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Iliman iklim meyve tiirlerinden olan badem (Prunus dulcis) yetistiriciliginde ilkbahar ge¢ donlar liretimi
kisitlayan ve tiiriin yetistirilme ekolojisini belirleyen stres kosullarinin basinda gelmektedir. Bitkilerde
soguga tolerans konusundaki seleksiyonlar ¢ogunlukla fenolojik gozlemlere dayandirilmaktadir. Tiire ait
gesitlerde genetik varyasyon diisiik olmakla birlikte toleransta da farkliliklar goriilmekte, bunun temelinde
ise bireyler arasi genetik mekanizma farkliligi rol oynamaktadir. Bu nedenle seleksiyonda fenolojik
gozlemler, toleranstan sorumlu genlerin islevine (ifadesine) dayali bulgularla desteklenmektedir.

Bu tezde yerli ve yabanci badem tiir, ¢esit ve selekte edilen tiplerin ge¢ ¢igeklenme - soguga tolerans
acisindan degerlendirilmesi konu edinilmis, toplam 43 materyalde ifade markira dayal seleksiyon analizleri
gerceklestirilmigtir. Bu amagla bitkisel materyalde, ¢iceklenme zamanina yonelik tomurcuktan ¢icege gecis
donemindeki dokularda (pembe tomurcuk, yaprak) MAS (Marker Assisted Selection) ve Real time PCR’a
dayali gen ifadesi analizleri (FT ve SOC1 genlerinde) kullanilmis, soguk toleransina yonelik aragtirmalar
ise yine gen ifadesi (CBF1 ve CBF2 genlerinde) analizleri ile pembe tomurcuk déneminde soguk
uygulanmis dokular (pembe tomurcuk) kullanilarak yiirGitiilmiistiir.

Tezde kullanilan toplam 43 genotipten 29 genotipte geg¢ ¢igeklenme Ozelligiyle iligkili oldugu bildirilen
OPK10 RAPD primerine ait bant profili goriilmiistiir. Bu genotipler arasinda ge¢ ¢i¢eklendigi bilinen 14
adet ¢esidin 9 adedinde OPK10 primerine ait bant goézlemlenmistir. SSR markirlar agisindan ise;
CPPCTO008 markirinda % 69.77, EPCU2584 markirinda % 58.14, UDP06003 markirinda % 32.56 ve
BPPCTO035 markirinda % 4.65 oranlarinda gec ¢igeklenmeyle iliskili oldugunu gosteren heterozigot allellik
belirlenmistir. CPPCT008 ve EPCU2584 markirlarinin geg ciceklenme 6zelligiyle iligkili oldugu ve bu
primerlerin etkin ayrim giicline sahip oldugu kanitlanmistir. Gen ifadesi acisindan degerlendirildiginde,
PpFT geninin ifade artig1 genotiplerin % 69.77’sinde goriiliirken, genotiplerin % 16.28’inde ifade azalist
belirlenmistir. PabSOC1 geninin ifade artigt genotiplerin % 62.79’unda, ifade azalis1 ise genotiplerin
% 23.26°sinda goriilmiistiir. Cigeklenmenin basladigi donemde alinan orneklerde gen ifade artisinin
goriilmesi literatiirde verilen yolaklarla uyumlu bulunmustur.

Soguk uygulamasiyla iligkili olarak; PHCBF1 geninin ifade artisi genotiplerin % 37.21’inde goriiliirken,
genotiplerin % 30.23’linde ifade azalis1 belirlenmistir. PACBF2 geninin ifade artisi genotiplerin
% 30.23’linde, ifade azalis1 ise genotiplerin % 44.19’unda belirlenmistir.

Subat 2021, 263 sayfa
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COMPARISION OF ALMOND (Amygdalus spp.) GERMPLASMS FOR FLOWERING TIME AND
COLD TOLERANCE BASED ON GENE EXPRESSION ANALYSIS
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Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Horticulture

Supervisor: Prof. Dr. Fatma Yesim OKAY

Late spring frosts are one of the stress conditions that restrict production and determine the ecology of the
species cultivation of almond (Prunus dulcis) which is one of the temperate climate fruit species.. Selection
of cold resistant plants is mostly based on phenological observations. Although genetic variation is low in
varieties belonging to the species, there are also differences in tolerance, and this is based on the genetic
differences between individuals.. Therefore, phenological observations during selection are supported by
findings based on the function of the genes responsible for tolerance.

In this thesis, the evaluation of local and foreign almond species, varieties and selected species in terms of
late flowering- and cold tolerance was performed. For this purpose MAS (Marker Assisted Selection) was
performed in 43 genotypes. Real time PCR-based gene expression analysis (with genes FT and SOC1) was
used in the tissues (pink bud, leaf) from bud to flower transition period towards flowering time and cold
tolerance studies were carried out by using gene expression (with genes CBF1 and CBF2) and cold treated
tissues (pink bud) during the pink bud period.

The band profile of the OPK10 RAPD primer, which was reported to be associated with late flowering was
observed in 29 genotypes from a total of 43 genotypes used in the thesis,. Among these genotypes, OPK10
primer band was observed in 9 of 14 varieties known to have late flowering. In terms of SSR markers,
heterozygous allelcs were determined at the rate of 69.77% for the marker CPPCTO008, 58.14% for the
EPCU2584 marker, 32.56% for the UDP06003 marker and 4.65% for the BPPCT035 marker. It has been
proven that the markers CPPCT008 and EPCU2584 are associated with late flowering characteristic and
that these primers have effective discrimination. When evaluated in terms of gene expression, the
expression increase of the PpFT gene was seen in 69.77% of the genotypes, while a decrease in the
expression was determined in 16.28% of the genotypes. The increased expression of the PabSOC1 gene
was observed in 62.79% of the genotypes and the decreased expression was observed in 23.26% of the
genotypes. The increase in gene expression in samples taken at the beginning of flowering was consistent
with the pathways given in the literature.

Regarding the cold application, while the expression increase of the PACBF1 gene was observed in 37.21%
of the genotypes, a decrease in the expression was determined in 30.23% of the genotypes. The expression
increase of the PACBF2 gene was determined in 30.23% of the genotypes and the decrease in the
expression was determined in 44.19% of the genotypes.
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1. GIRIS

Kiiltiirli yapilmakta olan badem, Rosaceae familyasinin Prunoideae alt familyasina dahil
olup, Prunus cinsinde yer almaktadir. Her ne kadar kiiltiir bademinin orjini olarak yalniz
Prunus amygdalus (Prunus communis Fritsch.) lizerinde duruluyorsa da, Amygdalus
fenzliana Fritsch, Amygdalus bucharica Korschinsky, Amygdalus ulmifolia Franchet ve
Amygdalus kuramica Korsh’nin da sert kabuklu bademlerin atalari olabilecegi
diistiniilmektedir. Cogu literatiirde Prunus amygdalus olarak isimlendirilmekle birlikte
bazi yazarlar bu meyve tiiriinii ayr1 bir alt cins (Amygdalus) icerisinde diisiinmekte ve
Amygdalus communis olarak isimlendirmektedirler. Bagka bir deyisle, kiiltiir bademi
icin kullanilan Prunus communis, Prunus amygdalus ve Amygdalus communis tiir
isimlerini sinonim olarak kabul etmek gerekmektedir (Graselly 1976, Browicz ve
Zohary 1996).

Amygdalus alt cinsi igerisindeki tiirler 6 seksiyonda (Euamygdalus Spach, Spartioides
Spach, Lycoioides Spach, Emplectocladus Torr, Chamaeamygdalus Spach,
Amygdalopsis Caara) yer almistir. Prunus cinsine dahil diger tiirler ile birlikte bademin
de yabani tiirlerinin ortaya ¢ikarilmaya baslamasi XIX’ncu yiizyilin ikinci yarisina
rastlamaktadir. Botanikgilerin yaptigi calismalar sonucunda Amygdalus alt cinsi
icerisinde 40 kadar tiir saptanmistir. Tiirler iizerinde yapilan c¢alismalar bunlardan bir
kisminin 6zel karakterli hibritler oldugunu ortaya koymustur. Islah c¢alismalarinin
stirdiiriilmesinde yabani tiirlerin niteliklerinin bilinmesi biiylik 6nem tasir. Diger
yandan, yabani badem seksiyonlarmin hepsi kiiltiir bademinin 1slah1 i¢in ayn1 6nemi
tasimamaktadir. Bunlardan bazilar kiiltiir bademinden fazlaca uzaklasmislardir veya
1slah caligsmalart icin istenmeyen meyve niteliklerini icermektedirler (Dokuzoguz ve

Giilcan 1979).

Anavatan1 Orta Asya’nin daglik bolgeleri olan bademin, Tian San’dan Kafkasya’ya

kadar Afganistan ve Iran boyunca cesitli yabani formlar1 bulunmaktadir. Bunlardan ici



tath ve istlin nitelikli olanlarin kiiltiire alinmasiyla bugiinkii kiiltiir bademi ortaya
cikmistir (Dokuzoguz ve Giilcan 1979). Badem yetistiriciliginin bat1 yoniinde Akdenize
dogru yayilimi iki asamada olmustur. Badem ilk kez Peloponez yarimadasina ve Yunan
adalarma MO 300-400’de girmistir (Sekil 1.1). Daha sonralar1 badem Italya, giiney
Fransa, Ispanya, Portekiz, kuzey Afrika ve Madeira adasini igeren Akdeniz’in adapte

olmus alanlartyla tanigmistir.

Sekil 1.1 ilk badem plantasyonunun lokasyonlari (yesil alanlar) ve M.O 500’e ait Pers
Imparatorlugunun haritasi1 (Gradziel 2017)

Orta Asya cikish olan kiiltiir bademi zamanla Akdeniz havzasina yayilmistir. Bademin
genis yayillimi ve kolay tasiabilirligi, onun tarih Oncesi ticaretinde Asya’da, Kuzey
Afrika’da ve Avrupa’da onemli bir iirlin olarak goériinmesini saglams, kiiltiire alinmig
tath badem veya ‘Greek nut’ yeni tiirlerinin pazar standardinin olusmasina sebep
olmustur (Gradziel 2017). Bu yeni badem tiirleri, kuzey-bati Cin’den doguda kuzey
Indus vadisine, oradan Mezopotamya’ya ve batida gliney Avrupa’ya dogal yayilim

gostermistir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2 Eski ticari rotalarin ve Euamygdalus alt tiiriiniin yabani badem tiirlerinin
Avrasya dagiliminin fiziksel haritasi (Gradziel 2017)

Fransa’da Orta Cag sonuna kadar badem agacindan bahsedilmedigi goriilmektedir.
Sarlman’in hiikiimdarlig1 zamaninda imparatorlugun giiney iilkelerinde badem dikimi
onerilmistir. Bu siralarda tibbi kaynaklarda badem yagimin yer aldigi goriilmektedir.
Elma, armut vb. meyve tiirlerinde ¢esitlerin belirlendigi ve bunlar iizerinde ¢aligsmalar
yapilmaya baslandigi halde bu devirde badem hakkinda herhangi bir yayimna
rastlanmamaktadir. Sadece, bir siire sonra kabuklarinin sertlik durumuna gore bademde

bir siniflandirmanin yapildig1 goriilmektedir (Dokuzoguz ve Giilcan 1979).

Italya, Ispanya ve biitiin Akdeniz bolgesine bademin yayilis1 XIX. yiizyila kadar ¢ok
yavas olmustur. Tohumla yapilan iiretimin atmasiyla, badem yetistirilen alanlar hemen

hemen iki katina ¢ikmistir. Sicilya, Yunan adalari ve Balear adalari gibi badem



yetistiriciligi i¢in iklim kosullariin ¢ok elverisli oldugu yerlerde badem, kapama
bahgeler halinde yetistirilmistir. Endiiliis, Dogu Ispanya ve Pouilles gibi bolgelerde
bademin zeytin ile birlikte dikildigi, bu donemlerde Fransa’da bademin sinir agaci
olarak distiniildiigii belirtilmistir (Dokuzoguz ve Giilcan 1979). Gerek ekolojik sartlar
gerekse insan eliyle yapilan bilingli seleksiyonlar, baz1 bolgelerde cografik ve ekotipik

badem popiilasyonlarinin meydana gelmesini saglamistir.

Kiiltiir bademleri ise, Amygdalus communis tiirtinden uzun yillar yapilan seleksiyonlar
sonucunda meydana gelmistir. Seleksiyon siiresinde olusan tipler secilerek,
yabanilerden uzak ancak birbirine genetik benzerlik gosteren, bir Ornek meyve
ozelliklerine sahip bireylerden kiiltiir populasyonlari elde edilebilmistir. Kiiltiir
ozellikleri yoniinden varyasyonu azaltan bu durum genom ve kalitimda homozigotlugun
artirllmasina biiyiik katki saglamistir. Bu olanaklar bir 6rnek iistiin 6zellikli genotiplerin
tiretimde kullanilmasint miimkiin kilarken, yeni c¢esit ve anaglarin eldesine yonelik

materyalin olusumunda da kolayliklar saglamaktadir (Socias i Company vd. 1999).

Diinyada son verilere gore toplam 2.126.304 ha alanda ve 3.497.148 ton iiretimle badem
yetistiriciligi yapilmaktadir (Sekil 1.3, 1.4). Badem iiretiminde s6z sahibi iilkeler
sirastyla ABD (1.936.840 ton), Ispanya (340.420 ton), Iran (177.015 ton), Tiirkiye
(150.000 ton), Avustralya (146.410 ton), Fas (102.185 ton) ve Suriye (80.258 ton)’dir.
Bu iilkeleri Tunus (80.000 ton), italya (77.300 ton) ve Cezayir (72.417 ton)
izlemektedir. Badem tiretim alani agisindan ilk siralarda yer alan {ilkeler ise sirasiyla
Ispanya (687.230 ha), ABD (477.530 ha), Tunus (225. 453 ha), Fas (190.612 ha), Iran
(79.597 ha), Suriye (71.520 ha), Libya (64.132 ha), italya (52.040 ha), Tiirkiye (47.088
ha) ve Avustralya (37.903 ha)’dir (Anonymous 2019a). Tiirkiye, bademin gen merkezi
lizerinde bulunmasi sebebiyle badem populasyonu agisindan énemli bir konumdadir.
Tiirkiye’de 523.695 da alanda 159.187 ton badem iiretimi yapilmaktadir ve meyve
veren yasta mevcut badem aga¢ sayist 10.380.249 adet iken, 7.093.395 adet badem
agact da meyve vermeyen yastadir (Anonim 2020). Ulkemiz badem iiretiminin

bolgelere gore dagilimi; Akdeniz (49.928 ton), Giineydogu Anadolu (36.847 ton), Ege



(34.231 ton), Bati Marmara (13.479 ton) ve Bati Anadolu (8.777 ton) bolgeleri
seklindedir. Uretimde ilk bes sirada yer alan iller Mersin (28.513 ton), Adiyaman
(18.323 ton), Mugla (10.145 ton), Antalya (8.859 ton) ve Canakkale (7.897 ton) olup,
iiretim alani bakimindan 6nde gelen iller ise sirasiyla Adiyaman (78.215 da), Manisa
(53.848 da), Sanlrfa (48.258 da), Mersin (39.840 da) ve Mugla (22.277 da)’dir
(Anonim 2020).
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Badem yetistiriciligi acisindan 6nemli bir potansiyele sahip olan iilkemizde badem
tiretimi ¢ok uzun yillardir uygun ekolojili bolgelerde yapilagelmektedir. Ancak, ilkbahar
gec donlar1 agisindan riskli olan ¢ogu bolgelerimizde bu tiiriin ekonomik anlamda
yetistiriciligi ve yeterli iiriin eldesi miimkiin olamamaktadir (Ozbek 1978). Bir diger
onemli durum; tilkemizdeki badem yetistiriciliginin uzun yilardir dogadan toplanan
tiplerin tohumlar1 kullanilarak siirdiiriillmesi ve standart cesitlerle kurulan kapama
badem bahgelerinin olduk¢a sinirli sayilarda kalmis olmasidir. Ancak son yillarda hem
yeni/iistiin 6zellikli standart ¢esitlerin hem de belli niteliklerdeki anaglarin iilkemizde de

kullanilmastyla modern badem bahgelerinin sayisi artmaya baglamistir.

Iliman iklim meyve tiirleri arasinda yer alan badem, diger bazi meyve tiirlerinin
rahatlikla yetistirilemedigi kirag ve kurak toprak sartlarina adaptasyonu nedeni ile
yaygin yetisme/yetistirilme alanlarma sahiptir. Bunun yam1 sira, meyvelerini
olgunlastirabilmek i¢in yiiksek bir sicaklik toplamina gereksinim duymaktadir (Alonso
vd. 2005).

Badem soguklama istegi yoniinden diger tiirlere gore farklilik gostermektedir. +5°C'nin
altinda 90-400 saatlik, genel olarak diger tiirlerde baz alinan +7°C'nin altinda ise 300-
500 saatlik bir soguklamanin yeterli oldugu belirtilmektedir (Dokuzoguz ve Giilcan
1979). Ceside 6zgii ¢ok onemli bir 6zellik olan soguklama istegi, sicaklik isteginin
aksine, dormansi siiresinin uzunlugunu ve ¢iceklenme zamanini belirleyen ana faktor
olarak kabul edilmektedir (Egea vd. 2003, Ruiz vd. 2007, Alburquerque vd. 2008,
Campoy vd. 2011a, Atkinson vd. 2013, Sanchez-Pérez vd. 2012, 2014). Diger iliman
iklim meyve tiirlerine gore soguklama istegi az olan bademde, zorunlu dinlenme
kosullarinin ortadan kalkmasi ile birlikte ¢igeklenme erken gergeklesmektedir. Bunun
sonucu olarak badem, erken ¢iceklenme nedeniyle ilkbahar ge¢ donlarindan ve buna
bagl olarak iirlin kaybindan en ¢ok etkilenen meyve tiirii olarak bilinmektedir (Ma ve

Oliviera 2000, Sathe vd. 2002, Yi vd. 2003, Samani vd. 2005, Arus vd. 2009).



[lkbahar ge¢ donlari, badem yetistiriciligini smirlayan etkenlerin basinda gelmektedir.
Yetistiriciligi ilkbahar don tehlikesi diisiik olan bolgelerle sinirlandirilmis olan badem
kiltliriiniin i¢ kisimlardaki Akdeniz bolgelerine yayilmasinin, soguk zararina bagl
verim disiikliigi riskini 6nemli dlglide arttirdigr ifade edilmektedir (Socias i Company
vd. 1999). Geg cigeklenen tiplerin belirlenmesi ve ¢esitlerin 1slah edilmesiyle, ilkbahar
ge¢ donlart acisindan riskli durumlarda da badem yetistiricili§ine olanak
saglanabilecektir (Felipe 1988). Bu nedenle de badem 1slahi ¢calismalar1 ge¢ ¢icek acan
cesitlerin belirlenmesi ve gelistirilmesi yoniinde yapilmaktadir (Kester ve Assay 1975)
ve ¢cogu badem 1slah programlarinda ilkbahar ge¢ don zararinin 6nlenmesi ve tozlanma-
dollenme i¢in istenilen yiiksek sicakliklarin avantajli olmasi agilarindan, gec cigeklenen
genotiplerin seleksiyonu ve ¢esitlerin gelistirmesi hedeflenmektedir (Socias i Company
vd. 1999). Oysaki, bu ¢6ziim ilkbahar don zararmin iistesinden gelmek igin yeterli
degildir ve Avrupa 1slah programlarinda dona dayaniklilik 6zelligi de bir se¢im hedefi
olarak kabul edilmektedir (Socias i Company vd. 1998). Ulkemizdeki badem 1slah
calismalarinda ise ge¢ c¢igeklenmeyi kriter alan agirlikli olarak seleksiyon 1slahi
aragtirmalart yiriitilmekte, belli 6zellikler agisindan iistiin niteliklere sahip tiplerin
secilmesi de amaclanmaktadir. Bu amaglarla son yillarda farkli bolgelerimizde
yiiriitiilen seleksiyon (Giilcan 1976, Cangi ve Sen 1991, Simsek ve Kiiden 2007,
Yildirim 2007, Simsek vd. 2010, Alkan vd. 2014, Yilmaz 2017) ve adaptasyon (Kaska
vd. 1998, Kaska 2001, Kiiden ve Kiiden 2000, Atl1 vd. 2008) ¢alismalar1 s6z konusudur.
Ayrica, kendine verimli ve geg¢ cigeklenen yeni badem tiplerinin elde edilmesi oncelikli

amaciyla melezleme ¢aligsmalarina da baglanmistir (Agar vd. 2012).

Badem yetistiriciliginde erken ciceklenme nedeniyle ortaya ¢ikan soguk zararlari ve
cesitlerin soguga dayanim ozelliklerinin farkliliklar gdstermesi, bademde ¢igeklenme ve
soguga dayanim mekanizmalar1 konularindaki c¢alismalar1i glindeme getirmistir.
Ozellikle son yillarda yapilan 1slah ¢alismalarinda gec¢ ¢iceklenme o6zelligi yanisira
soguga tolerans1 daha fazla olan c¢esitlerin belirlenmesi konular1 da agirlik

kazanmaktadir.



Klasik yontemler kullanilarak yiiriitiilen 1slah ¢aligmalari, 6zellikle ¢cok yillik bitkilerde
olduk¢a uzun bir siireyi gerektirmektedir. Seleksiyon ve melezleme c¢alismalarinin
siiresini kisaltmak ve istenilen hedefe kisa siirede ulagsmak i¢in 1slahta molekiiler
seleksiyon ¢alismalart son derece 6nemli goériilmektedir. Bunun yani sira; bitki ve
hayvan 1slah1 programlarinda ¢aligilan karakterlerin ¢ogu kantitatiftir ve bu karakterler
tizerinde cevre faktorlerinin de biliylik etkileri s6z konusudur. Cevresel faktorlerin
pomoloji, fenoloji vb. o6zellikler tizerindeki etkileri, DNA’nin degismeyen kalitsal

yapisinda farkliliklar yaratmamaktadir.

Islah1 destekleyici ilk molekiiler c¢alismalar, markdr arastirmalari ile baglatilmas,
izoenzimler ve Ozellikle DNA markérler, kantitatif karakterlerle ¢alismay1 daha kolay
hale getirdigi icin biiyiik ilgiyle karsilanmistir (Ruana ve Sonnio 2003). Bademde
yiiriitiilen molekiiler calismalar ilk olarak DNA markorler ile badem gen kaynaklarinin
tanimlanmas1 konularinda gergeklestirilmis, ilerleyen siireglerde agronomik o6zelliklerle
iliskili gen/genlere yonelik haritalama c¢alismalar1 baslatilmistir. Boylece Markira
Dayali Seleksiyonda (MDS=MAS: Markir Assisted Selection) kullanilacak markir
tanimlamalar1 gergeklestirilmistir. Son yillarda ise, gen ve gen ifade analizleri
konusundaki caligmalara sert kabuklu meyve tiirlerini de igine alan pek c¢ok tiirde
baslandi81, ancak bademde bu konuda yapilan aragtirmalarin daha siirlt oldugu dikkat
¢ekmektedir. Bu calismalar, bitkilerde ¢i¢eklenme, stres (soguk, kuraklik vb.) gibi
olaylarin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin ortaya c¢ikarilmasinda da etkin
yaklasimlar ortaya koymaktadir. Bu mekanizmalarin aydinlatilmasi, istenilen 6zelliklere
sahip ¢esitlerin belirlenmesi ve gelistirilmesinde 1slah ¢alismalarina 6nemli ve hizli bir

katki saglayacaktir.

Bademde molekiiler diizeyde yapilan arastirmalarin ¢ogunlugu gen kaynaklarinin
tanimlanmasi, genetik iligkilerin belirlenmesi ve genetik haritalama, ¢igeklenme zamant,
dayaniklilik 1slahi (kuraklik, su, soguk stresi gibi) konularinda yogunlasmistir (Joobeur
vd. 2000, Fathi vd. 2008, Tavassolian vd. 2010, Sanchez-Perez vd. 2012). Ayrica; geg

ciceklenmeyle iliskili QTL bolgesinin belirlenmesine dayali haritalama c¢alismalari



yanisira ge¢ ciceklenme, ciceklenme fizyolojisi, soguklama istekleri - ¢igeklenme
iligkileri konusunda sinirl sayida da olsa yiiriitiilmiis aragtirmalar bulunmaktadir. Bu
arastirmalarin ¢ok biiylik ¢ogunlugu yabanci arastiricilarca yiirtitiilmiistiir, tilkemizde
ise bu konudaki arastirmalar yok diizeyindedir. Bu nedenlerle, badem yetistiriciligini
sinirlayan en etkin faktorler de dikkate alindiginda; tilkemiz badem g¢esitleri ve
genotiplerinde soguklara dayanimi yiiksek, gec¢ cigceklenen genotiplerin belirlenmesi,
gelistirilmesi ve bu ozelliklerin kiiltiir ¢esitlerine aktarilmasi konularinda, melezleme
calismalarinin  yanisira molekiiler diizeyde arastirmalarin da hiz kazanmasi

gerekmektedir.

Bu yaklasimlardan yola c¢ikarak bademde c¢igeklenme zamani ve soguga toleransin
birlikte ele alindig1 bu tezde; iilkemizde badem yetistiriciliginde kullanilan farkl
zamanlarda ciceklenen standart cesitlerde, yabani badem tiirlerinde ve dogadan selekte

badem genotiplerinde;

* Cigeklenme zamanindaki farkliliklar1 fenolojik ve gen ifadeleri diizeyinde belirlemek,
ayrica On bilgi niteliginde verilere ulasmak i¢in ge¢ ciceklenme geni ile iliskili
UDP96003 ve OPK10 (Lb genine ait) MAS markir taramalarini ger¢eklestirmek,

* Tomurcuktan c¢igege gecis (pembe tomurcuk doneminde) donemindeki soguga
toleransi gen ifadeleri diizeyinde belirlemek,

* Konu edilen tiir, ¢esit ve selekte edilen genotipleri ge¢ ciceklenme ve soguga tolerans
acisindan populasyon i¢i karsilagtirmak,

* Gen ifadesi diizeyinde gec¢ ciceklenme - soguga tolerans arasindaki olasi

korelasyonlar1 agiga ¢ikarmak amaglanmistir.

Bu amaglar dogrultusunda calismanin asagida siralanan konularda 6nemli katkilar

saglayacag diigiiniilmektedir:



Badem molekiiler genetigi acisindan; a) bademde gec ciceklenme zamani ile ilgili
tespit edilen mevcut DNA-MAS markirinin yerli materyallerde optimizasyonu ve diger
calismalarda kullanmak tizere yaklasimlarda bulunulmasi, b) Cok yillik bir tiir olan
bademde iilkemizde RNA izolasyonunun optimizasyonu (6zellikle ¢icek dokularinda),
yurtdisinda tespit edilen gen bolgelerinin homologlarinin yerli materyallerde tespit
edilerek, gen ifade analizi yOntemlerinin optimizasyonu konularinda yaklasimlarda
bulunulmasi ve boylece ileriye yonelik (gen klonlama, RNA dizileme vs.) calismalara
alt yapt olusturulmasina katki saglanmasi, ¢) Her bir gene yonelik elde edilecek
bilgilerden olusturulacak gen-markirlart ile genlerin ifadesi yoluyla bireylerin
karsilagtirilmasimin gergeklestirilmesi, d) seleksiyon kriterlerinin DNA kdkenli -MAS
markir verilerinden farkli olarak materyalleri derecelendirme kriteri saglayan (ifadesi
artmig/azalmig, a genotipi b'min 3 kati daha dayanikli vb.) bulgular yoniiyle

degerlendirilmesi

Badem yetistiriciligi ve 1slaht acisindan ise; a) Bademde mevcut (yerli/yabanci ticari)
cesitlerin, bu cesitler baz alinarak yeni ¢esit adaylarinin ¢i¢ceklenme zamani, soguga
toleranslart molekiiler bazda karsilastirilmasi, b) bu karsilagtirmalar sonucunda 6nemli
olabilecek 1slah ebeveyn adaylar, iiretimde kullanilacak yerli ¢esit/cesit adaylari
konularinda yaklagimlarda bulunulmasi, ¢) Bu iki 6zellik agisindan ileriki yillarda
yapilacak seleksiyonlarda kullanilmak iizere (dogal badem tipleri, hibrit vb.) veriler
olusturulmasi, d) Elde edilecek bulgularla yabani bademlerdeki genetik mekanizma ile

kiiltiir bademleri arasinda baslangi¢ karsilastirma bulgularinin saglanmasi
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Molekiiler Markirlar ve Kullanim Alanlari

Molekiiler markirlar, genomda bir gen ya da gen bolgesine iliskin DNA parcasi veya
biyokimyasal maddeler olarak tanimlanmaktadir. Biyolojik bilimlerde biiyiik atilimlar
saglayan molekiiller markirlar, farkliliklart DNA diizeyinde 0lgen, arastirilan
genotiplerde istenen bir genin ya da oOzelligin polimorfikligini belirlemek icin
kullanilabilen uygulamalardir. Molekiiler markir, genom i¢inde bir DNA parg¢asinin
eklenmeler, silinmeler, yer degistirmeler, duplikasyonlar gibi olaylardan meydana
gelebilen farkliliklarini temsil etmektedir (Filiz ve Kog¢ 2011). Bu nedenle molekiiler
markirlar, taksonomi, fizyoloji, embriyoloji, genetik miihendisligi gibi alanlarda ¢ok
yonlii amagclarla kullanilabilmekte, gozlenebilir karakterlere dayanan morfolojik
ozelliklere ve temeli proteine dayanan biyokimyasal markirlara gére oldukga giivenli
kabul edilmektedir (Schlotterer 2004, Yildirnm 2007). Gen kaynaklarmin genetik
cesitlilik  seviyesinin  degerlendirilmesinde, elit genotiplerin  korunmasi ve
belirlenmesinde, 6zellikle de kiltiir bitkilerinin 1slahinda molekiiler markirlarin katkisi

cok onemlidir (Filiz ve Kog¢ 2011).

Genom analizleri ve genetik ¢alismalar basta olmak {lizere molekiiler calismalarda
morfolojik, protein ve DNA markirlart olmak {izere 3 tip markir kullanilmaktadir (Liu
1998). Morfolojik karakterler, ozgiin genler i¢in giivenilir belirleyiciler olarak
kullanilabilirler ve bu 6zellikleri kodlayan genlerin kromozom iizerinde yerlerinin
tanimlanmasinda faydali olmaktadirlar. Morfolojik markirlarin  gézlenmesi kolay
olmasina ragmen allel sayilarmin nispeten az olmasindan dolayr kullanimi kisith

kalmaktadir (Ozsensoy ve Kurar 2012).

Genetik tanimlamalarin ilk zamanlarinda protein polimorfizmlerinin arastirilmasi

amactyla izoenzim markirlar1 yaygin olarak kullanilmistir. Izoenzimler, bir enzimin
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alternatif formlaridir ve ayni enzim aktivitesine sahip olmalarina ragmen elektroforetik
hareketleri farklilik gostermektedir (Liu 1998). Genetik calismalarda proteinler markir
olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Fakat Ozellikle protein (izoenzim)
sistemlerinin genomun bazi bolgelerinde toplanmis bulunmalari, polimorfizm
degerlerinin nispeten diisliik olmasi, ig ylikiiniin agir olmasi ve analizlerin uzun zaman
almas1 nedeniyle ve molekiiler biyolojideki gelismelere bagli olarak yerini DNA temelli

markirlara birakmistir (Kurar 2001).

Meyve tiirlerinin tanimlanmasinda morfolojik 6zellikler kullanilirken, 1980’11 yillarin
baslarinda protein molekiilleri olan izoenzimler devreye girmistir. Ancak; iklim
kosullarindan etkilenmeleri, ¢eside ve gelisme donemine gore farkliliklar gostermeleri
izoenzimlerin kullanimini siirlamistir. (Kiiden ve Tanriver 1996, Polat vd. 1999).
Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PCR) kesfedilmesiyle genetik g¢alismalarda PCR
temelli markirlar daha ¢ok tercih edilmeye baslanmistir. 1990’1 yillarin basinda ise
DNA markirlar1 devreye girmis ve bir¢ok bitki tiirlinde, meyve tiir ve c¢esitlerinin
tanimlanmasinda doniim noktasi olusturmustur. Bu amagla kullanilan DNA markirlar
[RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA), SSR (Simple Sequence Repeat), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism), SNP (Single Nucleotide Polymorphism) gibi] genetik
caligmalarda daha yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Weber ve May 1989, Liu
1998). Niikleik asit temeline dayali genetik markirlarin genom analizlerinde kullanimu;
genetik varyasyonun arastirilmasi, tilirlerin taksonomik tanimlanmasi ve filogenetik
akrabaliklarin belirlenmesi, soyagaci analizleri, linkage haritalamalar1 ve seleksiyon
programlar1 gibi konularda 1slah¢ilara biiylik kolaylik saglamistir. DNA markar
sisteminin uygulamasi ilk RFLP analizleri ile baslamis (Botstein vd. 1980), Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) tekniginin ortaya koyulmasi ile RAPD, SSR ve AFLP markir
sistemleri olugsmustur (Kiiden vd. 2005).

Tekrarlanabilen ve laboratuvarlar arasinda standardize edilebilen molekiiler markirlar,

genomda birden fazla bolgeyi belirleme imkanima sahiptirler, ¢evre kosullarindan
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etkilenmezler, dominat ve kodominat 0&zellik gosterirler ve biitliin dokularda
tanimlanabilmektedirler (Devran 2003, Altun 2006). Bu nedenlerle DNA markirlari
1slah c¢aligmalarinda bitki materyallerinin seleksiyonu i¢in de en iyi arag¢ olarak kabul

edilmektedir (Ovesna vd. 2002).

Geleneksel 1slah, zaman alicidir ve gevresel sartlara baghidir. Ozellikle ¢ok yillik
bitkilerde ve meyve tiirlerinde yeni bir varyetenin 1slahi 8-10 yil gibi bir siireyi
almaktadir. Bu siirecin kisaltilmasi igin yeni teknolojilerin gelistirilmesi son derece
onemlidir. Bitki genomlarinin yapilarinin ve davranislarinin anlasilmasinda molekiiler
tekniklerin gelisimi 6nemli bir asamadir. Bu teknikler, bolge irklarindan yeni ve istenen
ozelliklerin belirlenerek yeni genetik varyasyon kaynaklari olusturmak ve tiirler
arasinda ve icinde DNA dizi varyasyonlarinin goézlemlenmesinde kullanilmaktadir

(Fernandez i Marti vd. 2009).

Meyve tiirlerinin uzun genclik kisirlik donemi, gelisim farkliliklari, incelenen pek c¢ok
ozelligin ¢evre kosullarina gore onemli degisiklikler gostermesi, degerlendirmelerin
kisiden kisiye farklilik gosterebilmesi gibi faktorler bitki materyallerinin uygun ve
giivenilir sekilde siniflandirilmasinda zorluklar ¢ikarabilmektedir. Bu nedenle ¢cogu bitki
tiirliniin karakterizasyonunda ve genetik kaynaklariin belirlenmesinde DNA bazh
primerlerin kullanilarak molekiiler tanimlamalarin yapilmasi temel bir yaklagim haline

gelmistir (Fernandez i Marti vd. 2009).

Molekiiler teknolojisi, seleksiyon stratejilerini gelistirmek icin yeni yaklagimlar
sunmaktadir. Bitki verimliligini, biyotik ve abiyotik streslere dayaniklilik amaci ile yeni
cesitlerin gelistirilmesine izin veren yeterli cesitlilige sahip bitki 1slah programlari ¢cok
onemlidir (Korzun ve Ebmeyer 2003, Fernandez i Marti vd. 2009, Bhat vd. 2010).
Ozellikle son 20 yil igerisinde hizla gelisen molekiiler markirlarmn diinyada ve
tilkemizde kullanim alanlarinin basinda bitki tiir ve ¢esitlerinin genetik olarak ismine

dogrulugunun arastirilmasi ¢alismalar1 6n plana c¢ikmaktadir. Ote yandan o6zellikle

13



tanimlamada ‘kesin sonug¢’, ‘uygulamada kolaylik® ve ‘ekonomiklik’ saglayan
markirlarin yenilerinin bulunmasina ve gelistirilmesine yonelik ¢calismalar da yogun bir
sekilde siirdiiriilmektedir (Ergtil 2000). Seleksiyon ve melezleme ¢alismalarinin siiresini
kisaltmak ve istenilen hedefe kisa siirede ulagsmak icin 1slahta molekiiler seleksiyon

calismalari son derece 6nemli goriilmektedir.

Bitkilerde molekiiler markirlar giiniimiizde tarim alaninda etkin olarak kullanilmaktadir.

Cesit Tamimlama: Morfolojik  markirlar  genotipik  tanimlama  amaciyla
kullanilabilmektedir. Ancak morfolojik markirlar, kolay goézlenebilmeleri ve bazi
durumlarda kullanimlart mutlak gerekli olmasina ragmen, c¢evresel faktorlerden
etkilenerek yanlis seleksiyona yol agabilmektedirler. Fenotipik o6zelliklerin genetik
kontrol mekanizmasinin tam bilinmemesi, yetersiz varyasyon ve aranilan fenotipik
ozelliklerin uygun biiyiime asamasinda ortaya ¢ikisinin uzun zaman almasi, bitki

1slah¢ilarin1 molekiiler markirlara yonlendirmistir.

Cesit Tescili: DNA markir tekniklerinin bir diger uygulama alani ise, gesit tescilinde
kullanilmasidir. Tescile Onerilen ¢esidin, diger gesitlerden farkliligi, homojenligi ve
genetik olarak durulmuslugu tanimlanmalidir. Bu 6l¢iitlerin test edilebilmesi i¢in klasik
olarak morfolojik veriler temel alinmaktadir. Glinlimiizdeki molekiiler markir sistemleri,
bitki cesitlerinin tescilinde tek basina yeterli bir tanimlama araci olmamakla birlikte,
1slahgilar kendi ¢esitlerini korumak i¢in, yardimer bir sistem olarak molekiiler markir
tekniklerinden yararlanmaya baslamislardir. Molekiiler teknikler, o6zellikle yeni
gelistirilen bir cesit ile var olan baska bir ¢esit arasinda morfolojik olarak c¢ok az
farkliligin bulundugu durumlarda kullanilmaktadir. DNA markir teknikleri, tohumluk
ticaretinde ve 1slah¢i haklarinda ortaya c¢ikan, bazi problemlerin kesin olarak

¢Oziimlenmesinde de kullanilabilmektedir (Caliskan 2005).
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Islah Hatlarimin Tanimlanmast ve Tohum Saflik Testleri: Islah programlarinin
yirlitilmesi sirasinda ortaya c¢ikan birgok durum nedeniyle, melez hatlarinin
tanimlanmast gerekmektedir (Henry 1997). Islah c¢alismalarinda etiketleme vb.
durumlardan kaynaklanan karigikliklar nedeniyle, onemli miktarlarda 1slah hatti
kaybedilebilmektedir. Islah hatlarinin, tohum orneklerinin karistirilmast nedeniyle
safliklart kaybolabilmektedir. Molekiiler markirlar karigan bu hatlarin tanimlanmasinda
basartyla kullanilmaktadir. Bununla ilgili yapilmis birgok ¢alisma mevcuttur. Roose ve
Stone (1996), RAPD ve RFLP markirlarinin, kuskonmazda F1’leri F2 tohumlarindan
ayirmada kullanilabilecegini gostermislerdir. Phippen vd. (1997), fenotipik olarak
ayrilamayan ‘Golden Acre’ lahana ¢esidine ait hatlar1 ayirmada molekiiler markirlari
basariyla kullanmistir. Tivang vd. (1996), RAPD teknigini kullanarak enginar islah

hatlarindaki varyasyonu belirlemislerdir.

Hibrit Cesit Saflik Testleri: F1 hibrit ¢esit liretimi, bircok ticari iiriinde basariyla
yapilabilmektedir. Hibrit gelistirilmesi asamalarinda, istenmeyen polen bulasmalar1 ve
disi hatlarin kendine tozlanmasi nedenleriyle saflik bozulabilmektedir. Bir hibridin
gelistirilmesi icin yapilan melezleme igleminin basarisin1 ve hibrit safligin1 belirlemek
amaciyla molekiiler markirlar kullanilmaktadir. Bir¢ok cesitte, erkek ebeveyne 6zel
molekiiler markirlar kullanilarak, erken donemdeki gergek hibritlerle, saf olmayan
hatlar ayrilabilmektedir (Crockett vd. 2000).

Genetik Cesitliligin Belirlenmesi: Molekiiler markirlarin, bitki tilirlerinin genetik
cesitliligini belirlemede iyi bir teknik oldugu kanitlanmistir (Kellerhals vd. 2000). Gen
kaynaklarinin tarimsal degeri, adaptasyonu ve performansini belirlemede markir

tekniklerinin kullanilmasi bitki 1slah¢ilarina yardimer olmaktadir.

Gen Kaynaklarinin Genetik Kokeni: Molekiiler markirlar, gen kaynaklarinin genetik

kokenleri hakkinda oldukga yararli bilgiler saglamaktadirlar. Bu bilgiler 1slah¢ilar i¢in,
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Ozellikle nadir bulunan genleri iceren gen kaynaklarmin kullanilabilirligine karar

vermede 6nemlidir (Caligkan 2005).

Tarimsal Performansin ve Adaptasyon Yeteneginin Tahmini: Molekiiler ¢esitlilik
analizleri birgok tarimsal ve fizyolojik oOzellikler hakkinda ©nemli bilgiler
verebilmektedir. Bazen genetik cesitlilik analizleri, bazi1 0Ozellikler igin tarama
yapilmadan da cesitlerin adaptasyon yeteneklerini belirlemede kullanilabilmektedirler
(Caliskan 2005). Bitkisel tiretimin basarisini etkileyen 6nemli etmenlerden soguga
tolerans, kurakliga tolerans mekanizmalarinin ortaya konulmasi amaciyla molekiiler
diizeyde pek ¢ok arastirma yiritiilmistir (Thomashow 1990, Neven vd. 1993,
Puhakainen 2004, Siligato vd. 2004). Bu mekanizmalarin biyofiziksel, biyokimyasal ve
molekiiler olarak daha detayli arastirllmasi sonucu bitkilerin soguga toleransi
konusunda 6nemli sonuglar elde edilebilecektir. Boylelikle diinya iizerinde bitkilerin
yayilim sinirlarini belirleyen en 6nemli faktorlerden biri olan diisiik sicakliklara daha
dayanikl bitki tiir ve ¢esitleri secilebilecek ve bu konuda yapilacak 1slah ¢aligsmalarina
onemli katkilar saglanabilecektir. Ayrica diisiik sicaklik stres mekanizmasi i¢in elde
edilen bilimsel veriler, kuraklik stres mekanizmasinin agiklanmasina da olumlu katk1

saglayabilir.

Basit Karakterlerin Kalitmi: Molekiiler markirlar agronomik olarak 6nem arz eden tek
(major) bir genin geri melezleme yontemiyle hizli ve etkin bir sekilde aktarimini
saglarlar. Geri melezleme 1slahinda tekrarlanan anacin miimkiin olan en yiiksek oranda
tekrar geri elde edilmesinde kullanilirlar. Fenotipik gozleme gerek kalmaksizin geni
tasiyan geri melez hatlarin dogru seleksiyonunda molekiiler markirlar oldukga
etkilidirler. Ayrica farkli karakterlere etki eden birden fazla genin es zamanh

aktarilmasini da miimkiin kilarlar (Yildirim 2007).

Kantitatif Karakterlerin (QTL) Aktarimi: Molekiiler markirlar, agronomik olarak 6nem

arz eden ve birden fazla gen veya lokus tarafindan kontrol edilen karakterlerin etkin bir
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sekilde aktarilmasin1 saglamaktadirlar. Cevre sartlarindan oldukca fazla etkilenen
karakterlerin, fenotipik gozlem zorluklarini asarak dogru bir sekilde seg¢ilmelerine

yardimc1 olmaktadirlar.

Francia vd. (2004), birbiriyle ¢ok siki baglantili olan diisiik sicakliga toleranslilikla ilgili
iki QTL bolgesini, PCR markirlar1 yardimiyla transfer etmislerdir. Misirda, Williamson
vd. (1994), kuraga kars1 dayaniklilik saglayan QTL’de uygun allellerin transferinde geri

melez 1slahiyla markir destekli seleksiyon yontemini kombine etmistir.

Markwr Destekli Seleksiyon (MAS): Molekiiler markir sistemleri, 6zellikle ekonomik
olarak onemli tarim irilinleri i¢in yapilmig olan DNA markir haritalarmin (genetik
haritalar) ¢ikarilmasina izin vermistir. Boylece gelecekteki markir destekli seleksiyon
uygulamalar1 i¢in bir alt yapr saglanmistir. Bu karakterler genetik olarak basit
karakterler olabildigi gibi, birka¢ gen tarafindan kontrol edilen ve ¢evreden etkilenen
kantitatif karakterler de (QTL olarak adlandirilan Kkantitatif karakter lokusu)
olabilmektedir (Young 1999).

Gilintimiizde markir destekli 1slah ¢alismalart ¢ogunlukla geriye melezleme yonteminde
uygulanmaktadir. Klasik 1slaha kiyasla, molekiiler markirlarin kullanimi geri melez
islahinin  etkinligini ii¢ yolla saglamaktadir; a) Fenotipik olarak zor belirlenen
karakterler i¢in markirlarla seleksiyon, seleksiyonun etkinligini ve giivenilirligini artirir.
b) Markirlar, hedef gen yanindaki rekombinasyon sonucu olusan nadir dolleri bile
secebilir. Boylece baglanti siiriiklenmesinin etkilerini minimize edebilirler. ¢) Klasik
1slahta resesif genlerin transferinde, her geri melez sonrasi ilave kendileme gerekir.

Molekiiler markirlar bu tiir ilave islemleri ortadan kaldirmaktadir.

Sayilanlara ek olarak, klasik 1slahla {stiin genotiplerin se¢ilme olasiligi oldukca
diisiiktiir. Islah¢ilar ancak sayisiz melezlemeden elde edilen délleri test ederek ya da

diisiik seleksiyon baskist kullanarak bu problemin iistesinden gelebilmektedir. Oysa
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molekiiler markirlar erken generasyonda yiiksek performansli genotiplerin teshisine
olanak saglamaktadir (Francia vd. 2004). Molekiiler markirlarin gelistirilmesinden sonra
markir destekli seleksiyon hiz kazanmustir. Ozellikle tahillarda verim, kalite, hastalik ve
zararhilara dayaniklilik, pestisit ve herbisitlere dayaniklilik, su stresine, tuzluluga,
alkalilige dayaniklilik gibi konularda yapilan calismalar giderek artmakta ve basarili

sonuglar elde edilmektedir.

2.2 Bademde Yiiriitiilen Molekiiler Calismalar

Bademde yiiriitiilen molekiiler diizeydeki ¢alismalar genel olarak; genetik haritalama
(Foolad vd. 1995, Viruel vd. 1995, Arus vd. 1998, Joobeur vd. 1998, Ballester vd. 1998,
Joobeur vd. 2000, Ballester vd. 2001, Jauregui vd. 2001, Dirlewanger vd. 2003,
Tavassolian vd. 2010), genetik iliskilerin belirlenmesi (Bartolozzi vd. 1998, Aradhya
vd. 2004, Xu vd. 2004, Kiiden vd. 2005, Ma vd. 2005, Xie vd. 2006, Bayazit 2007,
Shiran vd. 2007, Sorkheh vd. 2007, Zeinalabedini vd. 2007, Fathi vd. 2008, Fernandez-
Marti vd. 2009, Gouta vd. 2010, Kadkhodaei vd. 2011, Otaghvari ve Ghaffarian 2011,
Elhamzaoui vd. 2012, Distefano vd. 2013, Karakurt 2013, Kose 2013), genotip
tanmimlama (Bianchi vd. 2004, Dangl vd. 2009, Kadkhodaei vd. 2010, Sharma ve
Sharma 2010, Zeinalabedini vd. 2010), meyve bilesimi (Sanchez-Pérez vd. 2010, Font i
Forcada vd. 2012), badem hastaliklarinin incelenmesi (Adaskaveg ve Hartin 1997,
Forster ve Adaskaveg 1999, Verdin vd. 2003, Yiizer 2008), dayamikhilik islahi
(Campalans vd. 2001, Barros vd. 2010, Alimohammadi vd. 2013) ve ¢iceklenme
zamani (Socias i Company vd. 1999, Ballester vd. 2001, Silva vd. 2005, Barros vd.
2012, Séanchez-Pérez vd. 2012, Sanchez-Pérez vd. 2014) konularinda yogunlagsmistir
(Ozdemir 2015).
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Bu caligmalarin siireglerini kisaca 6zetlemek gerekirse;

DNA markirlar ile badem gen kaynaklarinin tanisina yonelik olarak giiniimiize kadar
izoenzim (Viruel vd. 1995, Joobeur vd. 2000, Dirlewanger vd. 2003), RAPD
(Bartolozzi vd. 1998, MirAli ve Nabulsi 2003, Bayazit 2007), AFLP (Aradhya vd.
2004, Sorkheh vd. 2007), RAPD ve SSR (Kiden vd. 2005, Shiran vd. 2007) ile SSR
(Bianchi vd. 2004, Fathi vd. 2008, Fernandez-Marti vd. 2009, Gouta vd. 2010) tabanl

bir¢ok ¢aligsma yiiriitiilmiistiir.

Bunlar1 takiben, bir agronomik 6zellikle iligkili genlere yonelik genetik haritalama
calismalar1 baglatilmis ve sonucunda Markira Dayali Seleksiyon’da (MDS=MAS:
Markir Assisted Selection) kullanilacak markir tanimlamalar1 gergeklestirilmistir.
Melezleme 1slah1 sonucu elde edilen hibrit generasyonlarda iistiin 6zellikli genotiplerin
seleksiyonu gozlemlere dayanmakla birlikte, F1 bitkilerinde genotip x g¢evre
interaksiyonundan  dolayr  goriilen a¢ilim, fenotipik  seleksiyonu oldukga
zorlastirmaktadir. Bunun yani sira 1slah asamasinda bazi karakterler i¢in (abiyotik stres
kosullarina tolerans ile iligkili karakterler gibi) seleksiyon ¢ogu zaman uygulanabilir
degildir. Markira Dayali Seleksiyon (MAS: Markir Assisted Selection); klasik
melezleme 1slahinda karsilasilan bu sorunlara alternatif bir yaklasim olarak devreye
girmistir (Francia vd. 2004). Islah programlarinda hedef alinan karakteri kodlayan
gen/genler ile baglantili bu markirlarin kullanilmasinin en 6nemli potansiyel faydalari
ise; erken seleksiyon ile 1slah siiresinin kisaltilmasi ve hibrit yetistirme alanlarindan, is
giicinden tasarruf saglamaktir (Ruana ve Sonnio 2003). Bademde degisik
arastirmalarda QTL (Quantitative Trait Locus) (Foolad vd. 1995, Viruel vd. 1995,
Joobeur vd. 1998, Dirlewanger vd. 2003, Silva vd. 2005, Tavassolian vd. 2010) ve BSA
(Bulked Segregant Analysis) (Rasouli vd. 2014) yaklasimlar1 kullanarak genetik
haritalama caligmalar1 tamamlanmistir, ancak diger tiirlerle karsilastirildiginda sinirh

sayidadir.
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Uciincii calisma grubu olarak 6zellikle son yillarda hiicresel yolaklarin belirlenmesi
konularinda gen/gen ifadesi analizi arastirmalarina yonlenilmistir. Genom ve
fonksiyonel genom bilimindeki gelismeler; bitki hiicresindeki gen, protein ve metabolit
tanilarma olanak saglarken, fonksiyonel yolaklarda yer alan genlerin, islevlerinde ve
ifadesinde toplu (DNA ¢ip, RNA dizileme) ve bireysel analizleri (Nouthern Blot, Real-
time PCR analizi) farkli doku ve organlarda miimkiin kilmistir. Giincel anlamda, ziraat
acisindan bir tiire ait populasyonda bir genin ifadesi Real-time PCR (Quantitative real-
time RT-PCR, Es zamanli PCR) yaklasimlar1 (Bustin vd. 2005) ile taranirken, genom
boyutunda bir fonksiyondan sorumlu genlerin tespiti ve ifade analizleri RNA dizileme
(RNA sequencing) yontemi kullanilarak yapilmaktadir (Malone ve Oliver 2011).
Bademde gen ifadelerine ve gen fonksiyonlarina yonelik ise RNase PD2 geni ifadesini
(Ma ve Oliveira 2000), gida alerjeni Pru du 4 gen ifadesini (Zhang vd. 2014), kuraklik
stresi (Campalans vd. 2001, Barros vd. 2010, Alimohammadi vd. 2013), siirgiin

meristem olusumu (Santos vd. 2012) konularinda ¢alismalar gergeklestirilmistir.

Bademde ¢i¢ceklenme zamani - soguga toleransin birlikte ele alindig1 bu tezin konusunu
kapsayan iki alanda gen adaylar ile ilgili caligmalara bakildiginda genetik haritalama-
MDS (MAS) kokenli markir tespiti c¢aligmalari bulunmaktadir. Kantitatif 6zellik
lokuslarinin (QTL'ler) bademde c¢igeklenme zamani ile iligkili olduguna yonelik ilk
caligmalar izoenzimlerle yapilmistir. Bazi izoenzimler ile ¢iceklenme zamani arasinda
bir iligki bulunmus, bu izoenzimlerin, yeni fidelerde yetistirme programlarindan erken
secim yapmak i¢in kullanilabilecegi one siirtilmiistiir (Asins vd. 1994). Bugiine kadar
bademde gec ciceklenme ozelligiyle iliskili aday genlerin belirlenmesine yonelik
genetik haritalama calismalar1 gergeklestirilmis (Ballester vd. 2001, Silva vd. 2005,
Sanchez-Perez vd. 2007, Martinez-Gomez vd. 2012, Sanchez-Perez vd. 2012), somut
veri olarak populasyonlarin taranabilecegi Lb geni ile ilgili RAPD kdkenli bir MAS
markirt olan OPK10 (Ballester vd. 2001) ve SSR kdkenli bir markir olan UDP96003
(Rasouli vd. 2014) tespit edilmistir. Yine ¢iceklenme zamani-soguklama ihtiyaci-

sicaklik istegi ile iligkili QTL-genetik haritalama caligmalar1 seftalide (Chaparro ve
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Beckman 2008, Fan vd. 2010), kayisida (Tzonev ve Erez 2003, Olukolu vd. 2009,
Campoy vd. 2011b) ve kirazda da (Quero-Garcia vd. 2010) gergeklestirilmistir.

