundaki prop alir ve 640 dalga boyunda isima (FRET-floresans
rezonans enerji transferi) gergeklesmektedir. Hidroliz problari ise dizi spesifik problardir.
Ortamda Quenter (sondiiriicli) ve reporter (haberci) olmak iizere iki prob bulunmaktadir
(89). Hibridizasyon proplarindan farkli olarak isimanin gergeklesmesi igin bu iki probun

bir arada olmamasi gerekmektedir. Reaksiyon sirasinda uzama baglaylp Quenter
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(sondiiriicli) parcalandigi zaman reporter (haberci) prob isimasi yaparak analize olanak
saglamaktadir. SYBER green ise diziye spesifik olmayip, ortamda cift zincir DNA nin

mindr grovene baglanarak 1s1ma gerceklestirmektedir (89).

Real Time PCR analizlerinde temel parametre esik dongii degeri (threshold cycle = Ct)’
dir. Bu deger gerceklesen amplifikasyon sirasinda tespit edilen floresan i1siniminin esik
cizgisini kestigi noktadir. Bagka bir ifade ile esik dongii degeri reaksiyonda ilk anlamli
artisin gerceklestigi noktay1 (eksponensiyal faza ilk gegis) belirtmektedir. Baslangigtaki
hedef DNA miktar1 ne kadar fazla ise ilk anlamli artis o kadar erken olacaktir. PCR
tirtinleri eksponensiyal faza o kadar erken girecektir (91). Boylece Real time PCR sirasinda
farkli 6rneklerde olusan tiriin miktar1 Ct degerleri ile karsilastirilabilmektedir (92). Ayrica
analizler sirasinda standart tanimlama ¢alismasinda kullanilacak kontrol 6rneklerine ihtiyag
vardir. Kontrol gruplarindan ifadesi olan bir ornek, seri diliisyonlar1 yapilarak, standart
olarak tanimlanabilmektedir. Burada 6nemli olan standartlar arasindaki kalip oraninin
tekrarlanabilir ve Olciilebilir olmasidir. Bu tip calismalara goreceli kantitasyon (relative
quantitation) ad1 verilmektedir (91). Yapilan standart diliisyonlar varsayilan konsantrasyon
miktarlar1 icermektedir. Bu nedenle bu standartlar kullanilarak konsantrasyonlara karsilik
gelen diliisyonlarin Ct degerleri belirlenerek, kantitasyon i¢in gerekli olan regresyon egrisi
cizilmektedir. Bu egri standart egri olarak da ifade edilmektedir. Reaksiyonu gerceklesen
orneklerin Ct degerlerinin standart egri lizerinde onceki yapilan diliisyonlardaki hangi

konsantrasyonu temsil ettiklerine bakilarak goreceli miktar tayini belirlenmektedir (89).

2.2.1.1. Real Time PCR Cahismalarinda Kontrol (Housekeeping) Genleri

Real time PCR c¢alismalarinda analiz edilen tiim Orneklerin normalizasyonu i¢in, ¢esitli
kosullarda ifade diizeyinin degigsmedigi bilinen (en az etkilenen) bir referans gene ihtiyag
vardir (91). Analizler sirasinda ilgilenen genin ifade diizeyi, referans gen olarak segilen
housekeeping genin ifade diizeyine oranlanir. Boylece basta drneklere ait RNA’lardan elde
edilen ¢cDNA miktarlarinin 6rnekler arasi baslangi¢ farkliliklar1 ve deney asamalarinda

meydana gelen farkliliklar normalize edilmektedir. Real time PCR caligmalarinda segilecek
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housekeeping genin ifade diizeyinin degisim gostermemesi analizin dogrulugunu

yiikseltmektedir.

2.2.1.2. Real Time PCR Calismalarinda Erime Egrisi (Melting Curve)

Real Time PCR analizlerinde, primerlerde dimer varliginin kontrolii ve 6zgiin olmayan
amplifikasyon friinlerinin  tespitinde  ‘erime  egrisi’ (melting curve) analizi
yapilabilmektedir. Her ¢ift zincirli DNA kendine 6zgiin bir ‘erime egrisi (Tm)’ yani ¢ift
zincirli DNA’nin %50’sinin tek zincirli hale gegmesi i¢in gerekli olan sicakliga sahiptir.
Gergeklestirilen amplifikasyon sonrasi sicaklik yavas yavas yiikseltilerek belirli araliklar
ile floresans miktar1 tespit edilmektedir. Bu sirada ¢ift zincirli DNA denatiire olmaya
baslar ve boya (SYBR Green) serbest kaldig1 i¢in dlgiilen floresan miktar1 da azalmaya
baslamaktadir. Buradan elde edilen erime egrisinden yararlanilarak amplifikasyonun

Ozgunliigi tespit edilmektedir.
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3. GEREKCE VE AMAC

LEA proteinleri temel olarak dehidrasyon toleransinda, tohum muhafazasinda, bitkilerde
kuraklik, tuz ve soguk stresinde gorev almakla (93) beraber, bazi ¢alismalarda farkli ifade
seviyelerinde ve tiim gelisim donemlerinde ifade oldugu ve doku veya organa 6zgiinliik
gostermedigi agiklanmustir (53, 94). Kuraklik stresi, tuz stresi, soguk stresleri gibi abiyotik
streslerin LEA proteini ifadesi ve bitkinin gosterdigi tolerans arasindaki iliski suan
calisilan konular arasindadir (95, 96). Ayrica LEA transkriptlerinin/proteinlerinin hiicrede
birikim, soguga uyum, (97) donma/buzlanma, kuruma ve tuzluluga tolerans ile (98, 99)
iligkili olmasi (98, 100), bunlarin abiyotik stres faktorlerinin etkilerinin azaltilmasinda

etkin rol oynayabilecegini gostermektedir.

Dehidrin gen ifadesi ve dehidrin proteinleri ile bitki stres toleransi arasinda pozitif
korelasyon oldugu da, degisik bitki tiirleri ile yapilan calismalar ile kanitlanmig
durumdadir. ilk kez 1985 yilinda Guy ve arkadaslari (101) soguk iklim kosullarinda
dehidrin gen ifadesinin degistigini kanitlamistir. Sonraki yillarda ise kavakta (Populus
popularis) yapilan ¢aligmada kuraklik stresi ile dehidrin proteinleri arasinda korelasyon
bulunmustur (77), ayn1 sekilde Kore arpasinda yapilan ¢alismada DHN3 ve DHN4
transkripti ile kuraklik arasinda yiiksek oranda iliskinin varligi kanitlanmistir (78).
Dehidrin geni aslinda, hiicrede siirekli olarak sentezlenmekte (62, 63) ancak tuz, kuraklik
ve soguk stresinde (22, 102) stomalarin kapanma modifikasyonlarinda (103), osmotik
dengede (104) ve gen ifadesinin diizenlenmesinde (4) goérev almaktadir (66, 105, 106).
Yapilan bircok calismada dehidrin genlerinin kuraklik ve tuzluluk stresindeki ifade
seviyeleri farkli bitkilerde (Arabidopsis, kavak, domates gibi) arastirilmis olup (74, 77)
kuraklik sonucu osmotik stresin artmasina bagli olarak ifade seviyelerinin arttig

gozlemlenmistir.

Asmada yiiriitiilen stres genlerine yonelik ¢alismalara bakildiginda dehidrin gen ailesinden
baz1 gen adaylarina [VvDNHla (AY706989.1), VVDHNIb (AY706990.1), VriDHNIla
(AY706987.1), ViDHN1b (AY706988.1)] yonelik calismalar yiiriitiiliirken, LEA genlerine

yonelik caligmalara rastlanmamaktadir. Bu iki gen grubunun kurak-tuz stresi yolaklarinda
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kilit rolii vurgulandig gibi biiyiik 6nem tagimaktadir. Ancak mevcut bilgiler 1518inda yeni
gen adaylarinin fonksiyonlarinin belirlenmesi ve bu cDNA klonlar1 goz oniine alinarak gen
klonlama galismalarinin baslatilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu amagla da literatiirde
daha onceden ¢alisilmamis gen-cDNA’larinin fonksiyonlarinin ve ifade varyasyonlarinin

belirlenmesi 6nemli bir baslangi¢ olusturmaktadir.

Bu tezde literatiirde gen aday1 (predicted) Vitis vinifera Late Embryogenesis Abundant
protein D-29-like (XM-002268661.1) ve Vitis vinifera dehidrin mRNA-(AY634281) iki
gen bolgesinin ifade diizeyinde fonksiyonlar1 ile iki farkli tiirde (gesit-anag) ifade
varyasyonlar1 belirlenmistir. Dolayistyla, bu iki gen bdlgesinin tiirler bazinda ifade
varyasyonu gosterdigi ve stres kosullarinda fonksiyonel gorev aldigi belirlenerek bu

genlerin klonlanmaya aday stres genleri oldugu kanitlanmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Bitkisel Materyal

Cabernet Sauvignon (CS) c¢esidi ve Solonis X riparia 1616 C anacina ait 5-6 gozli
kalemler, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Merkez Laboratuari iklim odasinda diizenli
olarak sulanmis ve yeterli slirglin ve yaprak gelisimi gdsteren orneklerden (Sekil 4.1)

homojen bitki eldesi amaci ile doku kiiltiirii uygulamalarina gecilmistir.

Sekil 4.1 1616 C Anacinin Sera Ortaminda Gelistirilmesi
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4.2. Yontem

4.2.1 Doku Kiiltiirii Denemesi

Doku kiiltlirii galigmalar icin yeterli gelisim gostermis saglikli bitkilerden siirgiin uglari
toplanarak, bitkilerin doku kiiltiirii ortaminda bogum kiiltiirii ile ¢ogaltimina gidilmistir.

Doku kiiltiirtinde besi ortami olarak Roubelakis (107) koklendirme ortami kullanilmustir.

4.2.1.1 Bitkisel Materyal Sterilizasyon Asamasi

Cabernet Sauvignon, 1616 C orneklerine ait siirgiinlerden, yaprak sapini tasiyan ve aktif
tomurcuk iceren bogum ve bir bogum arasi bitki parcalar1 sterilizasyon islemine

sokulmustur. Sterilizasyon asamalar1 ve uygulama zamanlar1 Cizelge 4.1° de verilmistir.

Cizelge 4.1 Bitkisel Materyal Sterilizasyon Uygulama Asamalari

Uygulama Zaman

ETOH (%70) 1 dk

Camagir Suyu (1/10) 18 dk

ddH,0 (otoklavl) Hemen uygulama-dokme
ddH,0 (otoklavl) 1dk

ddH,0 (otoklavlr) 18 dk
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4.2.1.2 Koklendirme Besi Ortamm Hazirlama Asamasi

Orneklere ait siirgiin pargalarinin (2-4 cm) koklenmesi amagli kullanilan Roubelakis besin

ortamina ait i¢erik ve miktarlar Cizelge 4.2’de sunulmustur.

Cizelge 4.2 Roubelakis Besin Ortam1 Makroelementler, Mikroelementler ve

Vitaminler
Makro (mg/L) | Mikro (mg/L) | Vitaminler (mg/L)
elementler elementler
NH4NO3 500 MnSO4.7H20 5 Biotin 0.1
KNO3 100 H3BO3 1 Nicotinic asid 5
CaCl2.2H20 200 ZnS0O4.7H20 1 Pridoxin )
MgS04.7H20 180 Kl 0.5 Thiamine 5
KH2PO4 100 CuS0O4.5H20 0.01 Panthothenic asid | 5
- - CoCI2.6H20 0.01 Myo-Inositol 100
- - EDT 40 -

Fe(NH,)2(SO4), 6H,0: 4.299/100mL, Sucrose 2%(w/v), Agar 0.7%(w/v), pH 6.4

Hazirlanan besin ortaminin otoklavda (120°C’de 20 dk) sterilizasyonu yapildiktan sonra,
magentalara 100’er ml dagitilarak katilasmasi beklenmistir. Katilasan besi ortamlarina
onceden sterilize bistiiri ve pens yardimi ile sterilize edilmis siirgiin icerecek sekilde
kesilen bitki parcalar1 (Explantlar: bir bogum, aktif tomurcuk ve bogum arasini i¢erecek
sekilde) 3°1i gruplar halinde magentalara dikilmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3). 2 farkl tiire ait
explantlar optimum kosullar1 igeren doku kiiltiirii odasinda yaklasik 3-4 hafta (24 °C’de 16

saat aydinlik ve 8 saat karanlik) koklenme i¢in bekletilmistir.
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Sekil 4.2 Cabernet Sauvignon Cesidi ve 1616 C Anacina Ait Bitkilerin Besi Ortamina

Ekim Asamalari

Sekil 4.3 Cabernet Sauvignon Cesidi ve 1616 C Anacina Ait Bitkilerin Besi

Ortaminda Gelisimleri
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4.2.3. Stres Uygulamalari

4.2.3.1. Koklenen Bitkilerin Stres Ortamlarima Aktarilmasi

Yeterli gelisim gosteren (4-5 yaprakli biiyiikliige geldiginde) ve yeterli kok sayisina (2-4
kok) ulasan bitkiler, stivi MS (Murashige and Skoog Basal Medium, Sigma M5519)
ortamina aktarilarak stres uygulamalari Oncesi adaptasyon saglanmistir. Stvi MS besin
ortaminin (4.4gr/lt MS ve 20gr/lt sukroz, pH: 6.4) otoklavda (120°C’de 20 dk)
sterilizasyonu yapilarak 50 mL hacimde magentalara dagitilmis ve laminar flow altinda
bitkiler s1v1 ortama aktarilarak, iklim odasinda 7-10 giin siire ile bekletilmistir (Sekil 4.4.,
Sekil 4.5.).