Son yillarda sert kabuklu-cekirdekli genlerinin ifade analizleri, ¢alismalarin esas odak
noktasii olusturmaktadir. Seftali basta olmak lizere, sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinde
her ne kadar genom ve fonksiyonel genom caligmalar1 daha fazla ilerleme saglamis ise
de (Verde vd. 2012), sert kabuklu meyve tiirlerinde calismalar heniiz baglatilmistir.
Ozellikle dnemli bitkisel dzelliklere ydnelik genlerin, gerek populasyon taramalarinda
kullanim1 gerekse genlerin klonlanmasinda ilk baslangici olusturan ifade analizi
teyitlerinde sert gekirdekli-kabuklu tiirlerinde bulunan genlerde gen homolojilerinden
yararlanilarak her bir tiire 6zel spesifik ¢alismalara gidilmistir. Bu kapsamda bademde
ciceklenme zamani (Silva vd. 2005), kuraga tolerans (Campalans vd. 2001, Barros vd.
2010, Alimohammadi vd. 2013), soguga tolerans (Barros vd. 2012, Mousavi vd. 2014,
Alisoltani vd. 2015); seftalide ¢iceklenme zamani (Martin vd. 2006, Bielenberg vd.
2008, Jimenez vd. 2010, Yamane vd. 2011, An vd. 2012, Wells vd. 2015), meyve
kalitesi (Rahim vd. 2014, Zhou vd. 2015), kuraga tolerans (Eldem vd. 2012),
hastaliklara dayanim (Lalli vd. 2005, Lee vd. 2010, Sherif vd. 2013, Rubio vd. 2015);
kayisida soguklama istegi (Trainin vd. 2013), hastaliklara dayanim (Zuriaga vd. 2013)
ve meyve olgunlagsmas1 (Manganaris vd. 2011); kirazda ¢i¢ceklenme zamani (Wang ve
Pijut 2013), meyve kalitesi (Alkio vd. 2014, Shen vd. 2014); visnede don toleransi
(Owens vd. 2002); Japon eriklerinde meyve olgunlasmasi (El-Sharkawy vd. 2009)
lizerine tiirler arasinda gen bdlgelerini/gen homolojilerini belirleme ve ifade analizleri

konularinda da arastirmalar gergeklestirilmistir.

Bademde soguga tolerans konusunda yiiriitilen c¢alismalarda ise diisiik sicaklik
kosullarinda devreye giren ‘C-repeat binding’ faktoriiniin (CBFs) Arabidopsis
thialiana'daki tanimlanmasi yapilmistir (Gilmour vd. 1998, Medina vd. 1999). Yine
stres genlerinin kontrol bdlgesinde (promotdr) gorev alan ‘dehydration-responsive
element-binding faktorleri’ (DREB1) belirlenmistir (Liu vd. 1998). Bu konuda

yiriitilen en Onemli c¢alismalardan birisi ise Barros vd. (2012) tarafindan
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gerceklestirilmistir. Bu arastirmada, bademde soguga tolerans ile iligkili PACBF1,
PdCBF2 ve PdDHNL1 genlerinin ¢i¢cek tomurcuklarindaki ifadesi arastirilmistir. Bu
calismada ilk y1l Kasim ayindan sonra PACBF1, PACBF2 ve PADHN1 transkriptlerinin
seviyelerinin arttigi, Ocak ayindan sonra diismeye basladigi, 2. yil ise PAdCBF1,
PdCBF2 ve PADHNL1 transkript birikimlerinin Ocak ayinda diistigii goriilmiistiir ve her
iki yilda ki aylar1 boyunca gen ifadesindeki diislisiin, vejetatif tomurcuk olusumun
zamani ile uyum gosterdigi goriilmiistiir. Prunus mume iizerinde yapilan bagka bir
caligmada ise, PmCBFa, PmCBFb ve PmCBFc genlerinin 168 saat diisiik sicaklikta
tutulmasiyla kontrole gore bitkilerde mRNA icerigini (gen ifadesinin) daha yiiksek
belirlemiglerdir. Kig sonunda P. mume’un ¢i¢ek tomurcuklarindaki daha az transkriptleri
(mRNA, veya gen ifade oranlarinin) olan PmCBFc geninin mRNA igerigi 168 saat
diisiik sicaklik uygulamasindan sonra, PmCBFa ve PmCBFb genlerinin mRNA
iceriklerinden daha diisiik bulunmustur (Guo vd. 2014).

Ilman iklim meyve tiirleri i¢erisinde en erken c¢igeklenen tiir olan bademde, 6zellikle
ilkbahar ge¢ donlar1 nedeniyle 6nemli zararlar ve iiriin kaybi ile karsilagilmaktadir. Bu
yiizden ilkbahar ge¢ donlariim siklikla karsilasildigi bolgelerde badem yetistiriciligi
ekonomik anlamda miimkiin olamamaktadir. Sorunun ¢o6ziimiine yonelik olarak,
ozellikle riskli bolgelerdeki badem yetistiriciliginde ge¢ cigeklenen ve soguga toleransl
olan ¢esitlerin kullanilmas1 6nemlidir. Bu durum, 1slah ¢alismalarinda gec cigceklenen ve
soguklara toleransli olan genotiplerin/gesitlerin belirlenmesi Onceligini getirmistir.
Bunun icin de ciceklenme ve soguga tolerans mekanizmalarinin gerek fizyolojik
gerekse molekiiler diizeyde agiklanmasi Onemlidir. Mekanizmalarin tanimlanmasi,
ileride yapilacak 1slah ¢alismalarinda, ge¢ ciceklenme ve/veya soguga tolerans gibi
ozellikleri tasiyan genlerin belirlenmesi, aktarimlarinin yapilabilmesi gibi konularda
onemli katkilar saglayacaktir. Bu konulardaki fizyolojik ve molekiiler yaklagimlar ve

yapilan arastirmalar, genel ¢ergevede ve badem tiirii 6zelinde asagida siralanmustir.
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2.3 Bitkilerde Ci¢ceklenme Zamani ve Fizyolojik Esaslar:

Ciceklenme zamani meyve tiirlerinde 6nemli bir 6zellik olup, ¢iceklenme donemi
boyunca iklim kosullarinin iyi olmasi ve yetistiriciligi yapilan esas ¢esitlerle tozlayici
cesitlerin ¢iceklenme baglangi¢ ve siirelerinin es zamanli olmasi gerekmektedir. Cogu
meyve tiirlinlin yabanci tozlanmaya gereksinim duydugu da dikkate alindiginda,
cesitlerin ¢iceklenme zamanlarinin 6nemi daha da belirginlesmektedir. Ayrica,
ciceklenme zamaninda goriilen yagislar tozlanma siirecini  olumsuz yonde
etkilemektedir ve bu slirecte goriilen ilkbahar ge¢ donlart verimi Onemli o6lgiide
azaltmaktadir (Ozbek 1978). Bu nedenlerle, ge¢ ¢iceklenme ozelligi badem 1slah

programlarimin hemen tamaminin amacini olugturmaktadir.

Yapraklarin1 doken meyve agaclari uyanmalarini takiben; ciceklenme, yapraklanma,
meyve verme, gelisme ve kis dinlenme periyodu gecirmektedirler. Kis dinlenmesine
giris ve dinlenme siireci, agaclarin kisin diistik sicakliklardan kaynaklanabilecek olasi
zararlar1 onlemek i¢in hazirlandiklar1 ve diisiik sicakliklara dayanarak yasamlarim
stirdiirdiikleri  bir donemdir. Bu bitkiler bodylece iklimsel gereklilikleri yerine
getirildiginde ve yeni bir biiylime donemi baslayabildiginde harekete gecen, cevreye
bagimli bir mekanizma gelistirmistir. Bu mekanizma, sonbaharda ve kis baslangicinda
bitkinin dinlenmesini kiran soguklamanin birikimine dayanmaktadir. Sicaklik daha
sonra ¢igek ve vejetatif tomurcuklarin gelisimini desteklemektedir (Sekil 2.1). Bitkisel
tiretim, dormansi mekanizmasindan, sert iklim kosullarinda hayatta kalma sansini
artirarak ve biiyime mevsiminde ise c¢icek ve meyve gelisimini etkileyerek

yararlanmaktadir (Campoy vd. 201 1a, Martinez-Gomez vd. 2017).

Calismalarin ¢ogu, sogugun, dormansinin kirilmasinda en 6nemli belirleyici faktor

oldugunu ve bu nedenle ciceklenme zamanindan sorumlu oldugunu gdstermektedir
(Tabuenca 1972, Tabuenca vd. 1972, Egea vd. 2003, Sanchez-Perez vd. 2012).
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Lang vd. (1987)’ne gore ii¢ farkli dormansi tiirii bulunmaktadir. @) Tomurcuk igindeki
kontrol faktorlerine bagli endodormansi; b) uyuyan tomurcuk disindaki ajanlar
tarafindan kontrol edilen paradormansi ve C€) soguklama istegi dengelendikten sonra
sicakliga bagli olarak ekodormansi (Sekil 2.1). Soguklama istegi bu nedenle
endodormansi siiresini etkilemektedir ve yliksek soguklama istegi uzun endodormansiye
yol agarken, diisiik soguklama istegi kisa siireli endodormansiye sebep olmaktadir

(Campoy vd. 2011a, Martinez-Gomez vd. 2017).

A
Soguklama
Endodormansi
= (soguk birikim) Ekodormansi Sicakhk
" e (sicaklik birikimi)
@ g < 3
Eﬁ M
@ Soguklama Sicakhik
istegi Istegl
- >
¢ > /4 > Zaman
Dormansi Kirlma Ciceklenme
6 # & v Y ‘¢
Safha A SafhaB  Safha B-C e T —_—
afha afha
Uyur Dormansi Ciceklenme < > Tam
tomurcuk bitisi baslangici Cicek gelisimi cleek

Sekil 2.1 Tomurcuk dinlenmesinin kirilmasi ve ¢igeklenme (Prudencio vd. 2018)

Dormansi  baglangicinda ¢igek olusumu tamamlanmistir (Lamp vd. 2001).
Endodormansi  sirasinda  tomurcuk  biiylimesi  sabittir  ancak  zorlukla
farkedilebilmektedir. Diisiik sicakliklar endodormansinin tamamlanmasini etkileyen en
onemli faktordiir, ancak sicaklik, fotoperiyot, 151k yogunlugu ve nem gibi diger iklim
faktorleri de endodormansi gelisimini etkileyebilmektedir (Freeman ve Martin 1981).

Yeterli soguklama saglandiktan sonra, endodormansi tamamlanarak yerini
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ekodormansiye birakmaktadir. Endodormansinin sona ermesi, soguklama isteginin
tamamlanmasiyla ortiismektedir ve gozle goriiliir bir degisiklikle siirdiiriilemedigi kabul
edilmektedir. Ekodormansi boyunca, ¢icek tomurcuklarinin gelisimi ¢ogunlukla sicaklik
birikimine baglidir. Sicaklik {initelerinin birikimi, endodormansinin kirilmasi da dabhil
olmak iizere cogu bitkinin aktif gelisme siireclerinde 6nemlidir (Sherman ve Rodriguez-
Alcazar 1996). Ekodormansi basladiginda, tomurcuk gelisme hizi uygun gelisme
sicakliklarina baghdir ve Akdeniz iklimlerinde kisin son agamalarinda 1lik sicakliklarla

onemli dlgiide artabilmektedir (Kester ve Gradziel 1996, Westwood 1978).

Soguklama istegi, farkli sicaklik araliklarinin bir fonksiyonu olarak biriken soguk birimi
(CU= Cold unit) olarak hesaplanir (Richardson vd. 1974). Her ¢esidin soguklama istegi
o ¢esidin dormansisini kirmak i¢in gerekli olan kadardir. Soguklama istegi bu nedenle
her ¢eside 6zgii ¢ok 6nemli bir 6zelliktir (Egea vd. 2003, Ruiz vd. 2007, Campoy Vvd.
2011a) ve dormansi siiresinin uzunlugunu belirler. Ote yandan, sicaklik istegi, santigrat
(C°) cinsi ortalama saatlik 1s1 derecesinden 4.5 puan ¢ikarillarak biiylime derecesi
(GDH= Growing Degree Hours) olarak hesaplanir (Richardson vd. 1974). Her bitki
tiriinlin ve ayn tiir i¢indeki cesitlerin soguklama ve sicaklik istekleri birbirinden

farklhidir.

Dormansinin kirilmasi iizerine soguklama isteginin etkisi, karmasik ve iyi ¢aligilmis bir
konu olsa da (Couvillon ve Erez 1985, Scalabrelli ve Couvillon 1986, Erez ve Couvillon
1987), her c¢esidin spesifik sicaklik isteklerine yonelik ¢aligmalar daha az sayidadir ve
sicaklik isteklerinin ¢igeklenme siiresi iizerindeki etkisi daha az netlik kazanmistir (Rom

ve Arrington 1966, Couvillon ve Erez 1985, Citadin vd. 2001).

2.3.1 Bademde ciceklenme ozellikleri ve zamani

Bademde ciceklenme zamani, 6zellikle erken ciceklenen cesitlerde, liretimi etkileyen

ilkbahar ge¢ donlarinin zararimi 6nlemek icin belirleyici olan 6nemli bir bitkisel
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Ozelliktir. Badem, diger sert ¢ekirdekli meyve tiirleri gibi (seftali, erik, kayisi, kiraz)
yapraklarini doken bir tiirdiir ve badem agaclart her yil dinlenme déneminin bitimiyle
birlikte ¢igeklenme-yapraklanma, tozlanma-dollenme, meyve olusumu ve gelisimi,
yaprak dokiimii, dinlenmeye hazirlik donemi ve dinlenmeye giris siire¢lerini diizenli
olarak gegirirler (Sekil 2.2). Yiiksek sicakliklarda daha kisa ve soguk iklimlerde daha
uzun olsa da, cigceklenme siiresi genellikle kisadir. Bununla birlikte, siire¢ aylar
oncesinden tomurcuklarin olusmasi ve dinlenmenin indiksiyonu ve kirilmasi ile

baslamakta (Sekil 2.1) ve gigeklerin agilmasi ile sona ermektedir (Felipe 2000).
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T 4.0 14.0
35F 43.5
Veetatif gelisme (cm/piin
30F K gelisme (cmgtn) 43.0
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o Er é . .. . .
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I;\
1.0F ; ) 410
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Sekil 2.2 Bademin yillik gelisim sathalar1 (Socias i Company vd. 2017)

Soguklama istegi, bademde ve diger Prunus tiirlerinde sicaklik isteginin aksine
ciceklenme zamanini belirleyen ana faktor olarak kabul edilmektedir (Egea vd. 2003,
Ruiz vd. 2007, Alburquerque vd. 2008, Atkinson vd. 2013, Sanchez-Pérez vd. 2012,
2014). Bademin soguklama ihtiyaci, diger iliman iklim meyve tiirlerine gére ¢cok daha

az oldugu icin, bu tiirde zorunlu dinlenme kosullarinin ortadan kalkmasi ile birlikte

26



ciceklenme erken gerceklesmektedir. Bu nedenle de, 6zellikle ilkbahar ge¢ donlarinin
goriildiigii bolgelerde yetistiriciligi sinirlanmig bir tiirdiir (Ma ve Oliviera 2000, Sathe
vd. 2002, Yi vd. 2003, Samani vd. 2005, Arus vd. 2009).

Tabuenca (1972), badem g¢esitlerinin soguklama isteklerini 7 °C'nin altindaki saatler
olarak belirlemistir. Ayrica, badem cesitlerinin ¢iceklenme icin sicaklik isteklerini de
tanimlamiglardir (Tabuenca vd. 1972). Bazi badem ¢esitlerinde ¢i¢eklenme igin
soguklama ve sicaklik istekleri Cizelge 2.1°de belirtilmistir (Alonso vd. 2005, Alonso
ve Socias i Company 2009, Alonso 2017).

Egea vd. (2003), badem tiirlerinde ¢igeklenme zamaninin tamamini temsil eden 10
cesitte soguklama ve sicaklik isteklerini Richardson vd. (1974)’nin metodunu
kullanarak incelemislerdir. Arastirmacilar bu gesitlerde, ciceklenme zamani ile iliskili
soguklama istegi bakimindan, Tunus ¢esidi Achaak'tan (266 CU) Fransiz seleksiyonu
R1000 (996 CU)’a kadar onemli farkliliklar gozlemlemislerdir. Bununla birlikte,
cesitler arasinda sicaklik istekleri bakimindan daha diisiik degiskenlik saptamislardir
(5942 GDH - 7577 GDH). Arastiricilar, gigeklenme zamaninin esas olarak soguklama

istegi ile belirlendigi sonucuna varmiglardir.

Alonso vd. (2005), bademde, calismalarinin yapildigi soguk bdlgedeki cesitlerin
sicaklik isteklerinin (5460 ile 9300 GDH arasinda) soguklama isteklerinden (400 ile 600
CU arasinda) daha biiylik bir etkiye sahip oldugunu iddia etmislerdir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1 Baz1 badem cesitlerinde cigeklenme icin soguklama ve sicaklik istekleri
(Alonso vd. 2005, Alonso ve Socias i Company 2009, Alonso 2017)

Cesit CU GDH(°C)
Ayles 487 7951
Belona 353 7741
Bertina 468 8587
Blanquerna 468 6949
Cambra 468 7863
Cristomorto 428 8152
Desmayo Largueta 428 5545
Felisia 428 9363
Ferragnes 454 8082
Guara 468 8001
Laurenne 428 8671
Marcona 428 6703
Mardia 503 10233
Masbovera 428 7863
Moncayo 468 8760
Ne Plus Ultra 468 6414
Nonpareil 403 7918
Picantili 428 7481
Primorski 428 8468
Ramillete 454 5998
Soleta 340 7872
Titan 444 8457
Teksas 368 7863
Tuono 468 8001
Yaltinski 468 8587

Bitkilerde soguk zararindan kaginma ve ¢igeklenmenin geciktirilmesi; genellikle
soguklama isteginin ve/veya soguklama siiresi bitiminde dinlenmenin kesildigi
donemdeki sicaklik isteginin arttirilmasi ile gerceklesmektedir. Bu agidan
degerlendirildiginde; Ispanyol cesitlerinden ‘Felisia’, ‘Moncayo’, ‘Guara’, ‘Cambra’,
‘Aylés’ ve ‘Masbovera’ ile Fransiz c¢esitlerinden ‘Ferragnes’, ‘Ferralise’ ve
‘Lauranne’nin yiiksek; ‘Desmayo Largueta’, ‘Marcona’, ‘Ramillete’, ‘Constantini’ ve
‘Pou de Felanitx’ gibi geleneksel cesitlerin ise diisiik sicaklik istegi gosterdikleri

bilinmektedir.
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Eger bir ¢esit adapte oldugu bolgeden daha soguk bir iklimde yetistirilmesi veya
geleneksel olarak yetistirildigi bdlgede olagandist soguklarla karsilasmast gibi
nedenlerle, ihtiyag duydugu soguklama siiresinden daha uzun siire soguklara maruz
kalirsa; kendine 6zgli soguklama ihtiyacini tamamlamis halde olmasi nedeniyle,
sicakliklarin kisa siireli yiikselmesi durumunda dinlenmeden c¢ikarak uyanir. Ancak
pesinden devam eden soguklara maruz kalan patlamis, yeni agmis tomurcuklar, ¢icekler
gibi su kapsami yliksek olan organlar ilkbahar ge¢ donlarindan 6nemli diizeyde zarar
goriir. Buna karsin, soguklama ihtiyacini yeterince karsilayamayan bitkilerde ise
ciceklenme ve meyve verme gecikir ve yeterli meyve alinamaz, yapraklanma gecikir ve

diizensiz olur.

Bademin soguklama istegi diisiik oldugundan, ¢igeklenme zamaninin diizenlenmesinde
sicaklik isteginin soguklama isteginden daha 6nemli bir belirleyici oldugu belirtilmistir.
Bu durumda ¢igek tomurcuklari, yliksek soguklama etkinligine sahip siirekli disiik
sicakliklar ile asir1 miktarda soguklamaya maruz kalirlar. Sonug olarak endodormansi
sathas1 kisalir ve soguklama istegi cogu badem ¢esidinde ¢ok kisa siirede tamamlanir
(Rattigan ve Hill 1986, Alonso vd. 2005). Tabuenca vd. (1972), soguklamanin
gerceklestigi ayn1 zamanda sicaklik birikiminin bagladigi kis aylarinda, badem
genotiplerinin son ¢igceklenme tarihinin her genotipin sicaklik istegi ile giiclii bir sekilde

iliskili oldugunu belirtmistir.

Ciceklenme donemi; aslinda tiiriin/¢esidin, orjini oldugu bolgeye 6zel adaptasyonlara
cevap vermesidir. Yabani badem tiirlerinin ¢igekleri, her bolgede diisiik ve yiiksek
sicakliklarin olusturdugu iklimsel yapiya karsilik olarak, ¢iceklenmenin tozlanma ve
tohum {iretimi i¢in elverisli bir ortamda gerceklesmesini saglar. Genetik olarak belirli
bir bolgedeki ekolojik kosullara uymayan bitkiler, yeterli bir sekilde tozlanamaz veya
ciceklerini donmalarindan dolay1 kaybederler. Bu tiir bitkiler tohum iiretemez ve

bdylece soylar tiikenir. Dahasi, yabani badem tiirlerinin ¢ogu kendine uyusmazdir, bu
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nedenle tozlasma ve meyve tutumu igin farkli badem cesitlerine ihtiya¢ duyarlar

(Alonso 2017).

Kiiltiirii yapilan bademde c¢igeklenme, tiirlerin yasami acgisindan farkli bir anlama
sahiptir. Yetistiriciler, agaglarda tozlanmanin olabildigince etkili olmasini saglamak i¢in
cigceklerin en uygun zamanda agmasini, ¢i¢eklerin dondan korunmalarini ve yiiksek
oranda meyve elde edilmesini istemektedirler. Boylece her ¢esidin ¢igeklenme zamani,
ciceklenmenin meydana gelecegi cevresel kosullar ve ¢evresel kosullarin yetistiricilik
tizerindeki etkisi ile belirlenmektedir. Genel olarak en erken c¢igeklenmeler daha az
uygun hava kosullan (diistik sicakliklar, yagmur, riizgar ve sis) ile, ge¢ ¢igeklenmeler
ise daha uygun hava kosullar ile birlikte meydana gelmektedir. (Gurdian ve Biggs
1964). Badem tiirii; ¢cevreye, sicakliga ve suyun kullanilabilirligi gibi diger faktorlere

bagli olarak her bolgede ideal ¢igeklenme zamanini segmistir.

Cigeklenme zamani, bademin yayillma ve yetisme alanlarini belirleyen en Onemli
kriterdir. Bu 6zelligin ¢esitlere gore degiskenlik gdstermesine bagli olarak, bademin
yayildig1 alanlar da gesitlilik gostermektedir. Bademin eski yillarda uzun siire tohumla
cogaltilmasi nedeniyle, ¢igeklenme zamani1 bakimindan farkli 6zellikler gésteren genis
bir populasyon olusmustur. Ancak zaman igerisinde gerceklesen dogal seleksiyonlarla;
soguk bolgelerdeki populasyonlar dondan kaginmak ve hayatta kalmak i¢in ¢igeklenme
zamanlarim geciktirirken, daha sicak bolgelerde buna gerek kalmamis ve buradaki
badem populasyonlar1 daha erken zamanda ¢i¢eklenme zamanlarina sahip olmustur.
Boylece, farkli iklim 6zelliklerine bagli olarak her bolgeye 6zgii ¢iceklenme zamanlari
ortaya ¢ikmustir. Bir diger deyisle; doga, ayn1 ortamda yetisen ilk genotiplerden benzer
ciceklenme zamanlari ile yavag ama diizenli bir ¢alisma yapmis, bolgelere uygun olan
genotipleri belirlemistir. Bu adaptasyon siirecinin bir sonucu olarak, yabani badem
tiirlerinde ¢igeklenme zamani bakimindan tiir i¢i ve tiirler arast1 Onemli diizeyde

cesitlilik bulunmaktadir (Dicenta vd. 2017).
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Yabani badem tiirlerinde yapilan farkli calismalar bu cesitliligi dogrulamaktadir.
Grasselly ve Crossa-Raynaud (1980), Amygdalus bucharica ve Amygdalus fenzliana
tiirlerinin, 1slahgilar tarafindan ¢igeklenme zamanini geciktirmek i¢in 1slah
calismalarinda kullanildigini bildirmektedir. Felipe (2000), Prunus communis'in erken
ciceklendigini, Prunus fenzliana ve Prunus bucharica'nin ise orta-ge¢ ¢igceklenme
ozelliginde oldugunu belirtmistir. Gradziel vd. (2001), Prunus fenzliana, Prunus
bucharica ve Prunus argentea'nin yiiksek soguklama gereksinimlerine dikkat ¢ekmistir.
Ayrica, Sorkheh vd. (2007) ¢igeklenme zamaninin diizenli cesitliligini ¢cok erkenciden
cok gecciye, 18 yabani badem tiirtinde belirlemistir.

Insanoglunun bademde ciceklenme zamaninin degiskenligine ilk katkisi; yetistiriciler
tarafindan her bir bolgeye adapte olmalarina gore genotiplerin secilerek uzun siire
uygulanmasidir. Bu durum yerel genotipler arasinda gozlenen genis cesitliligi ortaya
cikarmistir. Ancak, cevrenin etkisine ragmen, bademdeki c¢iceklenme zamaninin
cesitliligine en fazla katkida bulunan sey, insanlar tarafindan yapilan islah olmustur.
Insan, farkli cografi kokenlerden gelen ve farkli gigeklenme zamanlarina sahip badem

cesitlerini melezleyerek dogal siiregleri sekillendirebilmistir (Dicenta vd. 2017).

Islahgilar ve yetistiriciler badem kiiltiirii yapilan her bolgenin iklimine adapte olmus
cesitler belirlemislerdir. Cigeklenme zamaninin ekonomik yetistiricilik i¢in 6nemli
olmasi nedeniyle, bu 6zelligin genetik kontrolii lizerine birgok ¢aligma yapilmis ve her
bir bdlge icin uygun ¢iceklenme zamanlarina sahip yeni ¢esitler piyasaya siiriilmiistiir.
Islahgilar, badem yetistiriciligini soguk i¢ bolgelere veya erken cigcek acan ¢esitlerin
dondan etkilendigi yiliksek bolgelere yaymak i¢in cabalarini ¢igeklenme zamanini

geciktirme tizerine yogunlagtirmislardir (Dicenta vd. 2017).

Erken cicek acan cesitler: Akdeniz bolgesinde Ocak ayinin sonlarinda veya Subat
ayinin baglarinda ¢igek acarlar. Her bir bolgede iireticiler tarafindan yiizyillarca yapilan

seleksiyonlarla genetik orjini bilinmeyen geleneksel ¢esitlerdir (Dicenta vd. 2017).
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Geg cicek acan cesitler: Bu ¢esitler, erken ¢igek acan cesitlerden 20-30 giin sonra ¢igcek
acmaktadir ve genellikle 1slah programlartyla olusturulmus cesitlerdir (Dicenta vd.
2017).

Ekstra-gec cicek acan cesitler: Bu cesitler erken ¢igek agan gesitlerden 50-60 giin
sonra ¢icek agmaktadir. Genellikle 1slah programlarinda daha oOnce elde edilen

seleksiyonlardan melezlenerek elde edilmislerdir (Dicenta vd. 2017).

Yetistiriciligi yapilan Onemli bazi standart gesitlerin ciceklenme zamanlar1 Cizelge

2.2’de verilmektedir.

Cizelge 2.2 Onemli baz1 standart badem cesitlerinin gi¢eklenme zamanlari

Clé;l;llzl:lne Cesit Literatiir
Avola, Cavaliera, Desmayo Largueta,
Cok Erken Ramillete, Hacialibey Vargas ve Romero 2001
Orta-Erken Aldrich, Carmel, _Fritz_, Harvey, Marcona, Vargas ve Romero 2001
Merced, Nonpareil, Price
Achaak, Abundancia, Ardechoise,
Erken Atocha, Akt_)adem, Chellaston, Garrigues, K?iden vd. 2014,
Peerless, Price, Jordanolo, Ne Plus Ultra, | Dicenta vd. 2017
Milow, 48-1, Sonora, 1.X.L
. . - Vargas ve Romero 2001,
Orta-Geg Cristomorto, Genco, Picantili, Drake Kiiden vd. 2014
Antoneta, Ayles, Butte, Belona, Cambra,
Carmel, Guara, Glorieta, Masbovera,
Marta, Moncayo, _Soleta,_ Vairo, Vargas ve Romero 2001,
Ferrraduel, Ferragnes, Primorski, Texas, | ., ..
Gec¢ . . Kiiden vd. 2014,
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2.4 Ciceklenme Zamaninin Genetik Kontrolii

Meyve agaglarinin uzun siiren genglik kisirligr ve yildan yila gen ifadesini etkileyen
cevresel kosullarin etkisi nedenleriyle; karmasik ve heterozigotik bir 6zellik olan
cigeklenme zamaninin degerlendirilmesi uzun siiren bir islemdir. Bu 6zellik soguklama
ve sicaklik istegi arasindaki korelasyonun bir sonucudur. Sanchez-Perez vd. (2012)’nin
soguklama ve sicaklik isteginin kaliimi {izerindeki g¢aligmalarinda; c¢alisilan dolde
soguklama isteginin biomodal dagilimi (¢ift dagilim: istatistik biliminde siirekli olasilik
dagilimi olup iki tepe deger arasinda bir frekans dagilim egrisi), Lb geninin varligiyla
aciklanmistir. Igsel dormansinin kirilmasi igin soguklama isteginin kantitatif kalitimi
seftali ¢igek tomurcuklarinda ve kayist vejetatif tomurcuklarinda gézlemlenmistir. Bu
tiirlerde, ciceklenme zamani iizerine soguklama isteginin daha yiiksek etkisi ve tek
resesif genin (EVG) soguklama ve sicaklik toplamiyla iliskili oldugu tanimlanmustir.
Ciceklenme zamani, igsel dormansinin kirilmasi i¢in soguk hava kosullarina baglidir
(Lang vd. 1987) ve soguklama istegindeki farkliliklarla (Tabuenca 1972) ve genotipler
arasindaki sicaklik istegi (Tabuenca vd. 1972) ile iliskilidir. ‘Tardy Nonpareil’ badem
cesidinde ¢igeklenme zamani Ozelligini kontrol eden dominant bir genin (Lb)
tanimlanmasina ragmen, ¢ogu meyve tiirlerinde 6zellikle kayis1 (Courajou 1995) ve
seftali (Hansche vd. 1972) gibi diger Prunus tiirlerinde kantitatif o6zellik olarak
diistintilmektedir (Anderson ve Seeley 1993). Geg ¢igeklenme 6zelligini kontrol eden Lb
geninin ge¢ c¢iceklenen mutant bir Nonpareil’den geldigi bildirilmis ve Tardy
Nonpareil’in bazi melezlerinde calisildiginda bu 6zelligin kantitatif olarak daha kiiciik
genler tarafindan modifiye oldugu belirtilmistir (Kester 1965, Grassely 1978, Socias i
Company ve Felipe 1999, Sanchez-Perez vd. 2007).

Bademin ¢igeklenme zamani yliksek kalitimlidir, bu durum geg ¢igeklenen genotiplerin,
cesitlerin melezlenmesi sonucunda ge¢ ¢iceklenen melezlerin meydana gelmesini
saglayacaktir. Bademde ci¢ceklenme zamaninin aktarilmasi iizerindeki sonuglarin ¢ogu,
bu kantitatif 6zelligin kalittm oraninin % 80’den (Kester vd. 1973) % 67’ye (Dicenta
vd. 1993) kadar degistigini gostermektedir.
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Ciceklenme zamanindan sorumlu olarak tanimlanan birkac¢ transkripsiyon faktorii
genine ragmen c¢iceklenme zamani ile iligkili gen ifadesi ile ilgili caligmalar az
sayidadir. Cigceklenme zamaninin genetik temelleri ile ilgili calismalar daha ¢ok, uzun
giin bitkisi olan Arabidopsis thaliana’da gerceklestirilmistir. Arabidopsiste ¢i¢eklenme
zamanini diizenleyen 60°dan fazla genin oldugu bildirilmektedir (Enrenreich vd. 2009).
Bu ¢i¢eklenme genleri; temel olarak fotoperiyot (giin uzunlugu), otonom (kendi kendini
yoneten), vernalizasyon (soguklama), giberellin bagimli yolagi ve bitki yasi ile iliskili
genler tarafindan diizenlenmektedir (Simpson ve Dean 2002, Boss vd. 2004, Sung ve
Amasino 2004, Baurle ve Dean 2006, Tang vd. 2016). Bu ¢igeklenme mekanizmasinda
rol oynayan temel genler CONSTANS (CO), FLOWERING LOCUS C (FLC),
FLOWERING LOCUS T (FT), SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
CONSTANS 1 (SOC1), LEAFY (LFY), ve APETALALl (AP1) olarak belirtilmistir
(Simpson ve Dean 2002, Parcy 2005).

Arabidopsiste ¢igek olusum sinyalleri 4 6nemli ¢igeklenme yolaklarindan CONSTANS
(CO) ve FLOWERING LOCUS C (FLC) gibi antagonistik olarak g¢igeklenme
diizenleyicisine taginmaktadir. CO ve FLC, genlerin ifadesini, FT, SOC1 ve LEAFY
(LFY) adindaki ¢igeklenme yolak entegratorlerini diizenler (Sekil 2.3). Bu 3 gen, ¢oklu
ciceklenme yolaklarindan gelen sinyalleri entegre eder ve bu genlerin ifade diizeyleri
sonunda tam ci¢ceklenme zamanini belirler (Simpson ve Dean 2002, Parcy 2005).

Cigeklenme zamaniyla iligkili FT ve SOC1 genleri farkli yolaklarin genel hedefleridir.
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Sekil 2.3 Arabidopsiste ¢iceklenme zamani yolaginda rol oynayan temel genler
(Putteril vd. 2004)

Isik kalite yolaginda gorev yapan fotoreseptorler (EKE1, PHYA ve CRY2 vb.) direkt
olarak CO genine etki ederek, uzun giin kosullarinda (16 saat aydinlik, 8 saat karanlik)
ciceklenme zamanini diizenlemektedir. CO geni ise, FT ve SOC1 genlerinin direkt
olarak ifadesini arttirarak ¢igeklenmeyi uzun giin kosulunda hizlandirmakta, kisa giin
kosulunda (8 saat aydinlik 16 saat karanlik) ise geciktirmektedir. Kisa giin kosulundaki
bu gecikmenin sebebi; uzun giin kosulunda CO geni ifadesinin FT geni ile birlikte
aydinlik ortamda diizenlenmesi, kisa giin kosulunda ise karanlik ortamda FT geninin

ifadesinin artis gosterememesidir (Putteril vd. 2004).

Arabidopsis’te yiiriitiilen bir ¢calismada, cigeklenme mekanizmasi ile iligkili diger bir
gen olan FLC geninin vernelizasyon ile iliskili oldugu, vernelizasyon sirasinda FLC
protein diizeyinin azaldigi ve buna bagli olarak FLC-bagimli ¢igeklenmenin

engellendigi bildirilmektedir (Putteril vd. 2004). Ayn1 zamanda FLC gen ifadesi
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otonom genler tarafindan farkli mekanizmalar kullanilarak da baskilanabilmektedir
(Putteril vd. 2004). Yapraklarda ifade olan FLC geni, FT ve SOC1’i baskilayarak (Sekil
2.3, 2.4); stirgiin ucu meristemindeki FLC genleri ise, SOC1 ve FD genlerini
baskilayarak ¢igeklenmeyi geciktirmektedir (Searle vd. 2006).
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Sekil 2.4 Ciceklenme zamani kontroliiniin Arabidopsis (a) ve Tahillarda (b)
karsilastirilmasi (Jung ve Miiller 2009)
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FT geni, florigen aktivasyon kompleksini (FAC) olusturan FD'nin transkripsiyonunu
aktive eden bir florigendir. FAC, 6rnegin AP1 gibi ¢icek meristemi kimlik genlerinin
promotor bolgelerine baglanmakta, boylece yolak olusturmaktadir (Taoka vd. 2013).
Arabidopsis thaliana’da yapraktan apikal meristeme dogru tasman kiigiik bir protein
kodlayan FT (FLOWERING LOCUS T) geni fotoperiyod ve vernalizasyon gibi ¢icek
olusum sinyallerini birlestiren 6nemli bir diizenleyici gen olarak rol oynamaktadir (Abe
vd. 2005, Araki 2001, Corbesier vd. 2007, Wigge vd. 2005, Carmona vd. 2007, Endo
vd. 2005, Nishikawa vd. 2007). Bu nedenle FT proteini ¢igeklenmeyi baslatan ve hiicre
icinde hareket eden ‘florigen’ adindaki ¢igek hormonu i¢in iyi bir adaydir (Sekil 2.4).
FT Arabidopsiste ¢icek entegretorii oldugu igin, meyve tiirlerinde FT ortologlarinin
klonlanmas1 ve karakterizasyonu yapilmistir (Carmona vd. 2007, Endo vd. 2005,

Nishikawa vd. 2007).

TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) ve FLOWERING LOCUS T (FT) ciceklenme
zamaninin 2 anahtar diizenleyicisidir. Bu genler PEBP ailesine aittir fakat antagonistik
(z1t) fonksiyona sahiptir (Sanchez-Perez vd. 2014). TFL’nin FD baghh APl ve AG
genlerinin transkripsiyonunu baskilayarak bZIP transkripsiyon faktorii FD ile
interaksiyona girdigini, FT’nin ise APl ve AG altinda aktivasyona sahip oldugunu
belirtmislerdir. Ayni arastirmacilar FT geninin aktivitesinin ¢igeklenme zamaninin
belirlenmesinde TFL1 geninden ¢ok daha 6nemli rolii oldugunu, ¢igeklenme zamaninin
diizenlenmesinde FT ve TFL1 genlerinin ters fonksiyonlara sahip oldugunu ifade

etmiglerdir (Sanchez-Perez vd. 2014, Bianchi vd. 2015).

Cigeklenme gen agi ile iligkili genlerden olan LEAFY (LFY); 6zellikle ¢icek olusumu,
gelisimi ve ¢icek taslagi olusumunda gorevlidir. Bu genin ifade seviyesi ¢icek
olusumunda belirleyici rol oynamakta olup, 6zellikle ¢icek organ ve ¢igcek morfolojisi
ile ilgili genleri diizenlemektedir (Tang vd. 2016). Arabidopsiste LEAFY geninin
yiiksek seviye ifadesi (over ekspresyon), erken ciceklenme ve tomucuklarin ¢icek

tomurcuklarina doniisiimiinii tetiklemektedir (Blazquez vd. 1997).
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Sepal ve petal olusumunda gorev alan AP1 geninin ifadesi, LFY geni tarafindan aktive
edilmektedir. AP1 geni ¢iceklenme gelisim doneminden bagimsiz olarak farkli doku ve
organlarda ifade olabilmektedir (Liljegren vd. 1999, Zhou vd. 2019). Bununla birlikte
erken ¢iceklenme, eger APETALAT1 (API) geni yapisal olarak ifade edilirse miimkiin
olmaktadir (Chi vd. 2011). Yapilan bir ¢alismada visneden (Prunus avium) gelen PSAPI,
arabidopsiste asir1 ifade oldugunda, genglik periyodunu kisaltarak erken ¢igceklenen bir

fenotip meydana getirmistir (Wang ve Pijut 2013).

Diger bir MADbox transkripsiyon faktoriinii kodlayan SVP (kisa vejetatif faz),
Arabidopsis’de ¢iceklenmenin negatif diizenleyicisidir (Hartmann vd. 2000).

Son zamanda yapilan ¢alismalar SOC1’in sadece ¢iceklenme zamanini degil ¢icek
olusumu ve ¢igek meristemini belirleyen ¢ok fonksiyonel bir protein oldugunu da
gostermistir (Liu vd. 2007, 2009, Melzer vd. 2008, Lee ve Lee 2010, Tao vd. 2012). CO
ve FLC genlerinin SOC1 gen ifadesini diizenledigi belirtilmistir (Hepworth vd. 2002,
Searle vd. 2006). SOC1 geninde yapilan mutasyon sonucu olusan Socl mutantlarinda
fonksiyon kaybi ile gec¢ ciceklenme, kontrol Orneklerinde ise ayni gen erken
ciceklenmeyi tetiklemistir. Yapilan ¢aligmalarda SOC1 geninin temel olarak gelismekte
olan yapraklarda ve meristemlerde ifade oldugunu ve ifade diizeyinin bitki gelisim

yasina gore arttigin1 gostermistir (Samach vd. 2000).

SOC1 gen ifadesinin SVP-FLC baskilayic1 kompleksi tarafindan FT geninden ¢ok daha
etkili oldugu vurgulanmaktadir (Li vd. 2008). Ilging bir sekilde, SOC1 geni
transkripsiyon baglama bolgesinde baskilayici histon trimetilasyon isareti ile iliskili
oldugu belirtilmektedir. Boylece, FLC hedef genlerin aktive olmayan kromatin
bolgesini  tetikleyen ¢iceklenme baskilayict  kompleksini  olusturarak SOCL1’i
baskilamaktadir (Adrian vd. 2009).
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Yapilan ilk genomik (=genom bilimi) ¢alismalarda, daha once belirtilen ana gen Lb'nin
gec ciceklenme zamanini kontrol eden varligini dogrulayan ‘Tardy Nonpareil” ¢esidinin
bir F1 bitkisinde RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) ve bulk segregant
analizi (BSA=Bulk Segregation Analysis) kullanilmis, ‘Felisia’ x ‘Bertina’nin genetik
haritasinin baglanti grubundaki (G4) ii¢ RAPD bandmin Lb ile iligkili oldugu
bulunmustur (Ballester vd. 2001). Silva vd. (2005), G1, G2, G3, G5, G6 ve G7 hibrit
popiilasyonlarinda bir aday gen yaklasimi (CG) kullanarak, tiirleraras1 F1 badem x
seftali melezlerinde c¢igeklenme zamaniyla iliskili birka¢ kantitatif 6zellik lokusu
(QTL=Quantitative Trait Loci) tanimlamislardir. Son zamanlarda farkli c¢aligsmalar,
‘Tardy Nonpareil’ (‘R1000’) x ‘Desmayo Largueta’ (RxD) arasindaki bir F1
populasyonundaki SSR (Simple Sequence Repeat) markirlarini kullanarak G4'teki Lb
konumunu dogrulamis ve G1, G6 ve G7°de ¢igeklenme zamaniyla ilgili diger QTL'leri
tanimlamistir (Sanchez-Perez vd. 2007, Martinez-Gomez vd. 2012).

Sanchez-Perez vd. (2007)’nin RxD populasyonunda gergeklestirilen ¢alismasinda, SSR-
UDP96003 primeri, haritanin G4 lokusunda Lb genine ¢ok yakin yer almistir. QTL
analizi yapildiginda; G4 lokusundaki bu biiyiik QTL (Lb), Lb genini tasidig1 varsayilan
‘R1000° deki varyans % 56.5 ile % 86.3 arasinda ve RxD popiilasyonunun haritasinda
varyans % 54.5-67.7 olarak aciklanmistir. Diger Prunus tiirlerinde, cigceklenme
zamantyla iligkili QTL'ler poligenik yapiy1 teyit ederek, seftali, kayis1 ve kirazda da
tanimlanmistir. Seftalide, Fan vd. (2010), G1, G2, G4, G6, G7 ve G8'de ¢i¢ceklenme
zamantyla iliskili farkli QTL'leri tanimlamistir. Campoy vd. (2011b) ve Salazar vd.
(2013) kayisida G1, G5 ve G7'de ¢iceklenme zamaniyla iligkili bir QTL tanimlamustir.
Wang vd. (2000), Dirlewanger vd. (2012) ve Castede vd. (2014) ayrica visne ve
kirazlarin G1, G2 ve G4 lokuslarinda ciceklenme zamaniyla iligkili bir QTL

tanimlamisglardir.

Silva vd. (2005) ve Sanchez-Perez vd. (2012), bademde soguklama (G1, G3, G4, G5,
G6 ve G7) ve sicaklik (G2 ve G7) istekleriyle iliskili birkag QTL'1, Fan vd. (2010) ise
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seftalide G1, G2, G4, G6, G7 ve G8'de soguklama ve sicaklik istekleriyle iliskili birkag
QTL'i tanimlamislardir.

Kayisida vejetatif tomurcuklarin soguklama istekleriyle iligkili QTL'ler G1, G2, G3, G5
ve G8 lokuslarinda Olukolu vd. (2009) tarafindan tanimlanmistir. Kirazda (P. avium L.),
Dirlewanger vd. (2012) ve Castede vd. (2014) G4 lokusunda bir QTL bolgesi
tanimlamislardir. Japon kayisisinda FT ortologlarinin tanimlanmasi (Esumi vd. 2009),
Rosacea familyasinda TFL1 benzeri genlerin incelenmesi (Mimida vd. 2012)

konularinda da calismalar bulunmaktadir.

Arabidopsisten fonksiyonel olarak karakterize edilen 10 genin homologlari, badem veya
seftaliden 10 aday gen yaklasimi olarak kullanilmistir (PrdLFY, PrdMADS1, PrpAP1,
PrpFT, PrpAGL2, PrpFARL, PrdTFL, PrdGA20, PrpAP2 ve PrpCO) (Silva vd. 2005).
Bu 10 gen, Prunus referans haritasinda (Texas x Earlygold) haritalanmistir ve G1, G2,
G3 G5, G6 ve G7 lokuslarinda bulunmaktadir. Bununla birlikte, hi¢gbiri G4 lokusunda
Lb geni ile Ortlismemistir. Bunun bir nedeni, Arabidopsiste ¢i¢ceklenme zamaninda
60'tan fazla genin bulunmasidir, bu nedenle diger aday genler analiz edilmelidir. Diger
bir neden, ¢iceklenme zamani 6zelliginin tek yillik bitkilere gore ¢ok yillik bitkilerde

farkl1 mekanizmalara bagli olmasidir.

Bugiine kadar bademde RNA dizileme ve mikroarray=DNA ¢ip ¢alismalar1 yapilmistir.
Diger Prunus tiirlerinde yiiriitiilen gen ifadesi caligmasindan biri, farkli dinlenme
asamalarinda Japon kayisisinin (Prunus mume Sieb. Et Zucc.) cicek tomurcuklarinda
gerceklestirilmistir (Habu vd. 2012). Bu tiirlerde, degisken ¢iceklenme zamani, diizensiz
tomurcuk endodormansi olusumundan kaynaklanmaktadir (Zhuang vd. 2013). DAMG6
gibi MADS aile genlerinin ¢ogu c¢iceklenme zamani dahil olmak iizere farkli ¢igek
gelisim asamalarinda yer almaktadir (Riechmann ve Meyerowitz 1997). Hali hazirda,

seftali genomunda 50'den fazla MADSs-tipi transkripsiyon faktorii (TF) tanimlanmigtir.
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Bu nedenle ¢igeklenmeye katilan daha fazla gen bolgesini tanimlamak i¢in daha fazla

calisma yapilmalidir.

Cigeklenen bitkilerin evrimi siiresince korunan bir¢ok gen bulunmaktadir. Oysaki,
bademde ¢igeklenme zamaninin gen regiilasyonunun analizini derinlestirmek i¢in yeni
caligmalarda da yer alabilen miRNA diizenlemesi veya metabolit sinyallemesi gibi

baska mekanizmalar da bulunmaktadir.

2.5 Ciceklenme Zamanina Dissal Faktorlerin Etkileri

Genel olarak, fenotipik degerlendirmenin dogrulugu, daha giivenilir genetik ve
molekiiler ¢aligmalar i¢in kritik 6neme sahiptir. Cevrenin énemli etkisini azaltmak igin,

ciceklenme siiresi soguklama ve sicaklik ihtiyaci gibi iki 6zellikle incelenebilir.

Cicek tomurcugu olusumu, ciceklenme ve meyve biiylimesi ve olgunlagmasi da dahil
olmak {izere aga¢ biiyiimesi i¢in dnemli ¢evresel faktorler; cogunlukla fotoperiyod, 151k
siddeti, soguklama ve sicaklik istegi, toprak tipi ve nem igerigidir. Badem, Akdeniz
iklimine adaptasyonu ile karakterize edilmistir; bunun sonucu olarak, bu tiiriin

yetistiricilik alan1 bu iklime sahip bolgeler ile sinirlandirilmistir.

Badem geleneksel olarak olumsuz ¢evre kosullarina adapte edilen bir tiir olarak kabul
edilmistir, ancak iklim kosullarinin olumsuz etkilerinden kaynaklanan yillik iiretim
dalgalanmalar1 bunun fotomorfojenik veya fotoperiyodik oldugunu ve bir anlamda bu
adaptasyonun ger¢ek olmadigini gostermektedir. Ancak bademin bir¢ok farkli ekolojik
bolgeye yayilmasina izin vermistir. Benzer sekilde, badem, diisik soguklama
gereksinimi nedeniyle erken ¢iceklenmeye direngli olan 1lik kislara, kuru ve 1lik yazlara

1yi adapte olarak adlandirilmistir (Alonso 2017).
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Yiiksek sicaklik, fotoperiyod, 1sik siddeti ve nem gibi diger iklimsel faktorler,
endodormansinin gelisimini etkileyebilecek olsa da, diisiik sicakliklar endodormansinin
tamamlanmasini etkileyen en 6nemli faktordiir (Freeman ve Martin 1981). Yeterli
soguklama elde edildikten sonra, endodormansi ekodormansiye yol vererek biter. Daha
sonraki agamada, ¢igek tomurcugu biiyiimesi cogunlukla sicaklik birikimine baghdir. Ist
birikimi, endodormansinin kirilmas1 gibi c¢ogu bitkinin aktif biiylime siirecinde
onemlidir (Sherman ve Rodriguez-Alcazar 1996). Soguklama ihtiyacinin ¢i¢eklenme
stirelerine etkisi, soguklama ihtiyaci ve ¢igeklenme siiresi arasindaki yiiksek bir pozitif
korelasyona sahip olan sicaklik isteklerine (Egea vd. 2003) gore ¢ok daha giigliidiir
(Sanchez-Perez vd. 2012). Bu sonuglar kayist (P. armeniaca L.) (Ruiz vd. 2007) ve tath
kiraz (P. avium L.) gibi diger Prunus tiirlerinde de dogrulanmistir (Alburquerque vd.
2008). Oysaki, Alonso vd. (2005), matematiksel model kayit sicakliklar1 ve ciceklenme
siirelerini  kullanarak, ancak ¢igek tomurcuklarinda endodormansinin kirilmasini
degerlendirmeyerek, soguk ortamlarda ¢igeklenme siiresi tizerine sicaklik isteklerinin

etkisinin soguklama ihtiyacindan daha yiiksek oldugunu agiklamstir.

Bademde endodormansi ve ekodormansinin kirilmasi i¢in soguklama ve sicaklik
isteklerinin genetik temeli ve kalitimi {izerine ¢alismalar az sayidadir. Sanchez-Pérez
vd. (2012), bu ozelliklerin poligenik dogasini, hibrit bitkilerin gézlemlenen cigceklenme
stiresine gore tanimlamiglardir. Bunun yaninda, ayn1 arastiricilar, 2 yillik bir ¢alismada,
incelenen melez bitkilerdeki soguklama isteklerinin bimodal (gift tepeli: istatistik
biliminde siirekli olasilik dagilimi olup iki tepe deger arasinda bir frekans dagilim
egrisi) dagiliminin, bu soguklama isteklerine hipotetik (varsayimsal) olarak bagli Lb
geninin varhigiyla aciklanabilecegini gdzlemlemistir. Diger Prunus tiirlerinde,
seftalideki ¢icek tomurcugunda (Fan vd. 2010) ve kayisidaki vejetatif tomurcuklarda
endodormansinin kirilmasi i¢in soguklama isteginin kalitimi gozlenmistir (Olukolu vd.
2009). Bu tiirlerde, ¢igeklenme zamani {izerindeki soguklama isteklerinin daha yiiksek
bir etkisi de tarif edilmistir, ancak EVERGROWING (EVG) geninin (Rodriguez vd.
1994), soguklama ve sicaklik istegiyle ilgili gen oldugu tanimlanmistir (Bielenberg vd.
2004, 2008).
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Ciceklenme zamaninin i¢ kaynakli genetik bilesenlerin yaninda sicaklik, giin uzunlugu
ve stres tarafindan da belirlendigi yapilan calismalarla desteklenmektedir. Cho vd.
(2017), cigeklenme zamaninin beslenme, ortam sicakligi, kuraklik, tuzluluk, dissal
uygulanan hormonlar ve kimyasallar ve patojenik mikroplar tarafindan etkilendigini
belirtmistir. Bu streslere veya uyaricilara cevap olarak, bitkiler ya gelecek generasyona
yonelik tohum iiretmek i¢in ¢igeklenmeye baslar ya da metabolizmalarin1 yavaglatmak
icin cigceklenmeyi ertelerler. Bitkinin verdigi bu cevaplar uyaricilarin dozuna, bitki

gelisim sathasina ve ¢eside bagl olarak degismektedir.

2.5.1 Giin uzunlugunun ciceklenme zamanina etkisi

[lkbahar ve yaz dénemlerinde (16 saat aydinlik, 8 saat karanlik) uzun giinler tarafindan
ciceklenmenin tesvik edildigi, kisa giin kosullarinda (8 saat aydinlik, 16 saat karanlik)
da ertelendigi bilinmektedir. Arabidopsis fakiiltatif uzun giin bitkisidir. Arabidopsis
mutantlarinin; 151k reseptorlerini, 24 saat giinliik bilesenleri ve CO (CONSTANS) gibi
saat-1s1k diizenleyici genleri igerdigi ve bunlarin giin uzunlugunun belirlenmesinde ve

uzun giinlerde ¢igcek olusumunda anahtar rol oynadigi belirtilmistir (Putterill vd. 2004).

Isik ve fotoreseptorlerin uzun giin yolaginda 6nemli rol oynadig: belirlenmistir. EKF1,
PHYA ve CRY2 gibi fotoreseptorlerin uzun giinlerde ¢iceklenmeyi tesvik ettigi ve bunu
uzun giin anahtar ciceklenme geni olan CO’nun dogrudan aktivitesiyle yaptigi
belirtilmistir. CO nun dogrudan FT ve SOC1 genlerinin ifadesinin artirilmasi yoluyla
ciceklenmeyi tesvik ettigi goriilmektedir (Hayama ve Coupland 2003). Kisa giin
kosullariyla kiyaslandiginda, uzun giin kosullarinda FT ve SOC1 transkript
seviyelerinin ifadesinin arttigr belirtilmistir. Uzun giin kosullarinda CO’nun FT
transkript ifadesini arttirmasmin sebebi, CO’nun hem 1s1k uyaricilarina hem de i¢
giinliik saat sinyallerine duyarliligr ile agiklanmaktadir (Hayama ve Coupland 2003,
Suarez-Lopez vd. 2001, Yanovsky ve Kay 2002).
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SOC1Y’in baskilanmasi ve FT’nin ifadesi FLC tarafindan olmaktadir. Oysaki yabani tip
Arabidopsiste CO’nun varligr ¢igeklenme zamaninin degisen mevsime adaptasyonunda
onemli rol oynamaktadir. Bu adaptasyon sicaklik ve giin uzunlugu gibi birkag ¢evresel
uyariciya cevabi icermektedir. Ornegin kisin yillik gelisim bitki kis sicakliklarina maruz
kalana kadar uzun giin tarafindan c¢iceklenme baslangicini baskilamaktadir, bitki
ardindan zorunlu olarak baharda giin uzunlugunu uzatmaktadir. SOC1 ve FT’nin
ifadesinin azalmasinda rol oynatan FLC ve CO arasindaki iliski bu adaptasyonu
aciklayabilmektedir. Ciinkii CO tarafindan bu genlerin aktivasyonu ilk olarak yaz
mevsiminde FLC tarafindan Oonlenmektedir fakat kis boyunca ifadesi azalan FLC,
sonraki yaz mevsiminin uzun fotoperiyodu boyunca ifadesi azalan genlerin ifadelerini
aktive etmek i¢in CO’ya izin vermektedir. Cogu bitkiler vejetatif gelismenin uzun
periyodundan sonra c¢igeklenmektedir ¢iinkii birka¢ diizenleyici yazin uzun giin

kosullar1 altinda ¢iceklenmeyi engellemektedir (Cho vd. 2017).

2.5.2 Beslenmenin ¢iceklenmeye etkisi

Toprakta temel besin elementlerin yogun miktar: ya da eksikligi ¢igeklenme zamanin
degistirebilmektedir (Robinson ve Jones 1972, Bernier vd. 1993, Wada ve Takeno
2010). Genelde diisiik beslenmenin ¢iceklenmeyi tesvik ettigi belirtilmistir (Cho vd.
2017). Kisa gilin bitkisi olan Pharbitis nil (Kahkaha ¢igegi), uzun giin kosullarinda
yetistirildiginde, besin maddesi sinirliyken cigeklenme baslamakta, besin soliisyonlari
tyilestirildiginde ¢igeklenme baslangict goriilmemektedir (Shinozaki vd. 1988, Wada ve
Takeno 2010). FT’nin ortologlart olan PnFT1 ve PnFT2 kisa giin kosullarinda
artmasina ragmen, sadece PnFT2’nin ifadesini kotii kosullarda yiikselmektedir (Wada
ve Takeno 2010). Bu sonuclar beslenme yetersizliginden kaynakli mekanizmanin kisa

giin ve uzun giin kosullar1 arasinda boliindiigiinii gostermistir.
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2.5.3 Diisiik sicakhgin ciceklenme zamanina etkisi

Uzun gilin kosullarinin yaninda uzayan siiregte diisiik sicakliklar ilkbaharda meydana
gelen ciceklenmeyi saglamak ic¢in bazi bitkiler tarafindan 6nemli bir sinyal olarak
kullanilmistir. Bu yonteme vernalizasyon denilmektedir. FLC ve FRI genlerinin
dominant allelleri vernalizasyon istegini karsilamak icin sinerjik olarak rol
oynamaktadir. Vernalizasyon FLC geninin molekiiler tanimlanmasiyla gelmistir ve bu
nedenle bu genin ifadesinin izlenebilirligi bulunmaktadir. Vernalizasyon FLC-mRNA
ve FLC-protein seviyelerini azaltmaya sebep olarak ciceklenmenin FLC kaynakl

ifadesini ortadan kaldirmistir (Mouradov vd. 2002).

2.5.4 Ortam sicakhginin ¢iceklenmeye etkisi

Ortam sicaklig1 bitki yagam dongiisii boyunca biiyiime ve gelismenin oranini etkileyerek
ciceklenme zamaninda etkilidir (Putterill vd. 2004, Jagadish vd. 2016). Arabidopsiste 23
°C’den 27 °C’ye ylikselis FT gen ifadesinde artisa sebep olmustur ve kisa giin kosullari
altinda bile ¢igeklenmeyi baglatmistir (Balasubramanian vd. 2006, Sanchez-Bermejo vd.
2015).

Soguklama istegi sicakliginin yaninda daha yiliksek ortam sicakliginin da ¢igceklenme
zamanmi FT-mRNA miktarinin (gen ifadesinin) diizeyleri kontrol edilerek etkiledigi
vurgulanmistir (Samach ve Wigge 2005). Arabidopsiste yiiriitiillen genetik ¢alismalar 16
°C’de geg ¢iceklenmenin 23 °C’ye kiyasla daha diisiik sicakliklarda SVP geninin FCA-
bagl aktivasyonu tarafindan gerceklesmesine sebep oldugu belirtilmistir. SVP CArG-
box elementlerine FT geninde baglanmakta ve SOC1 CArG-box elementlerinin
ifadesinin baskilanmasini desteklemektedir. FLC, FT ve SOC1’in ifadesini engelleyerek
ciceklenmenin baskilanmasinda rol oynamaktadir (Mouradov vd. 2002). Bu, uzun giin
kosullarinda ¢igeklenmeyi tesvik eden ve FT ve SOC1’i aktive eden CO fonksiyonunun

tam tersidir.

45



FLC’nin sicaklik cevabinda, 24 saatlik periyod uzunlugunda ve daha yiiksek
sicakliklarda ¢igeklenmeyi ertelemede rol aldigi belirtilmistir (Edwards vd. 2006). Uzun
giin kosullarinda Arabidopsis’in ve onun ge¢ ¢iceklenen mutantlarinin ¢igeklenmesi 16

°C’de ertelenmistir.

2.5.5 Kuraklik stresinin ¢iceklenmeye etkisi

Arabidopsiste su noksanliginin uzun giin kosullart altinda ciceklenmeyi tesvik ettigi,
kisa giin kosullarinda ise erteledigi belirtilmektedir. Kuraklik kaynakli diizenlemenin

fotoperiyodik c¢igeklenme yolagi ile ilgili oldugu ifade edilmektedir (Cho vd. 2017).

ABA biyosentezi durdurulan, ABA mutanti (aba-eksik 1) bitkilerin normal nem
kosullarinda mutant olmayan yabani tip Arabidopsisten daha sonra ¢iceklendigi
belirtilmistir. Bu durum, ABA’nin ¢i¢ceklenmeyi tesvik ettigini gdstermektedir. Kuraklik
stresi altinda ABA mutanti bitkide azalan c¢iceklenme orani, ABA hormonunun
ciceklenmedeki roliinii gostermektedir. ABA negatif diizenleyici Protein Fosfataz 2C
(PP2C) gen ailesindeki mutasyonlar dnemli 6l¢iide erken ¢igeklenmeyi baslatmakta ve
normal gelisme kosullarinda FT, TSF ve SOC1’in ifadelerini artirmaktadir (Riboni vd.
2013). Kuraklik stresinde bu erken ¢igeklenen fenotip de yok olmustur. Bu sonuglar,

kurakliga bagl erken ¢iceklenme i¢in ABA sinyalinin gerekli oldugunu kanitlamaktadir.

2.5.6 Tuzluluk stresinin ciceklenmeye etkisi

Topraktaki yiiksek tuzluluk, diger ¢ogu cevresel stresler gibi bitki biiylimesinin ve
gelisiminin yanisira ¢iceklenmeyi de etkilemektedir. Yabani hardal gibi tuza duyarh
bitkilerde ve arabidopsiste ¢iceklenme gecikmistir (Stanton vd. 2000, Achard vd. 2006).
Ote yandan, hafif tuz stresi (25 veya 50 mM NaCl) ¢iceklenmeyi ertelerken, yiiksek
konsantrasyonlar (=100 mM NaCl) arabidopsiste ciceklenmeyi Onemli derecede

geciktirmis veya ¢igeklenme baglangicini tamamen engellemistir (Cho vd. 2017).
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Fotoperiyodik ¢igeklenme yolagmin bir bileseni olarak, GI-CO-FT genlerinin
interaksiyonu tuz stresi altinda c¢iceklenme zamanimin 6nemli bir diizenleyicisidir.
Tuzlulukla CO ve FT transkript seviyelerinde diisiis goriilebilirken, fonksiyonu azalmis
€0-2 mutant1 hafif tuz stresi altinda ¢igeklenmesi gecikmis fenotipi sergilememektedir

(Li vd. 2007).

2.5.7 D1s kaynakh hormonlarin ciceklenmeye etkisi

Biiylimeyi diizenleyici gibberellik asit (GA) Arabidosiste c¢i¢eklenmeyi tesvik
etmektedir (Wilson vd. 1992, Putterill vd. 1995, Blazquez vd. 1998). GA1, GA4 ve GA5
genleri ciceklenme zamanini diizenlemekte gorevlidir. Kiraz, seftali, kayisi, badem ve
limon gibi tiirlerde GA’nin ¢igeklenme tizerine engelleyici rolii bulunmaktadir (Munoz-
Fambuena vd. 2012). GAgz’iin turunggil yapraklarinda FT ifadesini baskilayarak
ciceklenmeyi engelledigi ortaya konulurken; TFL1, FLC, SOC1 ve AP1 homologlarinin
aktivitesinin GA uygulamasindan etkilenmedigi ortaya konulmustur. Mouradov vd.
(2002), ¢iceklenme geni SOC1’in GA tarafindan ifadesinin arttigini belirtmistir. Hardal
(Sinapsis alba) bitkisinin SOC1 ortologunun ifadesi giin uzunlugunun yaninda GA ve
sitokinin uygulamasiyla da artmistir (Bonhomme vd. 2000). Bu sonug, arabidopsiste
goriilen sonu¢ ile uyumlu bulunmus olup, SOCLl’in sitokininlere cevap verdigini

gostermektedir.

Soguga maruz kalmamis iki yillik bitkilere veya kisa giin kosullarinda yetistirilen uzun
giin bitkilerine GA uygulandiginda ¢iceklenme genellikle ger¢eklesmekte (Lang 1957),
oysa bazi bitkilerde gecikmektedir. Bu durum GA’nin roliiniin tiire 6zgii oldugunu
gostermektedir (Davis 2009). Kisa giin kosullarinda GA biyosentez geni gal-3’iin ifade
olmamas1 ¢igeklenmeyen bir fenotipe sebep oldugunu gostermesine ragmen, A.

thaliana’da dis kaynakli GA’nin gi¢eklenmeyi artirdigi belirtilmistir (Wilson vd. 1992).
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Di1s kaynakli GA uygulamasi elmada, cilekte ve giilde ¢igeklenmeyi engellerken (Tromp
1982, Guttridge 1985, Roberts vd. 1999, Foucher vd. 2008, Bangerth 2009),
Arabidopsiste GA ¢igeklenmeyi diizenlemektedir (Blazques vd. 1998, Moon vd. 2003,
Hisamatsu ve King 2008, Li vd. 2008). Rosaceae familyasina giren c¢ilekte, TFL1
homologlarinin uzun giin ve sicak kosullarda ifadesi artarken, diisiik sicakliklar TF1’nin

ifadesini azaltmaktadir.

Citrus sinensis, Prunus persica, Malus domestica ve Prunus avium gibi meyve
tirlerinde ciceklenme GA uygulamasiyla gecikmis ya da engellenmistir (Lord ve
Eckard 1987, Garcia-Pallas vd. 2001, Lenahan vd. 2006, Zhang vd 2016). Bu durum,
GA’nin vejetatif gelismeyi diizenledigi ve i¢sel hormon konsantrasyonlarini degistirdigi
ile agiklanabilmektedir (Zhang vd. 2016). Oysaki GA biyosentez inhibitorii
paklobutrazolun (bitki gelisim diizenleyici) Lolium temulentum ve A. thaliana’nin
ciceklenmesini baskiladigi (King vd. 2006, Jung vd. 2012) ve Mangifera indica’da
ciceklenmeyi artirdigi belirtilmistir (Kulkarni vd. 1988).

2.5.8 D1s kaynakh kimyasallarin ¢ciceklenmeye etkisi

Nitrik oksit (NO) iiretimi yliksek tuz, kuraklik ve patojenler gibi ¢esitli stres etmenleri
tarafindan artmaktadir (Lamattina vd. 2003). Arabidopsiste nitrik oksidin dis kaynakli
uygulamasi ¢igeklenme doniisiimiinii baskilamaktadir (He vd. 2004). Oysaki nitrik oksit
iiretiminde kusurlu mutant erken ¢iceklense bile, nitrik oksit ifadesi artmis bitkiler geg
cigeklenmektedir. CO ve GI’'nin ifadesi, FLC artsa bile, NO tarafindan azalmistir.

NO’nun fotoperiyot ve otonom yolagini diizenlemesi bu durumu gdstermektedir.

Nitrojen dioksit (NO2) uygulamasinin, arabidopsiste rozet yapraklarin sayisini
degistirmeden ¢igeklenmeyi hizlandirdig: belirtilmistir (Takahashi ve Morikawa 2014).
Yiiksek diizeydeki atmosferik karbondioksitin (CO2) solunumu azalttig1 ve fotosentezi

artirdig1, arabidopsisin ve odunsu tiirlerin yapraklarinda karbonhidratlarin ve sekerlerin
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yiikksek konsantrasyonlariyla sonuglandigi belirlenmistir (Curtis ve Wang 1998, Teng
vd. 2006). Bu artisin genellikle ¢iceklenme zamanini ve ¢igeklenmenin meydana geldigi

bitkinin bityiikliigiinii degistirdigi belirtilmistir (Springer ve Ward 2007).

Askorbik asidin (AA) ciceklenme zamanini kontrol ettigine dair ¢alismalar
bulunmaktadir (Bharti ve Garg 1970). Askorbik asidin sentezinde rol alan L-galaktono-
y-lakton (GalL)’nun Brassica rapa’ya dis kaynakli uygulamasinin uzun giin
kosullarinda ¢iceklenmeyi erteledigi fakat kisa gilin kosullarinda ciceklenmeyi tesvik
ettigi belirtilmistir (Daniela ve De Tullio 2007). A. thaliana’da uzun giin kosullarinda
GalL piiskiirtiildiiginde ¢igeklenmenin ertelendigi belirtilmistir (Attolico ve De Tullio
2006). Askorbik asidin GA, ABA ve etilen biyosentezinde 6nemli rol oynadigi da
belirtilmektedir (Barth vd. 2006). Bdylece AA ve bu bitki hormonlar1 bitkilerde

ciceklenmeyi diizenlemede 6nemli rolii bulunmaktadir.

Bir diger antioksidan glutatyon (GSH)'nun da ciceklenme zamanii etkiledigi
belirtilmektedir. GSH biyosentezinin spesifik engelleyicisi olan L-buthionin
sulfoksiminin Arabidopsis’e uygulanmasiyla uzun giin kosullarinda ¢igeklenmenin
tesvik edildigi fakat bu etkinin dis kaynakli GSH uygulamasiyla yok edildigi
belirtilmistir (Ogawaa vd. 2001).

2.5.9 Biotik stresin ciceklenme zamanina etkisi

Arabidopsiste, Psedomonas syringae ve Xanthomonas campestris bakterilerinden
kaynakli enfeksiyonlarin ¢igeklenmeyi hizlandirdig: belirtilmistir (Korves ve Belgelson
2003) fakat bitkiler diisilk dozlu P. syringae uygulanmasinda hafif ve yiiksek doz
uygulamasina gore daha erken ¢i¢cek agmislardir. FLD ifadesi, arabidopsis P. syringae
ile inokiile edildiginde aktive olmaktadir. FLD, FLC gen ifadesini baskilayarak
ciceklemeyi tesvik etmektedir (He vd. 2003).
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Dogal toprak mikroorganizmalar1 da ¢igeklenmeyi etkilemektedir (Wagner vd. 2014).
Panke-Buisse vd. (2015) zayif beslenme kosullarinda yetisen B. rapa’nin ve A.
thaliana’nin erken veya geg ciceklenmesine sebep olan toprak mikrobiyomlarini izole
etmistir.  Mikroorganizmalarin  yeniden yiiksek diizeyde iiremeleri, toprak
kompozisyonunu degistirdigi i¢in ¢iceklenme zamanini da degistirmektedir. Endofitler

de Arabidopsiste ¢iceklenme zamanini geciktirmektedir (Poupin vd. 2013).

2.6 Ciceklenme Zamanina i¢sel Faktorlerin Etkileri

2.6.1 Otonom (kendi kendini yoneten) yolaginin ¢i¢eklenmeye etkisi

Cevresel faktorlerin yaninda ¢igeklenmeyi igsel sinyaller de diizenlemektedir. Otonom
yolagi 6 genden (FCA, FY, FLD, FVE, FPA ve LD) olusan bir grubu igermektedir.
Genler mutasyona ugradiginda gec ciceklenen fenotiplerin tiretildigi belirtilmigtir

(Mouradov vd. 2002).

Otonom yolagi genleri ve vernalizasyonun FLC ifadesini baskilayarak c¢iceklenmeyi
tesvik ettigi, FLC’nin ise FT ve SOCL1 c¢iceklenme genlerini baskilayarak ci¢ceklenmeyi
baskiladig1 belirtilmektedir (Suarez-Lopez vd. 2001). Farkli otonom genlerinin farkl
mekanizmalar kullanarak FLC ifadesini baskiladigi belirtilmistir. FLC ifadesi bir¢ok
gen tarafindan kontrol edilmektedir. FLC geni ¢igeklenmenin énemli bir baskilayicisidir
ve vernalizasyon ve otonom yolaklar1 dahil bir¢ok farkli genler FLC’nin ifadesini

diuzenlemektedir.

2.6.2 MicroRNA’lar ve ciceklenme zamaninin diizenlenmesi

Ciceklenme zamani yolaklarinin ¢ogu FT veya SOCLl’in ifadesini diizenlemek igin
birlesmektedir. Bu genlerin aktivasyonu cicek gelisimine sebep olan AP1 ve LFY’nin

diizenlenmesinin artmasina sebep olmaktadir (Putterill vd. 2004).
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Ciceklenme zamani 4 temel yolaklarin diizenlemesinin yaninda, diger baska faktorler
tarafindan da etkilenmektedir. miR156 ve miR172 vejetatif faz degisiminde anahtar role
sahiptir. Erken gelismede, miR156 seviyesi ilk once yiiksek olup ve gen¢ donemde
vejetatif gelisim sathasimi destekler. Bitki yaslandik¢a, miR156 ifade seviyesi diiser
ancak SPL9 ve SPL10 proteinlerinin iiretimini artirir. Ayni zamanda, SPL9 ve SPL10
miR172’nin ifadesinin artmasimi saglar (Sekil 2.5). Artan miR172 seviyesi normalde
ciceklenmeyi baskilayan AP2-benzeri transkripsiyon faktorlerinden altisinin ifadesinde

diisiislerine sebep olmaktadir (Cho vd. 2017).

Olgua yaprak B sunuf genin —> (Petal ve stamen
morfolojist olvsumundan

ApP2 ekspresyonu ve
! QISP roes™ coskieome i)

SPLe SMZ
SPLIO_. miR172 SNZ — Cigeklenme
TOE1 .
)
TOE2-—i Olgun epidermal

SPL3 LFY Gigeklenme
] \1spu_. = oy beliflenmesi ve

gigeklenme
SPL5/' \‘ FUL / ' — Tegvik eden aktivite

T6P yolag: —q Baskilayan aktivite
miR172
Genglik Faz gegigi Olgun Ureme

Sekil 2.5 Arabidopsiste mikroRNA’larin ¢igeklenme zamanini diizenlemesi
(Khan vd. 2014a)

Arabidopsiste gen ifadesi analizleri sonucu, uzun giinlerde ¢igek indiiksiyonunda goérev
alan ¢igceklenmeyi baskilayict protein-gen grubu tanimlamistir (Schmid vd. 2003).
Bunlar AP2 ¢igek organi tanimlama genine benzer proteinleri kodlayan SMZ, SNZ,
TOEL ve TOE2 gibi bir grup gen igerir. Uzun giinlerde devreye giren bu AP2-benzeri

genlerin bazilarinin ifadesinin azalmasi, bu genlerden yapilan mutasyonlarla gelistirilen

51



transgenik co ve ft mutant bitkilerinde ortadan kaldirilmistir, ancak Ify mutant bitkisinde
ise degistirilmemistir. Bu AP2 benzeri genlerin CO ve FT'nin ifadesinin azalmasi fakat
LFY'nin ifadesinin artmasi gibi cicek baskilayicilar1 olabilecegini gostermektedir. Ek
olarak, cicek olusumunu engelleyici olarak islev géren AP2’nin TOE1, SMZ ve SNZ
genleriyle uyumlu oldugu, TOE1, SMZ ve SNZ genlerinin ifadelerindeki artisin geg
ciceklenmeye sebep olduklart belirtilmistir (Schmid vd. 2003, Aukerman ve Sakai
2003).

2.7 Bitkilerde Soguk Stresi ve Soguga Toleransin Fizyolojik Esaslari

Sicaklik, yeryiiziinde dogal bitki topluluklarinin normal dagilisinda etkili olan 6nemli
bir belirleyici faktordiir. Yiiksek sicakliga bagli olarak olusan kuraklik ile diisiik
sicakliga bagl olarak olusan donlar bitkilerin canli kalmalar1 ve gelisimlerini etkileyen
ana stres faktorlerindendir. Bitkilerde stres sartlarina dayanim; stresten kaginma ve

strese tolerans olarak iki sekilde saglanmaktadir (Alonso 2017).

Bitkilerin yiiksek ve disiik sicaklik stresine maruz kalmasi metabolizmanin
modifikasyonuna iki bigimde yol agar. Ilk olarak, bitkiler sicakliklarin yiikselmesi veya
diismesi nedeniyle degismis olan hiicresel metabolizmalar1 ayarlamaya calisirlar.
Sicaklik stresi enzimlerin yapisini, katalitik 6zelliklerini ve islevlerini ve membran
metabolit tasiyicilar1 degistirir (Kubien vd. 2003). ikinci olarak, sicaklik stresine verilen
yanitlarda metabolizmanin  modifikasyonlar1 temel olarak gelismis tolerans
mekanizmalariyla baglantilidir. Stres toleransina katkida bulunabilecek 6nemli
ozelliklere sahip oldugu diisiiniilen bir¢ok metabolitin strese cevapla ilgisi oldugu

belirlenmistir (Guy 1990, Thomashow 1999, Nayyar vd. 2005).

Pek c¢ok bitki tir ve c¢esidi, ¢cogu zaman genetik Ozellikleri cercevesinde canli
kalabildikleri en diigsiik sinir derecelerindeki sicakliklarla karsi karsiya kalmaktadir.

Bitkilerin belli bir siire donma derecesinde olmayan diislik sicakliklara maruz kalarak
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don zararina karsi toleranslilik kazanabildikleri bu karmagik adaptasyon siireci, soguk
aklimasyonu veya soguga tolerans siireci olarak adlandirilmaktadir. Soguk aklimasyon
siiresince, bitkiler don stresinden korunmak veya tolerans saglamak i¢in farkli
mekanizmalar gelistirmektedir. Bunlar lipit bilesiminde, enzim aktivitelerinde
degisimler, seker ve aminoasit igeriklerinde artiglar, baz1 proteinlerin seviyelerinde ve
gen ifadesinde degisiklikler seklinde ifade edilmektedir (Howarth ve Ougham 1993,
Burke 1995). Benzer sekilde Aslantag vd. (2010) da, soguga tolerans siirecinde,
bitkilerin iislime ve don stresi sonucu olusabilecek zararlanmalardan veya 6liimlerden
korunmak veya tolerans saglamak i¢in gelistirdikleri farkli mekanizmalari; bitkilerde
hiicre i¢i ve hiicreler arast1 don olusum siirecinin ekzotermik etkileri, don zarar
siirecinde hiicre membranlarinda fiziksel degisimler, dona tolerans ve soguk
aklimasyonu siiresince biyokimyasal degisimler (bitki 6z suyunda bulunan bazi
¢oziilebilir maddelerdeki, hiicre membranlarinin lipit bilesimindeki, protein
miktarindaki, enzim aktivitesindeki, antioksidan sistemdeki, bitki  besin

elementlerindeki degisimler gibi) olarak kategorize etmislerdir.

Dormansi baslangicini takiben, sonbaharda ortalama sicakliklardaki diisiis, kis aylarinda
maksimum seviyeye ulasan soguga tolerans ve donma toleransinda artisa neden
olmaktadir (Rinne vd. 1998). Bitkilerin soguga toleransi, sicakliktan, giin uzunlugundan
ve su miktari, beslenme durumu, fizyolojik yas ve dormansi durumu gibi bitki
kosullarindan etkilenen karmasik bir olaydir (Stushnoff 1972). Soguga tolerans
oncelikle genetik tarafindan belirlenmekte, ancak farkli yontemler ile artirilabilmektedir

(Andrews vd. 1983).

Meyve agaglarinin soguga dayanimlar tiirlere gore farklilik géstermektedir. Bitkilerin
soguklardan zararlanmasinda; icerisinde bulunduklari donemler, diisiik sicakligin
derecesi, diisme hiz1 ve etkili oldugu siire gibi faktorler etkili olmaktadir. Meyve
agaclarinin organlarinin soguga toleranshilik dereceleri de degismektedir (Aslantas
2008). Soguklardan en fazla etkilenen organlar ¢icek tomurcuklaridir. Cicek

tomurcuklarinin  soguklara toleranslilik diizeyleri icinde bulunduklart gelisme
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periyoduna gore degismektedir. Bu tamamen bitkinin i¢indeki metabolik degisimlerden
kaynaklanmaktadir. Ornegin dinlenme halindeki hiicrelerde seker oranmin ve
proteinlerin artist hiicre icindeki buz olusumunu azaltarak dona dayanikliligi

artirmaktadir (Kiiden vd. 1998).

Soguk aklimasyonu sadece donma derecesinde olmayan diisiik sicakliklar degil, ayn1
zamanda kuraklik ve ABA gibi farkli uyartict etkenler tarafindan da tetiklenmektedir
(Howarth ve Ougham 1993). Soguga tolerans kazanilmasi siirecinde pek ¢ok fizyolojik
olaym gerekli oldugu belirtilmektedir. Bunlar; cevresel degisimlerle beraber hormonal
degisimler, degisen gen aktivitesi ve yeni gen dlriinleri, ¢oziinebilir maddelerin
birikiminde ve lipit bilesiminde olusan degisimler seklinde belirtilebilir (Howarth ve

Ougham 1993, Aslantas 1999).

Dokulardaki suyun asir1 soguma durumu, antifiriz Ozellikteki maddelerin
(krioprotektan) birikimi don stresinden korunmada etkili olabilmektedir. Dona
dayanimda otsu bitkilerde genellikle kaginim mekanizmasi, ¢ok yillik odunsu bitkilerde
ise tolerans faktorii daha baskin olmaktadir. Her iki mekanizma ayni bitkide birlikte rol
alabilmektedir. Ornegin, ¢igek ve yaprak tomurcuklarmin i¢ dokularindaki su, tomurcuk
pullarina tasinarak burada asir1 soguma gosterebilmektedir. Bu durum don zararinin
azalmasima katki saglamaktadir. Odunsu bitkilerde parankima, floem gibi dokular bu
sekilde don zararini tolere edebilmektedirler (Sakai ve Larcher 1987, Nilsen ve Orcutt

1996).

Don zarari, hiicreler arasi don olusumu ve hiicre i¢inde dehidrasyon ile tolere edilmeye
calisilir (Lewitt 1980). Bitki hiicrelerinde oldugu gibi, ¢ozeltiler farkli sicakliklarda
donma ve erime sicakligina sahiptir ve genellikle gercek donma olmadan 6nce asiri
soguma gosterirler. Baz1 organ ve dokular asir1 soguma ile dondan korunur. Asiri
sogumanin sinirlart asildiginda hiicre disinda buz kristalleri olusur. Hiicre i¢inden

disartya meydana gelen su kaybi tolere edilecek seviyeyi asinca 6liim meydana gelir.
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Hiicre membranlarindaki yapinin kimyasal ve enzimatik bilesimindeki degisiklik, asir
soguma oOzelliginde de degisiklie neden olmaktadir. Hiicreler arasi ve hiicre i¢i don
olusumunda doku i¢in koruyucu 6zellik arz eden sicaklik ylikselmeleri (ekzotermler)

meydana gelmektedir (Aslantas vd. 2010).

Eger sicaklik suyun donma noktasinin altina diiserse, hiicreler arasi bosluktaki su asir1
sogur, hiicreler arasi bosluktaki ¢ozelti ¢ok seyreltik oldugundan buralarda buz
niikleatorleri daha etkili olup buz tesekkiilii goriiliir, hiicre i¢indeki buz tesekkiilii hiicre
zar1 tarafindan Onlenir, hiicre i¢i sivisi ile hiicre disindaki buz temas etmedigi i¢in
iceriden digartya dogru basing meydana gelir, plazmolemmanin gegirgenligi ve yiizeyi
ile ilgili olarak soguma hizina bagl bir denge olusur, protoplazmanin dehidratasyon
miktar1 hiicre i¢cindeki osmotik basinca bagli olarak meydana gelir. Diger bir ifade ile
hiicre icinde osmotik basinci artirmak ve donmayr Onlemek i¢in yeterli miktarda su
hiicre disina verilir. Eger dehidratasyon yeterli degilse hiicre i¢inde buz olusumu baslar

ve genellikle bu durum hiicrenin tahrip ve 6lmesi ile sonuglanir (Askin 1989).

Hiicre i¢i don olusumu dogada yaygin degildir. Ancak hiicrelerarasi don, tiim i1liman
iklim bolgelerinde kis siirecinde bitkilerde meydana gelmektedir. Coziilebilir kuru
maddenin daha diisiik konsantrasyonu ve buz olusumunu saglayan niikleatorlerin
varligindan dolayr buz olusumu hiicreler arasi bosluklarda baglar (Pearce 1988).
Hiicreler arasi don, buz ¢ekirdeklerinin olusumu ile soguma siddeti gibi gevresel
faktorlere baglidir (Palta ve Weiss 1993). Hiicreler aras1t buzun kademeli olarak artisi,
hiicrelerden suyu disar1 ¢ekmektedir. Hiicreler arasi buz olusumu neticesinde olusan
dehidrasyon ve mekanik stresler don zararina biiyiik oranda katki saglamaktadir (Sakai
ve Larcher 1987). Burada meydana gelen buz kristallerine maruz kalma siiresi, donma
ve erime oranlari, erime sonrasi kosullar da zarar1 etkileyebilir. Donma siireci ve don
zararinin derecesi bitkinin anatomik yapist, yasi, su igerigi tarafindan da etkilenmektedir

(Palta ve Weiss 1993).
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Donma sicakligina maruz kalan bugday bitkilerinden izole edilen membranlarda lipit
peroksidasyonu belirlenmistir (Pukacki vd. 1991). Don stresinin, membranlarinda
stiperoksit olusumunu hizlandirdig1 belirlenmistir. Hiicreler arasi su dondugu zaman,
buz-su olusumunun disinda kalan bitki 6zsuyunda ¢6ziinmiis olan maddeler dokularin
bilinyesinde tutulmaya devam etmektedir (Kendall ve McKersie 1989, Zhao 1998).
Sudaki oksijenin ¢dziinebilirligi daha diisiik sicakliklarda arttiginda, oksijen don stresi
siiresince kolayca hiicrelere yayilir. Oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari ile iligkili
elektron tagima zincirleri ve enzimler don dehidrasyon zarar1 nedeniyle bozulmaktadir.
Elektronlar vericilerden alicilara diizenli sekilde aktarilamaz. Bu nedenle tasima
zincirlerinden digariya sizan elektronlar siiperoksit veya molekiiler oksijen olusumunu
artirmaktadirlar. Aktif oksijen tiirevlerinin olusumu membran lipitlerinin bozulmasini
hizlandirmakta ve serbest yag asitleri ve/veya peroksidasyon iirlinlerinin birikimine

neden olmaktadir (Shewfelt 1992)

Soguk stresi; bitki gelisimi, biiylimesini, verimliligini ve dagilimin sinirlayan en 6nemli
abiyotik strestir. Bitkiler, 0-15 °C arasindaki sicakliklarda soguk veya tlisiime stresi
yasamaktadir. Bu gibi durumlarda bitkiler donma tolerans: elde etmek i¢in homeostazi
(denge) siirdiirmeye calisirlar ve bu, gen ifadesinin ve metabolizmasinin kapsamli
yeniden programlanmasini igerir (Thomashow 1999, Cook vd. 2004). Soguk strese
maruz kalma ve aklimasyon (alisma) mekanizmalar1 boyunca bitkilerin temel tepkileri

Sekil 2.6° da sunulmustur.

56



Soguk stresi

|

Buyume engellenmesi
Plazma membraninin parcalanmasi

Dehidrasvon — (sy kaybi)
Cozunen sizinti

Metabolit dengesizligi
Metabolik disfonksivon

[
|

Transkripsiyon faktorlerinin stresle
iligkili genleriaktiflemesi

l

Reaktif oksijen turlerinin detoksifikasvonu

Hasar kontroli ve onarimi baslar
Yeniden yapilandirilan plazma zan
Osmolit sentezinde hizlanma

Soguk stres toleransi

Sekil 2.6 Soguk strese maruz kalma ve alisma mekanizmalar1 boyunca bitkilerin temel
tepkileri (Yadav 2010)

Bitkilerin diisiik sicakliklarda zararlanmalari ¢ok sayida faktore baglidir. Bunlar;
bitkinin yapisi, kalitsal nitelikleri, bitki bilinyesindeki i¢csel maddeler ve biyokimyasal
degismeler, diisiik sicakligin derecesi ve siiresi, diisiik sicakligin ortaya ¢ikis zamani,
sicakligin diisiis hizi, bitkiye uygulanan terbiye sekli ve kiiltiirel islemler, don olayinin
ortaya ¢iktig1 zamandaki diger iklimsel 6zellikler gibi faktorlerdir. Bu faktorlerin her
birinin dona tolerans mekanizmasinda ayr1 fizyolojik 6nemi vardir. Ancak bunlar ¢cogu

zaman karsilikli etkileserek bitkinin dona toleransini ve duyarliligini degistirebilirler.
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Dona toleransin fizyolojik mekanizmasinda da c¢ok ¢esitli faktdrlerin rol oynadigi
bilinmektedir. Onceleri don olay1 sonucu 6liimiin, mekanik zararlanmalar ile yani
dokulardaki suyun donmasi ile ortaya ¢iktig1 diisiiniilmekteydi. Fakat, hiicre
duvarlarinda olusan don ¢oziildiikten sonra hiicrelerin zararlanmadan kalabildikleri
ortaya c¢ikinca, bu goriis yerini, protoplazmanin ¢oziiliirken yavas yavas oldigi ve
hizlanabilir ¢oziilmede ise, hiicrenin hizla ve dogrudan dlebilecegi fikrine birakmustir.
Dolayist ile hiicrelerdeki su miktarinin ¢ok oldugu zaman dona toleransin azaldigi ve
hiicrelerdeki suyun az oldugu zaman ise dona toleransin arttig1 diistiniilmektedir. Burada
hiicrelerin su kapsaminin yaninda, dokulardaki buz olusumu ve hiicre suyu
konsantrasyonu da biiyiik rol almaktadir. Don olayinin ortaya ¢ikisinda sicaklik yavas
yavas diisiiyorsa, bitkilerde buz kristalleri 6nce hiicreler arast bosluklarda olusur.
Sicaklik hizli diiserse buz kristalleri hiicre ig¢inde olusur ve Olim hemen hemen
kaginilmaz olur. Daha 6nce de belirtildigi gibi diisiik sicakliklarda dogrudan 6liim ancak
hiicre i¢indeki protoplazmanin ve suyun donmasi ile olur. Hiicre i¢i donmada oliim
kesindir. Hiicre i¢i donmalar1 ancak ¢ok hizli ve ani sicaklik degismelerinde goriiliir.
Dona toleransliligi sagladigi bilinen bitki biinyesindeki maddeler, karbonhidratlar,
amino asitler ve proteinler, hormonlar, enzimler, lipidler ve lipoidler, yaglar, salisilik

asittir (Askin 1989)

2.7.1 Bademin soguga tolerans ozellikleri

Meyve tiirlerinde soguk zarari; kis soguklari, sonbahar erken ve ilkbahar ge¢ donlari
olarak ortaya c¢ikmaktadir. Badem agacinin odun kismi -20°C’ ye kadar soguga
dayanabilmekle birlikte, -18 °C’de gozlerin zararlandigi bildirilmektedir. Bademde kis
soguklarindan ¢ok ilkbahar ge¢ donlar1 daha fazla 6nem tagimaktadir. Bademde ilkbahar
ge¢ donlarinin zararlari ise; pembe tomurcuk doneminde (-4, -6,5°C’de), ¢igeklenme
baslangicinda (-3, -4 °C’de) ve ¢agla déneminde (-1, -0,5°C) goriilmektedir. Ilkbaharda
don olaylar1 bakimindan en kritik donem c¢icek ve kiiciik meyve (korpe cagla)
donemidir. Cigeklenme zamaninda -4°C, -5°C'ye dayanabilen c¢icekler, korpe ¢agla
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doneminde -1°C, -0,5°C'lerde zarar goriirler. Dona tolerans bakimindan ¢esitler arasinda

farklar goriilmektedir (Dokuzoguz ve Giilcan 1979).

Badem ¢igegi tomurcuklar1 dinlenme déneminde yaklasik -7 °C'ye (20 °F) kadar olan
sicakliklara dayanabilmektedir. Tomurcuk uyandiginda ve yapraklar agikta kaldikca
duyarliliklart petal diisene kadar belirgin bir sekilde artar ve -1 °C'de 1 saat (30 °F)
Oonemli hasara yol acabilir (Brewer 1978). Cesitler arasinda dona toleransin
degerlendirilmesi, ¢ok diisiik sicakliklara ve ayni zamanda dona cevapta yliksek bir
genetik degiskenligin varligin1 gostermistir. Bu degerlendirme, cicek ve meyve
tizerindeki zararlarin gorsel olarak degerlendirilmesi, meyve tutumu ve verim lizerine
zararin boyutunun degerlendirilmesi (Felipe 1988; Kodad ve Socias i Company 2005)
ve klorofil floresan varyasyonunun Ol¢iimii (Kodad vd. 2010) gibi geleneksel
yontemlere dayanmaktadir (Biiyiikkyllmaz ve Kester 1976, Kodad ve Socias i Company
2004).

Bununla birlikte, cigceklerde ve geng meyvelerde zarara neden olan minimum esik
sicaklik hakkinda bademlerde az sey bilinmektedir. Ticari badem cesitleri (Felipe 1988)
ve farkli kritik diisiik sicakliklarda 1slah seleksiyonlar1 (Kodad ve Socias i Company
2004, Imani vd. 2011) arasindaki don zarar1 farkliliklar1 tanimlanmistir. Cogu genotipte
-2,5 °C agir verim kayiplarina neden olmaktadir. Dislik sicaklik periyodunun
yogunlugu ve stiresi, tomurcuklar, ¢igekler ve geng meyveler gibi faktorler, tiim gelisim

asamalarinda don siddeti lizerinde daha giiclii bir etkiye sahiptir (Mazur 1969).

Cicek tomurcuklart ve ksilem, Prunus tiirlerinde dona en duyarli dokulardir (Quamme
vd. 1982, Kaya vd. 2021). Kis ortasinda, -35,3 °C'lik bir sicakligin, ksilem dokularinin
% 50'sinde 6liimciil bir etkiye neden oldugu, buna karsilik ¢icek tomurcuklarmin diisiik
sicaklik toleranslarinin (LTso) ise -28.7 °C oldugu gozlenmistir. Prunus'ta, uyuyan
tomurcuklardaki ¢igek primordium, muhtemelen yiiksek sakkaroz diizeylerinin bir

sonucu olarak, diger parcalardan daha diisiik bir ozmotik potansiyele sahiptir (Quamme
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ve Gusta 1987). Cigek primordiumunun daha diisiik su potansiyeli, donma sonrasi ¢igek

tomurcuklarinin su igeriginin geri kazanimu ile iligkili olabilir.

Andrews vd. (1983), Prunus'larda soguga toleransin, ilkbaharda ¢i¢ek tomurcugu
kabardiginda basladigini ve petal ucu olusumuna kadar devam ettigini bildirmektedirler.
Aslantas (1999), Erzincan ekolojisinde bazi yerli ve yabanci orjinli badem c¢esitlerinin
dona toleranslar1 bakimindan farklilik gosterdigini, ge¢ uyanan genotiplerin daha
avantajli oldugunu, ¢igcek tomurcugunun dona dayanikliliginin kuru madde ve Ca igerigi

ile pozitif, Cu igerigi ile negatif korelasyona sahip oldugunu belirlemistir.

Bademde geg c¢igeklenmeleri nedeniyle soguk zararina toleransl olarak ifade edilen bazi
cesitler; Ferragnes, Ferraduel (Anonymous 2019b), Guara (Dicenta vd. 2015),
Primorski, Yaltinski (Zaurov 2015), Tuono (Imani ve Mahamadkhani 2011) olarak
bildirilmektedir.

2.8 Soguga Toleransin Genetik Kontrolu

Bitkilerin soguk stresine toleransini saglayan genler transkripsiyon, post transkripsiyon
(mRNA diizeyinde) ve post translasyon (protein diizeyinde) siiresince bagimsiz/ortak
olarak ifade gosterebilir. Bu nedenle, soguk stresinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasi, bitkilerde soguga tolerans1 gelistirmek icin

faydalidir (Alisoltani vd. 2015).

Farkl bitki tiir ve cesitlerinde soguga duyarli genlerin izolasyonu, karakterizasyonu ve
soguk aklimasyonunun genetiginin ortaya konulmasi i¢in birgok ¢alisma yiiriitiilmiistiir.
Soguk uyartimli proteinlerin sentezi mRNA’nin translasyonunda degisimlerle
olmaktadir. Yapilan caligmalarla mRNA profilindeki degisim ve artan dona tolerans
arasinda iliski oldugu belirlenmistir. Giiniimiize kadar bir¢ok bitkide pek ¢ok uyartimli

gen soguga alistirllan ve alistirilmayan bitkilerden cDNA  kiitiiphanelerinin
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incelenmesiyle elde edilmistir. Bu cDNA klonlarinin niikleotit sekanslar1 belirlenmistir.
Fakat bu izole edilen genlerin g¢ogunun bilinmeyen fonksiyonlara sahip yeni
polipeptitleri kodladig1 belirlenmistir (Neven vd. 1993). Soguk aklimasyonu kabiliyeti

ve toleransin genetik analizi bu kompleks siirecin dogasini gostermistir.

Calismalarin ¢ogu bugday ve diger hububat bitkilerinde yliriitiilmiistiir. Bugday ve
odunsu bitkilerde dona toleransin kalitimi, ¢ok genle (poligenik) kontrol edilmektedir.
Hem dominant hem de resesif genlerin kiimiilatif etkileri de belirlenmistir. Bugdayda
5A ve 5D kromozomlar1 dona toleransta esas etki gostermelerine ragmen, 21
kromozomun 11’inin dona toleransta etkili oldugu belirlenmistir (Thomashow 1990).
Kaym bitkisinde soguk aklimasyonu ile ilgili yapilan ¢alismada dona toleransta etkiye
sahip oldugu belirlenen Bplti36, 36kD geninin, diisiik sicaklik yaninda, kuraklik, tuz
streslerine ve distan ABA uygulamasma tepki gosterdigi belirlenmis ve bu genin

Arabidopsise transplante edilmesi sonucunda bu 6zelligin aktarildig: tespit edilmistir.

Bitkide dona tolerans mekanizmas: ile ilgili genler; diisiik sicakliga cevap genleri
(LTRE), sogukla indiiklenen genler (COR), ABA-bagimli genler (ABRE) seklinde ayri
ayrt incelenmektedirler (Puhakainen 2004). ABA bitkilerde soguk aklimasyonu
stireciyle ilgilidir. ABA’nin disiik sicakliga maruz kalan otsu ve odunsu bitkilerde
arttigit ve distan uygulanmasinin isiime ve don toleransinda artis sagladigi
belirlenmistir. Ayrica biinyelerinde ABA igerigi diisiik olan baz1 mutant bitkilerin soguk
aklimasyonu siirecinde zarar gordiikleri saptanmistir (Smallwood ve Bowles 2002,
Puhakainen 2004). Elmada in vitro sartlarda ‘Mondial Gala’ elma gesidinde soguk
uygulamasi sonucu gen ifadesindeki degisimlerin incelendigi ¢alismada, izole edilen
MYB geninin katalaz enzim fonksiyonundan sorumlu oldugu ve aklimasyon sartlarinda
aktivitesinin arttigr belirlenmistir (Siligato vd. 2004). Sonug olarak, bitkiler diigiik
sicakliklar sonucu olusan iisiime ve don stresine tolerans saglamak ve korunmak icin

farkli mekanizmalar gelistirmektedirler.
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Soguga alisma ve soguk stresine adaptasyon ic¢in Dbitkilerdeki en Onemli
mekanizmalardan biri, bazi1 soguk cevap genlerinin (COR) aktivasyon siirecleridir. COR
genleri bitki hiicrelerindeki soguk hasarma karsi1 kroyoprotektif (donmaya korumali)
proteinlerini kodlar. Soguga alisma sinyal yolaginin en iyi sekilde anlagilmasinda ICE1-
CBF-COR transkripsiyonel basamagi rol oynar. Bu yolakta C-tekrarli transkripsiyon
faktorleri (CRT) ile CBF bagimli cevap genleri (DREB) soguk stresi tarafindan hizli
sekilde tetiklenmektedir ve transkripsiyonlarim1 aktive etmek i¢in COR genlerinin
promotdr bdlgelerine baglanir. CBF/DREB COR genlerinin promotor bdlgelerinde
CRT/DRE cis elementlerine baglanir ve bu elementlerin transkripsiyonunu aktive eder
(Wang vd. 2017).

Soguga alisma, transkripsiyon faktorlerinin ve efektor genlerin ifadelerinin hassas
diizenlemesini igerir ve bunlar soguk regiile genleri olarak bilinir. Bu kategori altindaki
proteinleri kodlayan efektor genler; saperonlari, ge¢ embriyojenez proteinleri (LEA)
osmotini, antifriz proteinlerini, mRNA baglayic1 proteinleri, prolin gibi osmolit
biyosentezi i¢in anahtar enzimleri, su kanali proteinlerini, seker ve prolin tasiyicilarini,
detoksifikasyon enzimlerini, yag asidi metabolizmasit i¢in enzimleri, proteinaz

inhibitorlerini, ferritini ve lipit transfer proteinlerini icermektedir. (Yadav 2010).

Soguk stresi, heniliz bilinmeyen bir reseptor tarafindan algilanir. Sinyal daha sonra
sinyal aktarim yolaklarinin birkag¢ sinyal bilesenleri (kalsiyum, reaktif oksijen tiirleri,
protein kinaz, protein fosfataz) yoluyla aktarilir. Soguk stres sinyali soguk ile ilgili
genlerin ifadelerinde degisikliklere yol agar ve ifade seviyesi stres altindaki bitkilerin

toleransinda ve zarar goriip gérmemesinde etkilidir. (Yadav 2010).

Soguga tolerans i¢in tanimlanan genler arasinda transkripsiyon faktorlerini
(transkripsiyon faktorlerinin kendisi proteindir, mevcut soguga toleranslilik genlerinin
disinda herbirini kodlayan genler bulunmaktadir) kodlayan genler bitkilerde stres

toleransini iyilestirmek i¢in ¢cok daha etkili bulunmustur. Bu transkripsiyon faktorlerinin
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cogu arabidopsiste ve ¢eltikte tantmlanmistir. Soguk strese bagli genler, soguga duyarlt
genler olarak bilinmektedir. Polipeptitleri kodlayan bu genlerin ¢ogu LEA (Late
Embriyogenesis Abundant) ge¢ embriyojenez proteinlerinin  homologlaridir ve
polipeptitler ge¢ embriyojenez fazi sirasinda sentezlenir (Dure 1993, Ingram ve Bartels
1996, Close 1997). Tanimlanan arabidopsis soguga duyarli genler COR78/RD29,
COR47, COR15a ve COR6.6’dir. Bu genler soguk, sogukla ortaya ¢ikan dehidrasyon

veya absizik asit tarafindan tetiklenmektedir (Thomashow vd. 1999).

Bademin don gibi c¢evresel strese cevabinin molekiiler diizeyde arastirilmasina iliskin

cok az sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Soguga tolerans konusunda bademde yapilan caligmalarda; stres genlerinin kontrol
bolgesinde gorev alan 'dehydration-responsive element-binding faktorleri' (DREB1)
(Liu vd. 1998) ile diisiik sicakliklarda aktive olan 'C-repeat binding' faktoriiniin (CBFs)
Arabidopsis thialiana'da tanimlanmasi yapilmistir (Gilmour vd. 1998, Medina vd.
1999). CBF genleri, AP2/EREBD ¢oklu gen ailesinde yer almaktadir ve bu gen ailesinin
Prunus tiirlerinde soguga cevap ve soguga tolerans iligkisi belgelenmistir (Tittarelli vd.
2009, Barros vd. 2012, Trainin vd. 2013). CBF genlerinin soguga toleransta anahtar
diizenleyici oldugu diistinilmektedir ve CBF1, 2 veya 3 genlerinin yiiksek gen
ifadesinin A. thaliana tiirinde don toleransinin artirllmasima yonelik oldugu
belirtilmistir (Owens vd. 2002). CBF’nin COR genlerinin ifadesini baglattigi ve bu
genlerin bitkinin soguga toleransinin gelisiminde temel rol oynadigi belirtilmistir (Mizoi
vd. 2012).

Barros vd. (2012), bademde soguga tolerans ile iliskili PACBF1, PdCBF2 ve PADHN1
genlerinin ¢igek tomurcuklarindaki gen ifadelerini arastirmiglardir. PACBF1, PdCBF2
ve PADHNL transkriptlerinin seviyelerinin ¢caligmanin ilk yilinda, Kasim ayindan sonra
artip, Ocak ayindan sonra diismeye basladig: belirlenmistir. Ikinci yilda ise s6z konusu

genlerin transkript (mRNA) birikimleri Ocak ayinda diigmistiir. Arastiricilar, her iki
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yilda da kis aylar1 boyunca gen ifadesindeki diisiisiin, vejetatif tomurcuk olusumun
zamani ile uyumlu oldugunu ve sonbahar boyunca PACBF2 geninin transkript

miktarinda artigin soguga toleransla yakindan iliskili oldugunu belirtmislerdir.

Zhang vd. (2013) Japon kayisisinda (Prunus mume) PmCBFa ve PmCBFb genlerini
tanimlamig, bunlarin kirazda PaDREB geninin homologu oldugunu ve diisiik sicaklikta
aktif oldugunu belirtmistir. AP2 alan1 bitkilerde diisiik sicakliga cevapta transkripsiyonu
uyaran diizenleyici bir element olarak diisliniilmektedir. CBF transkript faktorlerinin,
AP2/EREBD coklu gen siiper ailesine ait oldugu, soguga cevapla iliskili oldugu ve
Prunus tiirlerinde soguga tolerans siirecinde etkili oldugu belirtilmistir (Tittarelli vd.
2009, Trainin vd. 2013).

Guo vd. (2014) tarafindan Prunus mume iizerinde yapilan bir baska ¢alismada, diisiik
sicaklikta 168 saat tutulan PmCBFa, PmCBFb ve PmCBFc genlerinin mRNA
iceriklerinin (gen ifadesinin) kontrole gore daha yiliksek oldugu belirlenmistir. Kis
sonlarinda toplanan P. mume ¢icek tomurcuklarinda PmCBFc transkriptleri daha az
bulunmustur. Diisiik sicaklik uygulamasindan sonra (168 saat) PmCBFc geninin mRNA
iceriginin PmCBFa ve PmCBFb genlerinin mRNA igeriklerinden daha diisiik diizeyde
oldugu belirlenmistir.

Mousavi vd. (2014)’nin ¢alismasinda, CBF/DREB1 geninin bademin ovaryum
dokularinda don stresi altinda yiiksek oranda ifade oldugu gézlemlenmis, anterde ise
gen ifadesinde Onemli bir degisim belirlenmemistir. Alisoltani vd. (2015), dona
dayanikli ve dona hassas badem genotipleri arasindaki SIZ1, ICE1, CBF/DREBLI,
WRKY21, HOS1, ANK genlerinde gen ifadesi farkliliklarini incelemislerdir.
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2.8.1 Bitkisel hormonlarin soguga toleransa etkisi

Bitkilerin soguga toleransi iizerine bitkisel hormonlarin (fitohormonlar) etkisi de
bulunmaktadir. Bitkisel hormonlar kiigiik molekiillii kimyasallardir ve bitki gelisiminin
abiyotik strese cevabini diizenlemekle gorevlidirler. Onemli bitkisel hormonlar; oksin,
ABA, etilen, sitokinin, gibberellin, jasmonik asit ve brassinosteroidlerdir. Hormonal
bilesimlerin bitki don toleransini diizenlemede 6nemli rol oynadig1 goriilmektedir. Bitki
hormon aktiviteleri sogukla iliskili genlerin katlanmasina sebep olmaktadir. ABA bitki
hormonu biyotik ve tuz, soguk, kuraklik ve yaralanma gibi abiyotik strese cevapta
kimyasal sinyal olarak temel rol oynamaktadir. ABA bitki fizyolojisindeki, molekiiler
ve gelisen ilerlemelerdeki c¢evresel stres durumlarinda bitki adaptasyonunu saglayarak
bitkide birkac¢ degisimi diizenler (Ton vd. 2009). Ayni1 zamanda sinyal yolaginin énemli
fonksiyonunu yonettigi kanitlanmis hiicre i¢i mesajci olarak da tanimlanmaktadir (Xue-
Xuan vd. 2010). Abiyotik stres sirasiyla, stresle iligkili genlerin ifadelerini aktive ederek
ve stomal kapanmaya yol agarak ABA sentezini baslatir (Lee ve Luan 2012). ABA gen
ifadesi azalmis stres cevaplarini kontrol eden g¢esitli stres sinyallerinin olusumunda

onemli role sahiptir.

Bitkiler stresi ABA-bagimli ve ABA-bagimsiz yolaklar olarak iki temel mekanizmayla
yanitlamaktadirlar (Sekil 2.7). ABA kaynakli genler, soguk, tuz ve kuraklik gibi ¢esitli
abiyotik stres kosullarinda COR genlerinin regiilasyonlarini arttirmaktadir (Knight vd.
2004). Oysaki COR gen ifadesinin artan regiilasyonunda ABA-bagimli ve ABA-
bagimsiz yolaklarini igeren birka¢ sinyal tanmimlanmasina ragmen, gen ifadesinin
baslamas1 lizerinde soguk etkisinin esas olarak ABA-bagimsiz yolagi ile oldugu

belirtilmistir (Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki 2000).
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\
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7/

CBF, COR genlerinin
diizenlenmesi

Sekil 2.7 Soguk-regiile eden gen indiiksiyon yolaklart (Shinozaki ve Yamaguchi-
Shinozaki 2000)

2.8.1.1 ABA-bagimh soguga tolerans yolag:

ABA, bitkilerin kuraklia, yiiksek tuz ve diisiik sicakliga toleransinda 6nemli rol
oynamaktadir (Sakuma vd. 2002). Diislik sicakliklar i¢csel ABA seviyesinde artisi
baslatirken, distan ABA uygulamasi, soguk stresi ve dehidrasyonla iligkili bircok geni
uyarmaktadir (Baker vd. 1994).

Bazi calismalar, COR genlerinin ifadesi i¢cin CBF’nin aktivasyonunu uyarmada
potansiyel ABA uygulamasinin, CBF genlerinin transkript seviyesini artirabildigini

gostermistir.