Sekil 4.4. Cabernet Sauvignon Cesidine Ait Bitkilerin Stvi Ms Ortaminda Gelisimleri
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Sekil 4.5. 1616 C Anacina Ait Bitkilerin S1vi Ms Ortaminda Gelisimleri

4.2.3.2. Stres Denemeleri

Sivi MS ortamma aliman Cabernet Sauvignon ve 1616 C bitkilerine, belirli zaman
araliklarinda tuz stresi 120 mM NaCl ve osmotik olarak 120mM NaCl’e karsilik gelen ve
osmometrede (Model 600, Wescor, Inc.) belirlenen %20 PEG (Polietilen Glikol) ile
kuraklik stresi uygulamalari ile yapilmistir. Her bir ornege ait bitkilerden belirlenen her
saat i¢in 3 bitki alinmistir. Uygulanan stres deneme deseni Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’ de

verilmistir.
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Cizelge 4.3 Tuz Stresi Uygulama Deneme Deseni (Konsantrasyon: 120mm NaCl-1:10

Oraninda CaCl,*/50 Ml S1vi MS)

CABERNET SAUVIGNON | STRES UYGULAMASI(120 mM NacCl)

Zaman Aralig1 2. saat 6. saat 12. saat 24. saat
Bitki Sayis1 3 3 3 3
CABERNET SAUVIGNON | KONTROL

Zaman Aralig1 2. saat 6. saat 12. saat 24. saat
Bitki Sayis1 3 3 3 3

1616 C STRES UYGULAMASI(120 mM NacCl)

Zaman Aralig1 2. saat 6. saat 12. saat 24. saat
Bitki Sayis1 3 3 3 3

1616 C KONTROL

Zaman Aralig1 2. saat 6. saat 12. saat 24. saat
Bitki Sayis1 3 3 3 3

*Bitkilerde tuzun neden oldugu Ca*? hasarin1 engellemek i¢in (108, 109) tuz soliisyonuna

1/10 oraninda CaCl; eklenmistir.
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Cizelge 4.4 PEG (%20) Stresi Uygulama Deneme Deseni

CABERNET SAUVIGNON | STRES UYGULAMASI(% 20 PEG)

Zaman Aralig1 2. saat 6. saat 12. saat 24. saat
Bitki Sayis1 3 3 3 3
CABERNET SAUVIGNON | KONTROL

Zaman Aralig1 2. saat 6. saat 12. saat 24. saat
Bitki Sayis1 3 3 3 3

1616 C STRES UYGULAMASI(% 20 PEG)

Zaman Aralig1 2. saat 6. saat 12. saat 24. saat
Bitki Sayis1 3 3 3 3

1616 C KONTROL

Zaman Aralig1 2. saat 6. saat 12. saat 24. saat
Bitki Sayis1 3 3 3 3

4.2.3. Fizyolojik Olgiimler

Stres uygulamalar1 sonrasinda yaprak su potansiyeli O6l¢iimii; stres-kontrol bitkilerin
yapraklar1 aliminyum folyo ile kaplanmis daha sonra basing bombasinda (Pressure bomb,

PMS Instruments) gergeklestirilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Basing Bombasinda (Pressure Bomb, Pms Instruments) Yaprak Su Potansiyeli

Olgiimii

Olgiimleri gerceklestirilen bitkilere ait yapraklar sivi azotta dondurulduktan sonra, RNA

izolasyonuna kadar -80 °C’de saklanmustir.

4.2.4. RNA izolasyonu

Yapraklar sivi azot yardimiyla porselen havanlarda ezilmis ve falkon tiiplere aktarilmistir.

RNA izolasyonu Gambino ve ark., (2008) (110) protokoliine gore gerceklestirilmistir.
Protokole gore;

e 882 ul *CTAB-RNA Izolasyon Buffer’r ezilmis ornek iceren 2 ml’lik tiiplere

konulur.

e Uzerlerine 18ul B-Merkapto etanol eklenerek karistirilir ve 65 °C su banyosunda 10
dk. bekletilir.

e Siire sonunda her tiipe kloroform/ izoamilalkol (24:1 v/v) eklenerek karistirilir ve

11.000g’ de 10 dk (4 °C’de) santrifijj edilir.
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e Siipernatant yeni tiipe aktarilir ve iizerine 3M LiCl eklenir.
e  Ornekler, 30 dk buz iizerinde bekletilir.
e 21.000g’ de 20 dk (4 °C’de) santrifiij yapilir.

e Tiiplerdeki sivilar dokiiliir ve kalan pellet 500ul onceden 1sitilmis *SSTE Buffer
*da ¢oziiliir. Uzerlerine 500ul kloroform/ izoamilalkol (24:1 v/v) eklenir.

e 11000g’ de 10dk (4 °C’de) santrifiij yapilir.

e Siipernatant yeni tiiplere aktarilir ve %70 hacim soguk isopropanol ile muamele
edilir.

e 20.000g 15 dk (4 °C’de) 6rnekler santrifiij edilir.

o Ust siv1 dokiilerek %70 alkol ile pellet yikanir ve buz iizerinde kurutulur.

e Kuruyan pelletlere 40ul PCR suyu eklenerek pelletin ¢oziilmesi saglanir.

*CTAB-RNA Izolasyon Buffer (50ml): %2 CTAB (1gr), %2.5 PVP-40 (1.25gr), 2M
NaCl (5.822gr), 100Mm Tris-HCL (pH: 8.00), 25mM EDTA (pH: 8.00).

* SSTE Buffer (50ml): 10mM Tris-HCL (pH:8.00), 1mM EDTA (pH:8.00), 0.5gr SDS,
1M NacCl.

Elde edilen RNA’lar %1°’lik agaroz jelde gorsel olarak kontrol edilerek, miktar ve saflik

tayinleri ise, Nanodrop ND-1000 spektrofotometre aletinde belirlenmistir.

4.2.5. Real Time PCR Uygulamalar

Real Time PCR uygulama reaksiyonlar1 Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Merkez Laboratuvari’ndaki Light Cycler 480 (Roche) aletinde gergeklestirilmistir. Real
time PCR uygulamalar1 Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4’de sunulan deneme deseninde, en az 3
bitkiden toplanan yaprak (stres ve kontrol) 6rneklerinin karsimindan en az 3’li tekniksel

tekrar seklinde, “Late Embryogenesis Abundant protein D-29-like” icin 2 bdlgeye
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(VVLEAL, VVLEA2, ACT : housekeeping) ve “dehidrin mRNA” i¢in de 2 bolgeye
(VVDHN1, VVDHN2, ACT: housekeeping) yonelik gergeklestirilmistir. Denemeler ihtiyag
duyuldugunda (RNA izolasyonu, Real Time PCR uygulamlar1 vb) yeterli sayida tekrar

edilmistir.

4.2.5.1 Kullanilan Primerler

Cabernet Sauvignon ve 1616 C o6rneklerinde; Vitis vinifera Late Embryogenesis Abundant
protein D-29-like (XM_002268661.1) ve Vitis vinifera dehydrin mRNA-(AY634281)
olmak tizere iki gen bolgesi ile Vitis vinifera actin-1-like geni (ACT) (XM_002283554.2)
housekeeping kontrol gen bolgesinin primerleri kullanilmistir. Genlere ait primer dizileri

Cizelge 4.5 de verilmistir.
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Cizelge 4.5 Real Time PCR Reaksiyonunda Kullanilan Primerlere Ait Bilgiler

Vitis vinifera Late Embryogenesis Abundant geni (VVLEA)

VVLEAL/Primer dizisi (5°-3°) Uzunluk (bp) | Tm % GC
Ileri | ttctggtggtgatggttgtag 21 57.58 47.6
Geri ggtctcttcggtcttctcettte 22 58.16 50

VVLEAZ2/Primer dizisi (5’-3°)

Ileri tgatggttgtagtggtgcttac 22 58.33 45.5

Geri ctgcttccttggcttettct 20 57.80 50

Vitis vinifera Dehidrin geni (5’-3’) (VVDHN)

VVDHN1/Primer dizisi (5°-3°) Uzunluk (bp) | Tm GC%
Ileri tctagttgccgctttcatactc 22 58.22 45.5
Geri ggcagcttctccttgatctt 20 57.58 50

VVDHNZ2/Primer dizisi (5°-3°)

Ileri caaggtgggagaaggaagaaa 21 57.49 47.6

Geri tgatgcgaggctgcatatag 20 57.62 50

Vitis vinifera actin-1-like geni (5’-3’) (ACT)

ACT/Primer dizisi (5°-3°) Uzunluk (bp) | Tm GC%
Ileri ggaatggttaaggctggatttg 22 54.2 454
Geri ggttgagaggagcttcagttag 22 54.8 50

4.2.5.2 cDNA Sentezi

Real Time PCR’1n ilk asamasi olarak, orneklere ait cDNA sentezi yapilmistir. cDNA
sentezi i¢in First Strand cDNA Sentez kiti (Roche, Cat no: 04897030001) kullanilmustir.
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RNA-Primer karisiminin hazirlanmas:

Icerik Hacim
RNA (2000ng) Degisken
Oligo (dt) Primer (50pmol/ul) 0.5 ul

Su (PCR grade) Degisken
Toplam 6.5 ul

Karigim, termal cycler’da (Biorad marka) 65°C’de 10 dk denatiire edilip hemen buza
alinmis, asagida verildigi sekilde hazirlanan Revers Transkripsiyon karigimi eklenerek,

belirtilen reaksiyon kosullarinda revers transkripsiyon islemi gerceklestirilmistir.

Revers transkripsiyon karigiminin hazirlanmasi:

I¢erik Hacim Reaksiyon
Kosullar:

Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction buffer (5X) 2 ul

RNase Inhitor (40 iinite/ul) 0.25ul  25°C10dk
DNTP mix (10 mM) 1l 55 °C 10 dk
Transcriptor Reverse Transcriptase Enzimi (20 tinite/pl) 0.25ul 85°C5dk
Toplam 3.5ul

cDNA sentezi sonrasi Nanodrop ND—-1000 spektrofotometre ile elde edilen cDNA miktar1

Olciilerek miktar tayini yapilmistir.

4.2.5.3 Standart Egri

Real Time PCR reaksiyonlar1 hazirlanirken, standart egrilerin cizilebilmesi amaciyla
uygulanan strese gore kontrol cDNA’ lardan 6 logaritmik konsantrasyon olmak iizere;

1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 ve 1/100000 oranlarinda seri diliisyonlar hazirlanmis ve
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Olgtimlerin degerlendirilmesi asamasinda Real Time PCR aletine ait analiz programi ile her
bir primer igin ayr1 ayr1 standart egriler ¢izilmistir. Iyi bir standart egri grafigi ¢izilebilmesi
i¢cin, en az 1 logaritmik konsantrasyonun egri iizerinden ge¢mesi ve etkinlik (efficiency)
degerinin 1.7 ile 2 arasinda, Slope degerinin ise -3.3° e yakin olmasi istenmektedir.
Efficiency (etkinlik) degeri 2’ye yaklastikga standart egri grafiginin giivenirligi de

artmaktadir.

4.2.5.4 Primer Optimizasyonu

Tezde kullanilan 5 primer (VVDHN1, VVDHNZ2, VVLEA1l, VVLEA2, ACT) ayn ayri,
SYBR Green I (Roche) Master Kit icerikleri kullanilarak optimize edilmistir. Primerlere
gore optimize edilen icerik ve Real Time PCR programinda kullanilan baglanma dereceleri

(Tm) Cizelge 4.6., Cizelge 4.7., Cizelge 4.8., Cizelge 4.9., Cizelge 4.10.’da  verilmistir.

Cizelge 4.6 VVDHN1 Primer Optimizasyon Kosullari

VVDHN1 Primer Optimizasyon Kosullar1 (TM 57 °C)

cDNA 3.4 ul

Ileri primer (10 pmol) 0.8 ul

Geri primer (10 pmol) 0.8 ul

Syber Green 5ul

Toplam hacim 10 ul
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Cizelge 4.7 VVDHN2 Primer Optimizasyon Kosullari

VVDHN2 Primer Optimizasyon Kosullar1 (TM 57 °C)

cDNA 2ul
fleri primer (10 pmol) 0.4 ul
Geri primer (10 pmol) 0.4 ul
Syber Green 5ul
Toplam hacim 10 ul

Cizelge 4.8 VVLEA1 Primer Optimizasyon Kosullar

VWLEAL Primer Optimizasyon Kosullar1 (TM 61 °C)

cDNA 4.2 ul
fleri primer (10 pmol) 0.4 ul
Geri primer (10 pmol) 0.4 ul
Syber Green 5ul

Toplam hacim 10 ul

Cizelge 4.9 VVLEAZ2 Primer Optimizasyon Kosullar

VVLEA2 Primer Optimizasyon Kosullar1 (TM 57 °C)

cDNA 3.4ul
Ileri primer (10 pmol) 0.8 ul
Geri primer (10 pmol) 0.8 ul
Syber Green 5ul

Toplam hacim 10 ul

Cizelge 4.10 ACT Primer Optimizasyon Kosullar
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ACT Primer Optimizasyon Kosullar1 (TM 57 °C)

cDNA 3.4 ul

fleri primer (10 pmol) 0.8 ul

Geri primer (10 pmol) 0.8 ul

Syber Green 5ul

Toplam hacim 10 ul

Her primer i¢in optimize edilen kosullara gére hazirlanan karisim eklenerek Roche Light
Cycler-LC 480 aletinde protokole uygun PCR programi kosullarinda amplifikasyon
reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Reaksiyonlar sirasinda housekeeping gen olarak; ACT

(Vitis vinifera actin-1-like) geni kullanilmigtir.

4.2.5.7 Orneklerin Alete Yiiklenmesi

Her bir primere ait 6rnekleri igeren cDNA’lar ile SYBR Green | (Roche) Master Kit
icerikleri karisimi alete ait 384°liik platelere yerlestirilerek plate 14.000 rpm’ de 1 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda Roche Light Cycler Sealing foil ile plate
kaplanarak Roche Light Cycler 480 aletinde optimize edilen sicakliklar segilerek
kosturulmustur. Aletde kullanilan PCR programi asagida verilmistir (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11 Real Time PCR Programi

Program
Program Cycles Analysis Mode

Pre incubation | Acquisition Mode | Cycle | Hold(hh:mm:ss) | Ramp Rate

None 1 00:10:00 4.8
Amplification | Acquisition Mode | Cycle | Hold(hh:mm:ss) | Ramp Rate | Quantifcation
95 °C None 00:00:10 4.8
™™ °C None 45 00:00:10 2.5
72°C Single 00:00:05 4.8
Melting Acqusition Mode | Cycle | Hold(hh:mm:ss) | Ramp Rate | Melting

Curve

95 °C None 00:00:30
T™ °C None 1 00:00:30
99 °C Continuoues -
Cooling Acqusition Mode | Cycle | Hold(hh:mm:ss) | Ramp Rate
40°C None 1 00:00:10 0.11 None

4.2.5.8. Verilere Ait Analizler

Real Time PCR islemi sonrasinda, her iki drnekte analiz edilen her gen i¢in, uygulanan
tim stres kosullarina ve kontrollere ait orneklere ait pik profilleri belirlenmistir. Pik
profillerinden yararlanarak Ct (Cycle Threshold) degerleri olusturulmustur. CS ve 1616 C
genotiplerine ait Real Time PCR sonuglarina gore elde edilen Ct degerleri kullanilarak 2°
AACT metoduna gore relatif ifade (relative expresyon) degerleri hesaplanmustir. VVDHNI,
VVDHN2, VVLEALl ve VVLEA2 genlerinin ifade seviyelerine iliskin bu sonuglar 2
AT metoduyla (111), ACT genine gore normalize edilerek elde edilmistir. Relatif ifade
seviyesindeki degisiklikler, her stres ve zaman kosulu i¢in 3 tekrara (replikeye) ait ddCt
degerleri ile bu replikelere ait kontrol ddCt degerlerine zaman faktorii dikkate alinarak

uygulanan tek yonlit ANOVA testine gore istatiksel olarak degerlendirilmistir. Anova testi
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uygulamalar1 asamasinda Anova istatistik program igerisinde yer alan Bonferroni testi ile
¢esit/anac da tiim uygulamalara ait, stres X zaman kosullar1 birbirleri ile karsilastirilmis p
degeri 0.05' ten kiiglik olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilirken, Dunnett testi
(Dunnett t) ile de kontrol ile tiim kosullar karsilastirilmis ve p degeri 0.05’ten kiiciik olan
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Diger bir ifade ile Bonferroni ile tiim
gruplar birbiriyle, Dunnett ile tiim gruplar kontrolle karsilatirilmistir. MPa degerlerinin
kontrole gore anlamlilik diizeyleri t-test ile hesaplanarak p<0.05 ten kiigiik olan degerler

anlaml olarak kabul edilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1 Stres Uygulamalari

5.1.1.Kuraklik ve Tuz Stresi Uygulamalari

Cabernet Sauvignon c¢esidi ve 1616 C anacina ait bitkilerde kuraklik ve tuz stresi sonucu
uygulanan zaman araliklarinda (2., 6., 12. ve 24. saat) bitkilerde belirgin bir morfolojik

degisim gozlenmemistir (Sekil 5.1.).