Absisik asit (ABA)’in, belirli strese cevap veren genleri diizenleyerek soguk stres
tepkaisi ile ilgili oldugu gosterilmistir. ABA-sinyal yolagi, bitkilerde soguk, kuraklik ve

tuz-stres tepkilerinin merkezinde yer almaktadir (Shi ve Yang 2014). Stres
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sinyalizasyonunda son yillarin en 6nemli ilerlemelerinden biri, ABA reseptorlerinin
tanimlanmas1 ve temel ABA sinyal yolaginin aydinlatilmasi olmustur. Diisiik sicaklikta
cevap veren genlerin birgogu disardan ABA uygulamalar ile indiiklenmektedir ve bu

genlerin promotorleri ABA yanit elementlerine (ABRE) sahiptir.

ABRE'ler, C/TACGTGGC dizisi olan elementlerdir, bir¢ok genin ABA yanitinin
olugmasini saglarlar. ABF'leri (ABF1-4) kodlayan genler ABA tarafindan indiiklenir ve
cesitli cevresel streslerle farkli diizenlenir. ABF1 soguk ile, ABF2 ve ABF3 yiiksek tuz
konsantrasyonu ile, ABF4 soguk, yiiksek tuz konsantrasyonu ve kuraklik ile (Choi vd.
2000) indiiklenir. Ayrica ABA'ya bagimli ve ABA bagimsiz diizenleyici sistemler
arasindaki yolak etkilesimi (cross-talk), molekiiler analizlerle (Krebs vd. 2002, Seki vd.
2002a, b) tartisilmistir. Bu yolak etkilesimi, farkli cis-aktif elementler arasindaki
etkilesimle gerceklesir.

Soguk ve kuraklikla tetiklenen bir¢ok gen, promotodrlerinde DRE/CRT ve ABRE
elementlerini igerir. Bu cis-aktif elementlerin bagimsiz olarak islev gordigi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, RD29A gen ifadesinde bu elementlerin dakik analizi,
DRE/ CRT'nin ABRE ile birlesmis element gibi, kuraklik karsisinda ABA'ya cevap
veren genin ifadesinde birlikte islev gordiiglinii ortaya koymustur (Narusaka vd. 2003).
Yapilan c¢alismalar; LEA genlerinin aktivasyonunda ABA bagimsiz sinyal yolunun
onemli bir rol oynadigini, ABA sinyal yolagi disinda bu genlerin aktivasyonunun
zorlastigint gostermistir (Xiong vd. 2002). Bu oneri, CBF'lerin ABA tarafindan da
indiiklendigini gosteren bir ¢alisma ile dogrulanmistir (Knight vd. 2004). CBF/DREB1
elementlerinin COR geni ifadesine dahil edilmesi kapsamli bir sekilde aydinlatilmis olsa

da ABRE araciligiyla COR geni ifadesi karakterize edilmemistir.

ABA; SnRK2.2, SnRK2.3 ve SnRK2.6/ OST1'i gii¢lii, SnRK2.7 ve SnRK2.8'1 ise zayif
bir sekilde aktive eder (Boudsocq vd. 2004). Arabidopsis'deki snrk 2.2 / 3/6 {iglii

mutant, tohum ¢imlenmesi, fide biiylimesi, stomatal kapanma ve gen regiilasyonunda
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ABA'ya son derece duyarsizdir (Fujii ve Zhu 2009). Son yillarda yapilan proteomik
alanindaki caligsmalar ile binlerce SnRK2 iligkili proteinler tanimlanmis olup, bu
proteinlerin, ¢iceklenme zamani kontrolii, miRNA ve kromatin diizenlemesi amacli

RNA splicing gibi olaylarda gorev aldigi belirtilmistir (Wang vd. 2013).

Soguk stres cevabi sirasinda transkripsiyon faktorleri; C-tekrar baglanma faktor ifadesi-
1 indiikleyicilerini, C-tekrar baglanma faktorlerini, miyeloblastlart ve mitojen aktif
protein kinazlar1 icermektedir. Soguk regiile edilmis genlerin ifadelerinin analizleri,
baslangic stres sinyalleri ve gen ifadesi arasinda coklu sinyal transdiiksiyon yollarmin
varligint gosterir. Tarimsal iiriinlerin genetik modifikasyonunda (transgenik vb.), bu
genlerin ve transkripsiyon faktorlerinin kullanimi, soguk stresi toleransi ve verimliligi

artirabilir.

2.8.2 ICE-CBF-COR yolag

Cogu transkripsiyon faktorii soguk sinyalini ve sogukla ilgili genlerin diizenlenmesinde
rol alan genlerin gen ifadelerine yardimci olmaktadir (Chinnusamy vd. 2007, Jiang vd.
2013). Soguk stresine cevap i¢in, ICE-CBF-COR yolagi en iyi calisan savunma
mekanizmasidir. Bu yolak temel ICE (CBF ifadesinin baslaticisi) ve CBF (C-tekrarl
bagimli faktorler) transkripsiyon faktorlerini kapsamakta ve soguk diizenleyen
proteinleri (COR) ¢esitlendirmektedir. Bu temel ICE, CBF ve COR genleri disinda
soguk toleransini dogrudan ya da dolayli olarak katki saglayan baska aktivatorler ya da
baskilayicilar da bulunmaktadir. Bitki hormonlari, giinliik saat ve 151k da, ya CBF-bagh
ya da CBF-bagimsiz yolaklar1 boyunca soguk stresine yanitta 6nemli rol oynamaktadir

(Wang vd. 2017).

Bitkilerde COR gen ifadesi, soguga tolerans icin Onemlilik gostermektedir.
Transkripsiyon faktorii olarak CBF, soguk stresine cevapta COR genlerinin gen

ifadesini kontrol etmektedir. ICE, CBF’nin pozitif gen ifadesi diizenleyicisi olarak rol
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oynamaktadir. Bu yolakta, CBF gen ifadesinin baslamasi, COR genlerinin ifadesinin
baglangicindan daha erken olurken, soguk uyarimli ICE geni CBF’den Once aktive
olmaktadir (Gilmour vd. 1998, Chinnusamy vd. 2003).

2.8.3 CBF transkripsiyon faktorii

CBF ailesi arabidopsiste 4 homolog igermektedir. Bunlardan sadece 3’ (CBF1, CBF2
ve CBF3 veya DREB1b, DREB1c ve DREB1a) soguk yaniti baslangicindan sorumludur.
Bu genlerden CBF4 geni ise diisiik sicakliklarda degil, kuraklik ve tuz stresi kosullari
altinda aktif olmaktadir (Haake vd. 2002).

CBF genlerinin ifadesi diisiik sicaklik kosullarinda olusmakta ve COR genlerinin
ifadesini aktive etmektedir. Bitkiler normal gelisme sicakliklarindan diisiik sicakliga
gectikce, CBF ve COR genlerinin ifadeleri 6nemli dl¢iide ve hizli bir sekilde (15 dakika
icinde) artis gdstermistir (Gilmour vd. 1998). Onceki ¢alismalar arabidopsisteki her bir
CBF geninin artan ifade diizeylerinin sogukla iligkili genlerin ifadesini baglattigini ve
diisiik sicaklik uyarisi olmadan soguga toleransi artirdigini gostermistir (Gilmour vd.

1998, Thomashow 2001, Medina vd. 1999).

CBF’lerin karbonhidrat ve yag metabolizmasini, hiicre duvar1 degisimini ve gen

transkripsiyonunu kapsamli olarak diizenledigi belirtilmektedir (Jia vd. 2016).

CBF genlerinde soguk toleransinin ifade diizeyleri ve sayilar arasinda genetik bir iligki
oldugu belirtilmektedir. Ozellikle, diisiik sicakliklara cevap olarak CBF1 ve CBF3
ifadelerinin CBF2’nin Oniine gegtigi bulunmustur (Novillo vd. 2004). CBF1’in artan
ifadesinin CBF3 transkript diizeylerine belirgin bir etkide bulunmadigi belirtilmistir.
cbf2 mutant bitkilerin soguga toleransi, soguga aligmadan sonra artarken, CBF1 ve
CBF3 cbf2 mutant bitkilerde daha yiiksek birikim gostermistir (Gilmour vd. 1998,
Novillo vd. 2007). CBF1 ve CBF3 fonksiyonunun eksikligi soguk stresi altinda COR
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genlerinde ifade diislislerine sebep olmustur (Novillo vd. 2007). CBF2’nin CBF1 ve
CBF3’ii negatif yonde degistirdigi, CBF1 ve CBF3’lin de CBF2 iizerinde negatif yonde
diizenleme yapmadigi belirtilmektedir (Jia vd. 2016).

CBF’lerin temel fonksiyonlari arabidopsiste detayli olarak calisilmis ve diger bitki
tirlerindeki ¢ogu CBF homolog genleri izole edilip, analiz edilmistir. Transgenik
arabidopsisteki piringten (Oryza sativa L.) gelen OSDREB1A’nin ifade diizeyindeki artis
arabidopsisin COR genlerinin ifadesini baslatmistir ve arabidopsisin soguga toleransini

artirmistir (Ito vd. 2006).

CBF1/ DREB1B ve CBF3/ DREB1A ayni anda ve soguk uygulamasindan sonra CBF2/
DREB1C'den daha once indiiklenmektedir (Medina vd. 2011). CBF/ DREBL1 asir1 ifade
eden transgenik bitkilerdeki transkriptom analizleri, arabidopsisteki COR genlerinin
yaklasik % 12'sinin CBF/ DREBI ’ler tarafindan kontrol edildigini ortaya koymaktadir
(Matsui vd. 2010, Zeller vd. 2009). ERF/AP2 faktorlerinin, RAP2.1 ve RAP2.6 ve
C2H2 tip1 ve STZ/ ZAT10 gibi baz1 transkripsiyon faktorlerinin, CBF ile iliskili oldugu
belirtilmistir (Fowler ve Thomashow 2002, VVogel vd. 2005).

Gen ifade analizlerinde, ii¢ CBF/ DREB1 geni arasinda fonksiyonel bir fark bulunmasa
da, cbf2 bos (null) mutant1 iizerinde yapilan bir ¢alismada, CBF1/ DREB1B ve CBF3/
DREB1A'nin donma tolerans ve gen ifadesinin cbf2 mutantinda arttigin1 gostermistir. Bu
durum CBF2/ DREB1C'nin hem CBFI/ DREB1B hem de CBF3/ DREB1A'nin negatif bir
diizenleyicisi oldugunu gostermektedir (Novillo vd. 2004). Ote yandan, CBF1/ DREB1B
ve CBF3/DREBI1A, diger CBF/ DREB1'lerin diizenlenmesinde yer almamakta ancak
ayni CBF/ DREBL1 hedef genlerinin alt gruplarini aktive ederek soguk aklimasyonunu
pozitif yonde diizenlemektedir (Novillo vd. 2007).
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Bu veriler CBF1/DREB1B ve CBF3/DREB1Anin CBF2/DREB1C'den farkli islevlere
sahip oldugunu ortaya koymaktadir ve CBF1/DREB1B ve CBF3/DREB1A genleri ayn1
alt grubu kontrol etse de, bu genler birbiri ile uyumlu ifade olarak, soguk aklimizasyonu
gerceklestirmektedir (Chinnusamy vd. 2007, Novillo vd. 2007).

CBF/DREB1 homologlar1 farkli tiirlerde tanimlanmistir. Bu homologlarin fonksiyonel
karakterizasyonu, bazilarmin Arabidopsis CBF/DREB1'lere benzer gorevlere sahip
olduklarin1 ortaya koymaktadir. Transgenik piring, tiitin ya da Arabidopsis
bitkilerindeki homologlarin fazla gen ifadesi; soguk kontrollii CBF diizenleyici genlerin
gen ifadesini ve soguk toleransi artirmaktadir. Ayrica ifadesi artan bu bitkilerde
ve CBF/DREBL1 geni yiiksek ifadeli olan Arabidopsis bitkilerinde biiylime yavaglamasi
goriildiigii de belirtilmistir (Novillo vd. 2007).

Ote yandan, arpa veya Arabidopsis'in CBF/DREB1geninin; patates, bugday ve celtik
gibi farkli bitkilerdeki ektopik gen ifadesi, diisiik sicakliklara toleransi artirmaktadir (Oh
vd. 2007, Behnam vd. 2007, Benedict vd. 2006). ICE1 genindeki gibi, CBF/DREB1
geni de bitkilerde yiiksek derecede korunmus dizilere sahiptir. Bununla birlikte, bazi
bitkilerde bu genler asir1 ifade oldugunda soguk toleransinda belirgin bir artis
gozlenmedigi i¢in, farkli tiirlerdeki CBF/DREB1'lerin fonksiyonundaki farkliliklarin
g6z oniinde bulundurulmasi gerektigi de ifade edilmistir (Zhang vd. 2004).

2.8.4 Soguga toleransin onciisii: |CE faktorii

Bitkilerde soguga toleransla iliskili olarak sinyal tasiyici olan ICE, ICE-CBF-COR
yolaginda dnemlidir. Arabidopsiste ICE ailesinin iki tiyesi ICE1 ve ICE2 bulunmustur.
ICE1 soguk uygulamasinda CBF3’iin promotoriine baglanmis ve CBF3’iin ifadesini
aktive etmistir. ICE1 temel olarak ¢ekirdekte yerlesmis ve ifade olmus, fakat CBF’lerin

gen ifadesini sadece soguk kosullar altinda baslatmistir.
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ICE2’nin, CBF1 geninin transkripsiyonda ICE1l ile homolojisinin yiiksek seviyede
oldugu belirtilmistir (Fursova vd. 2009). Diisiik sicaklik kosullarinda olusan ICE1’in,
ciceklenme baskilayicilarini olusturarak ¢iceklenmeyi geciktirebildigi belirtilmistir.
Ciceklenmeyi tegvik eden kosullar altinda SOC1, ICEl’in CBF3 promotdriine
baglanmasin1 engellemektedir. Bu sonuglar, ICE’in soguk toleransinda, stomal

gelisimde ve ¢iceklenmenin ertelenmesinde ¢oklu rol oynadigini gostermektedir.

ICE1, 'Helix-Loop-Helix' tipi transkripsiyon faktorleri arasinda gruplanmis olan bir
trankripsiyon faktoriidiir ve CBF3/DREB1A promotoriinii tanimaktadir ve bu yiizden
esas soguk sinyali diizenleyicilerden sayilmaktadir (Lissarre vd. 2010). Ayrica, icel
mutant’inda SA (salisilik asit) indiiklenebilen genler artis gostermektedir (Chinnusamy
vd. 2003). Bu sonuglar, ICE1'in soguk ve SA sinyal biitiinlestiricisi olarak, 6nemli islevi
oldugunu gostermektedir. Kalmodulin’a baglanan transkripsiyon aktivatorii
CAMTAB3/ALSR1, pozitif sekilde soguk toleransini diizenleyebilmek igin CBF2/DREB1C
promotoriinii tanimaktadir (Doherty vd. 2009). Bu sonuglara gore, soguk ve SA
sinyalleri birbiriyle iligkilidir.

Birkag soguk sinyal yolagi arasinda, CBF/DREB1'e bagimli soguk sinyal yolagi, en iyi
karakterize edilen ve kilit yolaktir (Chinnusamy vd. 2007). Arabidopsiste iig
CBF/DREB1, COR genin ifadesi soguk toleransin diizenlenmesinde rol oynamaktadir
(Gilmour vd. 2004). CBF/ DREB1 (¢ogunlukla CBF3/DREB1A) yolagi MYC tipi
transkripsiyon faktori, ICE1 (CBF ifadesinin indiikleyicisi) tarafindan kontrol
edilmektedir (Chinnusamy vd. 2003). Arabidopsis ICE1 mutanti soguk ve dona karsi
duyarlilik gostermekte ve ICEl'in asir1 ifadesi ise donma toleransini artirmaktadir
(Chinnusamy vd. 2003). ICE1, CBF3/ DREB1A'nin dizisinde bulunan MYC-tanima cis
elementlerine (CANNTG) baglanabilir ve soguk aklimasyonu sirasinda

CBF3/DREB1A’nn ifadesini indiikleyebilmektedir (Chinnusamy vd. 2003).
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COR genlerinin yaklasik % 401 ve sogukla regiile edilen transkripsiyon faktorii
genlerinin % 46'st1 ICE1l tarafindan diizenlenmektedir (Sekil 2.8). ICEL'in,
CBF3/DREB1A ve diger birgok COR genini kontrol eden bir ana regiilator olarak islev
gordiigii belirtilmektedir (Lee vd. 2005). ICE1 mutasyonu, CBF1/DREB1B ve
CBF2/DREB1C'nin erken soguk indiiksiyonunu etkiler, ancak indiiksiyon daha sonraki
zamanlarda azalmaz (Chinnusamy vd. 2003), bu da diger ICE1 benzeri proteinlerin
CBF1/DREB1B ve CBF2/DREB1C'in soguk indiiksiyonuna aracilik ettigini
diistindiirmektedir. Bu fikri destekleyerek, ICE1'in bir homologu olan ICE2'nin asiri
ifadesi, Arabidopsiste CBF1/DREB1B ifadesini ve soguk toleransini arttirmaktadir
(Fursova vd. 2009).
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Sekil 2.8 Soguk sinyal yolagi (Wisniewski vd. 2014)

73



ICEL, ubikitin (Dong vd. 2006) ve SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) ile
diizenlenmektedir (Sekil 2.9) (Miura vd. 2007). Bununla birlikte, ICELl'in
aktiflestirilmesi ve algilanan sinyallerin sekonder tasiyicilar ile ICE1'e iletilmesinin

mekanizmalari hala tam olarak bilinmemektedir.
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Sekil 2.9 ICE1 ve CBF3/ DREB1A'y1 i¢eren soguk sinyal yolagi
(Miura ve Furumoto 2013)

ICE1, bir MYC tipi transkripsiyon faktoriidir ve ifadesini baslatmak i¢in
CBF3/DREB1A promotériindeki cis elementlerine baglanmaktadir. CBF3/DREBI1A,
COR (soguk-regiile genler) ifadesini ve soguk toleransini diizenleyen bir AP2-tipi
transkripsiyon faktoridiir. ICEL'in ubikitinasyonu-ubikiitin E3 ligazi olan HOS1
araciligr ile yapilmaktadir. Bir SUMO E3 ligazi olan, SIZ1, ICELl'in sumoilasyonuna
(transkripsiyonun, kromatin yapisinin ve DNA onariminin diizenlenmesinde rol alan
bircok proteini modifiye etmek-SUMO konjugasyonu) aracilik etmekte ve muhtemelen
ubikiitilasyonun bloke edilmesinde ve ICE1'in stabilize edilmesinde rol oynamaktadir

(Miura vd. 2012).

ICE1, yiiksek bitkilerde fonksiyonel olarak korunmustur. SIICE1'in asir1 ifadesi soguk

toleransini artirmaktadir ayrica ifadesi artan SIICE1, domates bitkilerinin meyvelerinde
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antioksidan, birka¢ aminoasit, amin ve seker birikiminin artmasi, antioksidan

aktivitesinde artigsa neden olmaktadir (Miura vd. 2012).

2.8.4.1 ICE-CBF-COR yolaginda hormon diizenlemesi

Bitkisel hormonlar gesitli gevresel uyaricilara ve strese karsi bitkilerin verdigi tepkilerin
diizenlenmesinde hayati bir role sahiptir. Bu anlamda en 6nemli hormonlarin absisik asit
(ABA), gibberellik (GA), brassinosteroidler (BR), jasmonatlar (JA), oksin, sitokinin
(CK), melatonin ve poliaminler oldugu bildirilmektedir. Arabidopsiste ICE-CBF-COR
yolaginin soguga cevapta dominant diizenleyici oldugu diisiiniilmekle birlikte, son
yillarda yapilan baz1 ¢alismalar, soguk sinyali ve hormon sinyali arasindaki karsilikli
iletisimin  (crosstalk) bitkilerin soguga toleransinda Onemli rol oynadigini

gostermektedir (Wang vd. 2017).

2.8.4.1.1 Brassinosteroidler (BR)

BR sinyal yolaginda, BR’ler, BIN2 (Brassinosteroid Insentive 2)’yi negatif olarak
diizenlemekte ve BES1 (Brl1-Ems-Suppressorl) ile BRZ1 (Brassinazole-Resistant 1)’in
aktivitesini fosforilasyon boyunca baskilamaktadir (Khan vd. 2014b). BR-eksik
mutantlar1 soguk stresine kars1 hassas olurken, soguga tolerans dncesi ve sonrasinda BR

sinyalinin aktivasyonunun, soguga toleransi uzattig1 bulunmustur (Eremina vd. 2016).

Bitkilerde soguk sinyaline karsi, BR-sinyal kinaz BIN2’nin negatif diizenleyici, BZR1
ve BES1’in ise pozitif diizenleyici olarak rol oynadigi belirtilmektedir. BIN2 nin hedefi
olan CESTA/HALF FILLED (CES/HAF)’'m CBF ifadesinin oOzellikle CBF1 ve
CBF3’iin diizenlenmesine dogrudan promotdrlerine baglanarak katkida bulundugu
belirtilmistir (Eremina vd. 2016). Bu durum, BRZ1’in CBF promotérlerine direkt olarak
baglanabildigi ve CBF1l ve CBF2’nin ifadesini pozitif olarak degistirebildigini

gostermektedir.

75



2.8.4.1.2 Gibberellik asit, jasmonatlar ve salisilik Asit

DELLA proteinleri biiyiimeyi tesvik eden GA sinyal yolaginda cekirdek gelisimini
baskilayan diizenleyicileri etkileyerek biiylimeyi engelleyen, ¢igeklenmeyi yavaslatan
bir protein smifi olarak bilinmektedir. DELLA’lar biiylimeyi engellerken; GA,
DELLA’larin ¢okiisliyle biiylimeyi tesvik etmektedir. Bu siirecte CBF1, GA’nin
biyoaktif diizeyini azaltir ve DELLA’larin artisin1 tesvik eder. CBF1 geninin ifadesi,
GA’lann diisiik seviyede ifade olmasi ve antioksidan enzim aktivitesinde artis meydana
gelmesine sebep olmaktadir (Niu vd. 2014). CBF1 ifadesi fazla olan bitkilerde
bodurlagmanin goriildiigii ve distan GA uygulamalarinin bodurlasma iizerine ters etkide
bulundugu belirlenmistir. GA uygulamasi, tiitinde CBF3 yiiksek ifadesinde gelismeyi
baskilamay1 durduramamistir (Achard vd. 2008). Son yapilan calismada, azalan GA
seviyelerine ve yiiksek oranda DELLA proteinlerine gore, CBF3 ifadesindeki artis,
CBF1 ve CBF2 ile karsilastirildiginda ifade artislarinin aynmi seviyede oldugu
gorilmektedir (Wang vd. 2017).

Onceki calismalar DELLA’nin  CBF1-2-3 promotdr bdlgelerine  dogrudan
baglanamadigin1 gostermistir (Zentella vd. 2007). Son zamanlarda yapilan arastirmalar,
DELLA’nimn jasmonik asit sinyali yolagi ile birlikte, ICE1'in CBF1-2-3’iin soguk stres

yanitini diizenleyebildigini gostermektedir.

Distan JA uygulamasinin arabidopsisin soguga toleransini1 6nemli dl¢lide artirirken, JA
biyosentezinin engellenmesinin soguga tolerans: baskiladigi belirlenmistir. Bu siirecte,
bazt JAZ proteinlerinin CBF’nin aktivasyonunu engellemek amaciyla ICEL ile
interaksiyon yapabilecegi, DELLA genlerinin ise temel transkripsiyon aktivatorii olan
MYC2’yi serbest birakmak amaciyla, JAZ proteinlerine baglandigi belirlenmistir. Ote
yandan, MYC2’nin soguk kosullarda CBF genlerinin transkripsiyonunu uzatmak igin
ICE1 ile interaksiyona girdigi belirtilmistir (Wild vd. 2012, Hu vd. 2013, Zhou vd.
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2017). Bu calismalar, GA ve JA’nin ICE-CBF-COR yolaginda etkili rol oynadiklarin

gostermektedir.

2.8.4.1.3 Etilen

Biyosentez ve sinyal yolaginda etilen, bitkilerde CBF’lerle interaksiyon boyunca soguga
toleransla iligkili baz1 genlerin ifadesini kontrol edebilmektedir (Shi vd. 2012). EIN3
(Etilen Insensitive 3)’iin CBF genlerinin ifadesini baskilamak i¢cin CBF genlerinin

promotorlerine dogrudan baglanabildigi belirtilmektedir (Chao vd. 1997).

Soguk stresi ¢ok sayida ERF (Etilen Response Factor)’nin ifadesini baslatabilmektedir.
Son zamanlarda, sogugu diizenleyen yeni ERF transkripsiyon faktorii ERF105’nin,
arabidopsiste soguga toleranslilik ve alisim siireclerine ciddi anlamda katki sagladigi
belirtilmistir. ERF105’in soguk kosullar altinda ifadesinin artmasinin kisa siireli oldugu

ve erken maruz kaldig: belirtilmektedir.

Erfl105 mutantlarinin arabidopsiste CBF1-2-3 ve birkag COR genleri gibi sogukla
iligkili genlerin ifadelerini azalttig1 belirlenmistir (Bolt vd. 2017). Buradan EIN3’iin
CBF ifadesini engelledigi, ERF105’in etilen biyosentezi ve sinyal yolaginda CBF

genlerini pozitif olarak diizenledigi goriilmektedir.

2.8.4.1.4 Oksin

Oksin hormonundaki degisikliklerin gelisme siirecini kontrol ettigi belirtilmistir
(Vanneste ve Friml 2009). Bugiine kadarki bazi kanitlar oksinin 151k ve gravitropik
(geotropizm) iizerindeki dnemli roliinii gésterse de (Eremina vd. 2016), oksinin soguk
strese cevaptaki rolii hakkinda az sey bilinmektedir. Gaveliene vd. (2013)’iin bir
caligmasinda, kanola (Brassica napus) iizerinde oksin analoglarinin uygulamasinin

soguk zarar1 boyunca stres-koruyucu metabolitlerden prolin ve sakkaritlerin birikimini
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uyardigi gosterilmistir. Son yapilan bir ¢alismada, CBF1 diizenleyicisi olan ROC1
mutasyonunun CBF1 ve CBF3’lin soguk stresini dnemli Ol¢lide engelledigi ve
mutantlarin soguk stresine yiiksek hassasiyet gosterdikleri belirtilmistir. Oksin
uygulamasinin ROC1 gen ifadesini artirdigi, ABA uygulamasinin ise artirmadigi

goriilmiistiir (Dou vd. 2016).

2.8.4.1.5 Sitokinin

Sitokinin fizyoloji ve gelisim siireglerini diizenleyen temel hormondur (Veselov vd.
2017). Arabidopsisin sitokinin (CK) sinyalinde sirasiyla AHK2, AHK3 ve AHK4
(arabidopsis histidin kinaz) adinda 3 histidin protein kinazi kullandig1 belirtilmektedir.
AHK2 ve AHKS3 proteinlerinin CBF-bagimsiz yolu boyunca soguga toleransi
diizenleyebilecegi, bu proteinlerin soguk stresine adaptasyon cevabinda negatif
diizenleyici olarak rol alabilecegi belirtilmektedir. Ancak pamuktan alinan GhDREB1’in
arabidopsiste yiiksek ifadesinin donma tolerasin1 onemli 6l¢giide artirdigr belirtilmistir.
Ote yandan, GhDREBL1 ifadesi yiiksek bitkilerin sitokinine karst daha az duyarli oldugu
ve sitokinin cevaplarini tip-A ve tip-B ARR’lerini baskilayarak azalttigi belirtilmigtir
(Huang vd. 2009). Bu durum, GhDREB1’in CK sinyal iletimi tizerinde negatif etkili
oldugunu ve CBF soguk stresi yolag: ile CK sinyali arasindaki interaksiyon oldugunu

gostermistir.

2.8.4.1.6 Melatonin

Melatonin hayvanlar alemindeki canlilarda biyoritmi diizenleyen bir hormon olarak
bilinmektedir. Bununla birlikte, ¢igeklenme, fotosentetik elektron flux, kdk sistem
meristemi ve soguga tolerans gibi bitki gelisim silirecinde de dnemli bir diizenleyici
oldugu, bitkilerin strese toleranslari tizerinde etkili olabildigi de belirtilmektedir (Wang
vd. 2016, Zhao vd. 2016). Arpa (Hordeum vulgare) bitkilerine disardan melatonin

uygulandiginda, bitkisel bir hormon olan absisik asit (ABA) ve hiicre i¢i antioksidan
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sistemlerin diizenlenmesiyle soguga toleransta artis saglandigi belirtilmistir. ABA’ nin
bitkilerin ¢evresel stres kosullarina verdikleri tepkilerde énemli rol oynadigi, 6rnegin
kis aylarinin soguk kosullarinda bitkiyi korumak adina biiylimeyi yavaslattiklar
bildirilmistir. Boylece ileride karsilagilabilecek olumsuz iklim kosullarinda bitkilerin
abiyotik stres toleransinin artirilmasi amaciyla bitkilerde melatonin {iretiminin
diizenlenmesinin umut vaad eden bir yaklasim olacagi da ifade edilmistir (Li vd.
2016a).

Arabidopsis yapraklarindaki melatonin diizeyi soguk stres uygulamasindan sonra hizl
bir sekilde artarken, soguk stresine maruz kaldiktan sonra distan melatonin
uygulamasinda CBF1-2-3 genlerinin ifade diizeyleri artmistir. Dahasi, melatonin 6n
uygulamasi COR15A gibi spesifik COR genlerinin mRNA seviyelerini 6énemli 6l¢iide
artirmistir (Shi vd. 2015a).

2.8.4.2 ICE-CBF-COR yolaginda giinliik saat diizenlemesi (Circadian clock)

Diistik sicakliga cevapta CBF gen transkriptlerinin diizeyi giin saati tarafindan
belirlenmektedir. CBF1-2-3’iin maksimum ve minimum transkript birikimi giin

dogumundan 4 veya 6 saat sonra goriilmektedir (Fowler vd. 2005).

CCA1l ve LHY giinlik saat bilesenlerinin soguk diizenlemesinde etkili oldugu ve
sogukla iligkili CBF genlerinin giinliik saat tarafindan diizenlendigi goriilmistiir. LUX
(LUX ARRYHTMO) geni giinliik saatin kurucu bilesenidir ve hem CRT/DRE’yi hem
de promotor bolgesiyle birlikte EE (aksam elementi)’yi igermekte, sicaklik
diizenlemesine katilmaktadir. CBF1’in yiliksek ifade diizeyi LUX’un artistyla
sonuglanmistir ve diger giin saati gen transkriptlerinin de ifade diizeyini degistirmistir
(Chow vd. 2014). Bu durum giinliik saatin soguk diizenlemesini kontrol ettigini ve CBF
ve diger ilgili genlerin ifadesi boyunca sogukla iligkili giinliik ritimlerin geri dongiisiinii

icerdigini kanitlamaktadir. Bu sonuglar diisiik sicaklik diizenlemesinin ve giinliik saat
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integrasyonunun karmasik bir durum oldugunu, bitki gelisiminde ICE-CBF-COR yolag1

icin onemli mekanizmalar sagladigini gdstermektedir.

2.8.4.3 ICE-CBF-COR yolaginda 151k sinyal diizenlemesi

Sogukla iliskili mRNA’larin soguga toleranslilik i¢in 151k sinyaline ihtiya¢ duydugu ileri
stiriilerek diisiik sicaklik altinda soguga toleransta artis olmadan 15181 yoklugunda COR
mRNA’larin biriktigi belirlenmistir (Wisniewski vd. 2014). Soguk kosullar altinda,
bZIP transkripsiyon faktori HYS arabidopsis’in tim COR genlerinin yaklasik %
10’unun olusumuna aracilik etmektedir ve HYS5 transkript seviyesinin uzun giin

kosullarinda ve 4 °C’de bitkilerde anlik olarak biriktigi belirtilmistir (Catala vd. 2011).

ABA-eksik (aba2) ve CBF-eksik (cbf2 ve CBF1-AS3) mutant bitkilerinde, HY5
proteininin soguga toleransin diizenlenmesinde, ABA ve CBF bagimsiz yolaginin bir
bileseni olabilecegi ve bu durumun, diisiik sicaklik ile 151k sinyali arasinda bir bag

olabilecegini gostermektedir.

Diisiik sicaklik, 151k toplama sistemlerinde fotosentezin enzimatik reaksiyon oranlarini
elektron transfer reaksiyon oranlarindan daha fazla sinirlamaktadir. Sonug olarak, diisiik
sicakliktaki 151k, fotosistemlerde bir enerji dengesizligi yaratir; bu da fotosentetik
elektron tasima bilesenlerinin redoks durumunda degisiklige ve PSII'nin yiiksek
uyarilma basincina (excitation pressure) neden olmaktadir (Ergon vd. 2017, Ensminger
vd. 2006). Degisken fotosistem redoks durumu 151k siddetine bagli bir soguk sensorii

olarak islev gormektedir.

PSII asir1 uyarilmasinin bir sonucu olarak, reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretilir ve
bunlar, soguk toleransinda yer alan genlerin ifadesine yol agan sinyal yolaklarinda
(Winfield vd. 2010, Bode vd. 2016) ve otsu bitkilerin soguklamada kompakt biiyiime
aligkanliginda rol almaktadir (Dal Bosco vd. 2003, Crosatti vd. 2013). Soguga alisma
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donemi sonbahardan daha sonraki bir doneme kaydirilirsa, 6zellikle yliksek enlemlerde
yilin kis mevsiminde 1s1n diizeyleri hizla azaldigi i¢in, soguk algilama mekanizmasi
daha az etkili olabilmektedir. Bununla birlikte, bitkilerin diistik sicaklig1 algilamasina ve
donma direncinin gelismesine neden olan diger mekanizmalar da (membran sertligi,
sicakliga bagli histone-DNA etkilesimleri ve RNA ve proteinin yapisal degisiklikleri
gibi) vardir (Winfield vd. 2010, McClung ve Davies 2010).

2.8.5 Soguga toleransla iliskili diger transkripsiyon faktorleri

Son zamanlarda, ¢ogu calismalar soguk uyarimina kars1 farkli bilesenlerin ICE-CBF-
COR yolagindaki etkilerini gostermektedir. ICE ve CBF trans faktorlerinin diizenleyici
fonksiyonlarmin yaninda, bazi 06zel transkripsiyon faktorlerinin ifadesi HOSI,
CAMTA3, MYB, HHP, ZAT, ROC1, CSP gibi ligaz veya regiilonlar bu yolagin
diizenlenmesinde de etkili olmaktadir (Sekil 2.10).

Soguk stresi kaynakli CBF gen ifadesi bazi transkripsiyon faktorleri tarafindan pozitif
olarak diizenlenmektedir (Sekil 2.10). ICE1 (CBF gen ifadesini tesvik eder) geni CBF3
promotoriine baglanabilen, MYC tipi bHLH transkripsiyon faktoriinii kodlamaktadir.
Bu durum CBF3 gen ifadesini aktiflestirir. Yapilan ¢alismalarda icel mutantinin soguk
stresinde CBF3 gen ifadesini gergeklestiremedigi i¢in soguga dayaniminda azalma
oldugu gosterilmistir. Bunun yani sira, ICE1 genindeki yiiksek ifade (over ekspression)
artigt soguga dayanimi artirmaktadir. ICE2 geni ICE1 geninin homologudur ve CBF1
gen ifadesini pozitif yonde diizenleyerek soguga dayanim siiresini uzatmaktadir. CBF2
geni CAMTAS3 (calmodulin-bagli transkripsiyon aktivatorii 3) transkripsiyon faktort,
CBF2 promotoriine baglandig1 zaman aktif olmaktadir (Shi vd. 2015b).

CBF genlerinin transkripsiyonal diizenlenmesi ile birlikte birka¢ dnemli bilesenin de
soguga alisma/uyum siirecini post-translasyonal seviyede CBF yolagint modiile ederek

diizenledigi belirlenmistir (Sekil 2.10). RING finger E3 ligaz enzimi, HOS1 geniyle
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interaksiyona girmekte ve 26S proteasom yolagi araciligiyla ICEL’in yikimina sebep
olmaktadir. Diger bir deyisle ICELl geninin protein yapisini degistirmektedir. hosl
mutantina yonelik yapilan bir arastirmada (Shi vd. 2015b), CBF genleri soguk
uygulamasi boyunca en yiiksek seviyede etkilenmektedir. Ote yandan, soguk stresi ile
iligkili olarak, HOS1 geninin yiiksek ifadesi (over ekspression) ise CBF genlerinin
ifadesini ve bdylelikle soguga dayanimi azaltir. Bunun tersi olarak, SUMO (small
ubikitin iligkili modifiye edici) E3 ligaz enzimi ve SIZ1 geni, ICE1l geninin
sumolasyonuna (protein modifikasyonu) aracilik eder. Sonug olarak, siz1l mutanti soguk
kaynakli CBF genlerinin ifadesinin azalmasina sebep olurken, yiiksek ifadeye sahip

SIZ1 transgenik bitkilerinin dona dayanim siiresinde artis gerceklesmektedir.
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Jiao vd. (2017)’nin g¢aligmasinda, 9 yash asili ‘Xiahui 6’ seftali ¢esidinde seftali
stigmasinin transkriptomunu karakterize etmek ve farkli agilardan ifade olmus genlerin
tanimlanmas1 i¢in yeni nesil sekanslama teknolojisi kullanilmistir. Ornekler, karanlik
odada tutulmus ve uygulamadan 26 saat 6nce 17 °C’lik ortama alinmistir. Daha sonra,
ornekler -2 °C’de 4 saat (S1) ve -2 C’de 26 saat (S2) tutulmus, kontrol 6rnekleri oda
sicakliginda bekletilmistir. S2 kosulunda 966 gen ifade olurken, S1 kosulunda 276 gen
ifade olmustur. Seftali stigmalar1 4 saatlik diisiik sicaklik uygulamasindan sonra soluk
renkli olurken, kontrol 6rneklere gére morfolojik Ozelliklerinde onemli bir farklilik
olmamigtir. Ancak 26 saatlik diislik sicaklik stresinde stigmalarin renkleri kahverengi
olmustur. Tanimlanan birkag transkripsiyon faktoriiniin (serin/threonin-protein kinaz
ALE2 reseptor benzeri haricinde) gen ifadelerinde diisiik sicaklikta artis olmustur.
Ubikitilasyonla iliskili proteinlerin S2 kosulunda gen ifadesinde 50 kat artis
goriilmustiir. Peroksidaz-5, varsayillan pektinesteraz/pektinesteraz inhibitor 28,
lipoksigenaz 2, kloroplastik, b11-benzeri protein endoglukanaz 16, beta-glukosidaz 24,
tubulin beta-6 zinciri, aktin-depolimeraz faktor 7, fosfotidilinositol-3,4,5-trifosfat 3-
fosfataz ve mor asit fosfotaz 17’yi igeren ¢oklu genlerin gen ifadelerindeki artig S1 ve

S2 arasinda ortalama 40 kat artmistir.

Hosseinpour vd. (2018), 6 yash ‘Nonpareil’, ‘Shahroud’ ve ‘6-8 (‘Ferraduel’in agik
tozlanmasindan elde edilen genotip) genotipinden, Mart 2013 ve Nisan 2014
tarihlerinde, 3 farkli fenolojik donemde (pembe tomurcuk, tam ¢i¢eklenme ve kiiciik
meyve) 12 dal Ornegi toplamislar ve bu Orneklerde soguk uygulamalar
gerceklestirilmistir. Soguk uygulama sirasindaki ortam nemi % 60, baslangic sicakligi
50 dk boyunca 7 °C olarak belirlenmis, daha sonra soguklama orani asamali olarak
-2 °C’ye kadar diisiiriilmiistiir. Her ¢iceklenme doneminde 3 farkli diisiik sicaklik test
edilmistir. Farkli diisiik sicakliklara maruz kaldiktan sonra ¢igekler 6 saat boyunca
4 °C’de tutulmustur. Calismada pembe tomurcuk déneminde -3 °C/30 dk, 4 °C/6 saat;
-5 °C/30 dk, 4 °C/6 saat; -7 °C/30 dk, 4 °C/6saat; tam cigek doneminde -1.5 °C/30 dk,
4 °C/6 saat; -3 °C/30 dk, 4 °C/6 saat; -4.5 °C/30 dk, 4 °C/6 saat; kiiciik meyve
doneminde -0.5 °C/30 dk, 4 °C/6 saat; -1.5 °C/30 dk, 4 °C/6; -2.5 °C/30 dk, 4 °C/6 saat
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soguk uygulanmistir. Cigekler her uygulamada 21 °C’de 24 saat, 16 saat fotoperiyot
28 umol m2s? 151k yogunlugunda ve % 60 nemde tutulmustur. Pembe tomurcuk donemi
‘6-8” ve ‘Nonpareil’de soguga en toleranshi donem olmustur. Pembe tomurcuk
doneminde ‘6-8” genotipinin ¢igekleri ayni sathadaki ‘Nonpareil’ ¢igeklerinden daha az

don zarar1 gormiistiir.

Ayni ¢alismada, PT, SPK, PIT, CDPK13-benzeri, MIOX1-benzeri ve DNAJB8-benzeri
aday 6 genin gen ifadesi incelenmis, PT geni tam c¢i¢cek doneminde soguk
uygulamasindan sonra SPK ve PIT genlerine gore 2.5 kat daha yiiksek degisime
ugramistir. PT proteinleri membranlarda bulunmakta ve Pi gibi minerallerin hiicreye

gecisi igin segici gegirgen bariyer olarak rol oynamaktadir. PHT4;6 tuza toleransin

belirleyicisidir (Cubero vd. 2009).

Sogiit agacinda (Salix ssp.) arsenige dayanikli genotiplerde PT’nin farkli gen ifade
seviyeleri gozlemlenmistir (Puckett vd. 2012). PT’nin farkli gen ifade seviyelerinin,
badem ciceklerinde soguk stresinde fosfat tasinimina katki sagladigi ileri siirtilmektedir.
Soguga toleransli ‘6-8” genotipinde, PT gen ifadesinin soguga hassas ‘Shahroud12’
cesidine gore ifadesinindaha fazla arttig1, kontrol kosullarinda ise, her iki cesitte de PT
geni ifadesinin diisiik bulundugu belirtilmistir.

2.8.5.1 HOS1 (High expression of osmotically responsive gene 1)

HOS1 (ozmotik sorumlu gen 1’in yiiksek gen ifadesi) ICEL’in diismesi ve ubikutin
ekleyerek proteinin yapisini degistirme yoluyla bastirict olarak rol oynarken, SIZ1
SUMO E3 ligaz CBF3’iin gen ifadesini kolaylastirarak ve sumolasyon tarafindan ICE1’i
stabilize etmektedir (Ishitani vd. 1998, Ding vd. 2015). Bunun yaninda soguk stres
altinda protein kinaz OST1 (a¢ik stomata 1) aktive olmaktadir ve OST1 proteini, ICE1’i
fosforlamakta ve bdylece HOSI1 tarafindan disiisii baskilanmaktadir. OST1'in

84



olusumunun stomatal hareketliligini kontrol eden ABA’nin sinyal yolaginda orjinal

olarak bulundugu belirtilmektedir (Mustilli vd. 2002).

2.8.5.2 CAMTA (Calmodulin bagh transkripsiyon aktivitorleri)

Kalsiyum bitkilerde igsel ikincil mesajc1 uyaricidir ve orta derecede yaygin
bulunmaktadir. Bitkiler diistik sicakliga maruz kaldiktan sonra, diisiik sicaklik algisinin
sitosolik kalsiyumda hizli artisa sebep olan plazma zarinda olustugu diistiniilmiistiir.
Kalsiyum sensor proteinleri sonra aktive edilmistir ve bu proteinler CBF genlerinin ve
sogukla uyarilmis proteinlerin ifadesini baglatmistir (Eckardt 2009). CAMTA3’iin
CBF2’nin ifadesinin pozitif diizenleyicisi oldugu diistiniilmektedir. Diisiik sicakliklarda,
CBF1, CBF2 ve CBF3’iin ifade seviyelerini artirmak amagli, CAMTAL ve CAMTAZ2’nin
CAMTAZ ile uyum i¢inde oldugu belirtilmistir.

2.8.5.3 MYB15 ve MYB14

MYC ve MYB proteinleri, gen diizenlenmesiyle iligkili promotérlerine baglanarak ¢ogu
genin ifadesini aktive edebilen transkripsiyon faktorleridir. CBF1’in kontrolciisii olarak
ICE1, CBF3 promotdriindeki MYC spesifik tanimla dizilerine baglanmaktadir. MYC
spesifik tanima dizilerinin yan1 sira, MYB spesifik tanima dizileri de CBF
promotorleriyle birlikte rol oynamaktadir. MYB benzeri transkripsiyon faktorleri CBF

gen ifadesinin diizenlenmesinde ayrica rol oynamaktadir (Shinwari vd. 1998).

Transkripsiyon faktdrii MYB15 proteini ICE1 proteini ile interaksiyon i¢indedir ve CBF
genlerinin promotdr bolgesindeki CBF ifadesini baskilayan ve soguga toleransi azaltan
MYB tanima bdlgesine baglanmaktadir (Agarwal vd. 2006). MYB14 de CBF genlerinin
ifadesini etkileyen niiklear proteini kodlamaktadir (Chen vd. 2013). MYBI15 ve
MYB14’iin artan ifadesi CBF genlerinin ifadesinin azalmasiyla sonug¢lanirken, bunlarin

susturulmas1 (knock-down) soguk stres altinda CBF genlerinin ifadesinde artiga sebep
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olmaktadir. Ilging bir sekilde, MYB15’in gen ifadesi artarken, MYBI14’iin soguk
uygulamasiyla gen ifadesi azalmistir (Agarwal vd. 2006, Chen vd. 2013).

2.8.5.4 HHP (Heptahelical transmembrane protein)

HHP, arabidopsiste ABA ve ozmotik sinyal yolaginda diizenleyici olup, CBF genlerinin
ifadesini negatif yonde diizenlemektedir. CBF genlerinin ifadesi siirecinde HHP
ailesinin iyeleri ICE1, CAMTA3 ve ICE2 ile interaksiyon igerisindedir (Lee ve Seo
2015).

2.9 Real time PCR (gRT-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 1sima 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 ¢ift zincirli Uiriinlin bu sayede miktar1 belirlenebilmekte ve kantitaif analizleri
yapilabilmektedir (Bustin vd. 2005, Nolan vd. 2006). Real Time PCR; ¢ok sayida
Ornegin ayni zamanda analizine olanak saglamasi, amplifikasyonun erken evrelerde
saptanabilmesi, ifade farkliliklarimin rahatlikla saptanabilmesi gibi ¢ok sayida

avantajlara sahip bir yontemdir.

gRT-PCR reaksiyonlari; exponensiyal faz (yiikkselme fazi), linear faz (yiiksek farklilik)
ve plateu faz (sonlanma noktasi) olmak tizere 3 temel basamaktan olusmaktadir (Sekil
2.11). Artis fazinda (Exponential phase) tiim reaksiyon icerikleri ortamda yeterli
miktarda bulundugundan etkinlik % 100 olup, bu nedenle PCR iirlin miktar1 her
dongiide iki katina ¢ikmaktadir. Linear fazda ise yavas yavas reaksiyon komponentleri

azalmaya baslar bu nedenle PCR f{iriinlerinin olusumunda azalma gézlemlenmektedir.
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Plato fazda (Plateau phase) ise PCR {iriin olusumu tamamen sonlanmaktadir (Ginzinger
2002).

Gi;?!l Plato faz (Duragan faz:\

—

1,000,000 —

Kontrol
I I

I
\ 0 20 40
\\ PCR dingii sayist

Sekil 2.11 Real Time PCR dongii asamalar1 (ARn: Normalize raportér,
CT: Cycle threshold) (Heid vd. 1996)

Real Time PCR’da; hibridizasyon problar, hidroliz problar ve SYBR green olmak iizere
3 ¢esit 1smma kayna8i (floresan 1simada gorevli) kullanilmaktadir. Bunlardan
hibridizasyon problarinin, 3” ucu (530 dalga boyu) floresan isaretli olup, 5’ ucunda (640
dalga boyu) ise bagka bir prob baglidir. 3’ucu normalde aldig1 enerjiyi geri salmaktadir.
Reaksiyon sirasinda bu iki prob bir araya gelince (maksimum iki baz uzaklikta) 3’
ucundaki probun saldigi enerjiyi 5’ ucundaki prop alir ve 640 dalga boyunda isima
(FRET-floresans rezonans enerji transferi) gergeklesmektedir. Hidroliz problari ise dizi
spesifik problardir. Ortamda Quenter (sondiiriicii) ve reporter (haberci) olmak tlizere iki
prob bulunmaktadir (Ginzinger 2002). Hibridizasyon proplarindan farkli olarak
1stmanin ger¢eklesmesi i¢in bu iki probun bir arada olmamasi gerekmektedir. Reaksiyon

sirasinda uzama baslayip Quenter (sondiiriicii) parcalandigi zaman reporter (haberci)
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prob 1simasi yaparak analize olanak saglamaktadir. SYBR Green ise diziye spesifik
olmayip, ortamda ¢ift zincir DNA’nin  mindr grubuna baglanarak 1s1ma

gerceklestirmektedir (Ginzinger 2002).

Real Time PCR analizlerinde temel parametre esik dongii degeri (threshold cycle = Ct)’
dir. Bu deger gergeklesen amplifikasyon sirasinda tespit edilen floresan 1siniminin esik
cizgisini kestigi noktadir. Bagka bir ifadeyle; esik dongii degeri, reaksiyonda ilk anlamli
artisin gergeklestigi noktay: (eksponensiyal faza ilk gecis) belirtmektedir. Baslangigtaki
hedef DNA miktar1 ne kadar fazla ise ilk anlaml artis o kadar erken olacaktir. PCR
tirtinleri eksponensiyal faza o kadar erken girecektir (Pfaffl 2001). Boylece Real time
PCR swrasinda farkli Orneklerde olusan iriin - miktart Ct degerleri ile
karsilastirilabilmektedir (Wong ve Medrano 2005). Ayrica analizler sirasinda standart
tanimlama ¢aligmasinda kullanilacak kontrol orneklerine ihtiya¢ vardir.  Kontrol
gruplarindan ifadesi olan bir ornek, seri diliisyonlar1 yapilarak, standart olarak
tanimlanabilmektedir. Burada o©nemli olan standartlar arasindaki kalip oraninin
tekrarlanabilir ve dl¢iilebilir olmasidir. Bu tip ¢alismalara goreceli kantitasyon (relative
quantitation) adi verilmektedir (Pfaffl 2001). Yapilan standart diliisyonlar varsayilan
konsantrasyon miktarlart igermektedir. Bu nedenle bu standartlar kullanilarak
konsantrasyonlara karsilik gelen diliisyonlarin Ct degerleri belirlenerek, kantitasyon igin
gerekli olan regresyon egrisi ¢izilmektedir. Bu egri standart egri olarak da ifade
edilmektedir. Reaksiyonu gerceklesen 6rneklerin Ct degerlerinin standart egri iizerinde
onceki yapilan diliisyonlardaki hangi konsantrasyonu temsil ettiklerine bakilarak

goreceli miktar tayini belirlenmektedir (Ginzinger 2002).

2.9.1 Real Time PCR calismalarinda kontrol (Housekeeping) genleri

Real time PCR calismalarinda analiz edilen tiim 6rneklerin normalizasyonu i¢in, gesitli
kosullarda ifade diizeyinin degismedigi bilinen bir referans gene ihtiyag vardir (Pfaffl

2001). Analizler sirasinda ilgilenen genin ifade diizeyi, referans gen olarak segilen

88



housekeeping genin ifade diizeyine oranlanir. Boylece basta orneklere ait RNA’lardan
elde edilen cDNA miktarlarinin Ornekler arasi baglangic farkliliklart ve deney
asamalarinda meydana gelen farkliliklar normalize edilmektedir. Real time PCR
caligmalarinda secilecek tiire spesifik housekeeping genin ifade diizeyinin degisim

gostermemesi analizin dogrulugunu yiikseltmektedir.

2.9.2 Real Time PCR ¢alismalarinda erime egrisi (Melting curve)

SYBR dayali Real time PCR analizlerinde, primerlerde dimer varliginin kontrolii ve
0zglin olmayan amplifikasyon {iriinlerinin tespitinde ‘erime egrisi’ (melting curve)
analizi yapilabilmektedir. Her cift zincirli DNA kendine 6zgiin bir ‘erime egrisi (Tm)’
yani ¢ift zincirli DNA’nin % 50’sinin tek zincirli hale ge¢cmesi igin 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 kaldigi i¢in dl¢iilen
floresan miktar1 da azalmaya baslamaktadir. Buradan elde edilen erime egrisinden

yararlanilarak amplifikasyonun 6zgiinliigii tespit edilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Tezde bitkisel materyal olarak; Tarim ve Orman Bakanligi Tarimsal Arastirmalar ve
Politikalar Genel Midiirliigii Antepfistigi Arastirma Enstitiisii koleksiyon parselinde
bulunan standart yerli (9 gesit) ve yabanci (12 gesit) badem ¢esitleri ile yabani badem
tirleri (3 tiir) ve Gaziantep ili Araban ve Yavuzeli ilgelerinde yiiriitiilen seleksiyon
calismalarinda (Yilmaz 2017) gec¢ ciceklenme oOzelligi gosterdigi belirlenen tipler

(Araban 11 genotip, Yavuzeli 8 genotip) olmak iizere toplam 43 genotip kullanilmigtir

(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan badem materyalleri (Dokuzoguz ve Giilcan 1979,
Gtilcan 1985, Yilmaz 2017)

Referans Cesitler
Gecg ciceklenen referanslar: : Ferragnes ve Bertina
Erken ciceklenen referanslari : Nurlu ve 48-1

Yerli Cesitler
Erken ci¢ceklenen: Akbadem, 17-4, Hacialibey, Nurlu (referans gesit), 48-1

(referans cesit)
Orta ge¢-geg ciceklenen: Giilcan |, Giilcan 11, Bozkurt, Halitbey

Yabanci Cesitler

Erken ciceklenen: Ne Plus Ultra, Garrigues

Orta ge¢-geg ciceklenen: Nonpareil, Supernova, Ferraduel, Guara, Moncayo,
Teksas, Yaltinski, Primorski, Ferragnes (referans ¢esit), Bertina (referans gesit)

Yabani Badem Tiirleri
Amygdalus arabica, Amygdalus webbi, Amygdalus orientalis

Gec Ciceklenme Gozlenen Seleksivon Materyalleri

Araban 10, Araban 17, Araban 94, Araban 95, Araban 96, Araban 125, Araban 126,
Araban 129, Araban 136, Araban 146, Araban 164, Yavuzeli 19, Yavuzeli 24,
Yavuzeli 26, Yavuzeli 28, Yavuzeli 29, Yavuzeli 51, Yavuzeli 102, Yavuzeli 103

Tezde materyal olarak kullanilan yabani badem tiirleri, standart ¢esitler ve seleksiyon

genotiplerinin 6zellikleri asagida siralanmistir (Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4).
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3.1.1 Yerli cesitler

Akbadem : Erken g¢igeklenen, kendine verimli olmayan bir ¢esittir. Dis bademi
smifinda yer almaktadir. Cift meyve oran1t % 63, i¢ meyve randimani ise % 48.6’dir
(Ath vd. 2008, Bozkurt 2020) (Sekil 3.1).