Sekil 5.1 1616 C Anacina Ait Bitkilerde Kuraklik Stresi Goriintiisii (12. Saat)
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5.1.2 Stresin Fizyolojik Olarak (MPa) Belirlenmesi

Yaprak su potansiyeli 6l¢iim degerleri kurak ve tuz stresi uygulanan bitkilerde kontrole
gore Oonemli Olgiide farklilik gostermistir. Uygulama siiresince kuraklik stresinde CS
(Cizelge 5.1, Sekil 5.2.) ve 1616 C bitkileri (Cizelge 5.2., Sekil 5.3.) MPa degerleri
sirasiyla; -0.3 ile -0.8 MPa, -0.25 ile -0.95 MPa arasinda kontrol bitkilerinin degerleri ise
sirastyla -0.2 ile -0.35 MPa ve -0.2 ile -0.3 MPa arasinda degismistir. Gen ifadesinin
anlamli olarak yiiksek oranda degistigi zaman araliklar1 (kritik saat uygulamalari) tuzluluk
kosullarinda 1616C’de ortamlama MPa -0.8 ¢esitte ise -0.7 MPa degerinde, kuraklik
kosullarinda ise sirasiyla -0.5 ve -0.75 MPa olarak belirlenmistir. Bu degerler genel olarak;
bitkinin strese girdigine yonelik kabul edilen yaklasik MPa degerleri (-0.7 ve alt degerleri)

(112) degerleri ile uyumludur.

Cizelge 5.1 Cabernet Sauvignon Cesidinde Yaprak Su Potansiyeli (-MPa) Olgiimii ve t-test

anlamlilik diizeyleri

RNA no Ornek no Ornek MPa | t-test p degeri
1 1 CS Tuz 2. saat -0.30
2 2 CS Tuz 2. saat -0.25
3 3 CS Tuz 2. saat -0.30
4 1 CS PEG 2. saat -0.35
5 2 CS PEG 2. saat -0.25
6 3 CS PEG 2. saat -0.30
Kontrol 1 | CS 2. saat -0.30
Kontrol 2 | CS 2. saat -0.30
9 Kontrol 3 | CS 2. saat -0.30
10 1 CS Tuz 6. saat -0.75
11 2 CS Tuz 6. saat -0.60 0.014
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12 3 CS Tuz 6. saat -0.40
13 1 CS PEG 6. saat -0.40
14 2 CS PEG 6. saat -0.50
15 3 CS PEG 6. saat -0.50
16 Kontrol 1 | CS 6. saat -0.20
17 Kontrol 2 | CS 6. saat -0.20
18 Kontrol 3 | CS 6. saat -0.20
19 1 CS Tuz 12. saat -0.60
20 2 CS Tuz 12. saat -0.85
21 3 CS Tuz 12. saat -0.75
22 1 CSPEG 12.saat | -0.75
23 2 CSPEG 12.saat | -0.65
24 3 CS PEG 12. saat | -0.80
25 Kontrol 1 | CS 12. saat -0.20
26 Kontrol 2 | CS 12. saat -0.20
27 Kontrol 3 | CS 12. saat -0.20
28 1 CS Tuz 24. saat -0.50
29 2 CS Tuz 24. saat -0.75
30 3 CS Tuz 24. saat -0.55
31 1 CSPEG 24.saat | -0.40
32 2 CS PEG 24. saat | -0.65
33 3 CS PEG 24. saat | -0.60
34 Kontrol 1 | CS 24. saat -0.25
35 Kontrol 2 | CS 24. saat -0.25
36 Kontrol 3 | CS 24. saat -0.25
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Sekil 5.2 Cabernet Sauvignon Cesidinde Yaprak Su Potansiyelinin (-MPa) Grafiksel

Gosterimi

Cizelge 5.2 1616 C Anacinda Yaprak Su Potansiyeli (-MPa) Olgiimii ve t-test Anlamlilik

Diizeyleri
RNA no | Ornek no Ornek MPa p degeri (p<0.05)

1 1 1616 C Tuz 2. saat -0.30
2 2 1616 C Tuz 2. saat -0.45
3 3 1616 C Tuz 2. saat -0.25
4 1 1616 C PEG 2. saat -0.35
5 2 1616 C PEG 2. saat -0.35
6 3 1616 C PEG 2. saat -0.25

Kontrol 1 1616 C 2. saat -0.20
8 Kontrol 2 1616 C 2. saat -0.20
9 Kontrol 3 1616 C 2. saat -0.20
10 1 1616 C Tuz 6. saat -0.95
11 2 1616 C Tuz 6. saat -0.91 0.019
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12 3 1616 C Tuz 6. saat -0.70
13 1 1616 C PEG 6. saat -0.40
14 2 1616 C PEG 6. saat -0.45
15 3 1616 C PEG 6. saat -0.50
16 Kontrol 1 1616 C 6. saat -0.20
17 Kontrol 2 1616 C 6. saat -0.20
18 Kontrol 3 1616 C 6. saat -0.20
19 1 1616 C Tuz 12. saat -0.70
20 2 1616 C Tuz 12. saat -0.80
21 3 1616 C Tuz 12. saat -0.65
22 1 1616 C PEG 12. saat -0.50
23 2 1616 C PEG 12. saat -0.40
24 3 1616 C PEG 12. saat -0.30
25 Kontrol 1 1616 C 12. saat -0.30
26 Kontrol 2 1616 C 12. saat -0.30
27 Kontrol 3 1616 C 12. saat -0.30
28 1 1616 C Tuz 24. saat -0.55
29 2 1616 C Tuz 24. saat -0.55
30 3 1616 C Tuz 24. saat -0.60
31 1 1616 C PEG 24. saat -0.45
32 2 1616 C PEG 24. saat -0.45
33 3 1616 C PEG 24. saat -0.55
34 Kontrol 1 1616 C 24. saat -0.30
35 Kontrol 2 1616 C 24. saat -0.30
36 Kontrol 3 1616 C 24. saat -0.30
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Sekil 5.3 1616 C Anacinda Yaprak Su Potansiyelinin (-MPa) Grafiksel Gosterimi

5.2 Niikleik Asit Izolasyonu

5.2.1. RNA izolasyonu, Miktar ve Kalite Tayini

Izole edilen RNA &rnekleri % 1.2°lik agarozda yiiriitiilerek (Sekil 5.4.), Nanodrop ND
1000 cihaz1 ile spektrofotometre ol¢limleri (Cizelge 5.3, Cizelge 5.4.) gergeklestirilmistir.
Elde edilen jel goriintiileri ve spektrofometrik veriler Real PCR analizlerinde kullanilacak

kadar miktar ve saflikta RNA elde edildigini gostermektedir.
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Sekil 5.4 izole Edilen 1616 C Anacina Ait Baz1t RNA’larin Agaroz Jel (%1.2 ) Gériintiisii

Cizelge 5.3 Cabernet Sauvignon Orneklerine ve Bir Kontrole Ait RNA’larin

Spektrofometrik Olgiimleri

RNA No Ornek ng/pl A260 A280 | 260/280 | 260/230
1 CS Tuz 2. saat 1151.50 31.363 14.043 | 2.23 2.39
2 CS PEG 2. saat 900.00 40.100 18.541 | 2.22 2.36
3 Kontrol CS 2. saat 1036.25 25.906 11.608 | 2.23 2.32
4 CS Tuz 6. saat 1411.40 34.038 15.339 | 2.22 2.11
5 CS PEG 6. saat 683.64 24.135 10.532 | 2.22 1.28
6 Kontrol CS 6. saat 922.63 23.066 10.357 | 2.23 2.36
7 CS Tuz 12. saat 778.70 24.256 10.884 | 2.23 1.35
8 CS PEG 12. saat 2624.20 28.386 12.785 | 2.22 1.99
9 Kontrol CS 12. saat | 880.73 22.018 9.860 2.23 2.36
10 CS Tuz 24. saat 734.40 26.811 12.025 | 2.23 1.97
11 CS PEG 24. saat 690.50 28.135 12.641 | 2.23 1.98
12 Kontrol CS 24. saat | 958.89 23.047 10.363 | 2.22 2.36
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Cizelge 5.4 1616 C Orneklerine ve Bir Kontrole Ait RNA’larin Spektrofometrik

Olgiimleri

RNA No Ornek ng/ul A260 A280 260/280 | 260/230
1 1616 C Tuz 2. saat 558.70 25.434 11.057 | 2.16 2.11
2 1616 C PEG 2. saat 773.50 24.619 11.018 | 2.23 2.28
3 Kontrol 1616 C 2. saat | 876.03 21.901 9.842 2.23 2.34
4 1616 C Tuz 6. saat 937.00 42.325 18.563 | 2.23 2.34
5 1616 C PEG 6. saat 445.60 42.387 18.581 | 2.23 2.33
6 Kontrol 1616 C 6. saat | 1270.22 | 31.521 14.238 | 2.20 2.30
7 1616 C Tuz 12. saat 1266.10 | 37.046 17.601 | 2.15 2.29
8 1616 C PEG 12. saat 490.00 26.375 12.180 | 2.17 2.34
9 Kontrol 1616 C 12. saat | 908.13 22.703 10.238 | 2.22 2.36
10 1616 C Tuz 24. saat 384.60 26.083 12.094 | 2.16 2.34
11 1616 C PEG 24. saat 625.60 40.765 18.512 | 2.23 2.32
12 Kontrol 1616 C 24. saat | 728.50 42.456 18.671 | 2.22 2.3

5.3 Real Time PCR Analizleri

5.3.1 cDNA Sentezi

Cabernet Sauvignon ve 1616 C Orneklerine ait cDNA’larin spektrofometrik olglimleri
siras1 ile Cizelge 5.5 ve Cizelge 5.6’da sunulmustur. cDNA’larin safliklar1 (260/280,
260/230) yeterli bulunurken, miktarlar1 (ng/ul) beklenen oranlarda (yaklasik 2000ng) elde

edilmistir.
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Cizelge 5.5 Cabernet Sauvignon Orneklerine ve Bir Kontrole Ait cDNA’larin

Spektrofometrik Olgiimleri

cDNA Ornek ng/ul A260 A280 260/280 260/230
No
1 CS Tuz 2. saat 1951.50 31.363 14.043 2.23 2.39
2 CS PEG 2. saat 1900.00 40.100 18.541 2.22 2.36
3 Kontrol CS 2. saat 1990.22 37.350 16.584 2.22 2.38
4 CS Tuz 6. saat 1988.23 34.252 15.656 2.23 212
5 CS PEG 6. saat 1934.50 22.759 10.166 2.24 2.28
6 Kontrol CS 6. saat 1921.89 23.047 10.363 2.22 2.36
7 CS Tuz 12. saat 2005.50 26.619 12.022 2.21 2.26
8 CS PEG 12. saat 2024.20 28.386 12.785 2.22 1.99
9 Kontrol CS 12. saat | 1980.73 22.018 9.860 2.23 2.36
10 CS Tuz 24. saat 2005.90 20.291 9.105 2.23 2.32
11 CS PEG 24. saat 2018.00 20.333 9.154 2.22 231
12 Kontrol CS 24. saat | 1958.89 23.047 10.363 2.22 2.36
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Cizelge 5.6 1616 C Orneklerine ve Bir Kontrole Ait cDNA’larin Spektrofometrik

Olgiimleri
cDNA Ornek ng/ul A260 A280 260/280 | 260/230
No
1 1616 C Tuz 2. saat 1958.70 | 25.434 11.057 2.16 2.11
2 1616 C PEG 2. saat 2017.10 | 22.759 10.166 2.24 2.28
3 Kontrol 1616 C 2. saat | 1976.03 | 21.901 9.842 2.23 2.34
4 1616 C Tuz 6. saat 1937.00 | 42.325 18.563 2.23 2.34
5 1616 C PEG 6. saat 2045.10 | 38.690 17.599 2.23 0.97
6 Kontrol 1616 C 6. saat | 1970.22 | 31.521 14.238 2.20 2.30
7 1616 C Tuz 12. saat 2066.10 | 37.046 17.601 2.15 2.29
8 1616 C PEG 12. saat 2000.00 | 26.375 12.180 2.17 2.34
9 Kontrol 1616 C 12. saat | 1998.13 | 22.703 10.238 2.22 2.36
10 1616 C Tuz 24. saat 2023.60 | 40.448 18.413 2.22 2.32
11 1616 C PEG 24. saat 2037.50 | 42.325 18.563 2.23 2.34
12 Kontrol 1616 C 24. saat | 1978.50 | 42.456 18.671 2.22 2.30

5.3.2 Standart Egri (Standart Curve)

Kullanilan primerlere ait bazi standart egri grafikleri Sekil 5.6, Sekil 5.7° de verilmistir.

Cizilen standart egri grafiklerinin etkinlik (efficiency) degerleri yaklasik 2 ve slope

degerleri ise -3.3’e yakin bulunmustur. Ilgili primerler i¢in Real Time PCR reaksiyon

kosullariin ve standart egrilerin uygun oldugu belirlenmistir.
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Standard Curve
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Error: 0.535
Efficiency: 2.046
Slope: -3.216
Ylntercept: 48.79
Link: 0.000
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3 4 5
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Sekil 5.5 Real Time PCR Cihazindan Alinan VVLEAZ2 Primerine Ait Standart Egri

Grafigi, Efficiency ve Slope Degerleri

Standard Curve
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Sekil 5.6 Real Time PCR cihazindan alinan DNHP1 Primerine Ait Standart Egri

Grafigi Efficiency ve Slope Degerleri
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5.3.3 Ger¢ek Zamanh Amplifikasyon Egrileri

ACT, VvDHN1, VVDHN2, VVLEAL, VVLEAZ2 primerlerinde standart ve orneklere ait
amplifikasyon egrileri Sekil 5.8., Sekil 5.9., Sekil 5.10., Sekil 5.11., Sekil 5.12°de
sunulmustur. Amplifikasyon egrilerinde Ct degerleri 20-35. dongiiler arasinda elde edilmis

ve analizlerle bu Ct degerlerinin anlamli degerler olarak kullanilabilecegi belirlenmistir

(Ek 2, Ek 3).
Amplification Curves
Ci:Kontrol ~ — C2 CS-43 C3.CS-13 C4: CS-24 C5 €531 CE CS-26
— T C5-51 C8 CS-34 - CF C5-45 10 €57 C11: C5-52 C12 C5-53
— 13 €562 —C14:CS 61 C15CS59 —C16CS3 17 CS-41 C18 CS-50
— C19 1616C-14 — C20: 1816C-80 — C21: 1616C-2 C22 1816C-10 — C23: 1616C-27 — C24: 1816C-15
— D1 1616C-35 — D2 1616C.57 D3 1616C.44 — D4 1616C.18 — D5 1616C.53 DE: 1616C-100
— DT 1616C-73 D8: 1616C-38 — D@ x D10 1616C-83 — D11 1616C47 — D12 1616C-75
D13 standart — D14 stanclart 015 NK
19535
18135
16635
= 15138
213635
-
g 12435
§ |0,6§:~
91
; 7635
3 6135
2 4838
3135
1535
0135
5 10 15 20 2% 30 35 a0 45
Cycles

Sekil 5.7 ACT Primerinde Standart ve Orneklere Ait Amplifikasyon Egrileri

47



Amplification Curves

~B15: CONTRAOL —— B16. CS-43 ~—— B17:CS-18 618 CS-24 —B19:CS-31 620 CS-26

- B821: CS-51 822 CS-34 - 823 CS-45 824 CS-7 - C1: CS-52 - C2 CS-53
—CX CS82 —C& CSHn — C5 €S58 o5 CS-13 —CT 550 & Cs-41

— 9 1616C.14 ~— C10: 1618C.80 — C11:1616C.2 €12:1616C10 — C13 1616C.27 — C14 1646C15
—C15:1616C.35 — C18:1616C.57 — C17.1616C.44 €18 1616C.18  — C19 1616C.58 C201696C.100
e C21: 1616C-73 C22:1616C-38  ——C23 1616C-33 C24:1616C47 D1 1616C-75 — D

— 032 — D4 NC

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 B I 40 42 44
Cycles

Sekil 5.8 VVDHNI1 Primerinde Standart ve Orneklere Ait Amplifikasyon Egrileri

Amplifioation Curves

~— P15 CONTRAOL —— B16: CS43 ~—B17:CS18 B18 CS-24 ~—B13 CS-AN B2 CS-28
- B21: C5-51 Lregecie ] — 823 (545 824 CS-7 - C1: CS-52 - C2 CS$-53

— CX 5852 —C4: S — C5: (S5 €6 CS-3 —CrCS-S0 -8 Csa

— C2 1618C-14 —Ci1818C.80 — C11:1816C.2 C12 1616C10 — C13 1616C-27 — C14: 1618C15
~——C1S1618C.35 —C16:1616C.57 — C17 1616C.44 €18 1616C18  — C19 1616C.58 C20 1616C100
- C21: 1616073 CZ151680-38 (23 1616083 C2¢ 1616C-47 ~——D1:1616C-75 —D21

— 032 — D4 NC

2 4 6 8 10 12 14 18 18 20 22 24 2% 2 0 32 M 3B B 40 42 44
Cycles

Sekil 5.9 DNHP2 Primerinde Standart ve Orneklere Ait Amplifikasyon Egrileri
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Amplification Curves

~—HINC —H4.CS5-43 -~ NS CS-18 16 CS-24 —M7.CS-31 g CS-26
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— N3 585 — e CEn — H& 562 — A6 C5-33 — A7 CS-50 B S8
— 8. 1618C-14 J20: 1616C-80 — J2:1616C-2 — 2 1616C10 — 223 1616C.27 J24:1618CA5

— KIS 1616035 — K14 1616C.57T — KIS 1616044 — KIG 161EC19 — HIT 1616055 K18 1616C.100
K12 1616C-T3 K20 1616C-38  —— K21: 1616C-83 W22 1616047 —— K23 1616C-T5 K24 16160-K
~—L13 LAP1-1 — 14 LAP1-2 — L15 K
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-
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Sekil 5.10 VVLEA1 Primerinde Standart ve Orneklere Ait Amplifikasyon Egrileri

Amplification Curves
—El:cek —E2C543 —E3¢318 —E4.c5:24 —ES c8-31  E6i 826 —E7.c8:51  EB c8-34 — EQ c3-45
El0ics7 —Eil:x  —Fl:¢852 —FZ 0353 —F3c8-53 —Fdcs-91 —FScs62  FBi0s-33 — F7.cs-d1
F8 c3-50 —F9 std Fitrstd  —Fi1;nk F12 x

Sekil 5.11 VVLEA2 Primerinde Standart ve Orneklere Ait Amplifikasyon Egrileri
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5.3.4 Erime Egrisi (Melting Curve)

Real Time PCR analizlerinde, primerlerde dimer varliginin kontrolii ve 6zgiin olmayan
amplifikasyon iriinlerinin  tespitinde erime egrisi (melting curve) analizleri
gergeklestirilmistir (Sekil 5.13., 5.14.). Erime egrisi analizlerinde iist iiste ¢akisan tek pik

goriintiileri elde edilmis ve dimer varlig1 saptanmamustir.

Melting Peaks
HI5. £5-200 HIE: 5.2 Hi7: €5-202 HIZ CS-208  — H19 (5204 HRA: £5-205
H21: £5-206 HZZ 1S16C-300 — HIT 116030 — 4 1616C-302 — h5: 16160303 HE 16150-304
HT 1B16C-305  — HE:ISIBC-36 — NG C5X3 120 5074 — [ 507-2

5503
5003
4 503
4003
3503
31003
2503

1503

A Th Flusieacenes | $83-533)

1003
0503
0003

80 [ T 7 " a8 a0 =
Tempersture (“C)

Sekil 5.12 VVDHN1primerine Ait Standart ve Orneklerin Erime Egrisi Grafigi
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Melting Pesks

DES €S-200 - D16 €S20t Mz Csme Peg £S-203 - DA% CS-204 000 C5-205
— i 5-208 002 16180300 —— D03 vansc-30 04 1530 E135 16160-5G E18 1508034
- BI7 16106308 1R 1AMCE — 13 1MCK 00 S — St
454
4904
IT0%
2
¢ 1
8 2o
¢
PRI
PALLS
§ o
“
g
T 0o
0504
0404
&0 3 [ & - b (] s
Temgesstore ('C)

Sekil 5.13 ACT Primerine Ait Standart ve Orneklerin Erime Egrisi Grafigi

5.3.5. Real Time PCR Normalize Verilerinin ifade Analizleri

Cesit ve anacda tuz ve PEG kosullarinda aktine gore normalize edilmis VVDHNL,
VVDHN2, VVLEA1, VVLEAZ2 primerlerine gore ifade seviyeleri Sekil 5.15., Sekil 5.16.,
Sekil 5.17., Sekil 5.18.’de sunulmustur.
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VVDHN1-TUZ
1600
1400
_ 1200 /A\
w
E 1000
£ s00 / \ ——CS
£ 600 / \ —B-1616C
400 // \\
200 ‘
0 — 4 * <
2.saat 6.saat 12.saat 24 .saat
VvDHN1-TUZ
2.saat 6.saat 12.saat 24 saat
cs 0.928095
P degeri
1616 C 3.172637 | 23.36146 98.65209
P degeri 1 0.999
VVDHN2-TUZ
200
180
160 /A\
@ 140
& 120 / \
B 100 / \ ——C5
p / \
2 80 / \ —|-1616C
m
= 60 / \
40
o .y /
— o N -
0 - . 4
2.saat 6.saat 12.5aat 24 .saat
VvDHN2-TUZ

24 .saat
1.46324

P degeri
1616C 32.91827 | 4.68274
P degeri 0.335 0.999

43.70461

Sekil 5.14 1616 C Anac1 ve CS Cesidi i¢in 120 mM NaCl Stresinde VVDHN1-VVDHN?2

Primerlerine Ait Normalize Verilerin Ifade Seviyeleri ve Dunnett t (2-sided)

Verileri
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VVDHN1 ve VVDHN2 ifade seviyesi tim 120mM tuz uygulama zamanlarinda CS
cesidinde belirgin bir degisim gdzlenmezken, 1616 C anacinda ise 12. saatin kritik oldugu
Dunnett t (2-sided) ve Bonferroni istatistik analizleriyle de p<0.05 degeri i¢in anlaml

olarak bulunmustur ( Ek 1).

VVDHN1-PEG
40
35 -
30 //

25
20 / ——CS
15 \ A / ——1616C

: N

ifadeKatsayisi

2 .saat 6.saat 12.saat 24 s5aat
VvDHN1-PEG
ZAMAN 2.saat 6.saat 12.saat 24 .saat
CS 9.501424 | 15.32818 | 14.6077 | 35.68821
P degeri 1 0.344 0.425 0.001
1616 C 19.67116 | 0.042316 | 5.318354 | 5.787303
P degeri 0 0.991 0.407 0.327
VVDHN2-PEG
45
40
g 30
5 e / \ /
/ N/ e
E s / \ / —m—-1616C
v .7/\ /\?/\
5
4 \-/
0 \l
2.saat 6.saat 12.5aat 24 saat
]
VwDHN2-PEG
ZAMAN 2.5aat 6.5aat 12.saat 24 .saat
(o) 3.082366 | 35.45101 | 6.516727 | 39.9188
P degeri 0.875 0 0.228 0
1616C 11.90201 | 0.005447 | 10.21204 | 0.332601
P degeri 0 0.798 0 0.936

Sekil 5.15 1616 C Anac1 ve CS Cesidi i¢in PEG Stresinde VVDHN1-VVDHN2
Primerlerine Ait Normalize Verilerin ifade Seviyeleri ve Dunnett t (2-sided)

Verileri
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%20 PEG uygulamas: sonucunda ¢esit ve anagta p<0.05 degerinde anlamli degerler igin
VVDHNL1 ve VVDHN?2 bolgesi ifadesi artan profil izlemistir. CS ¢esidinde Dunnett t (2-
sided) ve Bonferroni istatistik analizleriyle hem kontrole hem de diger saat uygulamalarina
gore en anlamli ve en yliksek artan ifade katsayisi 24. saatte gozlenirken, ayn1 kosullarinda

1616 C anacinda ise 2. saatte belirlenmistir.

VVLEA1-TUZ
&0
70 /"
60
z /
E 50
® a0 / ——CS
¥ /
% 30 —W-1616C
~ 20 //
P W
0
2.saat 6.5aat 12.saat 24.saat
VVLEA1-TUZ
ZAMAN 2.saat 6.saat 12.saat 24 saat
CcS 2.07689 | 5.715039 | 22.38968 | 69.56379
P degeri 1 0.921 0.055 0
1616 C 1.420737 | 8.739049 | 2.195104 | 9.84506
P degeri 0.947 0 0.380 0
VVLEA2-TUZ
10000
9000
8000 /A\
w 7000 / \
E 6000
ko] 5000 / \ —— (5
p / \
£ 4000 / \ —fi—1616C
[
= 3000 / \
2000 / \
1000
o b m——k . »
2.5aat 6.saat 12.5aat 24 saat
)
VvLEA2-TUZ
ZAMAN 2.5aat b.saat 12.saat 24 saat
CcS 2.685794 | 1.96242 15.89029 | 67.79063
P degeri 1 1 0.445 0
1616 C 1.973217 | 20.27513 | 8985.354 | 97.07898
P degeri 1 1 0 1

Sekil 5.16 1616 C Anac1 ve CS Cesidi i¢cin 120 mM NaCl Stresinde VVLEA1-VVLEA?2
Primerlerine Ait Normalize Verilerin ifade Seviyeleri ve Dunnett t (2-sided)

Verileri
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%20 PEG uygulamasi sonucunda cesitte artan ifade katsayis1 zamana goére artmakla
birlikte benzer profil sergilemis ve 24. saate en yiiksek seviyeye, 1616 C anaci i¢in ise 12.

saatin daha kritik bir uygulama oldugu (yiiksek katsayida anlamli ifade artisi)

belirlenmistir.
VVLEA1-PEG
500
450
400 /R\
@ 350 / \
g 200
3 250 / \ ——s
£ 200 // \\ ——1616C
£ 150
100 e / \
50 P 7\\0-_____}
0 l/ — !
2.5aat 6.saat 12 .saat 24 .saat
5]
VWLEA1-PEG
ZAMAN 2.saat 6.saat 12.saat 24 saat
CS 2.685794 | 1.96242 15.89029 | 67.79063
P degeri 1 0 0.213 1
1616 C 1.973217 | 20.27513 | 8985.354 | 97.07898
P degeri 1 0.997 0 0.954
VVLEA2-PEG
300
250

/\

A / \ ——CS
100 / \/ \ —B-1616C
wl s NC N\

I~  —

]
o
(=)

ifade Katsayisi
[uy
I
S

0 4
2.saat b.saat 12.saat 24.saat
5|
VVLEA2-PEG
ZAMAN 2.saat 6.saat 12.saat 24 saat
[ 1.995802 [ 164.1271 | 30.23664 | 0.160464
P degeri 1 0 0.443 1
1616C 61.33438 | 0.027671 [ 255.7057 | 15.02261
P degeri 0.017 1 0 0.822

Sekil 5.17 1616 C Anac1 ve CS Cesidi i¢in %20 PEG Stresinde VVLEA1-VVLEA?2
Primerlerine Ait Normalize Verilerin ifade Seviyeleri ve Dunnett t (2- sided)

Verileri
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Dunnett t (2-sided) ve Bonferroni p<0.05 degerinde en anlamli ve en yiiksek upregiile

katsayist 1616 C anaci igin 12. saat uygulamasinda ulasilmis, CS ¢esidinde ise 6. saatte

belirlenmistir.

5.4. Fizyolojik Veriler (MPa) ile Gen ifadesi Analizlerinin

Karsilastirilmasi

Uygulama saatleri boyunca yapilan fizyolojik 6l¢iimlerin kontrole gére anlamlilik (p<0.05)
t-test sonuglari ile 1616 C ve CS de gen ifadesi (VVDHN ve VVLEA) anlamli saatlerinin

birbiri ile uyumlu oldugu belirlenmistir (Sekil 5.18 ve Sekil 5.19). Kontrole gore anlamli

olan degerler isaretlenmistir.