17-4 : Erken ¢igeklenen, kendine verimli olmayan bir ¢esittir. El bademi sinifinda yer
almaktadir. Cift meyve orant % 7.3, i¢ meyve randimani ise % 54.8’dir (Atl1 vd. 2008,
Bozkurt 2020) (Sekil 3.1).

Hacialibey: Erken ciceklenen, kendine verimli olmayan bir cesittir. Tas bademi
smifinda yer almaktadir. Cift meyve oran1 % 18.1, i¢ meyve randimani ise % 31.5 ‘dur.
(Atl vd. 2008, Bozkurt 2020) (Sekil 3.1).

Nurlu: Erken ¢igeklenen, kendine verimli olmayan bir ¢esittir. Tas bademi sinifinda yer
almaktadir. Cift meyve oram1 % 4, i¢ meyve randimani ise % 24’tiir (Ath vd. 2008,
Bozkurt 2020) (Sekil 3.1).

48-1: Cok erken ¢iceklenen, kendine verimli olmayan bir gesittir. Dis bademi sinifinda
yer almaktadir. Cift meyve oran1 % 3.8, i¢ meyve randimani ise % 37 dir (Ath vd. 2008,
Bozkurt 2020) (Sekil 3.1).

Giilcan 1: Orta gec ciceklenen, kendine verimli olmayan bir ¢esittir. Tas bademi
sinifinda yer almaktadir. Cift meyve oran1 % 11.8, i¢ meyve randimanit ise % 35.1°dir
(Atl vd. 2008, Bozkurt 2020) (Sekil 3.1).

Giilcan 2: Cok ge¢ ciceklenen, kendine verimli olmayan bir gesittir. Tas bademi
simifinda yer almaktadir. Cift meyve oran1 % 1.8, i¢c meyve randimani ise % 27 dir (Ath
vd. 2008, Bozkurt 2020) (Sekil 3.1).

Bozkurt: Orta gec¢ c¢igeklenen, kendine verimli olmayan bir g¢esittir. Dis bademi
simifinda yer almaktadir. Cift meyve orant % 2.33, i¢ meyve randimani ise % 44.4’tiir
(Atl1 vd. 2008, Bozkurt 2020) (Sekil 3.1).

Halitbey: Geg ci¢eklenen, kendine verimli olmayan bir gesittir. Dis bademi siifinda
yer almaktadir. Cift meyve oran1 % 8, i¢ meyve randimani ise % 43.5’dir (Ath vd. 2008,
Bozkurt 2020) (Sekil 3.1).
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Akbadem 174 Hacnalibey

Giilcan 2 Bozkurt Halitbey

Sekil 3.1 Materyal olarak kullanilan yerli gesitler (Atli vd. 2008, Bozkurt 2020)

3.1.2 Yabanai ¢esitler

Ne Plus Ultra: Erken gigeklenen, kendine verimli bir gesittir. Tas bademi sinifinda yer
almaktadir. Cift meyve oran1 %8, i¢ meyve randimani ise % 35.4°diir (Atlt vd. 2008,
Bozkurt 2020) (Sekil 3.2).
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Garrigues: Erken ciceklenen, kendine verimli olmayan bir gesittir. Tas bademi
siifinda yer alir. Cift meyve oran1 % 1.1, i¢ meyve randimani ise % 32.1°dir (At vd.
2008, Bozkurt 2020) (Sekil 3.2).

Nonpareil: Orta ge¢ ciceklenen, kendine verimli olmayan bir gesittir. El bademi
siifinda yer almaktadir. Cift meyve oran1 % 2.8, i¢c meyve randimani ise % 57°dir (Atlt
vd. 2008, Bozkurt 2020) (Sekil 3.2).

Guara: Geg cigeklenen, kendine verimli bir c¢esittir. Tas bademi sinifinda yer
almaktadir. Cift meyve orant % 11, i¢ meyve randimani ise % 31°dir (Atl vd. 2008,
Bozkurt 2020) (Sekil 3.2).

Moncayo: Geg ¢igeklenen, kendine verimli bir ¢esittir. Tas bademi sinifinda yer
almaktadir. Cift meyve oran1 % 8, i¢ meyve randimani ise % 30.2°dir (Ath vd. 2008,
Bozkurt 2020). (Sekil 3.2).

Teksas: Geg ¢igeklenen, kendine verimli olmayan bir ¢esittir. Dis bademi sinifinda yer
almaktadir. Cift meyve oran1 % 3.9, i¢ meyve randimani ise % 40.4’diir (Atli vd. 2008,
Bozkurt 2020) (Sekil 3.2).

Ferraduel: Cok gec ¢igeklenen, kendine verimli olmayan bir ¢esittir. Tas bademi
sinifinda yer almaktadir. Cift meyve oran1 % 0.3, i¢ meyve randimani ise % 27.1°dir
(Atl vd. 2008, Bozkurt 2020) (Sekil 3.2).

Primorski: Cok ge¢ ciceklenen, kendine verimli olmayan bir g¢esittir. Dis bademi
simifinda yer almaktadir. Cift meyve oran1 % 5.7, i¢ meyve randimani ise % 43.2°dir
(Ath vd. 2008, Bozkurt 2020) (Sekil 3.2).

Supernova: Cok geg ciceklenen, kendine verimli bir gesittir. Tas bademi sinifinda yer
almaktadir. Cift meyve oram1 % 1, i¢ meyve randimani ise % 31’°dir (Atlt vd. 2008,
Bozkurt 2020) (Sekil 3.2).

Yaltinski: Cok gec c¢iceklenen, kendine verimli olmayan bir ¢esittir. EI bademi
sinifinda yer almaktadir. Cift meyve oran1 % 1.3, i¢ meyve randimani ise % 43.1°dir
(Atl vd. 2008, Bozkurt 2020) (Sekil 3.2).

Ferragnes: Cok gec ¢iceklenen, kendine verimli olmayan bir ¢esittir. Tas bademi
simifinda yer almaktadir. Cift meyve oran1 % 0, i¢ meyve randimani ise % 32.1’dir (Ath
vd. 2008, Bozkurt 2020) (Sekil 3.2).
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Bertina: Cok ge¢ ¢igeklenen, kendine verimli bir gesittir. Tag bademi smifinda yer

almaktadir. Cift meyve oran1 % 3, i¢ meyve randimani ise % 28’dir (Ath vd. 2008
Bozkurt 2020) (Sekil 3.2).
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Yaltinski Ferragnes

Bertina

Sekil 3.2 Materyal olarak kullanilan yabanci gesitler (Atli vd. 2008, Bozkurt 2020)
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3.1.3 Yabani badem tiirleri

3.1.3.1 Amygdalus arabica Oliver

Arabica bir Yakin Dogu tiridir. Menzili giineydogu Anadolu, Irak ve Suriye'yi
kapsamaktadir (Sekil 3.3). Bat1 Iran, Israil, Urdiin ve Kuzeybat1 Suudi Arabistan'dan da
tek stantlar bilinmektedir. Bu badem tiirii, hem al¢ak hem de daglik arazilerde kuru
ciplak kiregtagi kayalari ve kumtasi kayaliklarinda yetisir. Dagiliminin  kuzey
kisimlarinda bozulmus mese agaclarinda meydana gelirken, daha kurak glineyde orman
bozkir, bozkir ve yari ¢6l olusumlarina girmektedir. A. arabica kumlu yerlerde ve vadi
yataklarinda bulunmaktadir. Yiikseklik araligi 150-1200 m arasinda degismektedir,
nadiren de 1500 metredir (Browicz ve Zielinski 1984).
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Sekil 3.3 Spartioides seksiyonunun iiyelerinin dagilimi: 20: A. arabica, 21: A. scoparia

3.1.3.2 Amygdalus orientalis Mill.

Amygdalus orientalis, bir Yakin Dogu tiiriidiir. Kuzeydogu Irak'ta ve giineyde ve Orta
Anadolu'da en yaygin yabani badem tiirlerinden biridir (Sekil 3.4). A. orientalis esas
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olarak, bozkir veya bozkir ormani bitki Ortiisiiyle kapl kum, gevsek cakil ve kiregtasi
kayaliklar1 veya kayalik yamaclar gibi agik ve giinesli yerleri kaplamaktadir. Ilk olarak
Suriye’de Sam yakinindaki daglarda bulunmustur. Agaclar1 dik biiyiir, ii¢ metreye kadar
yiikselir ve ¢ok dikenlidir. Geng dallar1 ve yapraklar1 c¢ok tiiyliidiir (Dokuzoguz ve
Giilcan 1979). Tiirkiye’de yetisen ve yaygin olan tiirlerdendir. Ulkemiz dogal
kaynaklarindan birisi olan Amygdalus orientalis badem tiiriiniin kirag, kiregli ve taslik
alanlarda yetistigi bilinmektedir. Schneider’e gére Amygdalus orientalis ile Amygdalus
elaegnifolia, Browicz’e gore Amygdalus orientalis ile Amygdalus argentea ve
Amygdalus eleagnifolia ile Amgydalus Kotschi sinonimlerdir. Kaliforniya’da yapilan
caligmalara gore, Amygdalus argentea ¢igeklerinin soguga kiiltiir ¢esitlerininkinden ¢ok

daha toleransli  oldugu  belirtilmistir ~ (Dokuzoguz ve  Gilcan 1979).

N
S

A ClK

5 s i
1 RINEE N
'f- uﬂr!ﬂh\%ﬁg ).‘?"r’T —
e KN '_” *ngﬁd: .
MEDITERRANEAN ’,,\”'f A R ’
s EAl l I‘\},f_l/: ' ;;/i - pi(
G N ol
e N
”\\%3 SR / A
Tndihly AN

Sekil 3.4 Orientalis tiir grubunun dogu iyelerinin dagilimi (A. mongolica haric):
10. A. orientalis Duhamel, 11. A. graeca, 12. A. elaeagnifolia, 13. A. kotchyi,
14. A. carduchorum
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3.1.3.3 Amygdalus webbii Spach.

Ik defa Webb tarafindan Canakkale bolgesinde dikkati ¢eken bu dikenli tiir biitiin
Balkan yarimadasinda, Yugoslavya’da, Yununistan’da, Bulgaristan’da ve Sicilya’da
bulunmaktadir. Bu tiiriin yapraklar kiiclik, dar ve parlaktir. Meyveleri ise uzun olup,
¢ok kisa olan formlarina da rastlamak miimkiindiir (Dokuzoguz ve Gililcan 1979).
Godini (2000), italyan bolgesi Puglia’dan Sicilya’ya uzanan bir Balkan tiirii olan
Prunus webbii’nin kendine uyusur olmasi ve ¢ogu badem bahgelerinin tarih dncesi
zamanlardan gilinlimiize kadar tohumla meydana gelmesinden dolayi, bu 6zelligin yerli
kiiltire alinan badem alanlarina katki saglayabilecegini gostermistir (Sekil 3.5). Nadir
olarak kendine uyusur badem cesitlerinin (6zellikle Puglia bolgesinde, Italya'da
kesfedilen) yerel Amygdalus webbii ile melezlenmesi yoluyla kendine verimliliklerini
elde ettikleri ileri stirilmistir. Amygdalus webbii, kirectasi kayalar1 veya deniz
seviyesinden 900 m yikseklige kadar cakilli yamacglarda acgik giinesli yerlerde
yetismektedir. Cok az bir kism1 1200-1600 m'ye kadar yetisenleri bulunmaktadir. Diger
badem tiirlerinin aksine, A. webbii'nin bazi populasyonlar1 kendine uyusmazdir (Socias i

Company 1990).
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Sekil 3.5 A. communis L.'nin yabani formlar1 2. A. trichamygdalus (El-Mazz)
Woronow. 3. A. fenzliana (Fritch) Lipsky. 4. A. webbii Spach. Bati
A. webbii bu haritanm simirlarmin &tesinde, giiney italya'ya
dogru uzanmaktadir

3.1.4 Geg ¢iceklenme ozelligi gozlenen seleksiyon materyalleri

Gaziantep ili Araban ve Yavuzeli ilgelerinde yiiriitiilen seleksiyon ¢alismasinda (Yilmaz

2017) gec cigeklenme 6zelligi bakimindan 6ne ¢ikan tipler incelenmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2 Materyal olarak kullanilan tipler (Yilmaz 2017)

Materyal goriiniimii Ciceklenme ve meyve ozellikleri

Araban 10: ik ciceklenme 29 Subat-1 Mart,
‘cigeklenme sonu 8-19 Mart, ¢iceklenme periyodu 9-
{19 giin.

. Araban 17: Ilk gigeklenme 29 Subat-3 Mart,
= ciceklenme sonu 12-19 Mart, ¢igeklenme periyodu
12-20 giin.

Araban 94: Sert kabuklu meyveleri uzun oval
seklindedir, ¢ok sert kabuklu ve orta iridir. I¢ meyve
iri ve tityliidiir. {1k ¢igeklenme 2-5 Mart, gigeklenme
sonu 12-23 Mart, ¢igceklenme periyodu 19-24 giin.

Araban 95: Sert kabuklu meyveleri uzun oval
seklindedir, ¢ok sert kabuklu ve iridir. i¢ meyve iri
ve az tiiylidiir. Tlk ¢igeklenme 2-6 Mart, ¢iceklenme
sonu 12-23 Mart, ¢igeklenme periyodu 19-24 giin.

Araban 96: Sert kabuklu meyveleri uzun oval
seklindedir, ¢cok sert kabuklu ve ufaktir. Ic meyve
ufak ve az tiiylidiir. Ilk c¢iceklenme 2-6 Mart,
ciceklenme sonu 12-23 Mart, ciceklenme periyodu
19-24 giin.
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Cizelge 3.2 Materyal olarak kullanilan tipler (Yilmaz 2017) (devam)

Materyal goriiniimii Ciceklenme ve meyve ozellikleri
' ‘ Araban 125: ilk ciceklenme 29 Subat-4 Mart,

cigeklenme sonu 12-22 Mart, ¢igeklenme periyodu
19-23 giin.

Araban 129: ilk ¢iceklenme 29 Subat-7 Mart,
ciceklenme sonu 12-27 Mart, ¢igeklenme periyodu
13-28 giin.

Araban 136: ilk ¢iceklenme 29 Subat-6 Mart,
cigeklenme sonu 15-24 Mart, ¢igeklenme periyodu
16-18 giin.

Araban 146: Sert kabuklu meyveleri uzun dar
seklindedir, cok sert kabuklu ve orta iridir. Ic
badem ufak ve az tiiyliidiir. Ik ¢iceklenme 2-10
Mart, ciceklenme sonu 12-27 Mart, ¢igeklenme

periyodu 19-24 giin.

&

“, raban 164: Sert kabuklu meyveleri uzun oval
eklindedir, ¢ok sert kabuklu ve orta iridir. Ig
adem orta iri ve az tiiyliidiir. Ik ciceklenme 2-6
art, cigeklenme sonu 11-14 Mart, ¢iceklenme

periyodu 17-18 giin.
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Cizelge 3.2 Materyal olarak kullanilan tipler (Yilmaz 2017) (devam)

Materyal goriiniimii Ciceklenme ve meyve ozellikleri

/

Yavuzeli 19: Sert kabuklu meyveleri kalp seklinde,
cok sert kabuklu ve ufaktir. i¢ badem ufak ve
tiyliidiir. Ik ¢igeklenme 29 Subat-6 Mart, ciceklenme
onu 10-23 Mart, ¢igeklenme periyodu 11-23 giin.

Yavuzeli 24: Sert kabuklu meyveleri elips seklinde, cok sert kabuklu ve iridir. i¢
badem orta iri ve tiiyliidiir. ilk ciceklenme 29 Subat-7 Mart, ¢igeklenme sonu 9-25
Mart, ¢gigeklenme periyodu 10-26 giin.

Araban 129: ilk c¢iceklenme 29 Subat-7 Mart,
ciceklenme sonu 12-27 Mart, ¢iceklenme periyodu
13-28 giin.

Araban 136: Ilk ciceklenme 29 Subat-6 Mart,
ciceklenme sonu 15-24 Mart, cigceklenme periyodu
16-18 giin.
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Cizelge 3.2 Materyal olarak kullanilan tipler (Yilmaz 2017) (devam)

Materyal goriiniimii Ciceklenme ve meyve ozellikleri

Araban 146: Sert kabuklu meyveleri uzun dar
seklindedir, ¢ok sert kabuklu ve orta iridir. Ic badem
ufak ve az tiiyliidiir. Ilk ¢iceklenme 2-10 Mart,
ciceklenme sonu 12-27 Mart, ciceklenme periyodu
19-24 giin.

Yavuzeli 28: Sert kabuklu meyveleri kalp seklinde,

ok sert kabuklu ve ufaktir. I¢c badem orta iri ve az

iiyliidiir.  Ilk  ¢iceklenme 29 Subat-9 Mart,

ciceklenme sonu 11-26 Mart, ciceklenme periyodu
12-24 giin.

Yavuzeli 29: Sert kabuklu meyveleri kalp seklinde, ¢ok sert kabuklu ve orta iriliktedir.
Ic badem orta iri ve az tilyliidiir. ilk gigeklenme 29 Subat-08 Mart, ¢igeklenme sonu
13-26 Mart, ¢iceklenme periyodu 12-24 giin.

Yavuzeli 51: Sert kabuklu meyveleri kalp seklinde, ¢ok sert kabuklu ve orta iriliktedir.
I¢c badem orta iri ve az tiiyliidiir. Ilk ¢iceklenme 22-29 Subat, ciceklenme sonu 9-10
Mart, ¢igeklenme periyodu 17 giin.
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Cizelge 3.2 Materyal olarak kullanilan tipler (Yilmaz 2017) (devam)

Materyal goriiniimii Ciceklenme ve meyve ozellikleri

Yavuzeli 102: Sert kabuklu meyveleri kalp

seklinde, cok sert kabuklu ve orta iridir. I¢ badem
orta iri ve az tilylidiir. Ik gigeklenme 29 Subat-04
art, ciceklenme sonu 10-17 Mart, ¢igeklenme
periyodu 18 giin.

Yavuzeli 103: Sert kabuklu meyveleri kalp

seklinde, cok sert kabuklu ve orta iridir. I¢ badem
fak ve az tiiyliidiir. Ik ¢iceklenme 1-6 Mart,
- iceklenme sonu 10-19 Mart, ¢igeklenme periyodu
#96-19 giin

3.2 Yontem

3.2.1 Ornek alim ve bitki yetistirme

Tezde kullanilan badem materyalleri, Tarim ve Orman Bakanligi Tarimsal Arastirmalar
ve Politikalar Genel Miudiirliigli Antepfistigt Arastirma Enstitiisii (Gaziantep) merkez
bahcesi ile ayni enstitiiniin havaalan1 bolgesinde yer alan koleksiyon parsellerinden

temin edilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 Sirastyla Enstitii (Gaziantep) merkez bahgesi ile ayni enstitiiniin
havaalan1 bélgesinde yer alan koleksiyon parselinden bir goriiniim

Tezde materyal olarak Cizelge 3.1°de belirtilen badem ¢esit ve genotiplerine ait ¢icek
tomurcuklar1 kullanilmistir. Bolgedeki hava sicakliklari takip edilerek, Ocak ay1 sonu
itibar1 ile hava sicakliklarinin yiikselmeye ve ¢igcek tomurcuklarinin patlayip siirmeye
basladig1 gozlemlenmistir. Bu nedenle 6rnek alimlar1 bolgedeki uygun sicaklik kosullar

dikkate alinarak 18 Subat 2016 ve 30 Ocak 2017 tarihlerinde ger¢eklestirilmistir

Tezde kullanilan gesit, tiir ve genotiplere ait saglikli gelisme gosteren agaglardan,
tizerinde heniiz siirmemis durumdaki ¢igek tomurcuklarint bulunduran 1-2 yagh dallar
toplanarak, nemini kaybetmeyecek sekilde, vakit kaybedilmeden Ankara Universitesi
Biyoteknoloji Enstitiisii’ne getirilmistir. Dallar, tizerlerinde ¢i¢ek tomurcuklarini tasir
halde 20 cm’lik dal ¢elikleri seklinde hazirlanmis (Sekil 3.7) ve iletim demetlerini
tikayan kallus olusumunu oOnlemek amaciyla hava iifleyicilerle stirekli olarak
havalandirilan Hoagland besin soliisyonu (Cizelge 3.3) icerisine konularak, iklim odas1
kosullarinda 25°C’de 16/8 saat giindiiz-gece fotoperiyotta siirmeye birakilmistir (Sekil
3.8-3.9).
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Sekil 3.7 Denemede kullanilan baz1 badem ¢esit ve genotiplerine ait gériintimler
(sirastyla Araban 129, Araban 17 genotipleri ve Ferraduel ¢esidi)

Sekil 3.8 Siirdiirmeye alinmadan once ¢eliklerin hazirlanisi
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Sekil 3.9 Iklim odasinda siirmeye alinan geliklerin gériiniimleri

Cizelge 3.3 Hoagland Besin Solusyonu'nda bulunan makro ve mikro elementler

Makro Elementler (10%) (g/) | Mikro Elementler (1x) (ag/h

K2S04 15.7 H3BO3 0.124
KH2PO4 2.7 MnSO4 0.066
MgSO4.7H20 24 CuS04.5H20 0.100
Ca(NOs)2.4H.0 47.23 | NHsMo 0.048
KCI 0.0746 | ZnS04.7H.0 0.155
(FeEDTA (1000x): 365 g/1)
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3.2.2 Ciceklenme zamani 6rneklemesi

Iklim odasina alinan tiim cesit ve genotiplerin herbirinde, pembe tomurcuk safhasina
kadar giinliik gozlemler yapilarak en uygun pembe tomurcuk donemleri yakalanmistir

(Sekil 3.10).

Sekil 3.10 Geg¢ c¢iceklenme degerlendirmesinde kullanilan pembe tomurcuklarin
gorunumu

Yerli ve yabanci standart ¢esitlerin, yabani tiirlerin ve seleksiyon materyallerinin iklim
odasinda pembe tomurcuk agma zamanlar1 ise Sekil 3.11°de belirtilmistir. Dogadan
selekte edilen genotiplerin ciceklenme zamani yesil renk, yerli ve yabanci standart

cesitlerin ¢iceklenme zamanlari ise pembe renk ile gosterilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11 Yerli ve yabanci standart ¢esitlerin, yabani tiirlerin ve seleksiyon materyallerinin iklim odasinda pembe tomurcuk
agma zamanlar1 (devam)



Geg cigeklenme degerlendirmeleri i¢in kullanilacak tomurcuk materyalleri; tesadiif
parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii, her tekerriirde 4-5 ¢igek tomurcugu olacak
sekilde toplanmistir. Geg ¢iceklenme kontrolii (0. gilin) olarak her cesit/genotipten
(3 tekerriirlii) stirmemis tomurcuklar alinarak 15 ml’lik falkon tiiplere konulmus ve
RNA izolasyonu icin -80 °C’de muhafazaya alinmistir (Sekil 3.12). Ayrica, iklim
odasinda tomurcuklari pembe tomurcuk donemine ulasan her gesit/genotipten 3 tekerriir
olmak iizere pembe tomurcuklar toplanmis ve RNA izolasyonu i¢in -80 °C’de
muhafazaya alinmistir. Bu 6rnekler ayn1 zamanda soguk uygulamalarinin kontroliidiir

(Sekil 3.13).

Referans cesitlerde belirlenen zaman araligi (iklim odasina alinmasindan pembe
tomurcuk donemine kadar gecen zaman) daha sonra tiim materyallerin ifade
analizlerinde zaman araligi olarak kullanilmisti. Bu asamada, Real time PCR

kontollerinde 0. giinde alinan gesit/genotiplere ait tomurcuklar kullanilmistir (Sekil

3.12).

Sekil 3.12 Geg g¢igeklenme degerlendirmesinin kontrol (0. giin) orneklerinden bir
gorinim
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Sekil 3.13 Geg ciceklenme degerlendirmesine ait ve soguk uygulamalarinin kontrolu
olan pembe tomurcuklar

3.2.3 Soguk stresi orneklemesi ve uygulamasi

Soguk uygulamalar1 kapsaminda; her bir gesit/genotipten 3 tekerriirlii olarak toplanan
pembe tomurcuklar -2°C’de 1., 1,5., 3., 6. ve 12. saatlerde soguga maruz birakilmistir.
Soguk uygulamas: tamamlanan tomurcuklar RNA izolasyonu amaci ile -80 °C

kosullarinda muhafazaya alinmistir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14 Soguk stresine alinan tomurcuklardan ve sogutma cihazindan bir goriiniim

Referans cesitlerde soguga toleransla iligkili CBF1 ve CBF2 genlerinin gen ifade
analizleri 6n analizler ile incelenmis ve her iki gen bolgesi i¢in gen ifadesinin en yiiksek
oldugu (Ct degerinin en diisiik oldugu) 6. saat zaman aralig1 olarak sec¢ilmis, ¢igeklenme
zamaninda son giinde toplanan pembe tomurcuklar (Soguk stresi uygulamalarinda
0. saat) kontrol 6rnekleri olarak kullanilmistir (Sekil 3.13). Boylelikle aragtirmanin iki
basamaginda (geg¢ ¢igeklenme ve soguk gen ifade analizlerinde) kontrollii bir baglant

saglanmistir.
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Tiim genotiplerin tomurcuklart soguk uygulamasi kapsaminda 3 tekerriirlii olarak kagit
pecetelerde muhafaza edilerek -2 °C’de 6 saat soguga maruz birakilmisti. Tim
orneklerde soguga toleransla iliskili CBF1 ve CBF2 genlerinin ifade diizeyleri

incelenmistir.

3.2.4 Geg ciceklenmeye yonelik MAS (Markir Assisted Selection-Markira Dayah
Seleksiyon) markir uygulamalari

Geg c¢iceklenme Ozelliginin gen ifadesinin tiim genotiplerde Real Time PCR
uygulamasiyla tespit edilmesinin yani sira, tim genotipler bu 6zellik ile iliskili RAPD
ve SSR markirlartyla da taranmistir. Taramada, bademle ilgili literatiirde (Ballester vd.
2001) yer alan Lb genine yonelik tespit edilen OPK10 RAPD (5’-GTGCAACGTG-3’)
gee ciceklenme markir: (Sekil 3.15) ve Rasouli vd. (2014) tarafindan tespit edilen SSR
markirlar1 (UDP96003, EPPCU2584, CPPCTO008 ve BPPCT035) olmak {iizere toplam 5

markir kullanilmistir.

G4 ¥l G4B
0 1F AG39 0 1F AG23A
7 4} PLGI7
16 P AGE™...._
201 L ") 4F AGE
24 it |f.;?l
25 1 oPK10
34 4} orios
a2 I AG16 ..
as F AG12. Tm a8 {F AG2S
53 4k AGI16
"e58 1F AGI2

Sekil 3.15 OPK 10 markirinin-Lb harita tizerinde goriiniisti (Ballester vd. 2001)
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3.2.4.1 DNA izolasyonu

Iklim odasindaki celiklerden siiren tiim gesit ve genotiplere ait gen¢ yapraklardan
yaprak ornekleri alinmistir. Tiim materyallerde DNA izolasyonlari (Sekil 3.16) Doyle ve
Doyle (1987)’nin tanimladigi Lefort vd. (1998) yontemine gore (Cizelge 3.4)
yapilirken, DNA kalite ve miktar Olglimleri % 1°lik agaroz jel elektroforezi ve
Nanodrop (ND-1000) spektrofotometre kullanilarak  gergeklestirilmistir.  Tim
genotiplere ait DNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiisii Arastirma Bulgulari

bolimunde verilmektedir.

Sekil 3.16 DNA izolasyon asamalar1 (supernatant kismi ve izo-propanol ile ¢oktiirme)

Cizelge 3.4 DNA ekstraksiyon soliisyonu igerigi

Son konsantrasyon 50 ml

50 mM TRIS pH 8.0 2ml 1M TRIS pH 8.0
50 mM EDTA pH 8.0 4ml0.5MEDTA pH 8.0
0.4 M LiCl 10 ml LiCl 4 M

1% CTAB 1gCTAB

2 % PVP 2gPVP

0.5 % TWEEN 20 0.5 ml TWEEN 20
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DNA izolasyon metot agsamalar1 asagida belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir:

v" Her gesit/genotipe ait 100 mg yaprak dokusuna 1 ml DNA ekstraksiyon solusyonu
eklenmistir (6rnek basina 10 pl 2-Merkaptoetanol icermistir).

v" Ornekler su banyosunda 65°C’de 25 dk tutulmustur, 10 dk aralarla karistirilmistir.

v" Oda sicakliginda 5 dk. sogutulmustur.

v Her 6rnek tizerine 0.7 ml klorofom/izoamil alkol (24:1) eklenerek 20-25 defa
sallanilmistir. Ardindan 6rnekler 30 dk boyunca buz (+4°C) tizerine bekletilmistir.

v Bu 6rnekler 20 dk. boyunca 4 °C’lik sogutmali santrifiijde 14000 rpm’de santrifiij
edilmistir.

v' Elde edilen siipernatant veya tist siv1 (0.7 ml) yeni bir tiipe aktarilmistir ve {izerine
0.8 ml isopropanol eklenmistir.

v' Ardindan 6rnekler 15-20 dk buz iizerinde (Tercihen gece boyu -20 °C) bekletilmistir.

v Ardindan 6rnekleri 10 dk. 4 °C’lik sogutmali santrifiijde 14000 rpm’de santrifiij
edilmistir ve tist stv1 atilmigtir.

v' Altta kalan kat1 (pellet) tizerine 1 ml %70lik etanol eklenmistir ve 2 dk 4 °C’lik
sogutmali santrifiijde 14000 rpm'de santrifiij edilmistir.

v" Etanol uzaklastirilarak elde edilen pelletler kurutulmustur.

v 50-60 pl nucleaz igermeyen H20' da ¢oziilmiistiir (pipetle pellet oynatilmistir, gece
boyu 4 “C’de tutularak DNA’nin ¢dziilmesi saglanmistir).

v/ 100 pl DNA igin 10 pl RNase eklenmis olup, 37 "C de 20 dk bekletilmistir.

3.2.4.2 PCR reaksiyonlarinin hazirlanmasi ve PCR

Bademde c¢igeklenme zamanina yonelik literatiirde (Rasouli vd. 2014) onerilen
UDP96003, EPPCU2584, CPPCT008 ve BPPCT035 4 SSR primeri kullanilmistir.
Primerlere ait baz dizileri, kullanilan floresan boya, beklenen bant biiyiikliigii ve kaynak

bilgileri Cizelge 3.5’te verilmistir.
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Cizelge 3.5 SSR lokuslarina ait primer bilgileri

Beklenen
. . Floresan
Primer dizileri . bant
No Lokus ad1 s e Isaretleme et Lo Kaynak
5°...3) bovasi biiyiikliigii
y (b¢)
TTGCTCAAAA
. UDP98003-F | sraTeaTTRe ) 143 | Cipriani vd. 1999,
UDP96003-R ACACGTAGTG ) Rasouli vd. 2014
CAACACTGGC
TTCAGCTCATC
EPPCU2584-F TAGTTTCATCA
2 CcC Yesil 128-133 Rasouli vd. 2014
CACGGTTCGA
EPPCU2584-R ACAACATCTG
CPPCTO08-F GAGCTCTCAC
GCATTAGTTT ) .
3 Yesil 153-161 | Rasouli vd. 2014
CPPCT008-R TTTGACTGCAT
AACAAAACG
TGAAGGATGG
BPPCTO3>-F | c1cTGATACC
4 AATTCATCTAC Mavi 113-126 Rasouli vd. 2014
BPPCT035-R TTCTTCCTCAA
GC

3.2.4.3 RAPD markir

OPK10 RAPD markir1 tahmini ge¢ ¢igeklenme genine (Lb) 5 ¢cM yakinlikta olup, geg
ciceklenme Ozelligine iliskin giivenilir sonu¢ verdigi belirtilmistir (Ballester vd. 2001).
Bu markirin beklenilen ayrim bandinin uzunlugu (bg) 1350 olarak verilmistir.
Literatiirden alinan veriye dayanarak, calismamizda OPK10 RAPD markirt kullanilmig
ve tiim materyallerde RAPD PCR uygulamalar1 gergeklestirilmistir (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.6 RAPD-MAS markir1 optimizasyon kosulu

Icerik Miktar
DNA (200ng) 4 ul
Buffer (5X) 5ul
dNTP (2.5 mM) 2 ul
MgCl; (25 mM) 3.5 ul
Primer (20 pmol) 3ul
Taq Polimeraz (5 {inite) 0.3 ul
ddH20 7.2 ul
Toplam 25 pul

RAPD PCR reaksiyonu i¢in kullanilan PCR programu :

v 94 °C’ de 5 dk,

v 94 °C’ de 45 sn.

v’ 32 °C’ de 45sn.

v 72 °C’ de 1 dk 20 sn.

v' 72°C’de 10 dk olmak tizere toplam 41 dongii olarak uygulanmustir.

3.2.4.4 Kapiller elektroforez ve allel goriintiilerinin alinmasi

Tezde kapiller elektroforez amaciyla Beckman CEQTM 8800 Genetik Analiz Sistemi
kullanilmistir  (Sekil 3.17). Cesitlere ait genotiplerin PCR iirlinleri isaretlemede
kullanilan floresan (Proligo, wellred isaretli primerler, Fransa) boyalara gore degisik
oranlarda (1:5, 1:10 gibi) 20 pl SLS (Sample Loading Solution) ile seyreltilmistir.
Uzerlerine 0,4 pl size standart-400 eklendikten sonra CEQTM 8800 Genetik Analiz
Sistemi’nde elektroforez edilmistir. Daha sonra her bir lokusa ait pikler; tipleri ve
renkleri g6z Oniine alinarak heterozigot ve homozigot olarak goriintiilenmistir.

Reaksiyonlar gerekli goriildiigli zaman yeterli sayida tekrar edilmistir.
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Sekil 3.17 Beckman CEQTM 8800 kapiller elektroforez sistemi

3.2.4.4.1 SSR markirlar

Cigeklenme zamania yonelik kullanilan SSR primerlerine ait veriler, Real time PCR
uygulamalarinda c¢iceklenme ile iliskili genlerin 6zellikle varligina 6n bulgu olarak
kullanilmistir. UDP96003 SSR markirinin literatiirde genotipler arasinda ¢igeklenme
zamant ile ilgili ayrim yaptig1 belirtilmistir. Ancak bu markirdan elde edilen bantlarin
olup olmama, kodominat (¢ift bant) gosterip gostermeme durumu degerlendirildiginde
ciceklenme zamani ile ilgili dogru bir ayrim saglamadigi tespit edilmistir. Daha
sonrasinda bir literatiir (Sanchez-Pérez vd. 2007) bilgisinde bu markirin tahmini Lb
genine c¢ok uzak (40 cM) oldugu anlagilmistir. Bu durum Rasouli vd. (2014)
makalesinde de teknik detay verilmeden vurgulanmigti. Ancak EPPCU2584,
CPPCTO008 ve BPPCT035 SSR markirlarinin genotiplerde ¢igeklenme zamaninin ayirt
etmede UDP96003 SSR markirina gore daha etkili oldugu bilgisi de sunulmustur. O
nedenle ¢alismamizda EPPCU2584, CPPCTO008 ve BPPCTO035 SSR markirlarinin

kullanimina gidilmistir.
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PCR sonrasi lokuslara ait PCR friinleri % 2’lik agaroz jel elektroforezinde
goriintiilenerek ilgili bant profilleri belirlenmistir. UDP96003, EPPCU2584, CPPCT008
ve BPPCT035 markirlarinin PCR optimizasyonu Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7 UDP96003, EPPCU2584, CPPCT008 ve BPPCT035 SSR markirlarinin
PCR optimizasyon kosulu

Icerik Miktar
DNA (200ng) 6 ul
Buffer (5X) 3ul
dNTP (0.5 mM) 1.5 ul
MgCl2 (25 mM) 2.1 ul
Primer Forward (5 pmol) 0.75 pul
Primer Reverse (5 pmol) 0.75 ul
Taq Polimeraz (5 iinite) 0.3 pl
ddH20 0.6 ul
Toplam 15 pl

PCR reaksiyonu igin kullanilan PCR programi (Touch-down PCR):

v 94 °C’ de 3 dk,

v 94°C’ de 1 dk

v 63°C’de 1 dk 45sn

v 72°C’ de 2 dk

v' 72°C’de 10 dk olmak tizere toplam 21 dongii olarak uygulanmustir.

Her PCR reaksiyonuna bir adet negatif kontrol (DNA icermeyen 6rnek) da eklenerek
markdre ait reaksiyonlarda kontaminasyon olup/olmadigi kontrol edilmistir. PCR
sonras1 lokuslara ait PCR friinleri % 2’lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilenerek

ilgili bant profilleri belirlenmistir.
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3.2.4.5 Gen ifade analizleri

3.2.4.5.1 Ornek ezimi

RNA izolasyonu oncesi ge¢ ¢iceklenme degerlendirmesinin kontrol Orneklerinde

sirastyla tomurcuk pullarinin ayrilmasi ve sivi azot yardimiyla tomurcuklarin havan

icinde ezilmesi tamamlanmistir (Sekil 3.18).

Sekil 3.18 Tomurcuklarda pul ayrim1 ve 6rnek ezimi

3.2.4.5.2 RNA izolasyonu

SV Total RNA Izolasyon kiti (Promega-Cat no:Z3100) kullanilarak izolasyon
gerceklestirilmistir (Sekil 3.19). RNA kalite ve miktar 6l¢iimleri, % 1’lik agaroz jel

elektroforezi ve Nanodrop (ND—1000) spektrofotometre kullanilarak yapilmistir. RNA
izolasyonu tekrar gerektiren 6rneklerde yenilenmistir.
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Sekil 3.19 SV Total RNA izolasyon Promega Kiti (Cat n0o:Z3100)
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RNA izolasyon metot asamalar1 agsagida belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir:

\

D N N NN

NN

Bitki doku 6rnegi s1v1 azot ile porselan havanda ezilmistir

30 mg ezilmis doku &rnegine 175ul RNA lysis buffer eklenmistir. Uzerine 350 ul
RNA diliisyon buffer eklenmistir. Tiip votekslenmistir.

Karigim maximum hizda oda kosulunda 10 dakika santrifiij yapilmistir.

Pellete dokunmadan {ist faz yeni temiz 1.5’luk tiipe aktarilmistir.

Uzerine 200 ul % 95°lik ethanol eklenmis, 3-4 kez pipetaj yapilmustir.

Karigim Spin kolona aktarilmis ve 12000-14000 rpm’de spin kolon tiipleri santrifiij
yapilmuistir.

Alt sivi dokiilmiistiir. Bu asamadan sonra DNAse mix’nin hesaplanmasina
gecilmistir. Her bir 6rnek bagina 40 pl yellow core buffer, 5 pul 0.09M MnCl; ve
5 ul DNAse olacak sekilde mix 1.5’luk tiipte hazirlanmustir.

Her bir filtrenin tizerine 50 pl olacak sekilde bu karisim eklenmistir. Bu asamada
karisim filtreye dokunmadan eklenmelidir. Tiipler oda sicakliginda, 25 dakika
bekletilmistir.

Bekleme siiresi sonrasinda, tiiplerin tizerine 200 pl SV DNAse Stop solution
fitrelerin tizerine eklenmistir.

12000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilmistir. Alta gegen s1v1 dokiilmiistiir.

Filtrelerin tizerine 600 pl Wash solution eklenmistir.

12.000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilmistir. Alta gecen s1vi1 dokiilmiistiir.
Filtrelerin tizerine 250 pul Wash solution eklenmistir.

Maximum hizda 2 dakika santrifiij edilmistir. Alta gecen sivi dokiilmiistiir. Alt
tiipler bu basamakta atilmistir.

Yeni 1.5’luk tiipler alinmistir. Bu tiiplerin lizerine fitreler yerlestirilmistir. Fitrelerin
tizerine 30 pul RNAse Free water eklenmistir. Oda sicakliginda tiipler 5 dakika
bekletilmistir.

12000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilmistir. Alta gegen siv1 arttk RNA’dir. Bu sivi
alinmis, tekrar filtreye konulmustur ve bu sefer 2 dakika beklenmistir.

12000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilmistir. Alta gegen s1v1 artik RNA’dir. Buzdan

ayirmadan agaroz jelde kontrol edilmis, porsiyonlanarak -80 °C’ye kaldirilmustir.
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v" Her ¢esit/genotipe ait 100 mg yaprak dokusuna 1 ml DNA ekstraksiyon solusyonu
eklenmistir (6rnek basma 10 pl 2-Merkaptoetanol igermistir).

v" Ornekler su banyosunda 65°C’de 25 dk. tutulmustur, 10 dk. aralarla karistirilmistir.

v Oda sicakliginda 5 dk. sogutulmustur.

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

v Bu 6rnekler 20 dk. boyunca 4 °C’lik sogutmali santrifiijde 14000 rpm’de santrifiij
edilmistir.

v" Elde edilen siipernatant veya st sivi (0.7 ml) yeni bir tiipe aktarilmistir ve {izerine
0.8 ml isopropanol eklenmistir.

v’ Ardindan ©6rnekler 15-20 dk. buz iizerinde (Tercihen gece boyu -20 ‘C) de
bekletilmistir.

v Ardindan 6rnekleri 10 dk. 4 °C’lik sogutmali santrifiijde 14000 rpm’de santrifiij
edilmistir ve tist stv1 atilmigtir.

v' Altta kalan kat1 (pellet) tizerine 1 ml % 70’lik etanol eklenmistir ve 2 dk. 4 °C’lik
sogutmali santrifiijde 14000 rpm'de santrifiij edilmistir.

v" Etanol uzaklastirilarak elde edilen pelletler kurutulmustur.

v" 50-60 ul nucleaz igermeyen H2O' da ¢oziilmiistiir.

v/ 100 pl DNA igin 10 ul RNase eklenmis olup, 37 °C de 20 dk. bekletilmistir

3.2.4.5.3 Real time PCR uygulamalari

Real time PCR uygulamalari kapsaminda belirlenen aday genlere primerlerin
olusturulmasi, bu primerlerin homolog gen bolgelerinin PCR reaksiyonu ile
cogaltilmast ve agaroz jel elektroforezinde kontrolii, cogaltimi saglanan PCR
tiriinlerinin piirifikasyonu, PCR {iriinlerinde dizi analizi ve dizi analizi sonrasinda
homolog gen bolgelerinden badem spesifik Real time PCR primerlerinin olusturulmasi

basamaklar yiiriitiilmiistiir.
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3.2.4.5.3.1 Kullamlan aday genlere ve primerlerlere ait bilgiler

Real time PCR uygulamalarinda kullanilan ¢igeklenme zamani ve soguk stresi toleransi

ile iliskili belirlenen aday genlere ait bilgiler Cizelge 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.8 Kullanilan aday genlere ait bilgiler

Konu Gen (Tiir), Literatiir
Ciceklenme zamani PabSOC1 (Kayis1), Trainin vd. 2013
genleri PpFT (Seftali), Silva vd. 2005

Soguk tolerans genleri PdCBF1 (Badem), PACBF2 (Badem), Barros vd. 2012

Bu aday genlere yonelik primerler ise Primer 3 programi ile dizayn edilmistir.

(http://bicinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Bu aday genlerin mRNA dizilerine yonelik

primerler ise Primer 3 programi ile Metabion International AG firmasi tarafindan dizayn

edilmistir.

Geg cigeklenme ile iligkili PpFT ve PabSOC1, soguga toleransla iliskili PACBF1 ve
PACBF2 primerleri kullanilmistir. Genlere ait dizayn edilen primer dizileri Arastirma

Bulgular1 kisminda (4.6.2 Kullanilan primerler, Cizelge 4.14) verilmistir.

3.2.4.5.3.2 Homolog gen bélgelerinin (aday gen primerlerinin) PCR'da ¢ogaltilmasi

Cigeklenme zamaniyla iliskili, seftaliden PpFT, kayisidan PabSOC1 ve bademden
PbAct, soguga toleransla iligkili bademden PdCBF1 ve PdCBF2 gen bolgelerinin
MRNA dizilimlerine yonelik dizayn edilen primerler ile ¢esitli on PCR optimizasyon
reaksiyonlart gerceklestirilmistir. Bu reaksiyonlarda kullanilan PCR protokolii Cizelge

3.9°da yer almaktadir.
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Cizelge 3.9 Homolog gen bolgelerinin amplifikasyonunda kullanilan PCR kosullar

Icerik Miktar (ul)
DNA (200ng) 6
Buffer (5X) 5
dNTP (0.5 mM) 1
MgCl, (25 mM) 2.5
Primer Forward (10 pmol) 2
Primer Reverse (10pmol) 2
Taq Polimeraz 0.3
ddH20 6.2
Toplam 25

PpFT, PabSOC1, PACBF1 ve PACBF2 primerlerinin PCR reaksiyonu i¢in Touch-down
65 PCR programi kullanilmistir.

PCR reaksiyonu i¢in kullanilan PCR programi (Touch-down 65 PCR):

v 94 °C’ de 3 dk.

v 94 °C’ de 1 dk.

v" Lokusa bagli olarak 65°C- 56°C degisen sicaklik araliklarinda 1 dk. 45sn
v 72 °C’ de 2 dk.

v' 72°C’de 10 dk. olmak iizere toplam 25 dongii olarak uygulanmigtir.

3.24.5.3.3 PCR reaksiyonu sonrasi1 homolog gen boélgelerinin (aday gen
primerlerinin) agaroz jel elektoforezi

PCR iiriinleri (25 pl) % 2'lik agaroz jel elektroforezinde 100 b¢ DNA Ladder (Solis
Biodyne-100b¢ Ladder) esliginde, 2 saat yiiriitilmiistiir ve beklenen bantlarin iyice
acilmasi saglanmistir. Yiirime sonunda her bir gen bolgesine ait beklenen biiyiikliige
sahip bantlar UV goriintiileme sistemi altinda steril bisturi yardimiyla kesilmis, darasi
alman 1.5 ml'lik ependorf tiiplere konulmus ve sonrasinda, PCR piirifikasyon asamasina
gecilmistir.  PabSOC1, PACBF2, PpFT, PACBF1 primerlerinin % 2’lik agaroz jel
elektroforezinde PCR amplifikasyonlart Arastirma Bulgular1 kisminda (4.6.4 PCR
reaksiyonu sonrasi homolog gen bolgelerinin (aday gen primerlerinin) agaroz jel

elektoforezi, Sekil 4.22) verilmistir.
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3.2.4.5.3.4 PCR iiriinlerinin piirifikasyonu

Promega (Cat No: A9280); "Wizard SV Gel ve PCR Clean-Up System" ile asagida
verildigi sekilde yapilmaistir.

v' Jelden alinan bantlarin agirliklar 6l¢iilmiistiir.

v’ Uzerlerine 1:1 oraninda (agirlik: hacim) “membran binding” soliisyonundan
eklenmistir ve 65 °C de eritilmistir.

v Kolonlar temiz tiipe yerlestirilmis, {izerlerine ornekler eklenmistir ve 1 dk.
beklenmistir.

v" 14000 rpm’de, oda sicakliginda, 1 dk. santrifiij yapilmustir.

v" Alt solusyonlar1 dokiilmustiir.

v" Kolonlara 700ul “Membran Wash” soliisyonu eklenmistir.

v' 14000 rpm’de, oda sicakliginda, 1 dk. santrifiij yapilmis ve alt solusyon dokiilmiistiir.

v’ “Membran Wash” soliisyonundan 500ul eklenerek 14000 rpm’de 5 dak. santrifiij
yapilmistir.

v" Kolonlar temiz tiiplere takilmigtir.

v' 25ul niikleaz icermeyen su membrana degmeden membranin tam ortasina
brrakilmistir ve 1 dk. bekletilmistir.

v' 14000 rpm’de, oda sicakliginda, 1 dk santrifiij yapilmustr.

v" Kolonlar atilip, tiiplerin kapaklari kapatilmistir ve +4°C’de saklanmustir.

PCR fiiriinlerinin piirifikasyonu sonrasinda saflastirilmis PCR {irtinleri % 1.5'luk agaroz
jel elektroforezinde gorsel olarak tekrar kontrol edilmis, miktar ve saflik tayinleri ise,
Nanodrop (ND-1000) spektrofotometre cihazinda belirlenmistir. Kontrol edilen piirifiye
PCR iiriinlerinde dizi analizi hizmet alimi (BM Laboratuvar Sistemleri, Ankara)

seklinde gerceklestirilmistir.

3.2.4.5.3.5 Dizi analizi sonrasinda homolog gen bélgelerinden badem spesifik Real
Time PCR primerlerinin olusturulmasi

Elde edilen dizilerden primer programi ile yeniden primer dizayni yapilarak, badem

spesifik Real Time PCR primeleri olusturulmustur. Primer dizayn1t NCBI Blast yardimi
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ile Primer Designing Tool programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Primer tasarimina
ornek goriintiiler Arastirma Bulgulart kisminda (4.6.6 Dizi analizi sonrasinda homolog
gen bolgelerinden badem spesifik Real Time PCR primerlerinin olusturulmasi, Sekil
4.28-4.31) verilmistir. Dizi analizi sonucu badem spesifik olusturulan Real Time PCR
primerlerine ait bilgiler ise Cizelge 4.16’da (Arastirma Bulgulari, 4.6.6 Dizi analizi
sonrasinda homolog gen bolgelerinden badem spesifik Real Time PCR primerlerinin

olusturulmasi) sunulmustur.

3.2.4.5.3.6 Real Time PCR reaksiyonlari

3.2.4.5.3.6.1 cDNA sentezi

Real Time PCR uygulamalarmin ilk asamasi olarak, izole edilen RNA'lardan cDNA
sentezi yapilmistir. cDNA sentezi igin Eurx NG Dart RT marka (Cat no:E0801) cDNA
sentez kiti kullanilmistir. Cizelge 3.10'da kitin igerdigi komponentlerle belirtilen
reaksiyon kosullarinda revers transkripsiyon islemi gerceklestirilmistir. cDNA sentezi
sonrast Nanodrop ND—1000 spektrofotometre ile elde edilen cDNA miktar1 6l¢iilerek
miktar tayini yapilmig ve agaroz jel (% 1) elektroforezinde de kontrol edilmistir. Real
Time PCR asamasini takip eden ikinci asamada ise ge¢ ¢iceklenme ve soguga toleransla
iligkili dizayn edilen primerlerin Real Time PCR’da 6n optimizasyonu reaksiyonlari

gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.10 cDNA sentez kosulu ve reaksiyon programi

Icerik Hacim (ul) Reaksiyon Kosullari
RNA 14
Oligo(dt)2o primer 1 55 °C 30 dk
5x NG cDNA Buffer 4 85°C 5 dk
NG dART RT Mix 1 10°C forever
Toplam 20
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3.2453.7 Real Time reaksiyonlarina ait primer optimizasyonu ve standart
egrilerin olusturulmasi

Olusturulan badem spesifik primerlerin optimizasyonu i¢in 6n Real Time PCR
denemeleri kurulmustur. Kurulan reaksiyon denemelerinde uygun primer ile referans
cesitlere ait cDNA konsantrasyonlari taranmis ve optimum baglanma gosteren
(baglanma sicakligi, cDNA ve Primer miktart vb.) reaksiyon kosullar1 belirlenmistir.
Calismada kullanilan 5 primerde (PdAct-Housekeeping, PpFT, PabSOC1, PdCBF1,
PdCBF2), SYBR Green kullanilarak 6n optimizasyonlar gergeklestirilmistir. Primerlere
gore optimize edilen igerik miktarlar1 ve Real Time PCR programinda kullanilan

baglanma sicakligi dereceleri (TM) Cizelge 3.11-3.15’te verilmistir.

Real Time PCR reaksiyonlar1 hazirlanirken, her bir primer (gen bdlgesine) yonelik
standart egrilerin cizilebilmesi amaciyla uygulamalara ait hem soguk hem de geg
ciceklenme uygulamalarindan ayri secilen bir kontrol cDNA'sindan 6 logaritmik
konsantrasyon olmak iizere; 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000, 1/1000000
oranlarinda seri diliisyonlar hazirlanmistir. Olgiimlerin degerlendirilmesi asamasinda
Real Time PCR cihazina ait analiz programi ile her bir primer i¢in optimize edilen
kosullar kullanilarak ayri1 ayri standart egriler ¢izilmistir. Uygun standart egri grafigi
cizilebilmesi icin, en az 1 logaritmik konsantrasyonun standart egri iizerinden ge¢cmesi
ve standart egrinin etkinlik degerinin 1.7 ile 2 arasinda, Slope (egim) degerinin ise -3.3'e
yakin olmasi istenmektedir. Etkinlik degeri 2'ye yaklastik¢a standart egri grafiginin

giivenirligi de artmaktadir.

Cizelge 3.11 PdAct (Housekeeping) primer optimizasyon kosullart (TM: optimize
edilen baglanma sicaklig1)

Icerik Hacim (V/V, nl)
cDNA 1
fleri Primeri (10 pmol) 0.75
Geri Primeri (10 pmol) 0.75
SyberGreen 2.5
™ 58 °C
Toplam Hacim 5
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Cizelge 3.12 PpFT primer optimizasyon kosullar1 (TM: optimize edilen baglanma

sicakligi
Icerik Hacim (V/V, pl)

Cdna 1.5

fleri Primeri (10 pmol) 1

Geri Primeri (10 pmol) 1
SyberGreen 2.5

™ 56 °C
Toplam Hacim 6

Cizelge 3.13 PabSOC1 primer optimizasyon kosullar1 (TM: optimize edilen baglanma

sicakligt)
Icerik Hacim (V/V, pl)

cDNA 1

Ileri Primeri (10 pmol) 0.75

Geri Primeri (10 pmol) 0.75
SyberGreen 2.5

™ 57°C
Toplam Hacim 5

Cizelge 3.14 PACBF1 primer optimizasyon kosullar1 (TM: optimize edilen baglanma

sicakligt)
Icerik Hacim (V/V, pl)
cDNA 1.25
Ileri Primeri (10 pmol) 1
Geri Primeri (10 pmol) 1
SyberGreen 2.5
™ 52 °C
Toplam Hacim 5.75

Cizelge 3.15 PACBF2 primer optimizasyon kosullart (TM: optimize edilen baglanma

sicakligr)
Icerik Hacim (V/V, nl)

cDNA 1

Ileri Primeri (10 pmol) 1

Geri Primeri (10 pmol) 1
SyberGreen 2.5

™ 50 °C
Toplam Hacim 5.5
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Referans ¢esitlerde soguk uygulamasinin her iki primer agisindan en genis Ct degerleri
baz alinarak 6. saat se¢ilmistir. Erken ve ge¢ ¢igeklenen c¢esitler acisindan en genis Ct
araliginin secilmesi, gen ifadesinin anlamlandirilmasinda daha etkili olacagindan ve
literatiirlerde badem genotiplerine uygulanan soguk uygulamasinin 8. saat sonrasinda
gen ifadesinin arttigr ifade edildiginden (Barros vd. 2012, Guo vd. 2014) tiim

genotiplerin 6.saat soguk uygulamasi seg¢ilmistir.