CS MPa
0.00
010 tuz tuz tuz tuz peg peg peg peg
2 saat | bsaat |12 =aat| 24 saat| 2 sast | 6.saat |12 saat|24 saat
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-0.30 ‘\ /\
-0.40 \ / 7\\ ——MPa
DURI N S N
RNV \/
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45 180
40 00 160 ( A \
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.
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20 / \ IJ =+=CSWDHNZ || &0 h\ // \\\ —+—CS WLEA1
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o ﬂ . /A \
5 % ¥ 20 \Vy
0 o -
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Sekil 5.18 CS Cesidi MPa Degerleri ile Gen ifade Seviyelerinin Karsilastirilmasi
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CS c¢esidindeVvDHN ifadesi tuz stresi kosullarinda stabil artan ifade profili gdsterirken
VVLEA ifadesinde ise 24. saat kritik olarak belirlenmistir. Fizyolojik dl¢iim degerlerine
bakildiginda da tuz stresi kosullarinda 6. 12. ve 24.saatin kontrole oldukg¢a anlamli
(p<0.05) oldugu belirlenmistir. Kuraklik kosullarinda ise; VVDHN ifadesinde 24.saat,
VVLEA ifadesinde ise 6.saatin kritik oldugu, fizyolojik 6l¢iim degerlerine bakildiginda da
kuraklik stresi kosullarinda sadece 6. ve 24.saatin kontrole olduk¢a anlamli (p<0.05)

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 5.19 1616 C Anact MPa Degerleri ile Gen ifade Seviyelerinin Karsilastiriimasi

1616 C anacinda VvDHN ifadesi i¢in tuz stresi kosullarinda 12.saat kritik olarak
belirlenirken VVLEA ifadesinde ise 6 -12. saatler arasindaki ifadenin kontrole gore yiiksek
ve anlamli oldugu belirlenmistir. Fizyolojik 6l¢iim degerlerine bakildiginda da tuz stresi
kosullarinda 6. 12. ve 24.saatin kontrole olduk¢a anlamli (p<0.05) oldugu belirlenmistir.
Kuraklik kosullarinda ise; VVDHN ifadesinde 2.saat, VVLEA ifadesinde ise 12.saatin kritik
oldugu, fizyolojik 6l¢iim degerlerine bakildiginda da kuraklik stresi kosullarinda 2. ve 12.

saatin kontrole olduk¢a anlamli (p<0.05) oldugu belirlenmistir .
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6. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasinda Cabernet Sauvignon (CS) ¢esidi ve 1616 C anacinda 2., 6., 12. ve 24.
saatlik zaman dilimlerinde 120 mM NaCl ve osmotik olarak tuzluluk stresine es PEG stresi
kosullarindaki bir LEA (genin iki bolgesi VVLEAL, VVLEA2) ve bir VVDHN (genin iki
bolgesi VVDHN1, VVDHNZ2) genlerinin ifade seviyeleri arastirilmistir. Aktin (ACT)
referans gen (house keeping) ile ¢alisilmis olup, anag ve ¢esit arasinda zamana bagli olarak
degisen gen ifadeleri ve kritik saat uygulamalar1 (Gen ifadesinin anlamli olarak yiiksek

oranda degistigi zaman araliklari) ACT’ye gore yapilan normalizasyonlar sonucunda

tamamlanmustir.

6.1. Dehidrin Gen Bolgesi ifade Analizleri

6.1.1.Tuz Stresi-Dehidrin Gen ifadesi Analizleri

VVDHN1 bolgesinin ifadesinde CS ¢esidinde tiim uygulama zamanlar1 boyunca
belirgin/kritik bir degisim gozlenmezken, 1616 C anacinda ise 12. saatin kritik oldugu ve
VVDHNL1 bolgesinin ifadesinin yaklasik 1339 kat arttig1 (p<0.05) belirlenmistir (Sekil
5.15.).

VVDHN2 igin elde edilen sonuglara bakildiginda da ise VVDHN1’¢e benzer sekilde CS’de
belirgin bir gen ifade degisiminin olmadigi 1616 C’de ise 12. saatin kritik oldugu
belirlenmistir. 12. saatteki bu kritik kat artist Dunnett t (2-sided) istatistik analizi ile
kontrole gore ve Bonferroni analizi ile de diger saat uygulamalarina gore istatiksel olarak (

p<0.05) degerinde olduk¢a anlamli bulunmustur (Sekil 5.15.).

VVDHNL1 ve VVDHN2 bolgelerinin ifadeleri 120 mM tuz stresinde, anag ve gesitte farkli
olmakla birlikte, anag ve c¢esit ayr1 ayri degerlendirildiginde birbirini destekledigini

gostermektedir. Ayrica bu ¢alisma ile, dehidrasyon sirasinda proteinlerin agregasyonlarinin
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onlenmesi ve hiicre membran biitiinliigiiniin korunmasini saglayan dehidrinlerin (113-115)

PN

hem ana¢ hem de c¢esitte tuzluluk kosullarinda ifadelerinin degistigi gosterilmektedir.

Cesitte tuz stres uygulamasi ile artan gen ifadesi degismezken, anagta ise uygulamanin
daha ge¢ evresinde (12. saat) yiiksek cevap belirlenmistir. Bunun ise ana¢ ve ¢esidin
abiotik strese karsi dayanikliliklarinin farkli olmasindan kaynaklandigi diisiinilmektedir.
Paul ve arkedasi tarafindan ¢ay [Camellia sinensis (L.) O.Kuntze] > da farkli zamanlarda
(0.,1.,4.,24.,48. saat) yapilan PEG ve 100mM tuz stresi uygulamalari sonucunda dehidrin
genlerinin (DHN1 ve DHN2 genleri) ifade diizeyleri arastirilmistir (116). 100mM NaCl
stresi uygulamasinda ¢ayda 4-24. saat arasinda DHN gen ifadesi yliksekken, bu ¢alisma da
1616 C anacinda da oOzellikle 12. saatte ve CS ¢esidinde benzer artan ifade profili
belirlenmistir. Ayrica bu tez ¢alismasinda tuzluluk kosullarinda VVDHN gen boélgelerinin
ifadesi 6. saat sonrasindaki uygulamalarda (12. saat ve sonrasi) 1616 C anacinda yiiksek
cevapla degismeye baslamistir (Sekil 5.15). Daldoul ve ark., tarafindan Vitis vinifera L.
genotipleri arasinda 100mM NaCl stresi kosullarinda yapilan microdizin (microarray)
analizlerinde de benzer olarak 6. ve 24. saatlerde dehidrin gen ifadesinin gozlendigi ve bu

ifadesinin 24. saat sonrasinda ¢ok daha fazla oldugu belirtilmistir (13).

6.1.2. Kurakhk Stresi-Dehidrin Gen ifadesi Analizleri

Dehidrinler dehidrasyon sirasinda proteinlerin agregasyon ya da inaktivasyonunu
Onleyecek saperonlar olarak gorev yapmakta ve hiicre membran biitlinliigiiniin
korunmasini saglamaktadirlar (113-115). PEG uygulamasinda zamana gore degisen gen
ifade seviyeleri ise c¢esit ve anacta incelediginde ise VVDHNI1 gen bolgesi (p<0.05
degerinde anlamli ifade analizi sonuglarma gore) igin silirekli artan bir profil
gozlenmektedir (Sekil 5.16). CS’de anlamli ve en yiiksek ifade katsayis1 (yaklasik 35 kat)
24. saatte gdzlenirken, ayn1 anlamlilik kosullarinda 1616 C anacinda VVDHNI1 bélgesi icin
en yiiksek ifade artis katsayisi (yaklasik 19 kat) 2. saatte belirlenmistir. Ayni anlamlilik
kosullarinda VVDHN2 bolgesi i¢gin VVDHNI1 bolgesi ifade profiline benzer olarak CS
cesidinde 24. saatte (yaklasik 39 kat) 1616 C anacinda ise 2. saatte (yaklasik 11 kat)
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belirlenmistir (Sekil 5.17.). Kuraklik stresine cevapta VVDHN1 ve VVDHN2 bolgeleri igin
yapilan analizlerde ana¢ ve c¢esitteki ifade profilleri birbirini desteklemektedir.
Dehidrinlerin kuraklik kosullarindaki ifadesi ¢esit ve anagta benzer olarak oldukca yiiksek
bulunmustur. VVDHN1 ve VVDHN2 bolgelerinin ortak anlamli degerleri i¢in ¢esitteki gen
ifadesi anaca gore daha ge¢ ve yaklasik 3 kat daha fazla, anacta ise erken cevapta ifade
artig1 belirlenmistir (Sekil 5.17.). Zeytinde yapilan ¢alismada dehidrasyon/osmotik strese
cevapta DHN’lerin rol oynadig1 ve kurak tolerant genotiplerde kurakliga hassas genotiplere
gore daha yiiksek oldugu belirtilmistir (117). Bu ¢alismada da benzer olarak kuraklik
kosullarinda CS ¢esidi ve 1616 C anaci i¢in en anlamli ve kritik olan uygulama siirelerinde
cesitteki VVDHN lerin cevaptaki ifadesi anaca gore daha yiiksektir. Paul ve ark., tarafindan
cay [Camellia sinensis (L.) O.Kuntze] > da farkli zamanlarda (0., 1., 4., 24., 48. saat)
yapilan PEG uygulamasi sonucunda DHN gen ifadesi uygulamanin ilk bagladig: 1. saat
itibari ile artmaya baslamis ve 24. saatte en yiiksek seviyeye ulasmistir (116). Benzer
olarak bu tezde de 1616 C anacinda ilk PEG uygulamasimin yapildig: 2. saat itibari ile
VVDHN gen ifadesi artmaya baslamis, CS ¢esidinde ise 24 saatte anlamli olarak en yiiksek
seviyeye ulagsmistir. Ayrica DHN genin yiiksek derecede ifadesinin soguk, kurak, tuzluluk
ve osmotik strese karst dayanikliligi etkiledigi transgenik hatlarda da belirlenmistir (61,

118, 119).

Genel olarak DHN’lerin kuraklik ve tuz stresinde ifadesi artmakta ve bunu takip eden
rehidrasyonla ifadesi azalmaktadir (120). Ayrica yapilan g¢alismalarda farkli DHN
tiplerinin farkli abiotik stres kosullarma cevapta sorumlu oldugu belirtilmis olup (106)
Vitis vinifera L.’de diger DHN gen/genlerinin kuraklik, yiiksek tuz stresi vb. kosullarinda
ifadesinin arttigi gosterilmistir (112, 116, 118). Pinot Noir ¢esidinde de farkli ifade
profillerine sahip dehidrinler tanimlanmistir (115). Vitis vinifera L. ile birlikte kuraklik
kosullarinda arpa (121), tuzluluk stresi kosullarinda da zeytinde (117) dehidrinlerin artan
ifade profilleri gosterilmistir. Bu tezin sonuglarinda da gozlenen tiim tuz ve kurak
uygulamalar1 kosullarinda VvDHN’lerin artan ifade profilleri desteklenmektedir.
Doalyisiyla bu arasgtirmada konu edilen VVDHN gen boélgesinin aday gen olabilecegi

anlasilmaktadir.
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6.2. VVLEA Gen Bolgesi Ifade Analizleri

6.2.1.Tuz Stresi-VVLEA Gen ifadesi Analizleri

VVLEAI ifadesinin 120mM NaCl stresinde 1616 C anac1 ve CS ¢esidinde genel olarak 2.
saatte benzer profil sergiledigi ve 6. saat itibari ile degisimin oldugu gozlenmistir. Tim
saat uygulamalarinda ana¢ ve ¢esitte VVLEAL ifadesi artan profile sahipken, 24. saatlik
uygulamalarda CS’de anaca gore daha yiiksek oranda (yaklasik 6 kat) ifade artisi
gozlenmistir (Sekil 5.17.). VVLEA?2 igin elde edilen sonuglara bakildiginda da ise anag ve
cesitte genel olarak 2. saatte benzer ifade profili ve 12. saatte farklilasma belirlenmistir
(Sekil 5.17.). Dunnett t (2-sided) analizine gore 24. saatteki bu artis g¢esitte anlamli
bulunurken (p<0.05), farkin ortaya c¢ikmaya basladigi 12. saatteki cevap ise anagta
Bonferroni istatistik analizleriyle de diger zamanlara (p<0.05) gore anlamli bulunmustur.
Cesitte ifadedeki artis katsayist zamana gore artmakla birlikte anaca gore ge¢ fakat daha
yiiksek cevabin ortaya ¢iktigi, 1616 C anacinda ise 6-12. saatler arasinda oldugu fakat
ceside gore daha az ifade katsayisiyla ortaya ¢iktigi belirlenmistir. VVLEA gen ifadesi ¢esit
ve anacta farkli olmakla birlikte, ¢esitte daha ge¢ fakat daha yiiksek cevabin oldugu
belirlenmistir (Sekil 5.17.).

Xiao ve ark., tarafindan piringte yapilan ¢alismada OsLEA3-1 genine farkli zamanlarda
kurak, tuz, soguk ve ABA uygulamasi yapilmistir (122). Arastiricilar 200mM NaCl
uygulamasinda, genin ifadesindeki artisin 6zellikle 6., 12., ve 24. saatlerinde oldugunu ve
en yliksek seviyesine 24. saatte ulasildigini bildirmislerdir. Bu tezdeki anag ve cesitteki tuz
uygulamasina bakildiginda da ifade artisinin kritik saat araliginin 6-24 oldugu belirlenmis,
sonuglar (122) ile olduk¢a uyumlu bulunmustur. Ayrica, Liu ve ark., tarafindan misirda
ZmLEA3 geni ile yapilan ¢alismada 150mM NaCl uygulamasi sonucunda gen ifadesinin
ilk 24 saat igerisinde, yiiksek seviyeye ulastig1 belirtilmis bu tezdeki kritik ve yliksek
VVLEA gen bolgelerin ifadesi olan saatler ile benzer bulunmustur (123).
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6.2.2. Kuraklik Stresi-VVLEA Gen ifadesi Analizleri

PEG uygulamas1 1le VVLEA gen boélgelerinin zamana gore degisen gen ifade seviyeleri
incelendiginde; VVLEAIL gen bélgesinin g¢esit ve anagta ¢cogunlukla artan ifade profiline
sahip oldugu gozlenmistir.1616 C i¢in kontrole ve diger saat uygulamalarina gore istatistik
olarak en anlamli ve en yiiksek ifade katsayisi (yaklasik 441) 12. saat uygulamasinda
ulagilmis ve 1616 C anaci i¢in en kritik uygulama saati oldugu belirlenmistir. Ayni
kosullarda CS’de en yiiksek ifade katsayisi 6. saatte (yaklasik 106 kat) belirlenmistir.
VVLEAZ2 bolgesi VVLEATin ifade profiline benzer olarak CS ¢esidinde 6. saatte (yaklasik
164), 1616 C anacinda ise 12. saatte (yaklasik 255 kat) belirlenmistir (Sekil 5.18.). Anag ve
cesitteki kuraklik stresine cevapta VVLEAL ve VVLEA?2 bolgeleri icin yapilan gen ifade
analizleri artis katsayis1 profili ve kritik saat uygulamalar1 agisindan birbirini
desteklemektedir. Kuraklik kosullarinda VVLEA gen ifadesi cesitte daha erken ve anaca
gore ifade seviyesi daha diisiik olmakla birlikte, hem ana¢ hem de ¢esitte yiiksek ifade
seviyelerine ulasilmistir. Bu tez ¢aligmasi sonucunda kuraklik uygulamasinda 1616 C anaci
icin anlamli ve en yiiksek VVLEA ifadesine 12. saatte, CS ¢esidi igin ise 6. saatte
ulagilmistir (Sekil 5.18.). OsLEA3-1 geni ile Xiao ve ark., 2007 (122) tarafindan piringte
yapilan ¢alismada OsLEA3-1 geni ifadesinin 6zellikle 6-12. saatlerde diger uygulamalara

gore daha yiiksek oldugu gosterilmis ve bu ¢alismanin sonuglariyla benzer bulunmustur.