3.2.4.5.3.8 Orneklerin qRT-PCR cihazinda yiiriitiilmesi

Her bir primere ait 6rnekleri iceren cDNA’lar ile SYBR Green Master Kit icerikleri
karisimi qRT-PCR cihazina ait 384’liik platelere yerlestirilerek plate 1500 rpm’de 2 dk
+4°C'de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda sealing foil ile plate kaplanarak Roche
Light Cycler 480 cihazinda (Sekil 3.20) her bir primer i¢in optimize edilen sicaklik ve
ilgili optimize Real Time PCR programi segilerek ornekler yiiriitiilmiistiir. Cihazda
kullanilan temel Real Time PCR programi asagida verilmistir (Cizelge 3.16). Her bir
primere ait Ornekler 3 teknik tekrarli olarak yiiriitiilmis olup, gerekli goriilen

reaksiyonlar yeterli sayida tekrar edilmistir.
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Sekil 3.20 Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Laboratuvari- Roche Light
Cycler 480 cihazi
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sicakligina gore degisim gostermektedir)

Cizelge 3.16 Real Time PCR programi (TM: optimize edilen primer baglanma

Program Cycles Analysis Mode
Pre incubation ,:/lcoqugsmon Cycle | Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate
None 1 00:02:00 4.8
Amplification ,:\/Ic(;qduelsmon Cycle | Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate
95°C None 00:00:15 4.8
T™™° C None 40 00:01:00 2.5
72° C Single 00:01:00 4.8
Melting ,:\/Icc?duelsmon Cycle | Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate
95°C None 00:00:30 4.8
TM® C None 1 00:00:30 2.5
99° C Continuous - 0.11
Cooling ,:\/Icoqduelsmon Cycle | Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate
40 °C None 00:00:10 2.5

3.2.4.5.3.9 Elde edilen Real Time verilerine ait istatistik analizleri

Nispi ifade seviyeleri; 2"2A°T (delta delta-Ct veya ddct) algoritmasina gére REST 2009
software yazilimi kullanilarak, p<0.05 anlamlilik diizeyinde hesaplanmistir. Giiven
Araliklar1 (C.I.) % 95 olarak kabul edilmistir. PdAct, PpFT, PabSOC1, PdCBF1,
PdCBF2 genlerinin ifade seviye sonuglar1 2"*A°T yontemini kullanarak, Actin (PdAct)

kontrol geninin ifade degeri ile normalize edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 DNA izolasyonu

Aragtirmada kullanilan genotiplere ait DNA’larin, agaroz jel goriintiileri Sekil 4.1°de,

spektrofotometrik degerleri ise Cizelge 4.1’de sunulmustur.

1 2 3 4 S 9 10 11 12

6 7 8
e B a S 4=uc am

13 14 15 16 *~17 I8 19 20 21 22 23 24
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Sekil 4.1 Arastirmada kullanilan ¢esitlere ait DNA’larin, agaroz jel (% 1) goriintiileri

1. Yavuzeli 102, 2. Araban 17, 3. Primorski, 4. Ferraduel, 5. Moncayo, 6. Araban 129,
7. Araban 164, 8. Nonpareil, 9. Yaltinski, 10. Yavuzeli 19, 11. Araban 96, 12. Halitbey,
13. Yavuzeli 24, 14. Gilcanl, 15. Araban 94, 16. Yavuzeli 29, 17. Yavuzeli 51,
18. Yavuzeli 103, 19. Araban 146, 20. Araban 125, 21. Yavuzeli 26, 22. Nurlu,
23. Garrigues, 24. Giilcan 2, 25. Supernova, 26. Guara, 27. Yavuzeli 28, 28. Araban 136,
29. Araban 10, 30. Araban 95, 31. Araban 126, 32. Akbadem, 33. Bozkurt, 34. A.webbii,
35. Ferragnes, 36. 17-4, 37. Bertina, 38. Hacialibey, 39. A.orientalis, 40. A.arabica,
41. Teksas, 42. Ne Plus Ultra, 43. 48-1
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Cizelge 4.1 Arastirmada kullanillan tiir, c¢esit ve genotiplere ait DNA’larin
spektrofotometrik degerleri

D,\'T‘OA Tiir/Cesit/ Genotip '\:'l'g'j:f;r A260 A280 2%3?2‘30
1 Yavuzeli 102 1255,27 25,105 11,414 2,20
2 Araban 17 1875,76 37,515 17,342 2,16
3 PrimorskKi 3601,86 72,037 33,110 2,18
4 Ferraduel 2358,92 47,178 21,628 2,18
5 Moncayo 1133,58 22,672 10,508 2,16
6 Araban 129 2786,88 55,738 25,729 2,17
7 Araban 164 4989,41 99,788 49,905 2,00
8 Nonpareil 4219,70 84,394 39,774 2,12
9 Yaltinski 4735,83 94,717 48,116 1,97
10 Yavuzeli 19 1478,11 29,562 13,528 2,19
11 Araban 96 3477,60 69,552 32,353 2,15
12 Halitbey 5750,70 115,014 83,416 1,38
13 Yavuzeli 24 3438,76 68,775 32,668 2,11
14 Giilcan 1 2185,27 43,705 19,812 2,21
15 Araban 94 3775,82 75,516 35,000 2,16
16 Yavuzeli 29 2091,02 41,820 19,023 2,20
17 Yavuzeli 51 2541,73 50,835 23,615 2,15
18 Yavuzeli 103 3321,47 66,429 30,608 2,17
19 Araban 146 1653,20 33,064 15,118 2,19
20 Araban 125 3871,86 77,437 36,425 2,13
21 Yavuzeli 26 1328,62 26,572 12,109 2,19
22 Nurlu 2451,31 49,026 22,207 2,21
23 Garrigues 1613,79 32,276 14,647 2,20
24 Giilcan 2 1775,94 35,519 16,160 2,20
25 Supernova 1329,08 26,582 12,050 2,21
26 Guara 2295,10 45,902 20,982 2,19
27 Yavuzeli 28 1540,03 30,801 13,994 2,20
28 Araban 136 2401,55 48,031 21,659 2,22
29 Araban 10 1610,16 32,203 14,733 2,19
30 Araban 95 2115,31 42,306 19,982 2,12
31 Araban 126 1334,90 26,698 12,191 2,19
32 Akbadem 3031,24 60,625 27,759 2,18
33 Bozkurt 555,12 11,102 7,301 1,52
34 Amygdalus webbii 601,96 12,039 7,344 1,64
35 Ferragnes 2165,60 43,313 20,050 2,16
36 17-4 844,96 16,899 9,206 1,84
37 Bertina 1138,32 22,766 11,852 1,92
38 Hacialibey 756,57 15,131 8,058 1,88
39 Amygdalus orientalis 805,94 16,119 8,439 1,91
40 Amygdalus arabica 971,68 19,434 10,374 1,87
41 Teksas 528,51 10,570 6,773 1,56
42 Ne Plus Ultra 523,18 10,464 6,877 1,52
43 48-1 2303,30 46,066 21,84 2,11
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4.2 RAPD markirina ait PCR reaksiyonu

RAPD lokusuna ait PCR sonras1 6rnek jel goriintiileri Sekil 4.2°de verilmistir.

MO34 35 s a7

B M 45 46 47 48 & N 51 R 1K
— - 3 -

Sekil 4.2 OPK10 RAPD markirina ait RAPD-PCR reaksiyonlarina ait bant profilleri
(M: Markir)

M: DNA markir (200 bg), 1. Yaltinski, 2. Bozkurt, 3. Hacialibey, 4. Supernova,
5. Araban 94, 6. Araban 164, 7. Primorski, 8. Yavuzeli 51, 9. Yavuzeli 103,
10. Ferragnes, 11. NK, 12.Yavuzeli 24, 13. A.orientalis, 14. Araban 146,
15.Yavuzeli 28, 16.Yavuzeli 19, 17. Giilcan 2, 18.Araban 136, 19. Araban 126,
20. Teksas, 21. Bertina, 22. NK, 23. 48-1, 24. Nurlu, 25. Garrigues, 26. Yavuzeli 29,
27. Araban 96, 28. Akbadem, 29. Yavuzeli 26, 30. A.webbii, 31. A.arabica, 32. Yavuzeli
102, 33. NK, 34. Araban 17, 35. Ne Plus Ultra, 36. Halitbey, 37. Araban 125,
38. Araban 10, 39. Moncayo, 40. Ferraduel, 41. Araban 129, 42. Nonpareil, 43. Guara,
44. NK, 45. Bozkurt, 46. Ferragnes, 47. Teksas, 48. Bertina, 49. Nurlu, 50. Ne Plus
Ultra, 51. 17-4, 52. Araban 95, 53. Giilcan 1, 54. NK, 55. Bozkurt,56. Ferragnes,
57. Teksas, 58. Bertina, 59. Nurlu, 60. Ne Plus Ultra, 61. NK

OPK10 RAPD markirt ge¢ ciceklenme 6zelligi acisindan genotipler arasinda ayrim
saglamistir. Buna gore; Amygdalus webbii, 17-4, Akbadem, Araban 10, Araban 94,
Araban 96, Araban 126, Araban 129, Araban 136, Araban 146, Garrigues, Giilcan 2,
Guara, Ferragnes, Ferraduel, Moncayo, Nonpareil, Nurlu, Primorski, Teksas, Yaltinski,
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Yavuzeli 19, Yavuzeli 24, Yavuzeli 26, Yavuzeli 28, Yavuzeli 29, Yavuzeli 51,
Yavuzeli 102 ve Yavuzeli 103 genotiplerinde OPK10 primeri (1350 bg) beklenen

bolgede bant vermistir (Sekil 4.2). OPK10 primerinin ge¢ ¢iceklenme geni Lb’ye

uzakligi ¢ok yakin olarak belirlendiginden (Ballester vd. 2001), bu primerin geg

ciceklenme ozelligiyle iliskili olabilecegi ifade edilmistir. Beklenen bdlgede bant veren

genotiplerin ge¢ ciceklenmeyle iliskili oldugu beklenmektedir (Cizelge 4.2). incelenen

43 genotip arasindan ge¢ ¢igeklenmesini bekledigimiz 14 adet ¢esidin sadece 9 tanesi
(% 64.29) bant vermistir.

Cizelge 4.2 RAPD markirt degerlendirmesi

No | Tiir/ Cesit / Genotip | OPK10 markir1 (1350 b¢) (- Bant yok, + Bant var)
1 | Yaltinski +
2 | Bozkurt -
3 | Hacialibey -
4 | Supernova -
5 | Araban 94 +
6 | Araban 164 -
7 | Primorski +
8 | Yavuzeli 51 +
9 | Yavuzeli 103 +
10 | Ferragnes +
12 | Yavuzeli 24 +
13 | Amygdalus orientalis -
14 | Araban 146 +
15 | Yavuzeli 28 +
16 | Yavuzeli 19 +
17 | Gilcan 2 +
18 | Araban 136 +
19 | Araban 126 +
20 | Teksas +
21 | Bertina -
23 | 48-1 -
24 | Nurlu +
25 | Garrigues +
26 | Yavuzeli 29 +
27 | Araban 96 +
28 | Akbadem +
29 | Yavuzeli 26 +
30 | Amygdalus webbii +
31 | Amygdalus arabica -
32 | Yavuzeli 102 +
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Cizelge 4.2 RAPD markir1 degerlendirmesi (devam)

No | Tiir/ Cesit / Genotip | OPK10 markir:1 (1350 b¢) (- Bant yok, + Bant var)

34 | Araban 17 -

35 | Ne Plus Ultra -

36 | Halitbey

37 | Araban 125

38 | Araban 10 +
39 | Moncayo +
40 | Ferraduel +
41 | Araban 129 +
42 | Nonpareil +
43 | Guara +
51 |17-4 +
52 | Araban 95 -
53 | Giilcan 1 -

4.3 SSR lokuslarinin PCR reaksiyonu ve allel goriintiilerinin alinmasi

UDP96003 markirina ait PCR sonrast 6rnek jel goriintiileri Sekil 4.3°te verilmektedir.
Badem c¢esitlerinin SSR markirlarindaki (EPPCU2584, BPPCT035, CPPCT008) allel
biiyiikliikleri ise Cizelge 4.3 te verilmektedir.
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Sekil 4.3 UDP96003 SSR markirinin agaroz jelde (% 2) allel goriintiileri

M: DNA markir (100 bg), 1. A.arabica, 2. Yavuzeli 103, 3. Supernova, 4. Bozkurt,
5. Araban 10, 6. Garrigues, 7. Araban 95,8. Giilcan 2, 9. Ferraduel, 10. Araban 96,
11. Yavuzeli 19, 12. Araban 126, 13. Yavuzeli 26, 14. Halitbey, 15. Moncayo,
16. Yavuzeli 28, 17. Nurlu, 18. Teksas, 19. Yavuzeli 28, 20.Yavuzeli 51, 21. Araban 52,
22. Araban 94, 23. Ferragnes, 24. Yavuzeli 29, 25. Guara, 26. A. webbii, 27. Yavuzeli
24, 28. Bertina, 29. Hacialibey, 30. Primorski, 31. Giilcan 1, 32. Araban 146, 33. 17-4,
34. Araban 129, 35. Akbadem, 36. Yaltinski, 37. Ne Plus Ultra, 38.Nonpareil,
39. Araban 94, 40. 48-1, 41. A.orientalis, 42. NK, 43. Guara
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UDP96003 markirina gore heterozigot allel profil gosteren genotipler Supernova,
Bozkurt, Garrigues, Giilcan 2, Ferraduel, Yavuzeli 19, Yavuzeli 26, Yavuzeli 28,
Ferragnes, Yavuzeli 29, Guara, Primorski, Nonpareil ve A.orientalis olurken;
homozigot profil gosteren genotipler A.arabica, Yavuzeli 103, Araban 10, Araban 95,
Araban 96, Araban 126, Halitbey, Moncayo, Nurlu, Teksas, Yavuzeli 51, Araban 52,
Araban 94, A.webbii, Yavuzeli 24, Bertina, Hacialibey, Giilcan 1, Araban 146, 17-4,
Araban 129, Akbadem, Yaltinski, Ne Plus Ultra, Araban 94 ve 48-1’dir (Sekil 4.3). Geg
ciceklendigi bilinen 14 cesitten 8 adedi heterozigot profile sahip bulunurken (% 57.14),
6 adedi homozigot profil (% 42.86) sergilemistir (Sekil 4.3).

EPPCU2584 markirina ait PCR sonrasi 6rnek jel goriintiileri Sekil 4.4°te verilmektedir.

M 1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 1415 16 17 18 19
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Sekil 4.4 EPPCU2584 SSR markirinin agaroz jelde (% 2) allel goriintiileri

M: DNA markir (100 bg), 1. Araban 10, 2.Araban 17, 3. Araban 94, 4. Araban 95,
5. Araban 96, 6. Araban 125, 7. Araban 126, 8. Araban 129, 9. Araban 136, 10. Araban
146, 11. Araban 164, 12. Yavuzeli 19, 13. Yavuzeli 24, 14. Yavuzeli 26, 15. Yavuzeli 28,
16. Yavuzeli 29, 17. Yavuzeli 51, 18. Yavuzeli 102, 19. Yavuzeli 103, 20. Halitbey,
21. Hacialibey, 22. Nonpareil, 23. Akbadem, 24. A.orientalis, 25. 17-4, 26. Primorski,
27. Supernova, 28. Giilcan 2, 29. Moncayo, 30. Garrigues, 31. Halitbey, 32. Yaltinski,
33. Ne Plus Ultra, 34. A.webbii, 35. Bozkurt, 36. Guara, 37. Ferraduel, 38. Teksas,
39. Giilcan 1, 40. A.arabica, 41. Bertina, 42. Ferragnes, 43. 48-1, 44. Nurlu

EPPCU2584 markirina gore heterozigot profil gosteren genotipler Araban 94, Araban
96, Araban 125, Araban 129, Araban 136, Araban 146, Araban 164, Yavuzeli 19,
Yavuzeli 24, Yavuzeli 28, Yavuzeli 29, Yavuzeli 102, Yavuzeli 103, Halitbey,
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Hacialibey, Nonpareil,  A.orientalis, Supernova, Yaltinski, Bozkurt, Giilcan 1,
A.arabica, Bertina, Ferragnes ve 48-1 olmustur (Cizelge 4.3). EPPCU2584 markirina ait
allel heterozigotlugunun geg¢ cigceklenme 6zelligi agisindan genotipler arasinda ayrim
yaptig1 Rasouli vd. (2014) tarafindan ifade edilmektedir. Geg¢ ¢igeklendigi bilinen 14
cesitten (Dokuzoguz ve Giilcan 1979, Yilmaz 2017) 8 adedi heterozigot profil
gosterirken (% 57.14) 6 adedi homozigot profil (% 42.85) gostermistir. Calismamizda,
EPPCU2584 markirina gore heterozigotlugun ge¢ ¢igeklenme agisindan genotipler
arasinda iyi bir ayrim yaptigi (% 58.14) belirlenmistir.

BPPCTO035 markirina ait PCR sonrasi 6rnek jel goriintiileri Sekil 4.5’te verilmektedir.
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Sekil 4.5 BPPCT035 SSR markirinin agaroz jelde (% 2) allel goriintiileri

M: DNA markir (100 bg), 1. Araban 10, 2.Araban 17, 3. Araban 94, 4. Araban 95,
5. Araban 96, 6. Araban 125, 7. Araban 126, 8. Araban 129, 9. Araban 136, 10. Araban
146, 11. Araban 164, 12. Yavuzeli 19, 13. Yavuzeli 24, 14. Yavuzeli 26, 15. Yavuzeli 28,
16. Yavuzeli 29, 17. Yavuzeli 51, 18. Yavuzeli 102, 19. Yavuzeli 103, 20. Halitbey,
21. Hacialibey, 22. Nonpareil, 23. Akbadem, 24. A.orientalis, 25. 17-4, 26. Primorski,
27. Supernova, 28. Giilcan 2, 29. Moncayo, 30. Garrigues, 31. Halitbey, 32. Yaltinski,
33. Ne Plus Ultra, 34. A.webbii, 35. Bozkurt, 36. Guara, 37. Ferraduel, 38. Teksas,
39. Giilcan 1, 40. A.arabica, 41. Bertina, 42. Ferragnes, 43. 48-1, 44. Nurlu

BPPCT035 markirina gore heterozigot profil gosteren genotipler Yavuzeli 26 ve
Yavuzeli 103 olmustur (Cizelge 4.3). Cesitlerin ¢ogunda (% 95.34) bu SSR primeri
homozigot profil gostermistir. Bu markirin tiim gesitler arasinda iyi bir ayrim yapmadigi

gOriilmiistiir.
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CPPCTO008 markirina ait PCR sonrasi ornek jel goriintiileri Sekil 4.6°da verilmektedir
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Sekil 4.6 CPPCTO008 SSR markirinin agaroz jelde (% 2) allel goriintiileri

M: DNA markir (100 bg),1. Araban 10, 2.Araban 17, 3. Araban 94, 4. Araban 95,
5.Araban 96, 6. Araban 125, 7. Araban 126, 8. Araban 129, 9. Araban 136, 10. Araban
146, 11. Araban 164, 12. Yavuzeli 19, 13. Yavuzeli 24, 14. Yavuzeli 26, 15. Yavuzeli 28,
16. Yavuzeli 29, 17. Yavuzeli 51, 18. Yavuzeli 102, 19. Yavuzeli 103, 20. Halitbey,
21. Hacialibey, 22. Nonpareil, 23. Akbadem, 24. A.orientalis, 25. 17-4, 26. Primorski,
27. Supernova, 28. Giilcan 2, 29. Moncayo, 30. Garrigues, 31. Halitbey, 32. Yaltinski,
33. Ne Plus Ultra, 34. A.webbii, 35. Bozkurt, 36. Guara, 37. Ferraduel, 38. Teksas,
39.Giilcanl, 40. A.arabica, 41. Bertina, 42. Ferragnes, 43. 48-1, 44. Nurlu

CPPCTO008 markirina gore heterozigot allel profil gdsteren genotipler Araban 17,
Araban 126, Araban 129, Yavuzeli 19, Yavuzeli 24, Yavuzeli 26, Yavuzeli 28, Yavuzeli
29, Yavuzeli 51, Yavuzeli 102, Yavuzeli 103, Hacialibey, Nonpareil, A.orientalis, 17-4,
Primorski, Yaltinski, Supernova, Moncayo, Garrigues, Ne Plus Ultra, A.webbii, Bozkurt,
Guara, Ferraduel, Giilcan 1, Bertina, Ferragnes, 48-1 ve Nurlu olmustur (Cizelge 4.3).
CPPCTO008 markirinda heterozigotlugun ge¢ ciceklenme agisindan genotipler arasinda
ayrim yaptigi Rasouli vd. (2014) tarafindan ifade edilmektedir. Geg ¢igeklendigi bilinen
14 gesitten 11 tanesi heterozigot profil gosterirken 3 tanesi homozigot profil
gostermistir. CPPCT008 markiriina ait heterozigotlugun geg¢ cigeklenme acgisindan

genotipler arasinda iyi bir ayrim yaptig1 (% 69.77) belirlenmistir.
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Cizelge 4.3 Badem ¢esitlerinin 3 SSR markirindaki allel biiytikliikleri (bg)

No Tiir / Cesit / Genotip EPCU2584 | CPPCT008 | BPPCTO035
1 | Araban 10 135 | 135 | 165 | 165 | 123 | 123
2 | Araban 17 133 | 133 | 157 | 165 | 123 | 123
3 | Araban 94 133 | 135 | 167 | 167 | 123 | 123
4 | Araban 95 135 | 135 | 167 | 167 | 125 | 125
5 | Araban 96 133 | 135 | 167 | 167 | 123 | 123
6 | Araban 125 133 | 135 | 157 | 157 | 125 | 125
7 | Araban 126 135 | 135 | 157 | 165 | 123 | 123
8 | Araban 129 133 | 135 | 165 | 169 | 123 | 123
9 | Araban 136 133 | 135 | 165 | 165 | 123 | 123
10 | Araban 146 123 | 133 | 165 | 165 | 125 | 125
11 | Araban 164 133 | 135 | 167 | 167 | 123 | 123
12 | Yavuzeli 19 133 | 135 | 165 | 169 | 123 | 123
13 | Yavuzeli 24 133 | 135 | 165 | 175 | 123 | 123
14 | Yavuzeli 26 135 | 135 | 165 | 169 | 125 | 135
15 | Yavuzeli 28 133 | 135 | 165 | 169 | 123 | 123
16 | Yavuzeli 29 133 | 135 | 165 | 169 | 123 | 123
17 | Yavuzeli 51 135 | 135 | 165 | 169 | 125 | 125
18 | Yavuzeli 102 133 | 135 | 165 | 169 | 123 | 123
19 | Yavuzeli 103 127 | 135 | 165 | 169 | 123 | 135
20 | Halitbey 133 | 135 | 169 | 169 | 123 | 123
21 | Hacialibey 127 | 135 | 167 | 169 | 123 | 123
22 | Nonpareil 125 | 133 | 165 | 169 | 125 | 125
23 | Akbadem 135 | 135 | 165 | 165 | 123 | 123
24 | Amygdalus orientalis 127 | 135 | 157 | 165 | 123 | 123
25 | 17-4 135 | 135 | 165 | 171 | 125 | 125
26 | Primorski 135 | 135 | 165 169 | 125 | 125
27 | Supernova 127 | 135 | 165 | 169 | 125 | 125
28 | Giilcan 2 133 | 133 | 165 | 165 | 125 | 125
29 | Moncayo 133 | 133 | 157 | 167 | 125 | 125
30 | Garrigues 135 | 135 | 157 | 167 | 123 | 123
31 | Halitbey 133 | 135 | 169 | 169 | 123 | 123
32 | Yaltinski 133 | 135 | 165 | 169 | 123 | 123
33 | Ne Plus Ultra 135 | 135 | 157 | 167 | 125 | 125
34 | Amygdalus webbii 133 | 133 | 165 | 177 | 125 | 125
35 | Bozkurt 133 | 135 | 165 | 169 | 123 | 123
36 | Guara 135 | 135 | 157 | 167 | 123 | 123
37 | Ferraduel 135 | 135 | 165 | 169 | 125 | 125
38 | Teksas 135 | 135 | 169 | 169 | 125 | 125
39 | Giilcan 1 125 | 133 | 165 | 167 | 125 | 125
40 | Amygdalus arabica 127 | 135 | 169 | 169 | 123 | 123
41 | Bertina 127 | 133 | 165 | 169 | 125 | 125
42 | Ferragnes 127 | 135 | 165 | 167 | 125 | 125
43 | 48-1 133 | 135 | 165 | 169 | 125 | 125
44 | Nurlu 135 | 135 | 163 | 169 | 125 | 125
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UDP96003 lokusunun allel biiyiikliigii agaroz jel kosullarinda belirlendigi icin allel olup
olmamasina bakilmis, allel ayrimina gerek duyulmamistir. Her lokustaki allel
bliytikliikleri pik verisi olarak cihazin fragment analiz programi ile belirlenmistir.

Lokus-allel profillerinin kapilleri elektroforezdeki farkli gériiniisleri Sekil 4.7, Sekil 4.8
ve Sekil 4.9°da verilmektedir.
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Sekil 4.7 EPCU2584 SSR-(yesil) lokusuna ait 6rnek homozigot allel pik profili
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Sekil 4.8 EPCU2584 SSR-(yesil) lokusuna ait homozigot ve heterozigot allel pik

profilleri ile BPPCT035 SSR-(mavi) lokusuna ait 6rnek homozigot allel pik
profili
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Sekil 4.9 CPPCT008 SSR- (yesil) lokusuna ait 6rnek heterozigot allel pik profili

PCR asamalarinda (Sekil 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6) elde edilen net bant goriintiileri ile
markira (lokusa) ait allel profillerinin kapilleri elektroforezdeki (Sekil 4.7, Sekil 4.8,
Sekil 4.9) rahat goriintiilenebilen pikleri metot asamalarinda belirtilen optimizasyonlarin
iyi oldugunun gostergesi olup, tiim lokuslardaki allel tiplerinin (homozigot ve

heterozigot) ve biiyiikliiklerinin basarili bir sekilde tespit edilmesine olanak saglamistir.

4.3.1 SSR lokuslarin genetik analizleri

Tezde kullanilan 3 SSR markirina (lokusuna) ait allel biiytikliikleri baz ¢ifti (bg) olarak
Cizelge 4.3’te sunulmustur. Ayrica Ferragnes, Nurlu, Bertina ve 48-1 cesitleri de

referans ¢esit olarak orneklerle beraber analiz edilmistir.

Genotiplerin geg ¢iceklenme 6zelligini tasiyip tasimadiklart BPPCT035, CPPCTO0S,
EPCU2584 ve UDP96003 SSR markirlariyla belirlenmistir. BPPCT035 markirinin allel
bliytikliikleri genotipler arasinda 123 ile 125 bg; CPPCT008 markirmin allel
biiyiikliikleri 157 ile 177 bg¢ ve EPCU2584 markirinin allel biiyiikliikleri 125 ile 135 bg
arasinda degismistir (Cizelge 4.3). EPPCU2584 markirinda 5 allel, CPPCTO008
markirinda 7 allel ve BPPCTO035 markirinda 2 allel bulunmustur.
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EPPCU2584 markirinda (lokusunda) heterozigot profil gosteren genotipler Araban 94,
Araban 96, Araban 125, Araban 129, Araban 136, Araban 146, Araban 164, Yavuzeli 19,
Yavuzeli 24, Yavuzeli 28, Yavuzeli 29, Yavuzeli 102, Yavuzeli 103, Halitbey,
Hacialibey, Nonpareil, A.orientalis, Primorski, Supernova, Yaltinski, Bozkurt, Giilcan 1,
A.arabica, Bertina, Ferragnes ve 48-1 olmustur (Cizelge 4.3). EPPCU2584 markirinda
gozlemlenen heterozigotlugun, ge¢ ciceklenme agisindan genotipler arasinda iyi bir
ayrim yaptig1 belirlenmistir. Bu sonu¢ Rasouli vd. (2014)’iin g¢alismasiyla uyumlu

bulunmustur.

BPPCT035 markirinda (lokusunda) heterozigot profil gosteren genotipler Yavuzeli 26
ve Yavuzeli 103 olmustur (Cizelge 4.3). Bu markirda allel sayisinin az gézlemlenmesi
nedeni ile bu markirin genotipler arasinda iyi bir ayrim yapmadigi belirlenmistir.
Genotiplerin genelinde bu primer homozigot allel profil gostermistir. CPPCTO008
markirina gore heterozigot allel profil gdsteren genotipler; Araban 17, Araban 126,
Araban 129, Yavuzeli 19, Yavuzeli 24, Yavuzeli 26, Yavuzeli 28, Yavuzeli 29, Yavuzeli
51, Yavuzeli 102, Yavuzeli 103, Hacialibey, Nonpareil, A.orientalis, 17-4, Primorski,
Yaltinski, Supernova, Moncayo, Garrigues, Ne Plus Ultra, A.webbii, Bozkurt, Guara,
Ferraduel, Giilcan 1, Bertina, Ferragnes, 48-1 ve Nurlu olmustur (Cizelge 4.3).
CPPCTO008 markirina gore ge¢ cigceklenme agisindan genotipler arasinda heterozigot
alleller gostererek iyi bir ayrim yaptig1 belirlenmistir. Heterozigot allelleri ¢cok sayida
gostermesi nedeni ile CPPCTO008 en polimorfik markir olarak tespit edilmistir. Rasouli
vd. (2014)’nin ¢alismasinda da EPPCU2584 ve CPPCTO008 markirlarinin genotipleri

ayirmada en etkili markirlar olduklar belirtilmistir.

EPCU2584 ve CPPCTO008 markirlar1 birlikte degerlendirildiginde, heterozigotluk
gosteren genotiplerin bir diger deyisle, ge¢ ciceklenme 6zelligine sahip genotiplerin
Araban 129, Yavuzeli 19, Yavuzeli 24, Yavuzeli 28, Yavuzeli 29, Yavuzeli 102,
Yavuzeli 103, Hacialibey, Nonpareil, A.orientalis, Primorski, Supernova, Yaltinski,

Giilcan 1, Bertina, Ferragnes, 48-1 olabilecegi belirlenmistir.

UDP96003 markirt (lokusu) degerlendirildiginde ise, referans c¢esitlerden erken
ciceklendigi bilinen Nurlu ve 48-1 c¢esitlerinde (Kiiden vd. 2014) homozigotluk
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goriilirken, ge¢ ciceklendigini  bildigimiz Ferragnes ¢esidinde heterozigotluk
goriilmiistiir. Geg ¢igeklenme gosteren genotiplerde SSR allel profillerinin heterozigot
oldugu ve bu durumun ge¢ c¢igeklenmeyle iliskili olabilecegi Rasouli vd. (2014)
tarafindan bildirilmistir. Heterozigot profil gdsteren genotiplerin gec cigceklenmeyle
iligkili olabilecegi, ¢alismamizdaki sonuglarla da uyumluluk goéstermistir. UDP96003
markirina gore, ge¢ ciceklenme Ozelligi tasiyan genotiplerin Supernova, Bozkurt,
Garrigues, Giilcan 2, Ferraduel, Yavuzeli 19, Yavuzeli 26, Yavuzeli 28, Ferragnes,

Yavuzeli 29, Guara, Primorski, Nonpareil, A. orientalis olabilecegi belirlenmistir.

Tim markirlar birlikte degerlendirildiginde, Supernova, Primorski, Nonpareil ve
Yavuzeli 28 genotiplerinin heterozigot profil gosterdikleri belirlenmistir. Tiim markirlar
acisindan bu genotiplerin ge¢ ¢igeklenmeyle iliskili oldugu belirlenmistir. Beklenilen
sekilde sonu¢ gostermeyen cesitlerin; kullanilan markirin ilgili genle baglantisinin
zayifligindan veya genetik haritalamanin yapildigi markirlarin gelistirildigi badem
populasyonlart ile tezde kullanilan ¢esitler arasinda yakin  baglantilarin

goriilmemesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

4.4 RNA izolasyonu

Tezde hem gec c¢icek uygulamasi hem de soguk uygulamasina ait kontrol ve stres
orneklerinin her birinde 3 tekerriir olacak sekilde RNA izolasyonu yapilmistir. izole
edilen RNA’lara ait Ornek spektrofotometrik Olcim goriintiisii Sekil 4.10°da

verilmektedir.
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Sekil 4.10 izole edilen RNAya ait 6rnek spektrofotometrik 6lgiim drnek
(Nanodrop-ND-1000) goriintiisii

4.4.1 Geg ciceklenme degerlendirmesinin kontrol 6rneklerinde RNA izolasyonu

Geg cigeklenme uygulamasi kontrol oOrneklerine ait RNA’larin agaroz jel (% 1)
elektroforez  goriintiileri  Sekil 4.11°de, kontrol orneklerine ait RNA’larin

spektrofotometrik degerleri ise Cizelge 4.4’te verilmektedir.
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Sekil 4.11 Geg ¢iceklenme uygulamasi bazi kontrol drneklerine ait RNA’larin agaroz jel
(% 1) elektroforez goriintiileri (tek:tekerriir)

1. Moncayo 1.tek., 2. Garrigues 1.tek., 3. Ferraduel 1. tek., 4. Nonpareil 1. tek., 5. Hacialibey 1.tek.,
6. Ne Plus Ultra 1.tek., 7. Teksas 2. tek., 8. Akbadem 3.tek., 9. Giilcanl 3. tek., 10. Yaltinski 1. tek,
11. Supernova 2. tek., 12. 17-4 1. tek., 13. Primorski 2. tek., 14. Guara 2. tek., 15. Akbadem 1. tek.,
16. Bozkurt 3. tek., 17. Yaltinski 2. tek., 18. Giilcanl 1. tek., 19. A.webbii 2.tek., 20. Hacialibey 2.tek.,
21. Hacialibey 3. tek., 22. Ne Plus Ultra 2.tek., 23. Ne Plus Ultra 3.tek., 24. Bozkurt 1.tek.,
25. Nonpareil 3.tek., 26. Halitbey 1.tek., 27. Halitbey 2. tek., 28. Halitbey 3.tek, 29. A.arabica 1. tek.,
30. Giilcan2 1. tek., 31. Giilcan2 2. tek., 32. Giilcan2 3. tek., 33. Akbadem 2. tek., 34. Supernova 1.
tek., 35. Ferraduel 2. tek., 36. Ferraduel 3. tek., 37. Garrigues 2.tek., 38. Guara 1.tek., 39. Yavuzeli 51
1.tek., 40. Araban 136 1.tek., 41. Yavuzeli 24 1. tek., 42. Yavuzeli 19 1. tek., 43. Yavuzeli 102 3.tek.,
44, Araban 96 3. tek., 45. Yavuzeli 103 3. tek., 46. Araban 146 1. tek., 47. Yavuzeli 29 2. tek.,
48. A.orientalis 1. tek, 49. Araban 96 1. tek., 50. Yavuzeli 29 1. tek., 51. Yavuzeli 51 2. tek,,
52. A.orientalis 2. tek., 53. Araban 94 1. tek., 54. Yavuzeli 24 2. tek., 55. Yavuzeli 28 1. tek.,
56. Araban 95 3. tek., 57. Araban 164 2. tek., 58. Araban 126 3. tek., 59. Araban 125 2. tek., 60. 48-1 2.
tek., 61. Yavuzeli 29 1. tek., 62. Yavuzeli 51 2. tek., 63. Araban 10 3.tek., 64. 48-1 3.tek., 65. Yavuzeli 26
1. tek., 66. Araban 126 1. tek., 67. Yavuzeli 51 3.tek., 68. Araban 125 1. tek., 69. Araban 10 2.tek.,
70. Yavuzeli 103 1. tek., 71. Yavuzeli 26 3. tek., 72. 48-1 1. tek, 73. Araban 146 2. tek., 74. Araban 136
2. tek., 75. Yavuzeli 19 3. tek., 76. Yavuzeli 26 2. tek., 77. Araban 164 3. tek., 78. Araban 94 3. tek.,
79. Yavuzeli 102 2. tek., 80. Yavuzeli 29 3. tek., 81. Araban 125 3.tek., 82. A.orientalis 3. tek.,
83. Araban 17 3.tek., 84. Araban 17 2. tek., 85.Yavuzeli 28 2.tek., 86. Yavuzeli 28 3.tek., 87. Araban 94
2.tek., 88. Yavuzeli 19 2.tek., 89. Araban 17 1. tek., 90. Yavuzeli 103 2. tek., 91. Araban 126 2.tek.,
92. 17-4 3. tek., 93. Araban 164 1.tek., 94. Araban 95 1. tek., 95. Yavuzeli 102 1. tek., 96. Araban 96 2.
tek, 97. Yavuzeli 24 3. tek., 98. Araban 146 3. tek., 99. Araban 10 1. tek., 100. Araban 136 3. tek.,
101. Araban 164 1. tek., 102. Gulcan 1 2. tek., 103. Yavuzeli 103 3. tek., 104. 17-4 2. tek.,
105. Araban 164 3.tek., 106. Araban 129 2. tek., 107. A.webbii 3.tek., 108. Araban 129 1. tek.,
109. Araban 95 2.tek., 110. Araban 129 3.tek.
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Cizelge 4.4 Geg cigceklenme degerlendirmesinin bazi kontrol 6rneklerine ait RNA’larin

spektrofotometrik degerleri (tek:tekerriir)

RIL\IOA Tiir / Cesit / Genotip z\r/lllgll(;ﬁl)r A260 A280 2%3;12150
15 | Akbadem-1. tek 30,49 0,762 0,350 2,18
33 | Akbadem-2. tek. 22,03 0,551 0,310 1,77
8 Akbadem-3. tek 41,71 0,293 0,165 1,77
29 | Amygdalus arabica-1. tek. 105,69 2,642 1,203 2,20
* Amygdalus arabica- 2. tek. 187,23 | 33,745 15,604 2,16
* Amygdalus arabica- 3. tek. 235,28 | 20,706 9,184 2,25
48 | Amygdalus orientalis-1. tek. 476,98 | 11,924 5,654 2,11
52 | Amygdalus orientalis-2. tek. 65,06 1,626 0,716 2,27
82 | Amygdalus orientalis-3. tek. 41,61 1,040 0,479 2,17
* Amygdalus webbii-1. tek. 259,15 | 41,183 18,92 2,18
19 | Amygdalus webbii-2. tek. 104,08 0,352 0,178 1,97
107 | Amygdalus webbii-3. tek. 359,33 8,983 4,154 2,16
99 | Araban 10-1. tek 743,08 | 18,577 8,352 2,22
69 | Araban 10-2. tek 678,97 | 16,974 7,620 2,23
63 | Araban 10-3. tek 347,41 8,685 3,994 2,17
89 | Araban 17-1. tek 962,89 | 24,072 10,656 2,26
84 | Araban 17-2. tek 523,02 | 13,026 5,852 2,23
83 | Araban 17-3. tek 1016,09 | 25,402 11,356 2,24
53 | Araban 94-1. tek. 249,88 6,247 2,905 2,15
87 | Araban 94-2.tek 67,43 1,686 0,790 2,13
78 | Araban 94-3. tek 35,03 0,876 0,487 1,80
94 | Araban 95-1. tek 80,52 0,263 0,116 2,27
109 | Araban 95-2. tek 363,29 9,082 4,146 2,19
56 | Araban 95-3. tek. 373,51 9,338 4,557 2,05
49 | Araban 96-1. tek 234,09 5,852 2,838 2,06
96 | Araban 96-2. tek 80,36 0,009 0,013 0,68
44 | Araban 96-3. tek 93,30 2,333 1,111 2,10
68 | Araban 125-1. tek 316,98 7,925 3,754 2,11
59 | Araban 125-2. tek 511,51 | 12,788 5,917 2,16
81 | Araban 125-3. tek 32,55 0,814 0,371 2,20
66 | Araban 126-1. tek 200,20 5,005 2,272 2,20
91 | Araban 126-2. tek. 210,41 5,260 2,365 2,22
58 | Araban 126-3. tek. 657,71 | 16,443 7,534 2,18
108 | Araban 129-1. tek 222,12 5,553 2,533 2,19
106 | Araban 129-2. tek 480,77 | 12,019 5,271 2,28
110 | Araban 129-3. tek 246,83 6,171 2,814 2,19
40 Araban 136-1. tek. 280,47 0,712 0,541 1,32
74 | Araban 136-2. tek 32,44 0,811 0,441 1,84
100 | Araban 136-3. tek 58,18 0,455 0,210 2,16
46 | Araban 146-1. tek 292,92 7,323 3,434 2,13
73 | Araban 146-2. tek 74,02 1,851 0,865 2,14
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Cizelge 4.4 Geg ciceklenme degerlendirmesinin bazi kontrol 6rneklerine ait RNA’larin

spektrofotometrik degerleri (tek:tekerriir) (devam)

RNANo | Tiir/ Cesit / Genotip 'zfl';:ﬁ)r A260 | A280 2%3;12‘:3‘0
98 Araban 146-3. tek. 70,41 0,185 0,107 1,73
101 Araban 164-1. tek 169,67 4,242 1,919 2,21
57 Araban 164-2. tek 299,80 7,495 3,501 2,14
77 Araban 164-3. tek 140,49 0,362 0,179 2,03
24 Bozkurt-1. tek 27,66 0,691 0,325 2,13

* Bozkurt-2. tek. 166,26 4,156 2,179 1,91
16 Bozkurt-3. tek. 89,90 2,248 1,027 2,19
3 Ferraduel-1. tek. 40,90 1,022 0,456 2,24
35 Ferraduel-2. tek. 373,22 | 27,464 12,628 2,17
36 Ferraduel-3. tek. 357,67 8,942 4,046 2,21
2 Garrigues-1. tek. 47,24 1,181 0,546 2,16
37 Garrigues-2. tek 766,12 | 19,153 8,490 2,26
* Garrigues-3. tek. 377,1 9,428 4,579 2,06
38 Guara-1. tek. 25,78 0,644 0,319 2,02
14 Guara-2. tek. 70,66 0,191 0,095 2,03
* Guara-3. tek. 175,58 29,39 13,425 2,19
18 Giilcan 1-1. tek. 150,24 3,756 1,684 2,23
102 Giilcan 1-2. tek. 179,05 4,476 2,010 2,23
9 Giilcan 1-3. tek 40,91 0,123 0,090 1,37
30 Giilcan 2-1. tek 56,05 1,401 0,675 2,08
31 Giilcan 2-2. tek 33,65 0,841 0,403 2,09
32 Giilcan 2-3. tek 23,02 0,575 0,298 1,93
5 Hacialibey-1. tek 62,72 1,568 0,700 2,24
20 Hacialibey-2. tek. 200,10 0,503 0,262 1,92
21 Hacialibey-3. tek. 150,76 0,394 0,210 1,88
26 Halitbey-1. tek 120,45 0,311 0,158 1,97
27 Halitbey-2. tek 136,50 3,413 1,567 2,18
28 Halitbey-3. tek 114,64 2,866 1,328 2,16
1 Moncayo-1. tek 24,67 0,617 0,292 2,11
* Moncayo-2. tek. 217,25 | 30,431 15,795 1,93
* Moncayo-3. tek 266,99 6,675 3,203 2,08
6 Ne Plus Ultra-1. tek 44,80 1,120 0,511 2,19
22 Ne Plus Ultra-2. tek 28,00 0,700 0,329 2,13
23 Ne Plus Ultra-3. tek 33,37 0,834 0,406 2,06
4 Nonpareil-1. tek 30,85 0,096 0,030 3,22
* Nonpareil-2. tek. 45,60 0,096 0,030 3,22
25 Nonpareil-3. tek 30,65 0,091 0,068 1,34
* Primorski-1. tek. 241,11 6,028 2,834 2,13
13 Primorski-2. tek 131,80 3,295 1,489 2,21
93 Primorski-3. tek. 108,41 2,71 1,226 2,21
34 Supernova-1. tek 285,20 7,129 3,226 2,21
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Cizelge 4.4 Geg cigceklenme degerlendirmesinin bazi kontrol 6rneklerine ait RNA’larin
spektrofotometrik degerleri (tek:tekerriir) (devam)

11 Supernova-2. tek 167,89 4,197 1,909 2,20
Supernova-3. tek. 248,18 31,204 15,797 1,98

* Teksas-1. tek. 221,78 42,436 22,517 1,88

7 Teksas-2. tek. 48,97 1,224 0,564 2,17

* Teksas-3. tek. 215,27 40,305 21,425 1,88

10 Yaltinski-1. tek. 54,62 0,366 0,185 1,97
17 Yaltinski-2. tek. 47,38 0,435 0,217 2,00
* Yaltinski-3. tek. 222,21 42,444 22,392 1,90

42 Yavuzeli 19-1. tek 334,43 8,361 3,866 2,16
88 Yavuzeli 19 2. tek 70,48 1,762 0,792 2,22
75 Yavuzeli 19-3. tek 213,37 5,334 2,426 2,20
41 Yavuzeli 24-1. tek. 140,81 0,370 0,164 2,26
54 Yavuzeli 24-2. tek 265,92 6,648 3,157 2,11
97 Yavuzeli 24-3. tek 13,73 0,343 0,164 2,10
65 Yavuzeli 26-1. tek 169,32 4,233 1,897 2,23
76 Yavuzeli 26-2. tek 198,53 4,963 2,238 2,22
71 Yavuzeli 26-3. tek 221,06 5,527 2,487 2,22
55 Yavuzeli 28-1. tek 109,16 2,729 1,235 2,21
85 Yavuzeli 28-2. tek 110,09 0,277 0,134 2,08
86 Yavuzeli 28-3. tek. 60,72 0,168 0,065 2,57
50 Yavuzeli 29-1. tek 217,48 5,437 2,534 2,15
47 Yavuzeli 29-2. tek 283,43 7,086 3,252 2,18
80 Yavuzeli 29-3. tek 160,32 0,408 0,195 2,09
39 Yavuzeli 51-1. tek 224,66 24,493 11,290 2,17
62 Yavuzeli 51-2. tek. 159,75 3,994 1,853 2,16
67 Yavuzeli 51-3. tek 34,01 0,850 0,423 2,01
95 Yavuzeli 102-1. tek 100,44 0,261 0,106 2,47
79 Yavuzeli 102-2. tek 33,61 0,840 0,396 2,12
43 Yavuzeli 102-3. tek 90,93 0,248 0,148 1,68
70 Yavuzeli 103-1. tek 256,77 6,419 2,998 2,14
90 Yavuzeli 103-2. tek 227,35 24,547 9,842 2,49
103 Yavuzeli 103-3. tek. 161,81 4,045 1,834 2,21
12 17-4-1. tek 105,18 2,630 1,205 2,18
104 17-4-2. tek 96,13 2,403 1,092 2,20
92 17-4-3. tek. 89,62 2,241 1,034 2,17
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Cizelge 4.4 Geg cigceklenme degerlendirmesinin bazi kontrol 6rneklerine ait RNA’larin
spektrofotometrik degerleri (tek:tekerriir) (devam)

72 48-1-1. tek 52,63 1,316 0,600 2,19

60 48-1-2. tek 165,39 4,135 1,918 2,16

64 48-1-3. tek 131,08 3,277 1,527 2,15
* Sekil 4.11°de yer almamaktadir.

Real Time PCR amagh izole edilen RNA’larin saflik (260/280) oraninin yaklasik
1.8-2.0 olmasi istenmektedir. Bu oran 1.8’den diisiik oldugunda ortamda protein varligi,
2.0’dan biiyiik oldugunda ise (0rnegin kloroform veya fenol ile) kontamine olma

durumu s6z konusudur.

Gec ¢igeklenme  degerlendirmesinin  kontrol  orneklerine ait RNA’larin
spektrofotometrik Slciimleri sonuglarinda (Cizelge 4.4) RNA’larda saflik oranlarinin
genel olarak istenilen smirlar icinde olmasi, istenilen kalitede RNA izolasyonunun
gerceklestiginin gostergesidir. Elde edilen RNA’larin miktarlarinin yaklagik 200 ng/ul
oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.4).

4.4.2 Geg ciceklenme degerlendirmesinin stres orneklerinde RNA izolasyonu

Geg ciceklenme degerlendirmesi stres Orneklerine ait RNA’larin agaroz jel (% 1)
elektroforez goriintiileri Sekil 4.12°de verilmektedir. Orneklerin ¢ift banda sahip

olmalari, RNA’larmin net bir sekilde gozlemlendigini ifade etmektedir.
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Sekil 4.12 Geg ciceklenme degerlendirmesi bazi stres 6rneklerine ait RNA’larin agaroz
jel (% 1) elektroforez goriintiileri (tek:tekerriir)

1. 17-4 3.tek., 2. Hacialibey 2.tek., 3. Hacialibey 3. tek., 4. Nonpareil 3. tek., 5. Halitbey 3.tek.,
6. A.arabica 3. tek., 7. Yaltinski 3.tek., 8. Giilcan2 3. tek., 9. Akbadem 3. tek., 10. Ferraduel 3. tek,
11. Teksas 3. tek., 12. Primorski 3. tek. 13. Primorski 1.tek., 14. A.arabica 2.tek., 15. Akbadem 2. tek.,
16. Halitbey 2. tek., 17. Primorski 2.tek., 18. Halitbey 1. tek., 19. Giilcan2 2.tek., 20. Giilcan2 1. tek.,
21. A.arabica 1. tek., 22. Nonpareil 2. tek, 23. Ferrdauel 2. tek., 24. Hacialibey 1. tek., 25. Ferraduel 1.
tek., 26. 17-4 1. tek., 27. Akbadem 1. tek., 28. Yaltinski 2. tek., 29. Yaltinski 1. tek., 30. 17-4 2. tek.,
31. Ne Plus Ultra 1. tek., 32. Ne Plus Ultra 2. tek., 33. Bozkurt 1.tek., 34. Bozkurt 2.tek., 35. Bozkurt
3.tek., 36. Nonpareil 1. tek., 37. Moncayo 1.tek., 38. Moncayo 2.tek., 39. Ne Plus Ultra 3.tek.,
40. A.orientalis 1. tek., 41. A.orientalis 2. tek., 42. Giilcanl 1. tek, 43. Supernova 1. tek., 44. Supernova
2.tek., 45. A.webbii 1.tek., 46. A.webbii 2.tek., 47. A.webbii 3. tek., 48. A.orientalis 3. tek., 49. Moncayo
3. tek., 50. Supernova 3. tek., 51. Teksas 1. tek., 52. Teksas 2.tek., 53. 48-1 l.tek., 54. 48-1 2.tek.,
55. 48-1 3.tek., 56. Guara 1. tek., 57. Guara 2.tek., 58. Guara 3.tek., 59. Giilcanl 2.tek., 60. Giilcanl 3.
tek., 61. Garrigues 1.tek., 62. Garrigues 2.tek, 63. Garrigues 3. tek. 64. Araban 164 1.tek., 65. Araban 164
2. tek., 66. Yavuzeli 26 3. tek., 67. Yavuzeli 28 2. tek., 68. Araban 164 3. tek., 69. Araban 129 2.tek.,
70. Yavuzeli 28  1.tek., 71. Araban 17 3.tek., 72. Araban 95 2.tek., 73. Araban 17 1.tek.,
74. Araban 126 2. tek., 75. Araban 129 1. tek., 76. Yavuzeli 28 3. tek., 77. Araban 146 1. tek.,
78. Yavuzeli 103 3. tek., 79. Araban 126 3. tek., 80. Yavuzeli 26 2. tek., 81. Yavuzeli 103 1. tek.,
82. Yavuzeli 26 1. tek., 83. Araban 95 3. tek., 84. Araban 126 1. tek., 85. Araban 129 3. tek.,
86. Yavuzeli 103 2. tek., 87. Araban 136 2. tek., 88. Yavuzeli 19 3. tek., 89. Yavuzeli 24 2. tek,,
90. Araban 17 2. tek., 91. Yavuzeli 102 2. tek., 92. Araban 10 3. tek., 93. Araban 94 2. tek., 94. Araban 96
1. tek., 95. Araban 94 3. tek., 96. Yavuzeli 19 1. tek., 97. Araban 94 1. tek., 98. Yavuzeli 29 3. tek.,
99. Araban 125 1. tek., 100. Araban 10 2.tek., 101. Yavuzeli 29 2.tek., 102. Yavuzeli 24 3.tek,,
103. Araban 125 2.tek., 104. Yavuzeli 51 3.tek., 105. Araban 95 1.tek., 106. Yavuzeli 24 1.tek.,
107. Yavuzeli 51 2.tek., 108. Yavuzeli 51 1.tek., 109. Araban 96 3.tek., 110. Yavuzeli 19 2.tek.,
111. Yavuzeli 102 3.tek., 112. Yavuzeli 29 1.tek., 113. Araban 125 3.tek., 114. Araban 136 1.tek.,
115. Yavuzeli 102 1. tek., 116. Araban 10 1.tek., 117. Araban 136 3.tek., 118. Araban 96 2.tek.
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Geg ciceklenme degerlendirmesi stres Orneklerine ait RNA’larin spektrofotometrik

degerleri Cizelge 4.5’te verilmektedir.