LEA ifadesi 6zellikle abiotik stres kosullarinda (soguk, kurak ve yiiksek tuzluluk) artmakta
ve hiicrenin stabilizasyonunda 6nemli gorevler almaktadir (114, 123, 124). Hundertmark
ve Hincha tarafindan 51 Arabidopsis LEA geninde yapilan Real Time PCR ¢aligmasinda
tuz ve kuraklik stresi kosullarinda ifade artis profilleri gosterilmis bu tezdeki VVLEA nin
genel olarak artan ifade profili ile benzer bulunmustur (124). Ayrica benzer ifade artis
profili He ve arkedasi tarafindan piring OSLEAS geni ile rekombinant E.coli hiicreleri ile
yapilan ¢alismada da gozlenmis ve hiicre ¢esitli abiyotik stres kosullarina (yiliksek tuzluluk,
kuraklik, soguk vb) maruz birakilmis ve piring LEA geninin ifade artiginin toleransa katki
sagladig1 belirtilmistir. Transgenik piring ve arpa yapilan c¢alismalarda da ifadesi artan

LEA’larin  kuraklik (125-127) ve dehidrasyona (128) karsi tolerans sagladigi
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belirtilmektedir. Wang ve arkedas1 tarafindan piringte yapilan mikrodizin ¢alismasinda ise
tuzluluk, kurak ve osmotik stres kosullarinda ifade olan LEA ifade artis profilleri bu tezde
VVLEA’nin tuz ve kurak kosullarindaki hem ana¢ hem de c¢esitte kritik ve anlamli olan

uygulama zamanlarindaki ifade artisin1 desteklemektedir (129).

Gen ifadelerine toplu bir bakis ¢izilecek olursa;
Tiim tuzluluk stresi uygulamalart ile;

e (esit ve anagta VVDHN ve VVLEA genleri ifadeleri en anlamli kritik saat

uygulamalarinda ifadesi artan bir profil sergilemislerdir.

e VVDHN’nin gesitte tiim uygulama zamanlar1 boyunca belirli bir seviyede (6-1 kat
aras1) ifadesi artarken anagta ise 12. saat en kritik uygulama zamani olarak

belirlenmistir.

e VVDHN gen ifadesinin anacta daha ge¢ ve yliksek seviyede, cesitte ise erken

donemden itibaren stabil bir cevabin olustugu belirlenmistir.

e VVLEA gen ifadesinde ise VVDHN’de gozlenen sekilde anag ve gesitteki kadar net
ayrimlar belirlenememekle birlikte kritik ve anlamli saat uygulamalarinda benzer

ifade profilleri belirlenmistir.

e Cesitte anlamli yiiksek ifade katsayisi ortak olarak 24. saatte belirlenmis ve
cesitteki yiiksek VVLEA ifadesinin anaca gore daha gec¢ (24. saat) oldugu

belirlenmistir.

1616 C anacinda VvDHN ifadesi i¢in tuz stresi kosullarinda 12.saat kritik olarak
belirlenirken VVLEA ifadesinde ise 6 -12. saatler arasindaki ifadenin kontrole gore yiiksek
ve anlamli oldugu belirlenmistir. CS ¢esidinde VVDHN ifadesi tuz stresi kosullarinda stabil
artan ifade profili gosterirken VVLEA ifadesinde ise 24. saat kritik olarak belirlenmis ve
1616 C anac1 ve CS ¢esidinde fizyolojik olgiim degerlerine bakildiginda da tuz stresi
kosullarinda 6. 12. 24.saatin kontrole olduk¢a anlamli (p<0.05) oldugu belirlenmistir. Tuz
stresi kosullar fizyolojik 6l¢tim degerleri ile gen ifadesi analizleri kritik saat uygulamalar

uyumlu olarak bulunmustur.
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Tiim kuraklik stresi uygulamalart ile;

e (Cesit ve anagda VVDHN ve VVLEA genlerinin ifadeleri en anlamli kritik saat

uygulamalarinda artig profili sergilemislerdir.

e VVDHN gen ifadesi gesitte 24. saat en kritik uygulama zamani olarak belirlenirken

anagta 2. saat olarak belirlenmistir.

e VVLEA ifadesinde kritik saat uygulamalari gesitte 6. saat (106-164 kat) anagta ise
12. saat (255-441 kat) olarak belirlenmistir.

e VVDHN1 ve VVDHN?2 bolgelerinin ortak anlamli degerleri i¢in ¢esitteki gen ifadesi
anaca gore daha ge¢ ve yaklasik 3 kat daha fazla, anagta ise erken cevapta ifade

artis1 belirlenmistir.

e VVLEA gen ifadesi ise g¢esitte daha erken ve anaca gore ifade seviyesinin daha

diisiik oldugu belirlenmistir.

1616 C anaci kuraklik kosullarinda; VVDHN ifadesinde 2.saat, VVLEA ifadesinde ise
12.saatin kritik oldugu, fizyolojik o6l¢iim degerlerine bakildiginda da kuraklik stresi
kosullarinda 2. ve 12. saatin kontrole olduk¢a anlamli (p<0.05) oldugu belirlenmistir. CS
¢esidi kuraklik kosullarinda ise; VVDHN ifadesinde 24.saat, VVLEA ifadesinde ise 6.saatin
kritik oldugu, fizyolojik ol¢im degerlerine bakildiginda da kuraklik stresi kosullarinda
sadece 6. ve 24.saatin kontrole olduk¢a anlamli (p<0.05) oldugu belirlenmis ve fizyolojik

Ol¢iim degerleri ve gen ifadesi anlamli saatlerinin uyumlu oldugu gortilmiistiir.

Sonug¢ olarak, VVLEA ve VVDHN genlerinin {iziim cesit ve anacinda ifade seviyeleri
belirlenerek soz konusu gen bolgelerinin stres aday genleri oldugu ortaya konmustur. Bu
veriler genlerin klonlanmasi basta olmak {izere asmada stresle ilgili yiirtitiilecek molekiiler

ve 1slah ¢aligmalarina orijinal ve temel bilgi olusturacaktir.
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EKLER