Cizelge 4.5 Geg c¢iceklenme degerlendirmesi bazi stres Orneklerine ait RNA’larin
spektrofotometrik degerleri (tek:tekerriir)

RIL\IOA Tiir / Cesit / Genotip '(\:Iliglj;[ﬁ; A260 A280 2%3;12150
27 | Akbadem-1. tek. 120,70 0,317 0,188 1,69
15 Akbadem-2. tek. 44 A7 1,112 0,562 1,98
9 Akbadem-3. tek. 22,38 0,560 0,284 1,97
21 | Amygdalus arabica-1. tek. 143,51 3,588 1,685 2,13
14 | Amygdalus arabica-2. tek. 335,20 8,380 3,843 2,18
6 Amygdalus arabica-3. tek. 218,62 5,466 2,493 2,19
40 | Amygdalus orientalis-1. tek. 26,18 0,655 0,472 1,39
41 | Amygdalus orientalis-2. tek. 20,20 0,505 0,392 1,29
48 | Amygdalus orientalis-3. tek. 16,49 0,412 0,338 1,22
45 | Amygdalus webbii-1. tek. 158,66 3,966 1,830 2,17
46 | Amygdalus webbii-2. tek. 188,00 4,700 2,159 2,18
47 | Amygdalus webbii-3. tek. 150,35 0,384 0,342 1,12

116 | Araban 10-1. tek. 258,94 6,473 2,931 2,21

100 | Araban 10-2. tek. 233,89 5,847 2,645 2,21
92 | Araban 10-3. tek. 187,17 4,679 2,126 2,20
73 Araban 17-1.tek. 246,83 6,171 2,814 2,19
90 | Araban 17-2. tek. 72,70 1,818 0,824 2,21
71 | Araban 17-3. tek. 222,12 5,553 2,533 2,19
97 | Araban 94-1. tek. 231,83 5,796 2,611 2,22
93 | Araban 94-2. tek. 274,36 6,859 3,127 2,19
95 | Araban 94-3. tek. 121,28 3,032 1,368 2,22

105 | Araban 95-1. tek. 323,32 | 26,466 | 12,278 2,16
72 | Araban 95-2. tek. 363,29 9,082 4,146 2,19
83 | Araban 95-3. tek. 258,01 6,450 2,915 2,21
94 | Araban 96-1. tek. 31,34 0,783 0,324 2,41

118 | Araban 96-2. tek. 196,63 4,916 2,232 2,20

109 | Araban 96-3. tek. 259,43 6,486 2,939 2,21
99 | Araban 125-1. tek. 205,15 5,129 2,288 2,24

103 | Araban 125-2. tek. 252,86 6,322 2,846 2,22

113 | Araban 125-3. tek. 229,32 5,733 2,556 2,24
84 | Araban 126-1. tek. 571,69 | 14,292 6,218 2,30
74 | Araban 126-2. tek. 228,60 5,715 2,579 2,22
79 | Araban 126-3. tek. 300,57 7,514 3,422 2,20
75 | Araban 129-1. tek. 296,68 7,417 3,342 2,22
69 | Araban 129-2. tek. 480,77 | 12,019 5,271 2,28
85 | Araban 129-3. tek. 360,50 9,012 4,190 2,15
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Cizelge 4.5 Geg ciceklenme degerlendirmesi bazi stres Orneklerine

spektrofotometrik degerleri (tek:tekerriir) (devam)

ait RNA’larin

RI\II\:;A\ Tiir / Cesit / Genotip I(\:Illgi;ﬁ; A260 A280 2%3;12120
114 | Araban 136-1. tek. 212,48 5,312 2,400 2,21
87 | Araban 136-2. tek. 227,89 5,697 2,580 2,21
117 | Araban 136-3. tek. 223,24 5,581 2,527 2,21
77 Araban 146-1. tek. 142,83 3,571 1,656 2,16

* Araban 146-2. tek. 216,68 | 40,334 | 21,424 1,88
* Araban 146-3. tek. 253,84 | 41,077 | 21,721 1,89
64 Araban 164-1. tek. 169,67 4,242 1,919 2,21
65 | Araban 164-2. tek. 179,05 4,476 2,010 2,23
68 | Araban 164-3. tek. 167,38 4,184 1,874 2,23
33 | Bozkurt-1. tek. 171,78 4,295 2,095 2,05
34 | Bozkurt-2. tek. 165,22 4,130 2,027 2,04
35 | Bozkurt-3. tek. 83,12 2,078 1,220 1,70
25 | Ferraduel-1. tek. 188,51 4,713 2,212 2,13
23 | Ferrdauel-2. tek. 47,44 1,186 0,589 2,01
10 | Ferraduel-3. tek. 94,87 2,372 1,091 2,17
61 | Garrigues-1. tek. 89,88 2,247 1,009 2,23
62 | Garrigues-2. tek. 98,33 2,458 1,115 2,20
63 | Garrigues-3. tek. 75,31 1,883 0,845 2,23
56 | Guara-1. tek. 70,11 0,178 0,089 2,00
57 | Guara-2. tek. 60,66 0,517 0,245 2,10
58 | Guara-3. tek. 90,86 0,247 0,193 1,28
42 | Giilcan 1-1. tek. 26,99 0,675 0,494 1,39
59 | Giilcan 1-2. tek. 92,21 2,305 1,045 2,21
60 | Giilcan 1-3. tek. 171,15 4,279 1,920 2,23
20 | Giilcan 2-1. tek. 82,62 2,066 0,989 2,09
19 | Giilcan 2-2. tek. 61,75 1,544 0,742 2,08
8 Giilcan2-3. tek. 27,81 0,695 0,363 1,92
24 Hacialibey-1. tek. 46,33 1,158 0,598 1,94
2 Hacialibey-2. tek. 18,91 0,473 0,259 1,82
3 Hacialibey-3. tek. 15,63 0,391 0,230 1,70
18 | Halitbey-1. tek. 93,73 2,343 1,117 2,10
16 | Halitbey-2. tek. 170,97 4,274 1,985 2,15
5 Halitbey-3. tek. 131,29 3,282 1,502 2,19
* Moncayo-1. tek. 275,02 41,5 22,466 1,85
38 | Moncayo-2. tek. 32,04 0,801 0,529 1,51
49 | Moncayo-3. tek. 74,72 1,868 0,952 1,96
31 | Ne Plus Ultra-1. tek. 293,19 7,330 3,402 2,15
32 | Ne Plus Ultra-2. tek. 210,67 5,267 2,421 2,18
39 | Ne Plus Ultra-3. tek. 71,08 1,777 0,955 1,86
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Cizelge 4.5 Geg ciceklenme degerlendirmesi bazi stres orneklerine

spektrofotometrik degerleri (tek:tekerriir) (devam)

ait RNA’larin

RNANo | Tiir / Cesit / Genotip '(\:'l'g'jﬁ)r A260 | A280 2%3?2‘:3‘0
* Nonpareil-1. tek. 275,81 6,895 3,349 2,06
22 Nonpareil-2. tek. 40,49 1,012 0,511 1,98
4 Nonpareil-3. tek. 66,68 1,667 0,794 2,10
13 Primorski-1. tek. 47,74 1,193 0,628 1,90
17 Primorski-2. tek. 29,98 0,749 0,419 1,79
12 Primorski-3. tek. 38,61 0,965 0,472 2,04
43 Supernova-1. tek. 95,80 2,395 1,461 1,64
44 Supernova-2. tek. 57,23 1,431 0,815 1,76
50 Supernova-3. tek. 129,22 3,230 1,509 2,14
51 Teksas-1. tek. 85,93 2,148 1,059 2,03
52 Teksas-2. tek. 63,27 1,582 0,837 1,89
11 Teksas-3. tek. 286,01 7,150 3,262 2,19
29 Yaltinski-1. tek. 508,00 | 12,700 5,659 2,24
28 Yaltinski-2. tek. 174,47 4,362 2,017 2,16
7 Yaltinski-3. tek. 25,70 0,643 0,330 1,94
96 Yavuzeli 19-1. tek. 128,59 3,215 1,439 2,23
110 Yavuzeli 19-2. tek. 105,38 2,634 1,175 2,24
88 Yavuzeli 19-3. tek. 69,89 1,747 0,786 2,22
106 Yavuzeli 24-1. tek. 267,51 6,688 2,973 2,25
89 Yavuzeli 24-2. tek. 252,86 6,321 2,841 2,22
102 Yavuzeli 24-3. tek. 226,56 5,664 2,491 2,27
82 Yavuzeli 26-1. tek. 237,96 5,949 2,721 2,19
80 Yavuzeli 26-2. tek. 140,62 3,515 1,598 2,20
66 Yavuzeli 26-3. tek. 161,81 4,045 1,834 2,21
70 Yavuzeli 28-.1. tek. 359,33 8,983 4,154 2,16
67 Yavuzeli 28-2. tek. 96,13 2,403 1,092 2,20
76 Yavuzeli 28-3. tek. 79,32 1,983 0,923 2,15
112 Yavuzeli 29-1. tek. 314,49 7,862 3,538 2,22
101 Yavuzeli 29-2. tek. 144,17 3,604 1,611 2,24
98 Yavuzeli 29-3. tek. 233,17 5,829 2,647 2,20
108 Yavuzeli 51-1. tek. 186,20 4,655 2,097 2,22
107 Yavuzeli 51-2. tek. 159,82 3,995 1,778 2,25
104 Yavuzeli 51-3. tek. 87,99 2,200 0,971 2,27
115 Yavuzeli 102-1. tek. 230,03 0,751 0,332 2,26
91 Yavuzeli 102-2. tek. 170,50 4,262 1,946 2,19
111 Yavuzeli 102-3. tek. 26,55 0,664 0,294 2,26
81 Yavuzeli 103-1. tek. 184,88 4,622 2,067 2,24
86 Yavuzeli 103-2. tek. 200,76 5,019 2,249 2,23
78 Yavuzeli 103-3. tek. 318,67 7,967 3,631 2,19
26 17-4-1. tek. 131,82 3,295 1,583 2,08
30 17-4-2. tek. 207,41 5,185 2,411 2,15

1 17-4-3. tek. 100,32 2,508 1,150 2,18
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Cizelge 4.5 Geg ciceklenme degerlendirmesi bazi stres orneklerine

spektrofotometrik degerleri (tek:tekerriir) (devam)

ait RNA’larin

RNANo | Tiir / Cesit / Genotip '(\:'l'g'jﬁ)r A260 | A280 2%3?2‘:3‘0
53 48-1-1. tek. 45,80 1,145 0,590 1,94
54 48-1-2. tek. 44 87 1,122 0,531 2,11
55 48-1-3. tek. 184,15 4,604 2,093 2,20

* Sekil 4.12°de yer almamaktadir.

Real Time PCR amagh izole edilen ge¢ ¢iceklenme stres Orneklerine ait RNA’larin
saflik (260/280) oraninin yaklasik 2.2 oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.5). Elde edilen
RNA’larin konsantrasyonlart ise 15,63 ile 571,69 ng/ul araliginda degismektedir
(Cizelge 4.5). Bu sonuglar, elde edilen RNA konsantrasyonlarinin (Cizelge 4.5) ve
agaroz jel (% 1) elektroforez goriintiilerinin (Sekil 4.12) ¢cDNA sentezi igin yeterli

oldugu anlamina gelmektedir.

4.4.3 Soguga tolerans uygulamasina iliskin RNA izolasyonu

4.4.3.1 Referans cesitlerin RNA izolasyonu

Soguga tolerans uygulamalarina iliskin olarak kullanilan referans cesitlerin RNA’lar1

Sekil 4.13’te verilmektedir.
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Sekil 4.13 Soguk uygulamalart (1., 1.5., 3., 6. ve 12. saat) bazi referans ¢esitlere ait
RNA’larin agaroz jel (% 1) elektroforez goriintiileri

1. 48-1 12.saat. 1l.tek, 2. 48-1 l.saat l.tek., 3. 48-1 3.ssat l.tek., 4. 48-1 1.5 saat 1.tek.,
5. 48-1 6.saat 1.tek., 6. Nurlu 1.5 saat 1.tek., 7. Nurlu 3.saat 1.tek., 8. Nurlu 12.saat 1.tek.,
9. Nurlu 6.saat 1.tek., 10. Nurlu 1.saat 2.tek., 11. Ferragnes 1.5 saat 1.tek., 12. Ferragnes 6. saat
3.tek  13. Ferragnes 3. saat 3.tek 14. Ferragnes 1. saat l.tek., 15. Ferragnes 1. saat 2.tek.,
16. Bertina 12. saat 2.tek., 17. Bertina 3. saat 1.tek., 18. Bertina 12. saat 1.tek., 19. Bertina 1.
saat l.tek., 20. Bertina 3. saat 2.tek., 21. Bertina 6. saat 1.tek., 22. Bertina 6. saat 3.tek.,
23. Nurlu 12. saat 3.tek., 24. 48-1 1.5 saat 3.tek., 25. 48-1 3.saat. 2.tek., 26. Ferragnes 3..saat
2.tek., 27.48-1 3.ssat 3.tek., 28. 48-1 12. saat 2.tek., 29. Ferragnes 1.5.saat 3.tek., 30. Ferragnes
1.5.saat 2.tek., 31. Ferragnes 12.saat 2.tek., 32. Ferragnes l.saat 3.tek.,33. Bertina 1.5.saat
3.tek., 34. Bertina 3.saat 3.tek., 35. Bertina 12.saat 3.tek., 36. Bertina 1.5.saat 2.tek., 37.Bertina
6.saat 2.tek., 38. Bertina 1.saat 2.tek., 39. Bertina 1.saat 3.tek., 40. Nurlu 1.5. saat 3.tek.,
41. Nurlu 12.saat 2.tek., 42. Nurlu 1.saat 3.tek., 43. Nurlu 3.saat 3.tek., 44. Nurlu 3.saat
2.tek.,45. Nurlu 6.saat 2.tek 46. Nurlu 1.saat 1.tek., 47. 48-1 12.saat 3.tek., 48. 48-1 6.saat
2.tek., 49. 48-1 6.saat 3.tek., 50. 48-1 1.saat 3.tek., 51.48-1 1.saat 2.tek., 52. 48-1 1.5 saat
2.tek., 53. Nurlu 6. saat 3.tek., 54. 48-1 12. 1l.saat 3.tek., 55. Bertina 1.5 saat 2.tek.,
56. Nurlu 1.5 saat 2.tek.
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Soguk uygulamalar1 (1., 1.5., 3., 6. ve 12. saat) referans cesitlerine ait
spektrofotometrik degerleri Cizelge 4.6’da verilmektedir.

RNA’larin

Cizelge 4.6 Soguk uygulamalar (1., 1.5., 3., 6. ve 12. saat) bazi referans ¢esitlerine ait

RNA’larin spektrofotometrik degerleri (tek:tekerriir)

RNANo | Tiir/ Cesit/ Genotip 'zflgj:ﬁ)r A260 | A280 2%3512‘;3‘0
19 Bertina 1. saat-1. tek 48,88 1,222 0,562 2,17
38 Bertina 1.saat-2. tek 135,97 3,399 1,568 2,17
39 Bertina 1.saat-3. tek 180,04 0,201 0,082 2,45
55 Bertina 1.5 saat-2. tek 90,81 0,245 0,105 2,33
36 Bertina 1.5.saat-2. tek 60,90 0,173 0,061 2,84
33 Bertina 1.5.saat-3. tek 27,93 0,698 0,339 2,06
17 Bertina 3. saat-1. tek 27,54 0,689 0,290 2,37
20 Bertina 3. saat-2. tek 160,12 0,403 0,229 1,76
34 Bertina 3.saat-3. tek 170,38 0,434 0,180 2,41
21 Bertina 6. saat-1. tek 200,51 0,513 0,272 1,89
37 Bertina 6.saat-2. tek 190,12 0,228 0,053 4,27
22 Bertina 6. saat-3. tek 160,49 0,412 0,196 2,11
18 Bertina 12. saat-1. tek 90,73 0,243 0,140 1,74
16 Bertina 12. saat-2. tek 126,03 3,151 1,396 2,26
35 Bertina 12.saat-3. tek 217,84 5,446 2,543 2,14
14 Ferragnes 1. saat-1. tek 79,24 1,981 0,857 2,31
15 Ferragnes 1. saat-2. tek 86,54 2,164 1,009 2,14
32 Ferragnes 1.saat-3. tek 62,89 1,572 0,763 2,06
11 Ferragnes 1.5 saat-1. tek 130,22 0,755 0,321 2,35
30 Ferragnes 1.5.saat-2. tek 111,40 2,785 1,308 2,13
29 Ferragnes 1.5.saat-3. tek 130,45 0,086 0,047 1,83
* Ferragnes 3. saat-1. tek 146,43 42,929 | 22,657 1,89
26 Ferragnes 3.saat-2. tek 40,02 0,100 0,026 3,82
13 Ferragnes 3. saat-3. tek 22,08 0,552 0,199 2,77
* Ferragnes 6. saat-1. tek 30,34 0,434 0,180 2,41
* Ferragnes 6. saat-2. tek 24,15 0,698 0,339 2,06
12 Ferragnes 6. saat-3. tek 15,55 0,389 0,161 2,41
* Ferragnes 12.saat-1. tek 126,23 0,403 0,229 1,76
31 Ferragnes 12.saat-2. tek 80,01 0,200 0,110 1,82
* Ferragnes 12.saat-3. tek 102,56 0,513 0,272 1,89
46 Nurlu 1.saat-1. tek 347,21 8,680 3,997 2,17
10 Nurlu 1.saat-2. tek 195,03 4,876 2,164 2,25
42 Nurlu 1.saat-3. tek 603,77 15,094 6,684 2,26
6 Nurlu 1.5 saat-1. tek 463,21 11,58 5,307 2,18
56 Nurlu 1.5 saat-2. tek 375,62 9,390 4,329 2,17
40 Nurlu 1.5. saat-3. tek 449,27 11,232 5,234 2,15
7 Nurlu 3.saat-1. tek 324,42 8,111 3,674 2,21
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Cizelge 4.6 Soguk uygulamalar1 (1., 1.5., 3., 6. ve 12. saat) bazi referans ¢esitlerine ait
RNA’larin spektrofotometrik degerleri (tek:tekerriir) (devam)

RNANo | Tiir/ Cesit / Genotip z\r’l"g‘j;";‘)r A260 | A280 223?2‘:3‘0
44 Nurlu 3.saat-2. tek 443,20 | 11,080 5,180 2,14
43 Nurlu 3.saat-3. tek 209,13 5,228 2,359 2,22
9 Nurlu 6.saat-1. tek 282,37 7,059 3,271 2,16
45 Nurlu 6.saat-2. tek 66,68 1,667 0,801 2,08
53 Nurlu 6. saat-3. tek 75,19 0,180 0,094 1,91
8 Nurlu 12.saat-1. tek 94,88 2,372 1,112 2,13
41 Nurlu 12.saat-2. tek 243,63 6,091 2,795 2,18
23 Nurlu 12. saat-3. tek 374,23 9,356 4,261 2,20
2 48-1 1.saat-1. tek 108,06 2,701 1,239 2,18
51 48-1 1.saat-2. tek 33,00 0,825 0,394 2,09
50 48-1 1.saat-3. tek 197,69 4,942 2,265 2,18
4 48-1 1.5 saat-1. tek 316,55 7,914 3,618 2,19
52 48-1 1.5 saat-2. tek 75,63 1,891 0,873 2,17
24 48-1 1.5 saat-3. tek 220,12 0,803 0,391 2,05

3 48-1 3.ssat-1. tek 43,97 1,099 0,496 2,22
25 48-1 3.saat.-2. tek 73,23 1,831 0,882 2,08
27 48-1 3.ssat-3. tek 90,70 0,243 0,092 2,63
5 48-1 6.saat-1. tek 63,50 1,587 0,700 2,27
48 48-1 6.saat-2. tek 180,97 0,224 0,082 2,73
49 48-1 6.saat-3. tek 220,8 0,570 0,289 1,97
1 48-1 12.saat.-1. tek 213,24 5,331 2,424 2,2
28 48-1 12. saat-2. tek 69,10 1,727 0,784 2,20
54 48-1 12.saat-3. tek 213,47 0,337 0,138 2,44
* Sekil 4.13°te yer almamaktadir.

Soguga tolerans uygulamalarina iliskin olarak kullanilan referans cesitlerin RNA
spektrofotometrik 6l¢iimleri sonuglarindan elde edilen RNA’larin konsantrasyonlariin
(ng/ul) yaklagik 50-600 ng/ul araliginda oldugu (Cizelge 4.6) ve Realtime uygulamalari
oncesinde elde edilecek cDNA’lar i¢in 6rneklere ait kullanilan RNA’larin miktar olarak

yeterli oldugu goriilmektedir.

Soguga toleransla iliskili olarak, PACBF1 ve PACBF2 primerlerinin gRT-PCR sonuglari
karsilastirildiktan sonra (Sekil 4.14), referans ¢esitlerde soguga tolerans bakimindan en

yiiksek gen ifadesi 6. saatte belirlenmistir (Cizelge 4.7, Cizelge 4.8). 6. saat soguk
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stresine maruz kalan tiim c¢esit, genotip ve yabani tlirlerin pembe tomurcuklarinda

tomurcuk ezimleri ve RNA izolasyonlar1 3 tekerriirlii olarak tamamlanmastir.

Sekil 4.14 PACBF2 primerinin referans gesitlerdeki tim saat uygulamalarina iligkin
ornek amplifikasyon ve standart egri goriintiisii

Cizelge 4.7 Erken c¢iceklenen referans ¢esitlerde PACBF1 ve PACBF2 primerlerinin tiim
saat uygulamalarina iliskin Ct degerleri

Tiir / Cesit / Genotip PdCBF1 Ct degeri PdCBF2 Ct degeri
48-1 1.saat 31.65 30.32
Nurlu 1. saat 32.21 30.27
48-1 1.5. saat 33.00 35.00
Nurlu 1.5. saat 31.90 31.10
48-1 3.saat 32.69 33.82
Nurlu 3. saat 31.65 29.10
48-1 6.saat 33.55 20.54
Nurlu 6. saat 28.59 30.72
48-1 12.saat 30.06 19.73
Nurlu 12. saat 30.53 28.87
Kontrol-Nurlu 32.25 -
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Cizelge 4.8 Geg ciceklenen referans g¢esitlerde PACBF1 ve PACBF2 primerlerinin tim
saat uygulamalarina iliskin Ct degerleri

Tiir / Cesit/ PACBF1 Ct degeri PACBF?2 Ct degeri
Genotip
Bertina 1. saat 31.54 23.46
Ferragnes 1. saat 33.33 27.20
Bertina 1.5. saat 32.08 26.14
Ferragnes 1.5. saat 32.42 22.47
Bertina 3. saat 33.90 26.97
Ferragnes 3. saat 31.66 26.24
Bertina 6. saat 30.95 28.18
Ferragnes 6. saat 33.18 25.89
Bertina 12. saat 32.00 22.29
Ferragnes 12. saat 30.20 28.10
Kontrol-Ferragnes - 28.77

Erken ve ge¢ c¢iceklenen referans gesitlerde PACBF1 ve PACBF2 primerlerinin soguk
uygulamasi amactyla kullanirminda en genis aralik olarak 6. saat uygulamasi uygun

bulunmustur.

4.4.3.2 Soguk uygulamasina (6 saat) maruz kalan érneklerinin RNA izolasyonu

Soguk uygulamasina (6. saat) maruz kalan orneklere ait RNA’larin agaroz jel (%1)
elektroforez goriintiileri Sekil 4.15’te verilmektedir. Bitkilerde ribozomal RNA alt ve
iist birim olmak iizere 2 birimden olusur. O nedenle agaroz jelde RNA ¢ift bant olarak

gorilmektedir.
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Sekil 4.15 Soguk uygulamasma (6. saat) maruz kalan bazi 6rneklere ait RNA’larin
agaroz jel (% 1) elektroforez goriintiileri

1.Yaltinski 2.tek., 2. Halitbey 1. tek., 3. Guara 2.tek., 4. Akbadem 2.tek., 5. Supernova 2.tek.,
6. Yaltinski 1.tek., 7. Araban 10 3.tek., 8. Yavuzeli 26 3.tek., 9. Yavuzeli 28 3.tek.,
10. A.arabica 1. tek., 11. Araban 126 3.tek., 12. Guara 3.tek., 13. Araban 95 1.tek., 14. Yavuzeli
28 2.tek., 15. Yavuzeli 19 3.tek., 16. Araban 96 2.tek., 17. Moncayo 2.tek., 18. Araban 125
1.tek., 19. Yavuzeli 102 3.tek., 20. Araban 94 3.tek., 21. Yavuzeli 29 3. tek., 22. A.arabica
2.tek., 23. Araban 129 1.tek., 24. Yavuzeli 29 2.tek., 25. Araban 146 1.tek., 26. A.orientalis 1.
tek., 27. Yavuzeli 102 1.tek., 28. Nonpareil 1. tek., 29. Yavuzeli 51 2. tek., 30. Giilcan 2 2. tek.,
31. Supernova 1. tek.,32. Yavuzeli 29 1. tek., 33. Yavuzeli 103 1.tek., 34. A.orientalis 2. tek.,
35. Primorski 1. tek., 36. Araban 10 2. tek., 37. Yavuzeli 51 1.tek., 38. Araban 164 3. tek.,
39. Teksas 1. tek., 40. Bozkurt 1. tek., 41. Hacialibey 3. tek., 42. Teksas 3. tek., 43. Ne Plus
Ultra 3. tek., 44. Nonpareil 3. tek., 45. Ne Plus Ultra 1. tek., 46. Giilcan 2 1. tek., 47. Guara 1.
tek., 48. Ne Plus Ultra 2. tek., 49. Yavuzeli 24 1.tek., 50. Araban 129 2. tek., 51. Primorski
3.tek., 52. A.arabica 3. tek., 53. Araban 164 2. tek., 54. Yavuzeli 19 1.tek., 55. Araban 126
2.tek., 56. Yavuzeli 103 2.tek., 57. Yavuzeli 24 3.tek., 58. 17-4 2. tek., 59. Araban 126 1. tek.,
60. Araban 136 2. tek., 61. Araban 95 2.tek., 62. Nonpareil 2. tek., 63. Primorski 2.tek.,
64. Yavuzeli 51 3.tek., 65. Hacialibey 1.tek., 66. Araban 125 3.tek., 67. A.webbii 1. tek.,
68. Yavuzeli 28 1l.tek. 69. Araban 146 2.tek., 70. Halitbey 2.tek., 71. Araban 94 2.tek.,
72. A.webbii 3. tek., 73. 17-4 3.tek., 74. Yavuzeli 26 1.tek., 75. Bozkurt 3.tek., 76. Akbadem
1.tek., 77. Araban 125 2. tek., 78. Araban 164 1.tek., 79. Yavuzeli 102 2.tek., 80. Gilcan 1
3.tek., 81. Araban 136 1.tek., 82. A.webbii 2. tek., 83. Ferraduel 2.tek., 84. Teksas 2.tek.,
85. Hacialibey 2.tek., 86. Yavuzeli 26 2.tek., 87. Yavuzeli 19 2.tek., 88. Araban 10 1.tek.,
89. Yavuzeli 24 2.tek., 90. Araban 17 1.tek., 91. Araban 96 3.tek., 92. Araban 95 3.tek.,
93. Moncayo 1.tek., 94. 48-1-1.tek., 95. Giilcan 2 3.tek., 96. Araban 96 1.tek., 97. Araban 17
2.tek., 98. Araban 94 1.tek., 99. A.orientalis 3.tek., 100. Supernova 3.tek.
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RNA  spektrofotometrik  Olgiimleri  sonuglarinda  (Cizelge 4.9) RNA
konsantrasyonlarinin 22,03 ile 495,56 ng/ul aralifinda degistigi goriilmektedir.
RNA’larin agaroz jel (% 1) elektroforez goriintileri (Sekil 4.15) ve RNA
spektrofotometrik degerleri (Cizelge 4.9) cDNA sentezi i¢in yeterli (degrede olmamasi,

smear gorlintli olmamasi, ¢ift bant goriilmesi gibi) bulunmaktadir.

Cizelge 4.9 Soguk uygulamasina (6 saat) maruz kalan bazi 6rneklere ait RNA’larin
spektrofotometrik degerleri (tek:tekerriir)

R|\’|\|oA Tiir / Cesit / Genotip 'X'l:;:f;)r A260 | A280 223;12150
76 | Akbadem-1. tek 381,10 9,528 4,325 2,20
4 Akbadem-2. tek 52,61 1,315 0,584 2,25
o Akbadem-3. tek. 317,96 7,949 3,947 2,01
10 | Amygdalus arabica-1. tek. 50,40 0,135 0,067 2,03
22 | Amygdalus arabica-2. tek 70,79 0,195 0,071 2,74
52 | Amygdalus arabica-3. tek 301,63 7,541 3,459 2,18
26 | Amygdalus orientalis-1. tek 59,96 1,499 0,640 2,34
34 | Amygdalus orientalis-2. tek 44,18 1,105 0,493 2,24
99 | Amygdalus orientalis-3. tek 22,03 0,551 0,262 2,10
67 | Amygdalus webbii 1. tek. 285,9 7,147 3,183 2,25
82 | Amygdalus webbii-2. tek 157,98 3,949 1,800 2,19
72 | Amygdalus webbii-3. tek. 226,5 5,663 2,527 2,24
88 | Araban 10-1. tek 531,10 13,277 5,834 2,28
36 | Araban 10-2. tek 138,75 3,469 1,592 2,18
7 Araban 10-3. tek 34,49 0,862 0,380 2,27
90 | Araban17-1. tek 34,97 0,874 0,402 2,17
97 | Araban 17-2. tek 238,02 5,950 2,683 2,22
* Araban 17-3. tek 271,44 41,429 21,923 1,89
98 | Araban 94-1. tek 108,38 2,709 1,251 2,17
71 | Araban 94-2. tek 36,25 0,906 0,401 2,26
20 | Araban 94-3. tek 243,21 6,080 2,714 2,24
13 | Araban 95-1. tek 150,49 3,762 1,680 2,24
61 | Araban 95-2. tek 30,35 0,759 0,333 2,28
92 | Araban 95-3. tek 55,54 1,389 0,645 2,15
96 | Araban 96-1. tek 154,16 3,854 1,779 2,17
16 | Araban 96-2. tek 133,30 3,332 1,472 2,26
91 | Araban 96-3. tek 73,18 1,829 0,844 2,17
18 | Araban 125-1. tek 307,39 7,685 3,448 2,23
77 | Araban 125-2. tek 254,61 6,365 2,919 2,18
66 | Araban 125-3. tek 336,22 8,406 3,803 2,21
59 | Araban 126-1. tek 130,04 3,251 1,431 2,27
55 | Araban 126-2. tek 202,85 5,071 2,310 2,20
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Cizelge 4.9 Soguk uygulamasma (6 saat) maruz kalan bazi 6rneklere ait RNA’larin
spektrofotometrik degerleri (tek:tekerriir) (devam)

RI\II\:;A\ Tiir / Cesit / Genotip IXII:(;:S; A260 A280 2%3;12120
11 Araban 126-3. tek 435,72 10,893 5,006 2,18
23 Araban 129-1. tek. 189,96 4,749 2,116 2,24
50 Araban 129-2. tek. 315,16 7,879 3,590 2,19
* Araban 129-3. tek 484,24 4,606 2,334 1,97
81 Araban 136-1. tek 156,01 3,900 1,766 2,21
60 Araban 136-2. tek 159,20 3,980 1,766 2,25
* Araban 136-3. tek 328,36 8,209 3,958 2,07
25 Araban 146-1. tek 108,35 2,709 1,224 2,21
69 Araban 146-2. tek 36,29 0,907 0,414 2,19
* Araban 146-3. tek 356,53 8,913 4,39 2,03
78 Araban 164-1. tek. 82,90 2,072 0,965 2,15
53 Araban 164-2. tek. 96,65 2,416 1,104 2,19
38 Araban 164-3. tek 227,04 5,676 2,557 2,22
40 Bozkurt-1. tek 160,53 4,013 1,805 2,22
* Bozkurt-2. tek. 385,93 2,148 1,046 2,05
75 Bozkurt-3. tek 373,01 9,325 4,218 2,21
* Ferraduel-1.tek. 210,90 24,218 10,951 2,21
83 Ferraduel-2. tek. 183,91 4,598 2,09 2,20
* Ferraduel-3. tek. 310,17 26,203 11,813 2,22
47 Guara-1. tek. 210,69 5,267 2,412 2,18
3 Guara-2. tek. 117,24 0,431 0,180 2,39
12 Guara-3. tek. 212,41 5,310 2,362 2,25
80 Gilcan 1-3. tek. 287,81 7,195 3,243 2,22
46 Gilcan 2-1. tek. 128,13 3,203 1,463 2,19
30 Gilcan 2-2. tek. 126,37 3,159 1,409 2,24
95 Gilcan 2-3. tek. 79,14 1,979 0,913 2,17
65 Hacialibey-1. tek. 495,56 12,389 5,649 2,19
85 Hacialibey-2. tek. 208,48 5,212 2,345 2,22
41 Hacialibey-3. tek. 25,36 0,634 0,310 2,04
2 Halitbey-1. tek 161,19 4,030 1,761 2,29
70 Halitbey-2. tek 88,62 2,216 0,984 2,25
* Halitbey-3. tek. 292,16 45,843 24,341 1,88
93 Moncayo-1. tek 166,96 4,174 1,872 2,23
17 Moncayo-2. tek. 102,42 2,561 1,128 2,27
* Moncayo 3. tek. 385,82 9,645 4,485 2,15
45 Ne Plus Ultra-1. tek. 191,13 4,778 2,182 2,19
48 Ne Plus Ultra-2. tek. 293,51 7,338 3,333 2,20
43 Ne Plus Ultra-3. tek. 98,41 2,460 1,134 2,17
28 Nonpareil-1. tek. 75,63 1,891 0,814 2,32
62 Nonpareil-2. tek. 20,93 0,523 0,233 2,24
44 Nonpareil-3. tek. 29,58 0,740 0,353 2,09
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Cizelge 4.9 Soguk uygulamasina (6 saat) maruz kalan bazi o6rneklere ait RNA’larin
spektrofotometrik degerleri (tek:tekerriir) (devam)

RI\II\:;A\ Tiir / Cesit / Genotip IXII:(;:S; A260 A280 2%3;12120
35 Primorski-1. tek. 31,26 0,782 0,359 2,18
63 Primorski-2. tek. 101,43 2,536 1,102 2,30
51 Primorski-3. tek 38,95 0,974 0,452 2,15
31 Supernova-1. tek. 120,68 3,017 1,335 2,26
5 Supernova-2. tek. 60,14 1,503 0,865 1,74
100 | Supernova-3. tek. 95,01 2,375 1,071 2,22
39 Teksas-1. tek. 222,53 5,563 2,509 2,22
84 Teksas-2. tek. 141,71 3,543 1,603 2,21
42 Teksas-3. tek. 173,54 4,339 1,948 2,23
6 Yaltinski-1. tek. 48,35 1,209 0,565 2,14
1 Yaltinski-2. tek. 61,81 1,545 0,676 2,29
* Yaltinski-3. tek. 87,46 1,353 0,642 2,11
54 Yavuzeli 19-1. tek 75,32 1,883 0,895 2,10
87 Yavuzeli 19-2. tek. 109,04 2,726 1,227 2,22
15 Yavuzeli 19-3. tek. 95,09 2,377 1,136 2,09
49 Yavuzeli 24-1. tek. 112,71 2,818 1,279 2,20
89 Yavuzeli 24-2. tek. 54,14 1,353 0,642 2,11
57 Yavuzeli 24-3. tek. 196,26 4,906 2,166 2,26
74 Yavuzeli 26-1. tek. 111,65 2,791 1,238 2,25
86 Yavuzeli 26-2. tek. 95,92 2,398 1,101 2,18
8 Yavuzeli 26-3. tek. 314,45 7,861 3,575 2,20
68 Yavuzeli 28-1. tek. 254,58 6,365 2,855 2,23
14 Yavuzeli 28-2. tek. 155,15 3,879 1,766 2,20
9 Yavuzeli 28-3. tek. 244,76 6,119 2,838 2,16
32 Yavuzeli 29-1. tek. 137,57 3,439 1,545 2,23
24 Yavuzeli 29-2. tek. 89,75 2,244 1,011 2,22
21 Yavuzeli 29-3. tek. 118,42 2,960 1,219 2,43
37 Yavuzeli 51-1. tek. 87,64 2,191 1,000 2,19
29 Yavuzeli 51-2. tek. 171,02 4,276 1,923 2,22
64 Yavuzeli 51-3. tek. 139,59 3,490 1,554 2,25
27 Yavuzeli 102-1. tek. 60,91 1,523 0,664 2,29
79 Yavuzeli 102-2. tek 219,68 5,492 2,494 2,20
19 Yavuzeli 102-3. tek 183,60 4,590 2,037 2,25
33 Yavuzeli 103-1. tek 152,23 3,806 1,718 2,21
56 Yavuzeli 103-2. tek 49,61 1,240 0,552 2,25
* Yavuzeli 103-3. tek. 176,24 3,879 1,766 2,20
* 17-4-1. tek. 487,39 12,185 5,817 2,09
58 17-4-2. tek. 103,00 2,575 1,136 2,27
73 17-4-3. tek. 266,33 6,658 3,016 2,21
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Cizelge 4.9 Soguk uygulamasma (6 saat) maruz kalan bazi 6rneklere ait RNA’larin
spektrofotometrik degerleri (tek:tekerriir) (devam)

RI\II\:;A\ Tiir / Cesit / Genotip IXII:(;:S; A260 A280 2%3;12120
94 48-1-1. tek. 120,88 3,022 1,379 2,19
* 48-2-2. tek. 156,45 2,960 1,219 2,43
* 48-3-3. tek. 134,15 3,439 1,545 2,23
* Sekil 4.15°te yer almamaktadir.

4.5 cDNAsentezi

Real time uygulamalar1 oncesi tiim uygulamalar icin 6rneklere ait RNA’lardan cDNA

sentezi yapilmistir.

4.5.1 Geg ciceklenme degerlendirmesi kontrol 6rneklerinde cDNA sentezi

Geg ¢iceklenme degerlendirmesi kontrol drneklerine ait cDNA’larin agaroz jel (% 1)

elektroforez goriintiileri Sekil 4.16’da verilmektedir.
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Sekil 4.16 Geg cigceklenme degerlendirmesi bazi kontrol drneklerine ait cDNA’larin
agaroz jel (% 1) elektroforez goriintiileri

1.Garrigues, 2. Yaltinski, 3. Moncayo, 4. Nurlu, 5. 17-4, 6. Teksas, 7. A.webbii,
8. Hacialibey, 9. Ne Plus Ultra, 10. Bozkurt, 11. Nonpareil, 12. Halitbey, 13. A.arabica,
14. Akbadem, 15. Ferraduel, 16. Guara, 17. Supernova, 18. 48-1, 19. Yavuzeli 102,
20. Araban 146, 21. Araban 96, 22. Araban 136,23. Araban 10, 24. Yavuzeli 28,
25. Yavuzeli 29, 26. Araban 17, 27. Araban 95, 28. Araban 125, 29. Yavuzeli 102,
30. Yavuzeli 26, 31. Araban 94, 32. Yavuzeli 24, 33. Yavuzeli 19, 34. Araban 126,
35. Yavuzeli 51, 36. Araban 164

Geg ciceklenme degerlendirmesi kontrol drneklerine ait cDNA’larin spektrofotometrik

degerleri Cizelge 4.10°da verilmektedir.

Cizelge 4.10 Geg ciceklenme degerlendirmesi bazi kontrol 6rneklerine ait cDNA’larin
spektrofotometrik degerleri

¢DNA No | Tiir / Cesit / Genotip 'X'l'g‘jﬁ)r A260 | A280 2%3?2‘;3‘0
1 Garrigues 2226,71 44,534 23,864 1,87
2 | Yaltinski 1932,72 | 38,654 | 21,017 184
3 | Moncayo 2067,88 | 41,358 | 22,533 1,84
4 | Nurlu 229572 | 45914 | 24.840 185
5 174 214839 | 42,968 | 23,100 1,86
6 | Teksas 1964.63 | 39,203 | 21,216 1.85
7 Amygdalus webbii 1955,38 39,108 20,958 1,87
8 | Hacialibey 1986,95 | 39,739 | 21,688 183
9 | NePlus Ultra 193520 | 38,704 | 20,111 1,83
10 | Bozkurt 215504 | 43,101 | 23414 184
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Cizelge 4.10 Geg ciceklenme degerlendirmesi bazi kontrol 6rneklerine ait cDNA’larin
spektrofotometrik degerleri (devam)

¢DNA No | Tiir / Cesit / Genotip '(\:'lgjﬁ)r A260 | A280 2%3;12‘;3‘0
11 Nonpareil 1926,66 38,533 20,964 1,84
12 Halitbey 2168,85 43,377 23,290 1,86
13 Amygdalus arabica 2027,99 40,560 21,902 1,85
14 Akbadem 2091,84 41,837 22,404 1,87
15 Ferraduel 2053,55 41,071 22,051 1,86
16 Guara 2285,11 45,702 24,861 1,84
17 Supernova 2184,01 43,680 23,541 1,86
18 48-1 2320,23 46,405 25,112 1,85
19 Yavuzeli 102 2286,67 45,733 25,104 1,82
20 Araban 146 1913,21 38,264 20,754 1,84
21 Araban 96 2102,21 42,044 22,698 1,85
22 Araban 136 2011,79 40,236 21,796 1,85
23 Araban 10 2612,63 52,253 27,805 1,88
24 Yavuzeli 28 2163,77 43,275 23,623 1,83
25 Yavuzeli 29 2235,99 44,720 24,042 1,86
26 Araban 17 2529,41 50,588 26,823 1,89
27 Araban 95 2169,86 43,397 23,388 1,86
28 Araban 125 2181,46 43,629 23,498 1,86
29 Yavuzeli 103 2126,96 42,539 22,951 1,85
30 Yavuzeli 26 2153,61 43,072 23,112 1,86
31 Araban 94 2247,10 44,942 24,396 1,84
32 Yavuzeli 24 1982,38 39,648 21,412 1,85
33 Yavuzeli 19 2373,74 47,475 25,599 1,85
34 Araban 126 2336,76 46,735 24,953 1,87
35 Yavuzeli 51 2136,73 42,735 22,987 1,86
36 Araban 164 2219,72 44,394 23,848 1,86

Bu sonuclara gore, ge¢ ¢iceklenme degerlendirmesi kapsaminda kontrol 6rneklerinden
sentezlenen cDNA’lar, kullanilan cDNA kitinin etkinlii kapsaminda yaklasik olarak
2000 ng/pl olarak belirlenmis, Real time uygulamalari i¢in yeterli miktar ve kalitede

bulunmustur (Cizelge 4.10).
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4.5.2 Geg ciceklenme degerlendirmesi stres orneklerinde cDNA sentezi

Geg ciceklenme degerlendirmesi stres Orneklerine ait cDNA’larin agaroz jel (% 1)

elektroforez goriintiileri Sekil 4.17’de verilmektedir.
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Sekil 4.17 Geg ¢igeklenme degerlendirmesi stres drneklerine ait cDNA’larin agaroz jel
(% 1) elektroforez gorintiileri

1. Araban 164, 2. Yavuzeli 26, 3. Yavuzeli 103, 4. Yavuzeli 28, 5. Araban 95,
6. Araban 125, 7. Yavuzeli 51, 8. Araban 129, 9. Yavuzeli 19, 10. Araban 126,
11. Yavuzeli 24, 12. Araban 94, 13. Araban 17, 14. Yavuzeli 29, 15. Araban 10,
16. Araban 136, 17. Araban 96, 18. Araban 146, 19. Yavuzeli 102, 20. A.webbii,
21. 17-4, 22. A.orientalis, 23. Hacialibey, 24. Ne Plus Ultra, 25. Bertina, 26. Nurlu,
27. Ferragnes, 28. Primorski, 29. Guara, 30. Giilcan 1, 31. Garrigues, 32. Teksas,
33. Ferraduel, 34. Supernova, 35. Akbadem, 36. Giilcan 2, 37. Yaltinski, 38. A.arabica,
39. Halitbey, 40. Moncayo, 41. Nonpareil, 42. Bozkurt, 43. 48

Gec c¢igeklenme degerlendirmesi stres orneklerine ait cDNA’larin spektrofotometrik

degerleri Cizelge 4.11°de verilmektedir.
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Cizelge 4.11 Geg¢ c¢iceklenme degerlendirmesi stres Orneklerine ait c¢DNA’larin
spektrofotometrik degerleri

CIID\INOA Tiir / Cesit / Genotip '(\:Il;;;[fg A260 A280 2%35121;;0
1 Araban 164 2374,22 47,484 25,628 1,85
2 Yavuzeli 26 2523,78 50,476 27,082 1,86
3 Yavuzeli 103 2250,45 45,009 24,188 1,86
4 Yavuzeli 28 2198,52 43,970 23,501 1,87
5 Araban 95 2402,76 48,055 25,533 1,88
6 Araban 125 2214,00 44,280 23,557 1,88
7 Yavuzeli 51 2149,38 42,988 23,068 1,86
8 Araban 129 2319,18 46,384 24,696 1,88
9 Yavuzeli 19 2101,16 42,023 22,549 1,86
10 Araban 126 2334,08 48,682 25,894 1,88
11 Yavuzeli 24 2245,28 44,906 23,923 1,88
12 Araban 94 2202,83 44,057 23,430 1,88
13 Araban 17 2154,46 43,089 23,089 1,87
14 Yavuzeli 29 2254,13 45,083 24,110 1,87
15 Araban 10 2260,54 45,211 24,249 1,86
16 Araban 136 2187,49 43,750 23,401 1,87
17 Araban 96 2031,18 40,624 21,874 1,86
18 Araban 146 2112,75 42,255 22,730 1,86
19 Yavuzeli 102 2188,34 43,767 23,458 1,87
20 Amygdalus webbii 2369,99 47,400 25,744 1,84
21 17-4 2188,79 43,776 23,467 1,87
22 Amygdalus orientalis 2056,83 41,137 22,685 1,81
23 Hacialibey 2338,62 46,772 25,212 1,86
24 Ne Plus Ultra 2012,28 40,246 21,835 1,84
25 Bertina 1919,13 38,383 20,552 1,87
26 Nurlu 2014,96 40,299 21,491 1,88
27 Ferragnes 2082,49 41,650 22,214 1,87
28 Primorski 2079,82 41,596 22,495 1,85
29 Guara 2046,51 40,930 22,216 1,84
30 Giilcan 1 2117,30 42,346 22,679 1,87
31 Garrigues 2078,62 41,572 22,297 1,86
32 Teksas 2142,38 42,848 23,384 1,83
33 Ferraduel 2100,19 42,004 22,584 1,86
34 Supernova 2091,33 41,827 23,237 1,80
35 Akbadem 2128,46 42,569 23,112 1,84
36 Giilcan 2 2001,44 40,029 21,669 1,85
37 Yaltinski 2169,03 43,381 23,304 1,86
38 Amygdalus arabica 2074,32 41,486 22,335 1,86
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Cizelge 4.11 Geg¢ c¢iceklenme degerlendirmesi stres Orneklerine ait c¢DNA’larin
spektrofotometrik degerleri (devam)

cDNA Tiir / Cesit / Miktar Saflik
No Genotip gy | A0 | A0 260/280
39 | Halitbey 213649 | 42,730 | 22,954 1,86
20 | Moncayo 193333 | 38,667 | 21,350 181
21| Nonpareil 190759 | 38,152 | 20,919 182
22 | Bozkurt 2061,26 | 41,225 | 22,776 181
23 | 481 209044 | 41,809 | 22.463 1,86

cDNA sentezinin kontrolii amaciyla cDNA’larin spektrofotometrik 6l¢iimleri
yapilmistir. cDNA oOrneklerine ait bu konsantrasyon degerleri ayni zamanda da Real
Time PCR reaksiyonlarinda cDNA Orneklerinin tiimiiniin ayni konsantrasyonda

seyreltilmesi bakimimdan da biiyiik 6nem tasimaktadir.

Sentezi gercelestirilen cDNA’larin saflik (A260/A280) degerlerinin 1.8 ile 2.1 arasinda
oldugu gozlemlenirken, konsantrasyonlarinin ise yaklasik 2000 ng/ul civarinda oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.10-11). Bu sonuglara gore, ge¢ ciceklenme degerlendirmesi
kapsaminda stres Orneklerinden sentezlenen cDNA’lar realtime uygulamalar1 igin
yeterli bulunmustur. Agaroz jel (% 1) elektroforezindeki cDNA goriintiilerinin her

ornekte kiit uclu tek bant olarak goériilmesi bu durumu destekler niteliktedir (Sekil 4.17).

4.5.3 Soguga tolerans uygulamasina iliskin cDNA sentezi

Soguga tolerans ile iligkili olarak referans gesitlerin (Ferragnes, Bertina, Nurlu, 48-1)
pembe tomurcuk safhasindaki orneklerinde cDNA sentezi goriintlisii Sekil 4.18°de

verilmektedir.
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Sekil 4.18 Soguga tolerans ile iligkili olarak referans cesitlerin (Ferragnes, Bertina,
Nurlu, 48-1) pembe tomurcuk safhasindaki 6rneklerinde ¢cDNA sentezi
goruntusu

1. 48-1 1. saat, 2. 48-1 1.5 saat, 3. 48-1 3. saat, 4. 48-1 6. saat, 5. 48-1 12. saat,
6. Bertina l.saat, 7. Bertina 1.5 saat, 8. Bertina 3. saat, 9. Bertina 6. saat,
10. Bertina 12. saat, 11. Nurlu 1. saat, 12. Nurlu 1.5 saat, 13. Nurlu 3. saat,
14. Nurlu 6. saat, 15. Nurlu 12. saat, 16. Ferragnes 1. saat, 17. Ferragnes 1.5 saat,
18. Ferragnes 3. saat, 19. Ferragnes 6. saat, 20. Ferragnes 12. saat

Soguk uygulamasi ile iliskili olarak referans ¢esitlere ait cDNA’larin spektrofotometrik
degerleri Cizelge 4.12°de verilmektedir.

170



Cizelge 4.12 Soguk uygulamasi ile iligkili olarak referans ¢esitlere ait cDNA’larin
spektrofotometrik degerleri

CEI)\INOA Tiir / Cesit / Genotip 'Xll;;:ﬁ; A260 A280 2?32(1)5121;0
1 48-1 1. saat 2078,43 41,569 22,655 1,83
2 48-1 1.5. saat 193221 38,644 20,771 1,86
3 48-1 3. saat 2062,04 41,241 22,645 1,82
4 48-1 6. saat 2048,60 40,972 22,154 1,85
5 48-1 12. saat 1991,53 39,831 21,448 1,86
6 Bertina 1.saat 1998,79 39,976 21,499 1,86
7 Bertina 1.5. saat 1970,94 39,419 21,373 1,84
8 Bertina 3. saat 1927,86 38,557 20,814 1,85
9 Bertina 6. saat 2007,10 40,142 21,695 1,85
10 Bertina 12. saat 2255,88 45,118 24,145 1,87
11 Nurlu 1. saat 2306,49 46,130 24,527 1,88
12 Nurlu 1.5 saat 2427,55 48,551 25,997 1,87
13 Nurlu 3. saat 2273,76 45,475 24,428 1,86
14 Nurlu 6. saat 214787 42,957 23,343 1,84
15 Nurlu 12. saat 2177,32 43,546 23,384 1,86
16 Ferragnes 1. saat 2124,01 42,480 23,590 1,80
17 Ferragnes 1.5. saat 2101,37 42,027 23,156 1,81
18 Ferragnes 3. saat 2031,84 40,637 23,156 1,81
19 Ferragnes 6. saat 2016,22 40,324 22,010 1,83
20 Ferragnes 12. saat 2110,41 42,208 23,366 1,81

Sentezi gergeklestirilen soguk uygulamasi ile iliskili olarak referans cesitlere ait
cDNA’larin geg¢ ciceklenmenin degerlendirilmesi kapsaminda sentezlenen cDNA’lara
benzer olarak saflik (A260/A280) degerlerinin 1.8 ile 2.1
1900-2000 ng/ul

arasinda oldugu

gozlemlenirken, konsantrasyonlarinin ise civarinda oldugu
gorilmektedir (Cizelge 4.12). Bu sonuglara gore, soguk uygulamasi kapsaminda
referans c¢esitlerden sentezlenen cDNA’larin agaroz jel elektroforezinde (% 1)
goriintiisti, cDNA’larin realtime uygulamalar1 i¢in yeterli miktarda ve kalitede

bulundugunu desteklemektedir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.19 Soguk uygulamasina (6.saat) iliskin baz1 genotiplerin agaroz jel
elektroforezinde (% 1) cDNA goriintiisii

1. Yaltinski, 2. Halitbey, 3. Guara, 4. Akbadem, 5. Supernova, 6. Araban 10,
7. Yavuzeli 26, 8. Yavuzeli 28, 9. A.arabica, 10. Araban 126, 11. Araban 95,
12. Yavuzeli 19, 13. Araban 96, 14. Moncayo, 15. Araban 125, 16. Yavuzeli 102,
17. Araban 94, 18. Yavuzeli 29, 19. Araban 129, 20. Araban 146, 21. A.orientalis,
22. Nonpareil, 23. Yavuzeli 51, 24. Giican 2, 25. Yavuzeli 103, 26. Primorski,
27. Araban 164, 28. Teksas, 29. Bozkurt, 30. Hacialibey, 31. Ne Plus Ultra,
32. Yavuzeli 24, 33. 17-4, 34. Araban 136, 35. A.webbii, 36. Giilcan 1, 37. Ferraduel,
38. Araban 17

Soguk uygulamasma (6. saat) iliskin genotiplere ait cDNA’larin spektrofotometrik
degerleri Cizelge 4.13’te verilmektedir.

Cizelge 4.13 Soguk uygulamasina (6.saat) iliskin bazi genotiplere ait cDNA’larin
spektrofotometrik degerleri

CONA | Tiir / Cesit / Genotip 'Xlgjﬁ; A260 A2go | A
1 Yaltinski 1939,09 38,782 20,839 1,86
2 Halitbey 2045,06 40,901 21,825 1,87
3 Guara 2128,43 42,569 22,669 1,88
4 Akbadem 2057,56 41,151 22,048 1,87
5 Supernova 2024,50 40,490 21,725 1,86
6 Araban 10 2184,04 43,681 23,261 1,88
7 Yavuzeli 26 2091,19 41,824 22,413 1,87
8 Yavuzeli 28 2066,28 41,326 22,268 1,86
9 Amygdalus arabica 1949,66 38,993 21,152 1,84
10 | Araban 126 2105,51 42,110 22,531 1,87
11 | Araban 95 1975,56 39,511 21,934 1,80
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Cizelge 4.13 Soguk uygulamasina (6.saat) iligkin bazi genotiplere ait cDNA’larin
spektrofotometrik degerleri (devam)

C[I)\I%A Tiir / Cesit / Genotip 'Xll;;:ﬁ; A260 A280 2?32(1)5121;0
12 | Yavuzeli 19 1912,83 38,257 20,675 1,85
13 | Araban 96 1956,32 39,126 21,474 1,82
14 | Moncayo 2095,08 41,902 22,572 1,86
15 | Araban 125 2188,46 43,769 23,600 1,85
16 Yavuzeli 102 2055,94 41,119 21,973 1,87
17 | Araban 94 2021,28 40,426 21,973 1,84
18 | Yavuzeli 29 2064,59 41,294 22,431 1,84
19 | Araban 129 2094,59 41,892 22,551 1,86
20 | Araban 146 1941,95 38,839 21,281 1,83
21 | Amygdalus orientalis 1926,46 38,529 20,811 1,85
22 | Nonpareil 1893,56 37,871 20,710 1,83
23 | Yavuzeli 51 1989,64 39,793 21,522 1,85
24 | Giilcan 2 2048,42 40,968 22,114 1,85
25 | Yavuzeli 103 2142,35 42,847 23,055 1,86
26 | PrimorskKi 2028,75 40,575 21,972 1,85
27 | Araban 164 2120,43 42,409 22,815 1,86
28 | Teksas 2098,96 41,979 22,462 1,87
29 | Bozkurt 2343,79 46,876 25,058 1,87
30 | Hacialibey 2169,03 43,381 23,277 1,86
31 | NePlus Ultra 2096,03 41,921 22,456 1,87
32 | Yavuzeli 24 2147,68 42,954 23,08 1,86
33 [17-4 2165,18 43,304 23,134 1,87
34 | Araban 136 2207,95 44,159 23,774 1,86
35 | Amygdalus webbi 2092,88 41,858 22,272 1,88
36 | Giilcanl 2017,7 40,354 21,714 1,86
37 | Ferraduel 2083,82 41,676 22,324 1,87
38 | Araban 17 2155,36 43,107 23,009 1,87

Sentezi gerceklestirilen soguk uygulamasina (6.saat) iliskin genotiplere ait cDNA’larin
konsantrasyonlarinin ise kullanilan cDNA kitinin etkinligi kapsaminda yaklasik olarak
2000 ng/ul olarak belirlenmis (Cizelge 4.13), Real Time uygulamalar1 igin yeterli
miktar (ng/ul) ve kalitede bulunmustur (Sekil 4.19).
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4.6 Real Time PCR Uygulamalari

4.6.1 Aday genlere olusturulacak primerler

Aday primerlerin primer dizaynt NCBI Blast yardimi ile Primer Designing Tool
programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Dizi analizi oncesi aday genlere olusturulan

primerlerin dizaynina iliskin 6rnek goriintii Sekil 4.20°de verilmistir.