EK 1. Dunnett -t ve Bonferroni Analizi Sonuglari

95% Confidence
Dependent ) J) Mean _ Interval
Variable zaman |zaman Difference (1-J) Std. Error Sig.
Lower Upper
Bound Bound
6. saat 5.40780(*) 0.90693 0.001 |2.1597 8.6559
12.saat |1.01716 0.90693 1 -2.2309 4.2652
2. saat
24.saat |5.96694(*) 0.90693 0.001 |2.7189 9.215
Kontrol |5.89504(*) 0.90693 0.001 |2.647 9.1431
2. saat -5.40780(*) 0.90693 0.001 |-8.6559 -2.1597
12.saat | -4.39064(*) 0.90693 0.007 |-7.6387 -1.1426
6. saat
24.saat |0.55914 0.90693 1 -2.6889 3.8072
Kontrol |0.48724 0.90693 1 -2.7608 3.7353
2. saat -1.01716 0.90693 1 -4.2652 2.2309
6. saat 4.39064(*) 0.90693 0.007 |1.1426 7.6387
Bonferroni | 12. saat
24.saat | 4.94978(%) 0.90693 0.003 |1.7017 8.1979
CSACT Kontrol |4.87787(*) 0.90693 0.003 |1.6298 8.126
VvDHN1
Tuz 2. saat -5.96694(*) 0.90693 0.001 |-9.215 -2.7189
6. saat -0.55914 0.90693 1 -3.8072 2.6889
24, saat
12.saat |-4.94978(%) 0.90693 0.003 |-8.1979 -1.7017
Kontrol |-0.0719 0.90693 1 -3.32 3.1762
2. saat -5.89504(*) 0.90693 0.001 |-9.1431 -2.647
6. saat -0.48724 0.90693 1 -3.7353 2.7608
Kontrol
12.saat |-4.87787(*) 0.90693 0.003 |-8.126 -1.6298
24.saat |0.0719 0.90693 1 -3.1762 3.32
2.saat |Kontrol |5.89504(*) 0.90693 0 3.2736 8.5165
Dunnett t 6.saat | Kontrol |0.48724 0.90693 0.951 |[-2.1342 3.1087
(2-sided)(@) [ 75 zat [Kontrol |4.87787(%) 0.90693 0.001 |2.2564 7.4993
24.saat | Kontrol |-0.0719 0.90693 1 -2.6934 2.5496
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6. saat 0.65064 0.69099 1 -1.8241 3.1253
12.saat |1.68703 0.69099 0.348 |[-0.7877 4.1617
2. saat
24.saat |4.86060(*) 0.69099 0 2.3859 7.3353
Kontrol |5.32384(*) 0.69099 0 2.8491 7.7985
2. saat -0.65064 0.69099 1 -3.1253 1.8241
12.saat |1.03638 0.69099 1 -1.4383 3.5111
6. saat
24.saat | 4.20995(*) 0.69099 0.001 |1.7352 6.6847
Kontrol |4.67319(*) 0.69099 0 2.1985 7.1479
2. saat -1.68703 0.69099 0.348 |-4.1617 0.7877
6. saat -1.03638 0.69099 1 -3.5111 1.4383
Bonferroni | 12. saat
24.saat |3.17357(%) 0.69099 0.01 0.6989 5.6483
CSACT Kontrol |3.63681(*) 0.69099 0.004 |1.1621 6.1115
VVDHN2
Tuz 2. saat -4.86060(*) 0.69099 0 -7.3353 -2.3859
6. saat -4.20995(%*) 0.69099 0.001 |-6.6847 -1.7352
24, saat
12.saat |-3.17357(*) 0.69099 0.01 -5.6483 -0.6989
Kontrol |0.46324 0.69099 1 -2.0115 2.9379
2. saat -5.32384(*) 0.69099 0 -7.7985 -2.8491
6. saat -4.67319(%) 0.69099 0 -7.1479 -2.1985
Kontrol
12. saat |-3.63681(*) 0.69099 0.004 |-6.1115 -1.1621
24.saat |-0.46324 0.69099 1 -2.9379 2.0115
2.saat |Kontrol |5.32384(%) 0.69099 0 3.3266 7.3211
Dunnett t 6.saat |Kontrol |4.67319(*) 0.69099 0 2.6759 6.6705
(2-sided)(@) 75 "3at [ Kontrol |3.63681() 0.69099 0.001 |1.6395 5.6341
24. saat | Kontrol |0.46324 0.69099 0.902 |-1.534 2.4605
6. saat -3.63815 7.55283 1 -30.6879 23.4116
12.saat |-20.31279 7.55283 0.227 |-47.3625 6.7369
2. saat
24.saat |-67.48689(*) 7.55283 0 -94.5366 -40.4372
CSACT
VVLEA1 Bonferroni Kontrol |1.07689 7.55283 1 -25.9728 28.1266
Tuz
2. saat 3.63815 7.55283 1 -23.4116 30.6879
6.saat |12.saat |-16.67464 7.55283 0.518 |-43.7244 10.3751
24.saat |-63.84875(*) 7.55283 0 -90.8985 -36.799
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Kontrol |4.71504 7.55283 1 -22.3347 31.7648
2. saat 20.31279 7.55283 0.227 |-6.7369 47.3625
6. saat 16.67464 7.55283 0.518 |-10.3751 43.7244
12. saat
24.saat | -47.17411(%) 7.55283 0.001 |-74.2238 -20.1244
Kontrol |21.38968 7.55283 0.178 |-5.6601 48.4394
2. saat 67.48689(*) 7.55283 0 40.4372 94.5366
6. saat 63.84875(*) 7.55283 0 36.799 90.8985
24. saat
12.saat | 47.17411(%) 7.55283 0.001 |20.1244 74.2238
Kontrol |68.56379(*) 7.55283 0 41514 95.6135
2. saat -1.07689 7.55283 1 -28.1266 25.9728
6. saat -4.71504 7.55283 1 -31.7648 22.3347
Kontrol
12.saat |-21.38968 7.55283 0.178 |-48.4394 5.6601
24.saat | -68.56379(*) 7.55283 0 -95.6135 -41.514
2.saat | Kontrol |1.07689 7.55283 1 -20.7544 22.9082
Dunnett t 6.saat | Kontrol |4.71504 7.55283 0.921 |-17.1163 26.5463
(2-sided)(@) 75-caat [Kontrol | 21.38968 755283 0.055 |-04416  |43.221
24. saat | Kontrol |68.56379(*) 7.55283 0 46.7325 90.3951
6. saat 0.72337 6.48362 1 -22.4971 23.9438
12.saat |-13.2045 6.48362 0.69 -36.425 10.016
2. saat
24.saat |-65.10483(*) 6.48362 0 -88.3253 -41.8844
Kontrol |1.68579 6.48362 1 -21.5347 24.9063
2. saat -0.72337 6.48362 1 -23.9438 22.4971
12.saat |-13.92787 6.48362 0.572 |-37.1483 9.2926
6. saat
CSACT 24.saat |-65.82821(*) 6.48362 0 -89.0487 -42.6077
VVLEA?2 Bonferroni
Tuz Kontrol |0.96242 6.48362 1 -22.258 24.1829
2. saat 13.2045 6.48362 0.69 -10.016 36.425
6. saat 13.92787 6.48362 0.572 |[-9.2926 37.1483
12. saat
24.saat |-51.90034(*) 6.48362 0 -75.1208 -28.6799
Kontrol |14.89029 6.48362 0.445 |-8.3302 38.1108
2. saat 65.10483(*) 6.48362 0 41.8844 88.3253
24. saat
6. saat 65.82821(*) 6.48362 0 42.6077 89.0487
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12. saat |51.90034(*) 6.48362 0 28.6799 75.1208
Kontrol |66.79063(*) 6.48362 0 43.5702 90.0111
2. saat -1.68579 6.48362 1 -24.9063 21.5347
6. saat -0.96242 6.48362 1 -24.1829 22.258
Kontrol
12.saat |-14.89029 6.48362 0.445 |-38.1108 8.3302
24. saat -66.79063(*) 6.48362 0 -90.0111 -43.5702
2. saat Kontrol |1.68579 6.48362 0.996 |-17.055 20.4266
Dunnett t 6. saat Kontrol |[0.96242 6.48362 1 -17.7783 19.7032
(2-sided)(®@) 77 "saat | Kontrol | 14.89029 6.48362 013 |-38505  |33.6311
24. saat | Kontrol |66.79063(*) 6.48362 0 48.0499 85.5314
6. saat -5.82676 5.85488 1 -26.7954 15.1419
12. saat |-5.10628 5.85488 1 -26.075 15.8624
2. saat
24. saat -26.18679(*) 5.85488 0.012 |-47.1555 -5.2181
Kontrol |8.50142 5.85488 1 -12.4673 29.4701
2. saat 5.82676 5.85488 1 -15.1419 26.7954
12.saat |0.72048 5.85488 1 -20.2482 21.6892
6. saat
24. saat |-20.36003 5.85488 0.059 |-41.3287 0.6087
Kontrol |14.32818 5.85488 0.344 |-6.6405 35.2969
2. saat 5.10628 5.85488 1 -15.8624 26.075
6. saat -0.72048 5.85488 1 -21.6892 20.2482
CSACT Bonferroni | 12. saat
VVDHNL1 24 saat |-21.08051(*) | 5.85488 0.048 |-42.0492 |-0.1118
PEG
Kontrol |13.6077 5.85488 0.425 |-7.361 34.5764
2. saat 26.18679(*) 5.85488 0.012 |5.2181 47.1555
6. saat 20.36003 5.85488 0.059 |-0.6087 41.3287
24. saat
12.saat |21.08051(*) 5.85488 0.048 |0.1118 42.0492
Kontrol |34.68821(*) 5.85488 0.001 |13.7195 55.6569
2. saat -8.50142 5.85488 1 -29.4701 12.4673
6. saat -14.32818 5.85488 0.344 |-35.2969 6.6405
Kontrol
12. saat -13.6077 5.85488 0.425 |-34.5764 7.361
24.saat | -34.68821(*) 5.85488 0.001 |-55.6569 -13.7195
Dunnett t 2. saat Kontrol |8.50142 5.85488 0.441 |-8.422 25.4248
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(2-sided)(a) | 6. saat | Kontrol |14.32818 5.85488 0.103 |-2.5952 31.2516
12. saat | Kontrol |13.6077 5.85488 0.125 |-3.3157 30.5311
24. saat | Kontrol |34.68821(*) 5.85488 0.001 |17.7648 51.6116
6. saat -32.36865(*) 2.85816 0 -42.6049 -22.1324
12.saat |-3.43436 2.85816 1 -13.6706 6.8019
2. saat
24.saat | -36.83643(*) 2.85816 0 -47.0727 -26.6002
Kontrol |2.08237 2.85816 1 -8.1539 12.3186
2. saat 32.36865(*) 2.85816 0 22.1324 42.6049
12. saat |28.93429(*) 2.85816 0 18.698 39.1705
6. saat
24.saat | -4.46779 2.85816 1 -14.704 5.7685
Kontrol |34.45101(%) 2.85816 0 24.2148 44,6873
2. saat 3.43436 2.85816 1 -6.8019 13.6706
6. saat -28.93429(*) 2.85816 0 -39.1705 -18.698
Bonferroni |12. saat
24, saat | -33.40207(*) 2.85816 0 -43.6383 -23.1658
CSACT Kontrol |5.51673 2.85816 0.824 |-4.7195 15.753
VVDHN2
PEG 2. saat 36.83643(*) 2.85816 0 26.6002 47.0727
6. saat 4.46779 2.85816 1 -5.7685 14.704
24, saat
12. saat | 33.40207(*) 2.85816 0 23.1658 43.6383
Kontrol |38.91880(*) 2.85816 0 28.6825 49.155
2. saat -2.08237 2.85816 1 -12.3186 8.1539
6. saat -34.45101(*) 2.85816 0 -44.6873 -24.2148
Kontrol
12. saat |-5.51673 2.85816 0.824 |-15.753 4,7195
24, saat |-38.91880(*) 2.85816 0 -49.155 -28.6825
2.saat | Kontrol |2.08237 2.85816 0.875 |[-6.1791 10.3438
Dunnett t 6.saat | Kontrol |34.45101(*) 2.85816 0 26.1895 42.7125
(2-sided)(@) 5-c2at [ Kontrol | 551673 2.85816 0228 |-2.7447 | 13.7782
24. saat | Kontrol |38.91880(*) 2.85816 0 30.6573 47.1803
6. saat -105.27803(*) |10.7612 0 -143.8183 |-66.7378
CS ACT ) 12. saat |-20.86061 10.7612 0.813 |-59.4008 17.6796
VVLEAL Pe Bonferroni | 2. saat
g 24.saat |1.01228 10.7612 1 -37.528 39.5525
Kontrol |0.42223 10.7612 1 -38.118 38.9625
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2. saat 105.27803(*) 10.7612 0 66.7378 143.8183
12.saat |84.41741(*) 10.7612 0 45.8772 122.9576
6. saat
24.saat |106.29030(*) 10.7612 0 67.7501 144.8305
Kontrol |105.70025(*) 10.7612 0 67.16 144.2405
2. saat 20.86061 10.7612 0.813 |-17.6796 59.4008
6. saat -84.41741(%) 10.7612 0 -122.9576 -45.8772
12. saat
24. saat |21.87289 10.7612 0.695 |-16.6673 60.4131
Kontrol |21.28284 10.7612 0.762 |-17.2574 59.8231
2. saat -1.01228 10.7612 1 -39.5525 37.528
6. saat -106.29030(*) |10.7612 0 -144.8305 |-67.7501
24. saat
12.saat |-21.87289 10.7612 0.695 |-60.4131 16.6673
Kontrol |-0.59005 10.7612 1 -39.1303 37.9502
2. saat -0.42223 10.7612 1 -38.9625 38.118
6. saat -105.70025(*) 10.7612 0 -144.2405 -67.16
Kontrol
12. saat |-21.28284 10.7612 0.762 |-59.8231 17.2574
24.saat |0.59005 10.7612 1 -37.9502 39.1303
2. saat Kontrol |[0.42223 10.7612 1 -30.6828 31.5273
Dunnett t 6. saat Kontrol |105.70025(*) 10.7612 0 74.5952 136.8053
(2-sided)(@) 75 "czat [ Kontrol | 21.28284 10.7612 0213 |-9.8222 52.3879
24.saat | Kontrol |-0.59005 10.7612 1 -31.6951 30.515
6. saat -162.13130(*) 20.20329 0 -234.4875 -89.7751
12. saat |-28.24083 20.20329 1 -100.597 44,1154
2. saat
24.saat |1.83534 20.20329 1 -70.5209 74.1915
Kontrol |0.9958 20.20329 1 -71.3604 73.352
2. saat 162.13130(*) 20.20329 0 89.7751 234.4875
CSACT Bonferroni *
VVLEA?2 Peg 6 cant 12. saat |133.89047(*) 20.20329 0.001 |61.5343 206.2467
24.saat | 163.96664(*) 20.20329 0 91.6104 236.3228
Kontrol |163.12710(*) 20.20329 0 90.7709 235.4833
2. saat 28.24083 20.20329 1 -44.1154 100.597
12. saat | 6. saat -133.89047(*) |20.20329 0.001 |-206.2467 |-61.5343
24.saat |30.07617 20.20329 1 -42.28 102.4324
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Kontrol |29.23664 20.20329 1 431196 | 101.5928
2.saat  |-1.83534 20.20329 1 741915 | 70.5209
6.saat  |-163.96664(*) |20.20329 0 236.3228 |-91.6104
24. saat
12.saat |-30.07617 20.20329 1 1024324 | 42.28
Kontrol |-0.83954 20.20329 1 731957 | 71.5167
2.saat  |-0.9958 20.20329 1 73.352 71.3604
6.saat |-163.12710(*) |20.20329 0 -235.4833  [-90.7709
Kontrol
12.saat | -29.23664 20.20329 1 1015928 | 43.1196
24.saat | 0.83954 20.20329 1 715167 | 73.1957
2.saat | Kontrol |0.9958 20.20329 1 -57.4014 59.393
bunnettt |6 3t | Kontrol [163.12710(*) [20.20329 0 1047299 | 2215243
(2-sided)(@) 5"Cat [ Kontrol | 29.23664 2020320 |0.443 |-29.1606 | 87.6338
24. saat | Kontrol |-0.83954 20.20329 1 50.2367 | 57.5577
6.saat | -20.18882 111.34543 |1 “418.962 | 378.5844
12.saat |-1335.82988(*) |111.34543 |0 -1734.6031 |-937.0567
2. saat
24.saat | -95.47945 111.34543 |1 “494.2527 | 303.2938
Kontrol |2.17264 111.34543 |1 -396.6006 | 400.9458
2.saat | 20.18882 11134543 |1 3785844 |418.962
12.saat |-1315.64106(*) |111.34543 |0 -1714.4143 |-916.8679
6. saat
24.saat | -75.29063 11134543 |1 -474.0638 | 323.4826
Kontrol |22.36146 111.34543 |1 376.4117 | 421.1347
1616 C ACT : 2.saat |1335.82988(*) |111.34543 |0 937.0567 | 1734.6031
VWDHN1TLz | BONferroni *)
6.saat  |1315.64106(*) |111.34543 |0 916.8679 | 1714.4143
12. saat
24.saat | 1240.35043(*) |111.34543 |0 8415772 | 1639.1236
Kontrol |1338.00251(%) |111.34543 |0 939.2293 | 1736.7757
2.saat | 95.47945 11134543 |1 -303.2938 | 494.2527
6.saat | 75.29063 111.34543 |1 323.4826 | 474.0638
24. saat
12.saat |-1240.35043(*) |111.34543 |0 -1639.1236 |-841.5772
Kontrol |97.65209 111.34543 |1 3011211 | 496.4253
Kontrol | 2. saat | -2.17264 111.34543 |1 ~400.9458 | 396.6006
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6.saat | -22.36146 111.34543 |1 4211347 |376.4117
12.saat |-1338.00251(*) |111.34543 |0 -1736.7757 | -939.2293
24.saat | -97.65209 111.34543 |1 ~496.4253 | 301.1211
2.saat | Kontrol |2.17264 111.34543 |1 319.6691 |324.0144
6.saat | Kontrol |22.36146 111.34543  |0.999 |-299.4803 |344.2032
Dunnett t
(2-sided)(@) ['15 saat |Kontrol |1338.00251(*) |111.34543 |0 1016.1608 | 1659.8443
24. saat | Kontrol |97.65209 111.34543  |0.794 |-224.1897 |419.4938
6.saat | 28.23553 19.22071 1 ~40.6016 | 97.0727
12.saat |-147.00285(*) |19.22071 0 -215.84 78.1657
2. saat
24.saat |-10.78635 19.22071 1 ~79.6235 | 58.0508
Kontrol |31.91827 19.22071 1 36.9189 | 100.7554
2.saat | -28.23553 19.22071 1 97.0727 | 40.6016
12.saat |-175.23838(*) |19.22071 0 2440755 |-106.4012
6. saat
24.saat |-39.02187 19.22071 0.698 |-107.859 |29.8153
Kontrol | 3.68274 19.22071 1 65.1544 | 72.5199
2.saat | 147.00285(*) |19.22071 0 78.1657 215.84
6.saat | 175.23838(*) |19.22071 0 106.4012 | 244.0755
Bonferroni | 12. saat
24.saat | 136.21651(*) |19.22071 0 67.3793 205.0537
1616 C ACT
VWDHN2Tuz Kontrol |178.92112(%) |19.22071 0 110.084 2477583
2.saat | 10.78635 19.22071 1 58.0508 | 79.6235
6.saat | 39.02187 19.22071 0.698 |-29.8153 | 107.859
24. saat
12.saat |-136.21651(*) |19.22071 0 205.0537 |-67.3793
Kontrol | 42.70461 19.22071 0505 |-26.1325 |111.5418
2.saat | -31.91827 19.22071 1 ~100.7554 | 36.9189
6.saat | -3.68274 19.22071 1 725199 | 65.1544
Kontrol
12.saat |-178.92112(%) |19.22071 0 2477583 |-110.084
24.saat | -42.70461 19.22071 0505 |-111.5418 |26.1325
2.saat |Kontrol |31.91827 19.22071 0.335 |-23.6388 |87.4753
Dunnettt g"caat [Kontrol | 3.68274 19.22071 0.999 |-51.8743 |59.2398
(2-sided)(a)
12.saat | Kontrol [178.92112(*%) |19.22071 0 123.364 234.4782
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24. saat | Kontrol |42.70461 1022071 |0.146 |-12.8525 | 98.2617
6.saat |-7.31831(*)  |0.76243 0 110.0489 | -4.5877
12.saat | -0.77437 0.76243 1 23.505 1.9562
2. saat
24 saat | -8.42432(*) | 0.76243 0 111549 | -5.6937
Kontrol |0.42074 0.76243 1 23098 |3.1513
2. saat | 7.31831(%) 0.76243 0 45877 10.0489
12 saat | 6.54394(%) 0.76243 0 3.8134 9.2745
6. saat
24, saat | -1.10601 0.76243 1 38366 | 1.6246
Kontrol | 7.73905(%) 0.76243 0 5.0085 10.4696
2.saat | 0.77437 0.76243 1 19562 |3.505
6.saat |-6.54394(*) | 0.76243 0 -02745  |-3.8134
Bonferroni | 12. saat
24 saat |-7.64996(*) | 0.76243 0 103805 | -4.9194
1616 C ACT Kontrol | 1.1951 0.76243 1 15355 |3.9257
VVLEALTuz 2.saat | 8.42432(%) 0.76243 0 5.6937 11.1549
6.saat | 110601 0.76243 1 16246 | 3.8366
24. saat
12 saat | 7.64996(%) 0.76243 0 49104 10.3805
Kontrol | 8.84506() 0.76243 0 6.1145 11.5756
2 saat | -0.42074 0.76243 1 31513 | 2.3098
6.saat |-7.73905(*) | 0.76243 0 1104696 | -5.0085
Kontrol
12.saat | -1.1951 0.76243 1 39257 | 1.5355
24.saat |-8.84506(*) | 0.76243 0 115756  |-6.1145
2. saat | Kontrol |0.42074 0.76243 0047 |-1.7831 | 2.6245
Dunnett t 6.saat | Kontrol |7.73905(*) 0.76243 0 5.5352 9.9428
(2-sided)(@) 75 saat [Kontrol | 1.1951 0.76243 038 |-1.0087  |3.3989
24 saat | Kontrol | 8.84506(%) 0.76243 0 6.6413 11,0489
6.saat  |-18.30102 12805975 |1 ~2604.6417 | 4568.0378
12 saat |-8983.38053(*) | 12805975 |0 113569.72 | -4397.0408
1616 C ACT 2. saat
WLEA2 | Bonferroni 24.saat | -95.10576 12805975 |1 ~4681.4455 | 4491.234
Tuz
Kontrol | 0.97322 12805975 |1 ~4585.3665 | 4587313
6.saat | 2.saat | 18.30192 12805975 |1 45680378 | 4604.6417
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12.saat |-8965.07861(*) |1280.5975 0 -13551.418 |-4378.7389
24.saat |-76.80385 1280.5975 1 -4663.1436 | 4509.5359
Kontrol |19.27513 1280.5975 1 -4567.0646 | 4605.6149
2.saat  |8983.38053(*) |1280.5975 0 4397.0408 | 13569.72
6.saat  |8965.07861(*) |1280.5975 0 4378.7389 |13551.418
12. saat
24.saat | 8888.27476(*) |1280.5975 0 4301.935 | 13474.615
Kontrol |8984.35375(*) |1280.5975 0 4398.014 | 13570.694
2.saat | 95.10576 1280.5975 1 -4491.234 | 4681.4455
6.saat | 76.80385 1280.5975 1 -4509.5359 | 4663.1436
24. saat
12.saat |-8888.27476(*) | 1280.5975 0 -13474.615 |-4301.935
Kontrol |96.07898 1280.5975 1 -4490.2608 | 4682.4187
2.saat |-0.97322 1280.5975 1 -4587.313 | 4585.3665
6.saat |-19.27513 1280.5975 1 -4605.6149 | 4567.0646
Kontrol
12.saat |-8984.35375(*) | 1280.5975 0 -13570.694 |-4398.014
24.saat |-96.07898 1280.5975 1 -4682.4187 | 4490.2608
2.saat | Kontrol |0.97322 1280.5975 1 -3700.5685 |3702.5149
Dunnettt | 6-saat | Kontrol |19.27513 1280.5975 1 -3682.2665 | 3720.8168
(2-sided)(@) [ 75 "saat [Kontrol |8984.35375(*) |1280.5975 |0 52828121 | 12685.895
24.saat | Kontrol |96.07898 1280.5975 1 -3605.4627 | 3797.6207
6.saat | 19.62884(*) 2.85123 0 9.4174 29.8403
12.saat | 14.35280(*) 2.85123 0.005 |4.1414 24.5642
2. saat
24.saat | 13.88385(*) 2.85123 0.007 |3.6724 24.0953
Kontrol |18.67116(*) 2.85123 0.001 |8.4597 28.8826
2.saat | -19.62884(*) 2.85123 0 -29.8403 -9.4174
1616 C ACT
VVDHN1 Bonferroni 12.saat | -5.27604 2.85123 0.94 |-15.4875 4.9354
Peg 6. saat
24.saat | -5.74499 2.85123 0.716 |-15.9564 4.4664
Kontrol |-0.95768 2.85123 1 -11.1691 9.2537
2.saat | -14.35280(*) 2.85123 0.005 |-24.5642 -4.1414
12.saat |6.saat |5.27604 2.85123 0.94 |-4.9354 15.4875
24.saat | -0.46895 2.85123 1 -10.6804 9.7425
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Kontrol |4.31835 2.85123 1 -5.8931 14.5298
2. saat -13.88385(*) 2.85123 0.007 |-24.0953 -3.6724
6. saat 5.74499 2.85123 0.716 |-4.4664 15.9564
24. saat
12.saat | 0.46895 2.85123 1 -9.7425 10.6804
Kontrol |[4.7873 2.85123 1 -5.4241 14.9987
2. saat -18.67116(*) 2.85123 0.001 |-28.8826 -8.4597
6. saat 0.95768 2.85123 1 -9.2537 11.1691
Kontrol
12.saat |-4.31835 2.85123 1 -14.5298 5.8931
24. saat |-4.7873 2.85123 1 -14.9987 5.4241
2. saat Kontrol |18.67116(*) 2.85123 0 10.4297 26.9126
Dunnett t 6.saat | Kontrol |-0.95768 2.85123 0.991 |-9.1991 7.2837
(2-sided)(@) 5~ c2at [Kontrol |4.31835 2.85123 0407 |39231 | 12,5598
24. saat | Kontrol |[4.7873 2.85123 0.327 |-3.4541 13.0287
6. saat 11.89656(*) 1.14331 0 7.8019 15.9912
12. saat | 1.68997 1.14331 1 -2.4047 5.7846
2. saat
24.saat |11.56941(*) 1.14331 0 1.4747 15.6641
kontrol | 10.90201(*) 1.14331 0 6.8073 14.9967
2. saat -11.89656(*) 1.14331 0 -15.9912 -7.8019
12.saat |-10.20659(*) 1.14331 0 -14.3013 -6.1119
6. saat
24. saat -0.32715 1.14331 1 -4.4218 3.7675
Kontrol |-0.99455 1.14331 1 -5.0892 3.1001
1616 C ACT 2.saat |-1.68997 1.14331 1 -5.7846 2.4047
VVDHN2 Bonferroni
Peg 6.saat | 10.20659(*) 1.14331 0 6.1119 14.3013
12. saat
24.saat | 9.87944(*) 1.14331 0 5.7848 13.9741
Kontrol |9.21204(*) 1.14331 0 5.1174 13.3067
2. saat -11.56941(*) 1.14331 0 -15.6641 -7.4747
6. saat 0.32715 1.14331 1 -3.7675 44218
24. saat
12.saat | -9.87944(*) 1.14331 0 -13.9741 -5.7848
Kontrol |-0.6674 1.14331 1 -4.7621 3.4273
2. saat -10.90201(*) 1.14331 0 -14.9967 -6.8073
Kontrol
6. saat 0.99455 1.14331 1 -3.1001 5.0892
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12.saat |-9.21204(%) | 1.14331 0 133067 |-5.1174
24 saat | 0.6674 1.14331 1 34273 |4.7621
2.saat | Kontrol |10.90201(*) | 1.14331 0 75973 14.2067
bunnett |6 saat | Kontrol | -0.99455 1.14331 0.798 |-4.2993 | 2.3102
(2-sided)(@) [ 75 szat [Kontrol | 9.21204(%) 1.14331 0 5.0073 125168
24.saat | Kontrol |-0.6674 1.14331 0.936 |-3.9721 2.6373
6.saat | -10.07005 4973939 |1 1188207 | 168.0669
12 saat | -438.75069() |49.73939 |0 616.8877 | -260.6137
2. saat
24 saat | -24.40226 4973939 |1 2025392 | 153.7347
Kontrol | 179329 4973939 |1 11763437 | 179.9303
2. saat | 10.07005 4973939 |1 T168.0660 | 188.207
12 saat |-428.68064(*) |49.73939 |0 2606.8176 | -250.5437
6. saat
24 saat | -14.33221 4973939 |1 1192.4692 | 163.8048
Kontrol | 11.86334 4973939 |1 1166.2736 | 190.0003
2.saat | 438.75069(*) |49.73939 |0 260.6137 | 616.8877
6.saat | 428.68064(*) |49.73939 |0 2505437 | 606.8176
Bonferroni | 12. saat
24 saat |414.34843() |49.73939 |0 2362115 | 592.4854
1616 C ACT Kontrol |44054398(*) | 49.73939 |0 262407 | 618.681
VVLEAL Peg 2. saat | 24.40226 4973939 |1 11537347 | 202.5392
6.saal | 14.33221 4973939 |1 1163.8048 | 192.4692
24. saat
12 saat |-414.34843(*) |49.73939 |0 592.4854 | -236.2115
Kontrol | 26.19555 4973939 |1 1151.9414 | 204.3325
2. saat | -1.79329 4973939 |1 1179.9303 | 176.3437
6.saat | -11.86334 4973939 |1 7190.0003 | 166.2736
Kontrol
12 saat | -440.54398() |49.73939 |0 618.681  |-262.407
24 saat | -26.19555 4973939 |1 2043325 | 151.9414
2. saat | Kontrol | 1.79329 4973939 |1 141.9774 | 145.564
Sunnett¢ | 6-saat | Kontrol | 11.86334 4973939 | 0.997 |-131.9074 |155.6341
(2-sided)(@) [ 75 caat [Kontrol |44054398(*) |49.73939 |0 206.7733 | 584.3147
24. saat | Kontrol | 26.19555 49.73939 | 0.954 |-1175752 |169.9663
1616 C ACT | Bonferroni |2.saat |6.saat | 6L30671(%)  |16.93427  |0.047 |0.6582 121.9552
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VVLEA2 Peg

12.saat |[-194.37133(*) 16.93427 0 -255.0198 -133.7228

24.saat |46.31177 16.93427 0.21 -14.3367 106.9603

Kontrol |60.33438 16.93427 0.052 |[-0.3141 120.9829

2. saat -61.30671(*) 16.93427 0.047 |-121.9552 -0.6582

12.saat |-255.67804(*) |16.93427 0 -316.3265 |-195.0295
6. saat

24.saat | -14.99493 16.93427 1 -75.6434 45,6536

Kontrol |-0.97233 16.93427 1 -61.6208 59.6762

2. saat 194.37133(*) 16.93427 0 133.7228 255.0198

6. saat 255.67804(*) 16.93427 0 195.0295 316.3265
12. saat

24.saat |240.68310(*) 16.93427 0 180.0346 301.3316

Kontrol |254.70571(%) 16.93427 0 194.0572 315.3542

2. saat -46.31177 16.93427 0.21 -106.9603 14.3367

6. saat 14.99493 16.93427 1 -45.6536 75.6434
24, saat

12.saat |-240.68310(*) |16.93427 0 -301.3316 |-180.0346

Kontrol |14.02261 16.93427 1 -46.6259 74.6711

2. saat -60.33438 16.93427 0.052 [-120.9829 |0.3141

6. saat 0.97233 16.93427 1 -59.6762 61.6208
Kontrol

12.saat |-254.70571(*) 16.93427 0 -315.3542 -194.0572

24. saat -14.02261 16.93427 1 -74.6711 46.6259
2.saat | Kontrol |60.33438(*) 16.93427 0.017 |11.3862 109.2826

Dunnett t 6.saat | Kontrol [-0.97233 16.93427 1 -49.9205 47,9758
(2-sided)(a) 5 saat [Kontrol | 254.70571(*) | 16.93427 |0 205.7575 | 303.6539

24.saat | Kontrol |14.02261 16.93427 0.822 |-34.9256 62.9708

* The mean difference is significant at the .05 level.

a Dunnett t-tests treat one group as a control, and compare all other groups against it.
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EK 2: CS ¢esidinde ACT, VVDHN1, VVDHNZ2, VVLEAL ve VVLEA2 bolgelerine ait Ct degerleri

Deneme Deseni ACT VVDHNI1 VVDHN2 VVLEA1 VVLEA?
Ct degerleri Ct degerleri Ct degerleri Ct degerleri Ct degerleri

CS Tuz 2. saat 24.94 25.83 26.52 29.19 27.40

CS Tuz 2. saat 24.58 25.79 26.41 29.09 27.01

CS Tuz 2. saat 24.95 25.7 26.91 29.47 27.82

CS PEG 2. saat 24.66 25.12 27.37 29.84 27.8

CS PEG 2. saat 24.24 25.21 27.4 29.33 27.18

CS PEG 2. saat 24.94 25.1 27.55 29.7 27.89
PEG -Tuz 2. saat kontrol 22.89 26.72 27.13 28.31 26.89
PEG -Tuz 2. saat kontrol 22.85 26.19 27.51 28.04 26.8
PEG -Tuz 2. saat kontrol 22.79 26.65 27.22 28.56 26.85

CS Tuz 6. saat 24.41 27.8 26.26 27.7 27.17

CS Tuz 6. saat 24.61 27.51 26.49 27.29 27.64

CS Tuz 6. saat 24.21 27.27 26.53 27.29 27.54

CS PEG 6. saat 27.78 27.18 27.2 26.45 24.98

CS PEG 6. saat 27.82 27.72 27.1 26.84 24.37
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CS PEG 6. saat 27.71 27.76 27.11 26.44 24.07
PEG -Tuz 6. saat kontrol 22.90 26.66 27.19 28.30 26.83
PEG -Tuz 6. saat kontrol 22.80 26.25 27.50 28.10 26.78
PEG -Tuz 6. saat kontrol 22.76 26.59 27.26 28.58 26.86
CS Tuz 12. saat 26.44 27.29 28.14 27.15 26.07
CS Tuz 12. saat 26.24 27.46 28.96 27.44 26.29
CS Tuz 12. saat 26.2 27.53 28.6 27.38 26.46
CS PEG 12. saat 25.43 25.46 27.78 26.39 2491
CS PEG 12. saat 25.46 25.92 27.01 26.4 24.54
CS PEG 12. saat 25.79 25.1 27.43 26.93 24.52
PEG -Tuz 12. saat kontrol 22.92 26.58 27.16 28.34 26.80
PEG -Tuz 12. saat kontrol 22.88 26.40 27.54 28.07 26.75
PEG -Tuz 12. saat kontrol 22.76 26.60 27.25 28.59 26.88
CS Tuz 24. saat 28.35 32.12 32.07 27.72 26.05
CS Tuz 24. saat 28.64 32.21 32.3 27.62 26.47
CS Tuz 24. saat 28.05 32.18 32.67 27.9 26.39
CS PEG 24. saat 21.65 20.96 20.96 28.57 28.52
CS PEG 24. saat 21.84 20.24 20.97 28.63 28.15
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CS PEG 24. saat 21.92 20.04 20.99 28.53 28.71
PEG -Tuz 24. saat kontrol 22.78 26.58 27.30 28.25 26.90
PEG -Tuz 24. saat kontrol 22.89 26.49 27.35 28.36 26.79
PEG -Tuz 24. saat kontrol 22.80 26.50 27.28 28.30 26.80
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EK 3: 1616 C anacinda ACT, VVDHN1, VVDHNZ2, VVLEAL ve VVLEAZ2 bolgelerine ait Ct degerleri

Deneme Deseni ACT VVDHN1 VVDHN?2 VVLEA1 VVLEA?
Ct degerleri Ct degerleri Ct degerleri Ct degerleri Ct degerleri

CS Tuz 2. saat 27.02 29.91 24.68 30.8 33.22

CS Tuz 2. saat 27.85 29.62 24.93 30.5 33.46

CS Tuz 2. saat 27.27 29.92 24.48 30.6 33.68

CS PEG 2. saat 23.19 23.25 22.04 25.98 24.95

CS PEG 2. saat 23.49 23.49 22.19 25.56 24.52

CS PEG 2. saat 23.86 23.32 22.55 25.76 24.51
PEG -Tuz 2. saat kontrol 28.82 32.97 30.97 32.19 35.21
PEG -Tuz 2. saat kontrol 28.4 32.18 30.97 32.15 35.73
PEG -Tuz 2. saat kontrol 28.65 32.93 30.83 32.43 35.63

CS Tuz 6. saat 25.07 24.86 25.06 25.62 27.7

CS Tuz 6. saat 25.49 24.54 25.25 25.79 27.91

CS Tuz 6. saat 25.19 24.94 25.72 25.88 27.82

CS PEG 6. saat 22.78 31.12 32.82 22.2 34.83

CS PEG 6. saat 22.66 31.78 32.38 22.98 34.72
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CS PEG 6. saat 22.63 31.15 32.3 22.96 34.74
PEG -Tuz 6. saat kontrol 28.63 32.75 30.90 32.30 35.55
PEG -Tuz 6. saat kontrol 28.65 32.62 30.97 32.25 35.57
PEG -Tuz 6. saat kontrol 28.60 32.65 30.85 32.23 35.45
CS Tuz 12. saat 29.46 23.18 24.76 32.18 23.8

CS Tuz 12. saat 29.81 23.71 24.13 32.74 23.7

CS Tuz 12. saat 29.95 23.42 24.83 32.07 23.27
CS PEG 12. saat 28.52 30.62 27.44 23.99 27.82
CS PEG 12. saat 28.71 30.24 27.91 23.42 27.37
CS PEG 12. saat 28.9 30.28 27.64 23.46 27.72
PEG -Tuz 12. saat kontrol 28.61 32.80 30.99 32.37 35.70
PEG -Tuz 12. saat kontrol 28.73 32.60 30.93 32.18 35.40
PEG -Tuz 12. saat kontrol 28.53 32.64 30.81 32.28 35.52
CS Tuz 24. saat 28.59 25.7 25.17 28.71 28.72
CS Tuz 24. saat 28 25.57 25.18 28.5 28.47
CS Tuz 24. saat 28.28 25.95 25.1 28.71 28.6

CS PEG 24. saat 23.75 25.03 27.91 22.65 26.83
CS PEG 24. saat 23.91 25.34 27.49 22.67 26.42

95




CS PEG 24. saat 23.1 25.04 27.14 22.08 26.69
PEG -Tuz 24. saat kontrol 28.80 32.82 30.95 32.44 35.72
PEG -Tuz 24. saat kontrol 28.50 32.60 30.88 32.18 35.40
PEG -Tuz 24. saat kontrol 28.60 32.65 30.97 32.20 35.48
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