BUD44758.1: 1..605 (605bp) Find:

Sekil 4.20 PpFT aday primer dizaynina iliskin 6rnek goriintii

4.6.2 Kullamlan primerler
Geg cigeklenme ile iligkili PpFT ve PabSOC1, soguga toleransla iliskili PACBF1 ve

PACBF2 aday primerleri kullanilmistir. Genlere ait dizayn edilen aday primer dizileri

Cizelge 4.14’te verilmistir.
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Cizelge 4.14 PCR'da ¢ogaltilan genlere ait dizayn edilen aday primer dizileri

C oy o Gen
Gen Gen Adi Primer lleri (5'-3) | pi1gesinin
Kaynag Gen Bankasi1 Kodu Ad1 Geri (5'-3') llZlEII)I::l)lgll
CCAACGGTGGG
. Prunus persica FT, GATTCATCG
Seftali BU044758.1 PPFT  TeaaacTGGAG |
ACGTACGGATG
TCGAGCATGCA
Prunus armeniaca SOC1, GACAACCAT
Kayisi FJ472817.1 PabSOCL |\ CATTGCTCAC 242
GCTCCTCTC
AGCGGGAAATT
Kontrol Housekeeping Actin, PdACt GTCCGTGAT 172
Gen KT202283.1 AAGAGAACTTC
TGGGCACCG
ACCCTGTTTATA
Prunus dulcis CBF1, GGGGCGTG
Badem JQ317157.1 PACBFL S GAGTCAGGGA 168
AGTTGAGGC
TTTCAAGGAGA
Prunus dulcis CBF2, CGAGGCACC
Badem JQ317158.1 PACBF2 - A AAGTTGAGG 197
CAGGCAAGC

4.6.3 Homolog gen bolgelerinin (aday gen primerlerinin) PCR'da ¢ogaltilmasi

Cigeklenme zamaniyla iliskili, seftaliden PpFT, kayisidan PabSOC1 ve bademden
PdAct, soguga toleransla iliskili bademden PdCBF1 ve PdCBF2 gen bdlgelerine
yonelik dizayn edilen primerler ile gergeklestirilmis olup, PCR fiirlinlerinin kontrolii

agaroz jel elektroforezinde yapilmistir (Sekil 4.21)
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Sekil 4.21 PCR’da cogaltilan PACBF2 aday primerine iliskin % 2’lik agaroz jel
elektroforezinde 6rnek goriintii (M: Markir)

4.6.4 PCR reaksiyonu sonrasi homolog gen bdlgelerinin (aday gen primerlerinin)
agaroz jel elektoforezi

PCR irlinleri (25 pl) % 2'lik agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii Sekil 4.22°de
verilmektedir.
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Sekil 4.22 Sirasiyla PabSOC1, PACBF2, PpFT, PACBF1 aday primerlerinin % 2’lik
agaroz jel elektroforezinde PCR amplifikasyonlar1 (M: Markir, NK: Negatif

Kontrol)

4.6.5 PCRiiriinlerinin piirifikasyonu

PCR iiriinlerinin piirifikasyonu sonrasinda saflastirilmis PCR firtinleri % 1.5'luk agaroz

jel elektroforezindeki goriintiisii Sekil 4.23’te ve Nanodrop (ND-1000) spektrofotometre

cihazi 6lgtim sonuglari ise Cizelge 4.15’te verilmektedir.

Sekil 4.23 PabSOC1, PdCBF1, PdCBF2 ve PpFT aday primerinin pirifikasyonu
sonrasinda agaroz (% 1.5'luk) jel elektroforez 6rnek goriintiisii (M: Markar,

NK: Negatif Kontrol)
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Cizelge 4.15 Pirifikasyon sonrasi PCR friinlerinin  Nanodrop (ND-1000)
spektrofotometre cihazi 6l¢liim sonuglari

No Aday Primer Adi Miktar (ng/pl) Saflik 260/280
1 PabSOC1 42.9 1.78

2 PpFT 60.2 1.81

3 PdCBF1 31.7 1.83

4 PdCBF2 30.7 1.85

Piirifikasyon sonrasinda her bir aday primere ait PCR {riinleri dizi analizi yapilmak
tizere hizmet alimi1 olarak ilgili firmaya (BM Laboratuvar Sistemleri, Ankara)
gonderilmistir. Aday primerlere ait dizi analizi sonuglar1 Sekil 4.24 ile Sekil 4.27

arasinda verilmistir.

TTTTTCGGCATTGGGTAGGCAACAGTGTATGCTCCGGGGTGGCGCCAAACTT
TAATACTAGAGACTTTGCGGAGCTTTACAATCTTGGATTACCGGTATCTGCC
GTCTATTTTAACTGCCAAAGGGAGAGCGGCTCTGGAGGAAGGAGAAGATAA
TTAAGTTTGATATTATTAAGCAGGTTATACTTGTAATATTATTGAGGAAGCT
AGTTAATCTATATATATATATATAACGTGGAAACTAATAGTAATAATAATTT
AGCTAGCTAGTGGTAATCACTCTCCTACTAGCTAGCTAGTCCATGCCGTGGC
ACTAAGGCACTAGGGCACCAGGGCACCAGGGCACCAGGGCACCGCGGGAT
ATATGGTCGTGTGAGAGTACGACACTACGTCCCCACTTTCAAACTTTCAAAC
C

Sekil 4.24 Geg ¢iceklenme - PpFT primerine ait 6rnek dizi analiz sonucu

ACAAAAAGGACAACCATACCAACAACAAATCCGTTTCCACTGACCAAAATA
TGCAGGTGAATTCTTGGAAACCATTACCTTTCTTCCAAAATTTGACTGGAGT
GAACTGGCCGCACATTTTGGACCCCTGAACTCTAAACAAATCATATGAAAG
TGCATTAGATTTTTCTTCTCTTGGTTTTCTGATGAGTTTGCATTTGAATTGTT
GTGCAGCACCTGAAGCAAGAATCATCTAGCATGATGAAGCAGATAGAGCTT
CTTGAAGTATCAAAACGGTTCATCTGAAACTTTTCTTGTATCTTATAACACG
CCGTAGTTGAAATAGTATT

Sekil 4.25 Geg ciceklenme - PabSOC1 primerine ait 6rnek dizi analiz sonucu
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AAAGGAAGTGGGTGTGTGAATGAGAGAGCCCAAGAAGACGAAGTCCAGGA

TATGGCTCGGGACTTATCCGACGGCGGAGATGGCTGCTCGTGCCCATGACG

TGGCGGCATTGGCGTTTAGAGGGAAGCTTGCCTGCCTCAACTTCCCTGACTC
CACACCCCTATAA

Sekil 4.26 Soguk uygulamasi - PACBF1 primerine ait 6rnek dizi analiz sonucu

ACAGTGGGTAGTGTGAGTNTGAGAGAGCCCAACACGAAGAAGTCCAGGAT
ATGGCTCGGGACGTTATCCGACGGCTGAGATGGCTGCTCGTGCCCATGACG
TGGCCGCATTGGCGTTTAGAGGGAAGCTTGCCTGCCTCAACTTTGA

Sekil 4.27 Soguk uygulamasi - PACBF2 primerine ait 6rnek dizi analiz sonucu

4.6.6 Dizi analizi sonrasinda homolog gen boélgelerinden badem spesifik Real-
time PCR primerlerinin olusturulmasi

Primer dizayn1 NCBI Blast yardimi ile Primer Designing Tool programi kullanilarak

gerceklestirilmistir. Primer tasarimina 6rnek goriintiiler Sekil 4.28- 4.31°de verilmistir.
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Sekil 4.28 Geg cigceklenme - PpFT primer dizayni
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Sekil 4.29 Geg cigeklenme - PabSOC1 primer dizayni
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Sekil 4.30 Soguk uygulamasi - PACBF1 primer dizayni
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Sekil 4.31 Soguk uygulamasi - PACBF2 primer dizayni

180



Dizi analizi sonucu badem spesifik olusurulan Real-Time PCR primerlerine ait dizi

bilgileri Cizelge 4.16’da verilmistir.

Cizelge 4.16 Real Time PCR'da kullanilan badem spesifik primerlere ait dizi bilgileri

) Tleri (5'-3") Gen bélgesinin uzunlugu
Primer Adi Geri (5-3') (b¢)
POET TAACTGCCAAAGGGAGAGCG 284
P TGGGGACGTAGTGTCGTACT
TGAACTGGCCGCACATTTTG
PabSOC1 ATTCTTGCTTCAGGTGCTGC 127
GCTCGGGACTTATCCGACG
PACBF GGGAAGTTGAGGCAGGCAAG 3
AGGATATGGCTCGGGACGTTA
RERBF2 GCTTCCCTCTAAACGCCAATC 83

4.6.7 Gen ifade analizleri icin her bir gen bolgesine ait standart egrinin cizilmesi

Gen ifade analizleri i¢in geg¢ ciceklenme - PdActin primerine ait standart egri grafigi

Sekil 4.32’de, PpFT primerine ait standart egri grafigi Sekil 4.33’te, PabSOC1

primerine ait standart egri grafigi Sekil 4.34°de verilmektedir. Soguk uygulamas: -

PdActin primerine ait standart egri grafigi Sekil 4.35’te, PACBF1 primerine ait standart

egri grafigi Sekil 4.36’da ve PACBF2 primerine ait standart egri grafigi Sekil 4.37°de

verilmektedir. Her bir primere yonelik olusturulan standart egrilerin effiency ve slope

degerlerinin beklenen araliklarda oldugu goriilmektedir.

Error: 0.00600
Slope: -3.423

Link: 9,784

Efficiency: 1.959

Yintercept: 42 52
£ 29
3
52 e

27 TS

SSINY

Cro:

— Std. curve

Samples

32{ ™~

3
= \_‘ :

26
25
24
23
22

Log Concentration

Sekil 4.32 Geg ¢igeklenme - PAActin primerine ait standart egri grafigi
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Sekil 4.33 Geg ¢igeklenme - PpFT primerine ait standart egri grafigi
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Sekil 4.34 Geg ¢igeklenme - PabSOC1 primerine ait standart egri grafigi
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Sekil 4.35 Soguk uygulamasi - PdActin primerine ait standart egri grafigi
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Standard Curve
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Sekil 4.36 Soguk uygulamasi - PACBF1 primerine ait standart egri grafigi
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Sekil 4.37 Soguk uygulamasi - PACBF2 primerine ait standart egri grafigi

4.6.8 Amplifikasyon egrisi

PdAct, PabSOC1, PpFT, PACBF1 ve PACBF2 primerlerine ait ait amplifikasyon egrileri
Sekil 4.38-4.43’te verilmektedir. Amplifikasyon egrilerinde Ct degerleri genellikle 20.
ve 35. dongiiler arasinda elde edilmis olup, ideal sinirlar araligindadir. Real Time PCR’
da 1lgili genin amplifiye oldugu anlamli dongiiler 20 ile 35. dongiiler arasinda olup, 35.
dongli sonrasinda elde edilen amplifikasyonlar genellikle anlamli degildir. Bunun
anlami, 35. dongliden sonra cihazda goriilen amplifikasyonlar genellikle 6zgiin
olmayan amplifikasyonlardir. Bu durumda, kullanilan primer ¢DNA disinda baska bir

yere baglaniyor olabilir olasiligi artmis olmaktadir.
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Sekil 4.38 Geg ¢igeklenme - PdAct primerinde kontrol ve 6rneklere ait amplifikasyon
egrileri
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Sekil 4.39 Geg ¢igeklenme - PpFT primerinde kontrol ve d6rneklere ait amplifikasyon
egrileri
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Sekil 4.40 Geg¢ ¢igeklenme - PabSOC1 primerinde kontrol ve Orneklere ait
amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.41 Soguk uygulama - PdAct primerinde kontrol ve drneklere ait amplifikasyon

egrileri
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Sekil 4.42 Soguk uygulama - PACBF1 primerinde 6.saat soguk uygulama yapilan
kontrol ve 6rneklere ait amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.43 Soguk uygulama - PdCBF2 primerinde 6.saat soguk uygulama yapilan

kontrol ve 6rneklere ait amplifikasyon egrileri
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Real Time PCR reaksiyonlarinda her bir primerin kontrol ve 6rneklerde elde edilen
amplifikasyon egrilerinden elde edilen sonuglar, kullanilan primerlerin amplifiye olmasi
gereken optimum Ct deger araliklar1 arasinda oldugunu gostermektedir (Sekil 4.38-
4.43).

4.6.9. Erime egrisi (Melting curve)

Real Time PCR analizlerinde, primerlerde dimer varliginin kontrolii ve 6zgiin olmayan
amplifikasyon {riinlerinin tespiti amacgli erime egrisi (melting curve) analizleri
gerceklestirilmistir (Sekil 4.44 - 4.45). Erime egrisi analizlerinde iist iiste cakisan pik
goriintiileri elde edilmis olup, bu durum reaksiyonlarda herhangi bir dimer varliginin

olmadigini gostermektedir.

Melting Peaks
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Sekil 4.44 Geg ¢iceklenme - PdActin primerine ait standart ve 6rneklerin erime egrisi
grafigi
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Sekil 4.45 Geg cigeklenme - PpFT primerine ait standart ve drneklerin erime egrisi
grafigi

4.6.10 Real Time PCR Verileri

Real Time PCR cihazindan alinan PdAct, PpFT, PabSOC1, PdCBF1 ve PdCBF2
genlerinin her biri i¢in, uygulama (ge¢ ¢iceklenme ve soguk stresi) orneklerine (-S ile
ifade edilen grup) ve kontrol drneklerine ait (-c ile ifade edilen grup) Ct degerleri (3
teknik tekrarli) Cizelge 4.17 ve 4.18’te verilmektedir.
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Cizelge 4.17 Geg giceklenme 6rneklerine (3 tekrarli) ait Real Time PCR Ct degerleri

Ornek PdAct-s | PdAct-c | PpFT-s | PpFT-c | PabSOC1-s | PabSOC1-c
Akbadem-1 32.07 29.75 30.45 32.39 29.40 31.00
Akbadem-2 32.13 29.57 30.64 32.49 29.54 31.44
Akbadem-3 32.10 29.66 30.51 32.44 29.37 31.25
A.arabica-1 28.33 30.65 29.75 28.26 29.87 29.51
A.arabica -2 28.24 30.49 30.01 28.54 29.56 29.26
A.arabica -3 28.29 30.57 29.98 28.40 29.78 29.39
A. orientalis-1 23.43 31.92 32.18 35.34 27.46 30.41
A.orientalis -2 23.52 31.81 31.02 35.17 27.13 30.24
A.orientalis -3 23.63 31.87 32.33 35.43 27.60 30.58
A. webbii-1 30.29 28.83 30.76 31.93 30.55 31.10
A. webbii -2 30.38 28.86 31.23 33.89 30.36 31.52
A. webbii -3 30.19 28.65 31.32 32.91 30.46 31.31
Araban 10-1 31.38 30.96 30.31 32.12 31.60 33.19
Araban 10-2 31.24 30.80 31.13 32.83 31.25 33.36
Araban 10-3 31.01 30.88 29.87 31.39 31.33 33.43
Araban 17-1 33.00 30.66 34.35 35.40 30.08 29.78
Araban 17-2 33.22 30.27 33.45 35.30 30.17 29.52
Araban 17-3 33.11 30.47 33.79 35.60 30.21 29.65
Araban 94-1 31.77 33.03 33.71 34.75 29.19 31.18
Araban 94-2 31.66 33.17 33.61 35.00 28.37 32.37
Araban 94-3 31.82 32.10 33.16 35.07 28.23 31.23
Araban 95-1 30.12 30.45 32.27 34.86 29.94 30.64
Araban 95-2 30.45 31.00 32.32 34.60 29.56 30.29
Araban 95-3 30.29 30.73 32.60 34.73 29.75 30.57
Araban 96-1 32.16 30.64 33.88 32.06 31.12 30.62
Araban 96-2 32.32 30.82 34.21 33.20 32.23 30.72
Araban 96-3 32.14 30.73 33.43 32.63 32.13 30.67
Araban 125-1 30.80 31.19 31.26 33.03 32.83 31.21
Araban 125-2 30.38 31.45 31.32 33.15 32.43 31.67
Araban 125-3 30.59 31.32 31.12 32.79 32.63 31.49
Araban 126-1 29.92 26.93 32.64 34.74 31.31 31.70
Araban 126-2 29.30 27.39 33.03 35.00 31.41 31.88
Araban 126-3 29.61 27.21 32.74 34.52 31.50 31.59
Araban 129-1 29.92 28.94 29.36 35.00 28.34 30.75
Araban 129-2 29.50 28.81 30.19 34.71 27.78 30.85
Araban 129-3 29.61 28.98 29.78 34.66 28.16 30.50
Araban 136-1 31.84 32.49 34.83 35.00 29.44 30.60
Araban 136-2 31.78 32.39 34.60 35.35 29.22 30.45
Araban 136-3 31.81 32.64 34.41 35.18 29.37 30.53
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Cizelge 4.17 Geg gigceklenme orneklerine (3 tekrarli) ait Real Time PCR Ct degerleri

(devam)
Ornek PdAct-s | PdAct-c | PpFT-s | PpFT-c | PabSOC1-s | PabSOC1l-c
Araban 146-1 32.89 28.01 33.43 35.00 31.47 32.08
Araban 146-2 32.32 27.78 33.65 35.08 31.75 32.14
Araban 146-3 32.61 27.90 33.88 35.10 31.61 31.82
Araban 164-1 31.67 29.97 33.25 31.48 31.00 32.32
Araban 164-2 31.32 29.45 33.63 32.29 31.06 32.52
Araban 164-3 31.45 29.71 33.44 31.74 31.13 32.60
Bertina-1 27.63 33.44 27.19 29.56 27.52 27.99
Bertina-2 27.77 33.40 28.07 29.32 27.23 27.76
Bertina-3 27.50 33.52 27.93 29.42 27.38 27.88
Bozkurt-1 27.46 28.45 35.09 32.86 29.55 31.08
Bozkurt-2 27.71 28.58 35.10 33.06 29.30 31.26
Bozkurt-3 27.59 28.52 35.35 33.01 29.28 31.12
Ferragnes-1 28.82 35.10 32.32 33.12 30.36 31.56
Ferragnes -2 29.02 35.07 32.74 33.33 30.24 31.54
Ferragnes -3 28.77 35.00 32.53 33.23 29.78 31.45
Ferraduel-1 32.76 25.93 33.45 31.57 34.13 32.00
Ferraduel-2 34.06 25.94 32.34 30.56 33.54 31.80
Ferraduel-3 33.41 25.84 32.03 30.34 33.78 31.99
Garrigues-1 31.96 25.89 31.55 30.35 31.45 30.35
Garrigues-2 31.56 25.68 32.33 30.77 31.25 30.14
Garrigues-3 31.76 25.79 31.88 30.80 32.12 30.54
Guara-1 32.49 28.37 34.14 35.00 30.44 31.82
Guara-2 32.74 28.91 34.17 35.26 30.65 31.94
Guara-3 32.62 28.64 34.06 35.63 30.76 31.99
Giilcan 1-1 31.46 29.83 31.12 30.85 30.85 29.68
Giilcan 1-2 31.01 30.00 31.03 30.54 31.05 29.76
Giilcan 1-3 31.24 29.92 31.26 30.70 31.00 29.72
Giilcan 2-1 32.60 29.92 33.28 35.00 31.21 32.03
Giilcan 2 -2 32.15 30.03 33.97 35.21 30.25 31.94
Giilcan 2 -3 32.38 29.98 33.03 35.11 30.34 31.99
Hacialibey-1 29.53 29.60 29.25 33.21 28.54 32.37
Hacialibey-2 29.34 29.41 29.36 33.32 28.76 32.57
Hacialibey-3 29.44 29.51 29.45 33.77 28.90 32.67
Halitbey-1 32.13 26.57 32.87 33.54 33.55 32.70
Halitbey-2 32.01 26.77 33.05 33.12 33.87 32.96
Halitbey-3 32.07 26.87 32.68 33.64 33.65 32.83
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Cizelge 4.17 Geg ciceklenme orneklerine (3 tekrarll) ait Real Time PCR Ct degerleri

(devam)
Ornek PdAct-s | PdAct-c | PpFT-s | PpFT-c | PabSOC1-s | PabSOC1-c
Moncayo-1 34.51 32.11 30.23 32.75 31.26 30.21
Moncayo-2 34.83 31.98 31.15 34.61 31.49 30.60
Moncayo-3 34.47 32.15 31.33 33.68 31.28 30.31
Ne Plus Ultra-1 30.68 29.42 34.33 35.00 28.10 30.89
Ne Plus Ultra-2 | 30.29 28.53 34.54 35.35 28.20 30.78
Ne Plus Ultra-3 | 30.49 28.78 34.14 35.18 28.35 30.84
Nonpareil-1 30.23 24.82 35.17 33.64 33.13 31.24
Nonpareil-2 29.86 24.76 35.20 33.13 33.23 31.43
Nonpareil-3 30.04 24.79 35.36 33.04 33.26 31.64
Nurlu-1 30.18 35.00 29.85 30.65 29.50 31.49
Nurlu-2 30.16 35.18 30.34 31.80 29.67 31.62
Nurlu-3 30.57 35.09 30.16 31.38 29.89 31.71
Primorski-1 33.00 32.94 32.23 30.93 31.76 28.67
Primorski -2 33.40 32.96 31.23 30.11 31.55 28.29
Primorski -3 33.30 32.65 32.17 30.52 31.66 28.48
Supernova-1 35.00 27.51 33.43 31.12 33.16 31.56
Supernova-2 35.49 26.95 32.68 30.22 33.75 31.44
Supernova-3 35.45 27.23 33.12 30.45 33.32 30.56
Teksas-1 32.27 29.11 35.21 33.63 29.45 32.10
Teksas-2 32.21 29.21 35.10 33.93 29.38 32.32
Teksas-3 32.24 29.16 35.18 33.45 29.27 32.46
Yaltinski-1 31.83 30.28 28.94 32.25 31.61 28.88
Yaltinski -2 31.58 30.31 29.27 32.40 31.71 29.01
Yaltinski -3 31.70 30.30 29.11 32.33 31.81 28.95
Yavuzeli 19-1 30.09 28.11 31.62 34.62 30.76 32.11
Yavuzeli 19-2 29.83 28.43 31.73 35.00 30.63 32.26
Yavuzeli 19-3 29.96 28.27 31.83 34.61 30.50 32.49
Yavuzeli 24-1 28.44 30.83 31.63 32.59 30.31 29.76
Yavuzeli 24-2 28.86 30.91 31.44 33.41 30.42 29.30
Yavuzeli 24-3 28.65 30.87 31.14 32.80 31.22 29.53
Yavuzeli 26-1 32.72 28.91 32.37 33.98 30.55 31.73
Yavuzeli 26-2 32.50 29.04 32.77 33.77 30.23 31.49
Yavuzeli 26-3 32.66 28.98 32.62 33.58 30.32 31.51
Yavuzeli 28-2 30.11 35.70 32.83 33.79 32.42 33.78
Yavuzeli 28-3 29.98 35.35 32.60 33.52 32.62 33.95
Yavuzeli 29-1 32.32 30.86 31.23 32.36 30.04 32.03
Yavuzeli 29-2 32.34 31.19 31.30 32.44 30.54 33.20
Yavuzeli 29-3 32.23 31.02 30.89 32.40 30.23 32.32
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4.17 Geg cigeklenme Orneklerine (3 tekrarli) ait Real Time PCR Ct degerleri

(devam)

Ornek PdAct-s | PdAct-c | PpFT-s | PpFT-c | PabSOC1-s | PabSOC1-c
Yavuzeli 51-1 30.67 30.77 33.13 34.57 29.63 29.80
Yavuzeli 51-2 30.44 30.34 32.72 34.59 29.33 29.70
Yavuzeli 51-3 30.56 30.56 33.03 34.83 29.33 29.90
Yavuzeli 102-1 32.71 33.77 33.00 35.00 30.45 29.56
Yavuzeli 102-2 32.62 33.93 32.43 35.37 30.57 29.95
Yavuzeli 102-3 32.87 33.35 33.57 35.09 30.26 29.41
Yavuzeli 103-1 35.00 30.09 35.10 33.46 33.37 31.96
Yavuzeli 103-2 35.47 29.89 35.40 33.15 33.64 31.83
Yavuzeli 103-3 35.44 29.99 35.30 33.31 33.76 31.90
17-4-1 32.33 30.11 32.43 31.28 30.16 30.70
17-4-2 32.61 30.00 32.87 31.82 30.02 30.66
17-4-3 32.47 30.05 32.65 31.55 30.24 30.68
48-1-1 29.74 29.49 30.35 31.60 30.43 31.70
48-1-2 30.34 29.33 30.67 33.06 30.15 31.52
48-1-3 30.09 29.41 29.14 32.33 30.02 31.51
1: 1.tekerriir,  2: 2.tekerriir,  3:3.tekerriir

Cizelge 4.18 Soguk uygulamasi 6rneklerine (3 tekrarli) ait Real Time PCR Ct degerleri

Ornek PdAct-s | PdAct-c | PACBF1-s | PACBF1-c | PACBF2-s | PACBF2-c
Akbadem-1 29.11 35.00 29.66 30.65 27.24 28.72
Akbadem-2 29.34 34.95 29.33 30.90 26.62 28.95
Akbadem-3 29.38 34.98 29.50 30.78 26.74 28.84
A.arabica-1 28.33 30.65 29.75 28.26 29.87 29.51
A.arabica -2 28.24 30.49 30.01 28.54 29.56 29.26
A.arabica -3 28.29 30.57 29.98 28.40 29.78 29.39
A.orientalis-1 29.65 22.87 35.22 29.26 31.50 30.08
A.orientalis -2 30.09 23.23 35.10 29.52 32.75 29.58
A.orientalis -3 29.87 23.25 35.14 29.69 35.10 29.83
A.webbii-1 28.46 29.31 27.60 31.50 29.07 29.64
A.webbii -2 27.88 29.19 27.40 31.85 29.13 29.40
A.webbii -3 28.17 29.25 27.30 31.48 29.00 29.52
Araban 10-1 29.68 31.01 31.16 32.41 29.20 28.88
Araban 10-2 30.15 31.14 31.30 32.34 29.11 28.74
Araban 10-3 29.92 31.07 31.53 32.18 29.16 28.41
Araban 17-1 30.69 32.88 31.66 33.66 29.17 35.00
Araban 17-2 30.79 31.85 31.73 33.00 29.40 35.50
Araban 17-3 30.74 32.37 31.70 33.23 29.44 35.25
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Cizelge 4.18 Soguk uygulamasi 6rneklerine (3 tekrarli) ait Real Time PCR Ct degerleri

(devam)
Ornek PdAct-s | PdAct-c | PACBF1-s | PACBF1-c | PACBF2-s | PACBF2-c
Araban 94-1 28.03 30.94 30.69 31.65 30.39 35.00
Araban 94-2 28.14 31.20 30.45 3171 30.55 35.32
Araban 94-3 28.08 30.92 30.57 31.58 30.47 35.16
Araban 95-1 30.79 30.91 32.00 31.00 25.78 30.44
Araban 95-2 30.84 30.17 32.24 31.09 25.94 30.21
Araban 95-3 30.82 30.54 33.37 31.05 25.86 30.58
Araban 96-1 30.85 31.78 32.20 31.07 29.46 28.76
Araban 96-2 3141 31.57 32.58 31.17 29.67 29.05
Araban 96-3 31.13 31.68 32.49 31.57 30.12 28.91
Araban 125-1 28.76 30.19 29.30 32.05 29.55 30.08
Araban 125-2 28.47 30.66 29.38 32.45 29.62 30.44
Araban 125-3 28.62 30.43 30.49 32.25 29.99 30.26
Araban 126-1 29.55 30.20 30.25 31.05 28.75 29.83
Araban 126-2 29.96 30.24 30.47 31.11 28.56 29.51
Araban 126-3 29.76 30.22 30.36 31.08 28.62 29.67
Araban 129-1 28.07 27.65 30.89 29.36 28.60 29.26
Araban 129-2 27.82 27.58 30.66 29.42 28.95 29.66
Araban 129-3 27.95 27.62 30.48 29.54 28.78 29.46
Araban 136-1 27.65 3151 31.22 32.30 27.87 28.30
Araban 136-2 27.17 31.27 31.40 3241 28.20 28.85
Araban 136-3 2741 31.39 31.60 32.71 28.05 28.58
Araban 146-1 28.71 31.91 31.26 35.66 28.23 29.24
Araban 146-2 28.70 32.90 31.32 35.00 27.34 29.42
Araban 146-3 28.71 32.10 31.49 35.33 26.44 29.83
Araban 164-1 30.49 30.81 30.30 31.33 28.20 29.18
Araban 164-2 30.11 31.54 30.05 31.23 28.87 29.52
Araban 164-3 30.30 31.18 30.43 31.28 28.43 29.35
Bertina-1 34.00 26.73 34.25 33.33 32.00 30.50
Bertina-2 33.62 26.48 34.50 33.43 31.25 30.08
Bertina-3 34.31 26.11 34.50 33.53 31.75 30.44
Bozkurt-1 28.54 27.28 30.43 32.52 28.92 30.24
Bozkurt-2 28.78 27.76 30.33 32.35 28.73 30.51
Bozkurt-3 28.16 27.52 30.38 32.79 28.88 30.29
Ferraduel-1 25.64 33.83 30.19 32.70 29.36 30.14
Ferraduel-2 25.62 33.60 30.12 32.30 28.33 30.51
Ferraduel-3 25.63 33.92 30.36 32.40 28.12 30.33
Ferragnes-1 35.00 27.36 34.45 33.53 32.10 29.66
Ferragnes-2 34.54 27.49 33.75 33.31 31.10 29.13
Ferragnes-3 34.77 27.43 34.60 33.62 31.55 29.40
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Cizelge 4.18 Soguk uygulamasi 6rneklerine (3 tekrarli) ait Real Time PCR Ct degerleri

(devam)
Ornek PdAct-s | PdAct-c | PACBF1-s | PdCBF1-c | PACBF2-s | PdCBF2-c
Garrigues-1 30.12 35.52 33.00 35.23 29.10 29.45
Garrigues-2 30.40 35.30 33.11 35.17 28.85 29.15
Garrigues-3 30.22 35.44 33.05 35.20 29.00 29.55
Guara-1 33.45 35.00 28.84 35.30 27.87 28.93
Guara-2 33.23 34.37 28.75 35.22 28.04 28.86
Guara-3 33.13 34.69 28.50 35.10 27.96 28.90
Giilcan 1-1 25.74 31.48 28.76 35.20 29.25 28.92
Giilcan 1-2 25.67 29.88 28.85 35.12 29.27 28.77
Giilcan 1-3 25.71 30.68 28.81 35.00 29.56 28.85
Giilcan 2-1 30.35 33.46 31.01 32.88 29.03 29.39
Giilcan 2-2 30.84 33.78 31.05 32.83 28.95 29.66
Giilcan 2-3 30.60 33.62 31.23 32.86 28.99 29.78
Hacialibey-1 27.68 29.44 30.83 32.89 27.50 28.34
Hacialibey-2 27.86 29.27 30.51 32.50 27.10 29.02
Hacialibey-3 27.77 29.36 30.67 32.60 27.55 29.38
Halitbey-1 30.88 32.34 29.61 33.48 29.06 28.98
Halitbey-2 30.96 32.07 29.65 33.46 29.43 28.40
Halitbey-3 30.92 32.20 29.63 33.12 29.25 28.69
Moncayo-1 31.71 32.01 30.42 35.22 28.00 29.84
Moncayo-2 32.35 32.28 30.22 35.30 29.10 30.06
Moncayo-3 32.03 32.15 30.52 35.28 28.75 29.95
Ne Plus Ultra-1 29.77 30.01 33.00 35.30 29.26 30.08
Ne Plus Ultra-2 | 29.48 30.31 33.11 35.20 29.04 30.55
Ne Plus Ultra-3 | 29.63 30.16 33.05 35.40 29.15 30.42
Nonpareil-1 27.88 29.70 31.75 35.00 26.78 29.30
Nonpareil-2 28.30 29.95 31.67 35.20 26.57 29.41
Nonpareil-3 28.72 29.83 31.71 34.90 26.93 29.36
Nurlu-1 32.92 29.47 32.56 31.24 31.36 29.57
Nurlu-2 31.72 29.56 33.03 31.43 31.00 29.48
Nurlu-3 32.32 29.52 32.25 31.04 31.38 29.88
Primorski-1 30.77 35.20 32.66 31.71 28.59 29.14
Primorski-2 30.92 35.09 32.81 31.93 28.63 29.20
Primorski-3 30.35 35.10 32.74 31.82 28.61 29.67
Supernova-1 34.50 35.30 30.72 35.00 27.80 28.95
Supernova-2 32.03 35.45 32.80 35.42 28.07 29.15
Supernova-3 33.27 35.29 31.76 35.31 28.03 29.05
Teksas-1 29.02 31.49 30.39 32.38 28.65 29.68
Teksas-2 28.71 31.63 30.04 32.47 28.80 29.48
Teksas-3 28.87 31.36 31.31 32.73 28.80 29.58
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Cizelge 4.18 Soguk uygulamasi 6rneklerine (3 tekrarli) ait Real Time PCR Ct degerleri

(devam)

Ornek PdAct-s | PdAct-c | PACBF1-s | PACBF1-c | PdCBF2-s | PdCBF2-c
Yaltinski-1 32.59 31.31 31.30 30.11 30.10 29.34
Yaltinski -2 32.32 31.45 31.67 30.05 29.60 28.42
Yaltinski -3 32.46 31.38 31.49 30.08 29.80 28.88
Yavuzeli 19-1 29.70 29.95 31.64 32.35 29.25 30.25
Yavuzeli 19-2 29.61 29.70 31.26 32.70 29.54 30.58
Yavuzeli 19-3 29.66 29.83 31.45 32.53 29.36 30.38
Yavuzeli 24-1 29.34 28.08 32.14 31.82 28.83 29.84
Yavuzeli 24-2 30.00 28.54 32.25 32.10 28.78 30.02
Yavuzeli 24-3 29.67 28.31 32.20 31.96 28.81 29.93
Yavuzeli 26-1 29.71 33.21 29.16 32.09 29.75 29.18
Yavuzeli 26-2 29.93 33.43 29.05 32.37 29.32 28.86
Yavuzeli 26-3 29.42 33.32 29.00 31.43 29.54 29.07
Yavuzeli 28-1 28.70 30.44 30.68 31.27 29.09 29.73
Yavuzeli 28-2 29.00 29.94 31.09 31.50 29.25 29.86
Yavuzeli 28-3 28.85 30.19 30.89 31.39 29.17 29.50
Yavuzeli 29-1 28.47 31.12 30.26 34.66 29.38 30.57
Yavuzeli 29-2 27.57 30.81 30.07 35.00 29.72 30.84
Yavuzeli 29-3 28.02 30.97 30.02 34.93 29.55 30.71
Yavuzeli 51-1 28.34 31.01 29.61 31.73 29.43 28.71
Yavuzeli 51-2 28.34 31.32 29.95 31.32 29.82 28.96
Yavuzeli 51-3 28.34 31.17 29.68 31.53 29.58 28.84
Yavuzeli 102-1 29.22 32.42 35.00 30.52 30.40 28.51
Yavuzeli 102-2 29.73 32.19 35.00 33.52 29.72 28.76
Yavuzeli 102-3 29.48 32.31 35.00 32.02 30.06 28.64
Yavuzeli 103-1 31.15 35.00 31.67 33.77 27.09 29.14
Yavuzeli 103-2 30.82 35.16 31.77 33.31 27.32 29.26
Yavuzeli 103-3 30.99 35.48 31.42 33.44 27.23 29.20
17-4-1 28.10 31.85 22.55 21.80 30.10 29.18
17-4-2 28.29 32.07 22.15 21.58 30.35 29.41
17-4-3 28.20 31.76 22.40 21.68 30.25 29.30
48-1-1 34.00 29.50 31.89 30.65 31.25 30.38
48-1-2 34.19 29.48 31.51 30.32 31.15 30.00
48-1-3 34.60 29.49 31.60 30.56 31.30 30.44
1: 1.tekerriir,  2: 2.tekerriir,  3:3.tekerriir
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Buna gore, geg¢ cigeklenmeyle iliskili PdAct (housekeeping) genindeki Ct degerlerinin
23.43 ile 35.70; PpFT genindeki Ct degerlerinin 27.19 ile 35.60; PabSOC1 genindeki

Ct degerlerinin ise 27.13 ile 34.13 arasinda degistigi goriilmiistiir (Cizelge 4.17).

Soguk stresi ile iligkili olarak, PdAct (housekeeping) genindeki Ct degerlerinin 22.87 ile
35.52; PACBF1 genindeki Ct degerlerinin 21.58 ile 35.66 ve PdCBF2 genindeki Ct

degerlerinin ise 25.78 ile 35.32 arasinda degistigi goriilmiistiir (Cizelge 4.18).

4.6.11 Real Time PCR verilerin relatif ifade analizleri

Badem genotipleri geg¢ cigeklenme ve soguk (-2 °C’de 6 saat) uygulamalarinda PdAct
(housekeeping)’a gore normalize edilmis PpFT ve PabSOCL1 genlerinin verileri Cizelge
4.19°da, ifade seviyeleri ise Sekil 4.46 ve 4.47°de verilmistir. PACBF1 ve PdCBF2

genlerinin verileri Cizelge 4.20°de, ifade seviyeleri ise Sekil 4.48 ve 4.49°da verilmistir.

Cizelge 4.19 Geg gigeklenme orneklerinde PpFT ve PabSOC1 genlerine ait normalize

veriler
PpFT- PpFT- PabSOC1- PabSOC1-
Cegsitler 2°ddct - 2\ddct - 2°\ddct- 2 \ddct-
up/down stdHata up/down stdHata
Akbadem 20,37* 0,63 19,04* 2,04
Amygdalus arabica 9,79* 4,10 5,64** 1,50
Amygdalus orientalis -27,29* 0,01 -39,91** 0,00
Amygdalus webbii 11,02* 3,63 5,23* 0,69
Araban 10 4,08* 0,48 4,86* 0,53
Araban 17 7,48* 1,58 2,10* 1,01
Araban 94 1,62* 0,74 4,62* 1,51
Araban 95 3,78** 0,51 1,24* 0,05
Araban 96 1,25* 0,22 1,33* 0,35
Araban 125 2,07* 0,27 -3,74* 0,01
Araban 126 22,30% 5,96 7,08* 1,67
Araban 129 60,31** 19,18 10,62* 1,65
Araban 136 0,93* 0,11 1,41* 0,08
Araban 146 70,36* 8,55 38,83* 4,32
Araban 164 1,14* 0,15 9,14* 0,56
Bertina -16,35* 0,02 -39,66* 0,00
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Cizelge 4.19 Geg gigeklenme orneklerinde PpFT ve PabSOC1 genlerine ait normalize
veriler (devam)

PpFT- PpFT- PabSOC1-
Cesitler onddct- | 27ddet- | 2~ddet- ZAggfﬁggﬁ'ata
up/down | stdHata up/down
Bozkurt -8,72** 0,01 1,82** 0,20
Ferraduel 56,94* 14,50 54,74* 16,54
Ferragnes -44,93* 0,00 -27,49* 0,00
Garrigues 26,29* 3,16 26,53* 3,02
Guara 36,23* 5,32 39,01* 3,19
Gilcan 1 1,90* 0,34 1,08** 0,16
Giilcan 2 17,90* 3,83 13,97* 1,52
Hacialibey 16,23** 1,40 13,30** 0,16
Halitbey 62,08* 11,25 22,37* 1,91
Moncayo 45,02* 17,21 3,00* 0,45
Ne Plus Ultra 5,49* 0,87 18,40** 1,06
Nonpareil 10,17* 2,28 11,23* 0,74
Nurlu -12,10* 0,01 -7,25* 0,01
Primorski -2,14* 0,10 -6,86** 0,01
Supernova 50,25* 9,22 59,46* 8,96
Teksas 3,00* 0,29 64,89** 6,33
Yaltinski 24,91** 2,29 -2,65** 0,02
Yavuzeli 19 26,39** 2,75 10,35* 1,35
Yavuzeli 24 0,67* 0,17 -9,74* 0,02
Yavuzeli 26 29,92* 6,50 29,13* 1,57
Yavuzeli 28 -21,80* 0,00 -16,36** 0,00
Yavuzeli 29 5,83* 0,50 11,60* 1,25
Yavuzeli 51 3,31* 0,41 1,31* 0,13
Yavuzeli 102 2,36* 0,37 -3,26* 0,05
Yavuzeli 103 10,24** 0,40 12,33* 0,69
17-4 2,51* 0,25 7,85* 0,84
48-1 9,34* 3,46 4,19* 0,69

*p<0.05’ e gore istatistik olarak dnemli
** p<0.05’ e gore istatistik olarak ¢cok 6nemli

PpFT ve PabSOC1 gen ifadelerindeki artis ve azalisin gigceklenme 6zelligini isaret eden
bir durum oldugu diistiniilmektedir (Putterill vd. 2004, Li vd. 2016, Agliassa vd. 2018)
(Cizelge 4.19).
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Sekil 4.46 Farkli badem genotiplerinde ge¢ ¢iceklenme degerlendirmesine ait PpFT
geninin ifade seviyesi
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Sekil 4.47 Geg ¢iceklenme 6rneklerinde PabSOC1 geni ifade seviyesi

4.6.11.1 Geg ciceklenme orneklerinde PpFT gen ifadesi

Geg ciceklenme o0zelligi acisindan PpFT geni ifade analizlerine gore, Akbadem,
A.arabica, A.webbii, Araban 10, Araban 17, Araban 95, Araban 125, Araban 126,
Araban 129, Araban 146, Garrigues, Guara, Giilcan 2, Ferraduel, Hacialibey, Halitbey,
Moncayo, Ne Plus Ultra, Nonpareil, Teksas, Supernova, Yaltinski, Yavuzeli 19,
Yavuzeli 26, Yavuzeli 29, Yavuzeli 51, Yavuzeli 102, Yavuzeli 103, 17-4 ve 48-1

197



genotiplerinde ifade artigi belirlenmistir (*,**p<0.05" e gore istatistik olarak 6nemlidir).
Ifade seviyesi azalan ¢esit ve genotipler ise; A. orientalis, Bertina, Ferragnes, Nurlu,
Primorski, Yavuzeli 28 ve Bozkurt olmustur (Sekil 4.46).

Genotipler arasinda en fazla ifade artis1 (*, **p<0.05" e gore istatistik olarak onemli)
Araban 146 genotipinde (70.36 kat) olurken, onu sirasiyla Halitbey (62.08 kat), Araban
129 (60.31 kat), Ferraduel (56.94 kat), Supernova (50.25 kat), Moncayo (45.02 kat),
Guara (36.23 kat), Yavuzeli 26 (29.92 kat), Yavuzeli 19 (26.39 kat), Garrigues (26.29
kat), Yaltinski (24.91 kat), Araban 126 (22.30 kat), Akbadem (20.37 kat), Giilcan 2
(17.90 kat), Hacialibey (16.23 kat), A. webbii (11.02 kat), Yavuzeli 103 (10.24),
Nonpareil (10.17 kat), A. arabica (9.79 kat), 48-1 (9.34 kat), Araban 17 (7.48 kat),
Yavuzeli 29 (5.83 kat), Ne Plus Ulta (5.49 kat), Araban 10 (4.08 kat), Araban 95 (3.78
kat), Yavuzeli 51 (3.31 kat), Teksas (3.00 kat), 17-4 (2.51 kat), Yavuzeli 102 (2.36) ve
Araban 125 (2.07 kat) izlemistir. En fazla ifade azalis1 ise (*, **p<0.05 e gore istatistik
olarak o6nemli); Ferragnes (-44.93 kat) c¢esidinde tespit edilirken, onu sirasiyla
A.orientalis (-27.29 kat), Yavuzeli 28 (-21.80 kat), Bertina (-16.35 kat), Nurlu (-12.10
kat), Bozkurt (-8.72 kat) ve Primorski (-2.14 kat) izlemektedir (Cizelge 4.19).

Istatistik olarak yapilan t-test sonucunda (p<0.05’e gore istatistiksel anlamda &nemlidir)
ifade seviyelerinin -2 ile +2 arasinda belirlenmesinden dolay1 geg¢ ¢igeklenme 6zelligi
bakimindan Araban 94, Araban 96, Araban 136, Araban 164, Giilcan 1 ve Yavuzeli 24
genotiplerinde herhangi bir ifade artis1 ya da azalist olmamistir (Cizelge 4.19, Sekil
4.46).

Orta ge¢ ve ge¢ cigeklendigi belirtilen gesitlerden (Kiiden vd. 2014) Halitbey (62.08
kat), Ferraduel (56.94 kat), Supernova (50.25 kat), Moncayo (45.02 kat), Guara (36.23
kat), Yaltinski (24.91 kat), Giilcan 2 (17.90 kat), Nonpareil (10.17 kat) ve Teksas (3.00
kat) cesitlerinde PpFT geninde ifade artis1 (*, **p<0.05’ e gore istatistik olarak
onemlidir) gézlemlenirken; Ferragnes (-44.93 kat), Bertina (-16.35 kat), Bozkurt (-8.72
kat) ve Primorski (-2.14 kat) ¢esitlerinde ise ifade azalis1 (*, **p<0.05" e gore istatistik
olarak dnemlidir) belirlenmistir (Cizelge 4.19, Sekil 4.46).
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Erken ciceklenen ¢esitlerden Garrigues (26.29 kat), Akbadem (20.37 kat), Hacialibey
(16.23 kat), 48-1 (9.34 kat), Ne Plus Ultra (5.49 kat) ve 17-4 (2.51 kat) cesit ve
genotiplerinde PpFT geninde ifade artisi, Nurlu ¢esidinde ise ifade azalis1 (-12.10 kat)
belirlenmistir (*, **p<0.05" e gore istatistik olarak Onemlidir) (Cizelge 4.19, Sekil
4.46).

Selekte edilen genotipler dikkate alindiginda; Araban 146 (70.36 kat), Araban 129
(60.31 Kkat), Yavuzeli 26 (29.92 kat), Yavuzeli 19 (26.39 kat), Araban 126 (22.30 kat),
Yavuzeli 103 (10.24 kat), Araban 17 (7.48 kat), Yavuzeli 29 (5.83 kat), Araban 10
(4.08 kat), Araban 95 (3.78 kat), Yavuzeli 51 (3.31 kat), Araban 125 (2.07 Kkat)
genotiplerinde PpFT geninde ifade artisi, Yavuzeli 28 genotipinde ise ifade azalisi
(-21.80 kat) belirlenmistir (*, **p<0.05’ ¢ gore istatistik olarak onemlidir) (Cizelge
4.19, Sekil 4.46).

4.6.11.2 Geg ciceklenme o6rneklerinde PabSOCL1 gen ifadesi

Geg ¢igeklenme agisindan PabSOCL1 geninin ifade analizine gore, Akbadem, A.arabica,
A.webbii, Araban 10, Araban 17, Araban 94, Araban 126, Araban 129, Araban 146,
Araban 164, Ferraduel, Garrigues, Guara, Giilcan 2, Hacialibey, Halitbey, Moncayo, Ne
Plus Ultra, Nonpareil, Supernova, Teksas, Yavuzeli 19, Yavuzeli 26, Yavuzeli 29,
Yavuzeli 103, 17-4 ve 48-1 genotiplerinde ifade artig1 belirlenmistir (*, **p<0.05’ ¢
gore istatistik olarak ©6nemlidir). Ifade seviyesi azalan genotipler ise A.orientalis,
Bertina, Ferragnes, Yavuzeli 28, Yavuzeli 24, Nurlu, Primorski, Araban 125, Yavuzeli
102 ve Yaltinski olmustur (Sekil 4.47).

Genotipler arasinda en fazla ifade artig1 (*, **p<0.05" e gore istatistik olarak onemli)
Teksas ¢esidinde (64.89 kat) olurken, onu sirasiyla Supernova (59.46 kat), Ferraduel
(54.74 kat), Guara (39.01 kat), Araban 146 (38.53 kat), Yavuzeli 26 (29.13 kat),
Garrigues (26.53 kat), Halitbey (22.37 kat), Akbadem (19.04 kat), Ne Plus Ultra (18.40
kat), Giilcan 2 (13.97 kat), Hacialibey (13.30 Kkat), Yavuzeli 103 (12.33 kat), Yavuzeli 29
(11.60 kat), Nonpareil (11.23 kat), Araban 129 (10.62 kat), Yavuzeli 19 (10.35 kat),
Araban 164 (9.14 kat), 17-4 (7.85 kat), Araban 126 (7.08 kat), A. arabica (5.64 kat),
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A. webbi (5.23 kat), Araban 10 (4.86 kat), Araban 94 (4.62 kat), 48-1 (4.19 Kkat),
Moncayo (3.00 kat) ve Araban 17 (2.10 kat) izlemistir. En fazla ifade azalisi
(*,**p<0.05 ¢ gore istatistik olarak onemli) ise A.orientalis tiiriinde (-39.91 kat) tespit
edilirken, onu sirasiyla Bertina (-39.66 kat), Ferragnes (-27.49 kat), Yavuzeli 28 (-16.36
kat), Yavuzeli 24 (-9.74 kat), Nurlu (-7.25 kat), Primorski (-6.86 kat), Araban 125
(-3.74 kat), Yavuzeli 102 (-3.26 kat) ve Yaltinski (-2.55 kat) olmustur (Cizelge 4.19).

Istatistik olarak yapilan t-test sonucunda (p<0.05’e gore istatistiksel anlamda &nemlidir)
ifade seviyelerinin -2 ile +2 arasinda belirlenmesinden dolay1 ¢igeklenme Ozelligi
bakimindan Araban 95, Araban 96, Araban 136, Bozkurt, Giilcan 1 ve Yavuzeli 51
genotiplerinde herhangi bir ifade artis1 ya da azalisi olmamistir (Cizelge 4.19, Sekil
4.47).

Orta geg ve geg ¢igeklendigi belirtilen gesitlerden (Kiiden vd. 2014) Teksas (64.89 kat),
Supernova (59.46 kat), Ferraduel (54.74 kat), Guara (39.01 kat), Halitbey (22.37 kat),
Giilcan 2 (13.97 kat), Nonpareil (11.23 kat) ve Moncayo (3.00 kat) gesitlerinde
PabSOC1 geninde ifade artisi (*, **p<0.05’ e gore istatistik olarak Onemlidir)
gozlemlenirken, Bertina (-39.66 kat), Ferragnes (-27.49 kat), Primorski (-6.86 kat) ve
Yaltinski (-2.55 kat) ¢esitlerindeki ifade azalmistir (*, **p<0.05’ e gore istatistik olarak

onemlidir).

Erken cigeklenen gesitlerden Garrigues (26.53 kat), Akbadem (19.04 kat), Ne Plus Ultra
(18.40 kat), Hacialibey (13.30 kat), 17-4 (7.85 kat) ve 48-1 (4.19 kat)’de PabSOC1
geninde ifade artisi, Nurlu (7.25 kat) cesidinde ise ifade azalis1 (*, **p<0.05" e gore
istatistik olarak dnemlidir) belirlenmistir (Cizelge 4.19, Sekil 4.47).

Selekte edilen genotipler arasinda ise, Araban 146 (38.83 kat), Yavuzeli 26 (29.13 kat),
Yavuzeli 103 (12.33 kat), Yavuzeli 29 (11.60 kat), Araban 129 (10.62 kat), Yavuzeli
19 (10.35 kat), Araban 164 (9.14 kat), Araban 126 (7.08 kat), Araban 10 (4.86 kat),
Araban 94 (4.62 kat) ve Araban 17 (2.10 kat) genotiplerinde PabSOC1 geninde ifade
artis1 goriilirken, Yavuzeli 28 (16.36 kat), Yavuzeli 24 (9.74 kat), Araban 125
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(3.74 kat) ve Yavuzeli 102 (3.26 kat) genotiplerinde ifade azalis1 (*,**p<0.05" e gore
istatistik olarak onemlidir) belirlenmistir. (Cizelge 4.19, Sekil 4.47).

PpFT ve PabSOCL genleri birlikte degerlendirildiginde ise; ifadesi artan (*,**p<0.05" ¢
gore istatistik olarak onemlidir) ¢esit ve genotipler Akbadem, A. arabica, A. webbi,
Araban 10, Araban 17, Araban 126, Araban 129, Araban 146, Ferraduel, Garrigues,
Guara, Giilcan 2, Hacialibey, Halitbey, Moncayo, Ne Plus Ultra, Nonpareil, Supernova,
Teksas, Yavuzeli 19, Yavuzeli 26, Yavuzeli 29, Yavuzeli 103, 17-4 ve 48-1 olurken,
ifadesi azalanlar (*,**p<0.05" e gore istatistik olarak onemlidir) A. orientalis, Bertina,

Ferragnes, Nurlu, Primorski ve Yavuzeli 28 olmustur (Sekil 4.46, Sekil 4.47).

PpFT ve PabSOC1 gen ifadeleri; referans cesitlerden Bertina (ge¢ c¢igeklenen),
Ferragnes (ge¢ ciceklenen) ve Nurlu (erken ¢iceklenen)’da azalis, 48-1 (erken
ciceklenen) c¢esidinde ise artis (*,**p<0.05’ e gore istatistik olarak Onemlidir)

gostermistir (Sekil 4.46 - 4.47, Cizelge 4.19).

Orta geg ve geg ciceklendigi bilinen Ferraduel, Guara, Giilcan 2, Halitbey, Nonpareil ve
Supernova g¢esitlerinde (Cizelge 3.1), PpFT ve PabSOCL1 genlerinin her ikisinde de
ifade artis1 goriilmiistiir. PPFT genindeki ifade artis1 (*,**p<0.05" e gore istatistik olarak
onemlidir) sirasiyla 56.94, 36.23, 17.90, 62.08, 10.17 ve 50.25 olarak belirlenirken;
PabSOC1 geninde ise sirasiyla 54.74, 39.01, 13.97, 22.37, 11.23 ve 59.46 kat ifade
artis1 (*,**p<0.05’ e gore istatistik olarak 6nemlidir) tespit edilmistir (Cizelge 4.19).

Erken ciceklendigi belirtilen Akbadem, Garrigues, Hacialibey, Ne Plus Ultra ve 48-1
cesitlerinde (Cizelge 3.1) PpFT ve PabSOCL1 genlerinin her ikisinde de ifade artisi
(*,**p<0.05" e gore istatistik olarak dnemlidir) goriilmiistiir. PpFT genindeki ifade artisi
sirasiyla 20.37, 26.29, 16.23, 5.49 ve 9.34 kat olurken; PabSOC1 geninde ise sirasiyla
19.04, 26.53, 13.30, 18.40 ve 4.19 kat ifade artis1 olmustur (Cizelge 4.19).

Her iki gen acisindan da ifade artist (*,**p<0.05" e gore istatistik olarak Onemlidir)

gosteren selekte edilmis genotipler degerlendirildiginde ise; PpFT genindeki ifade artisi
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sirasiyla Araban 146 (70.36 kat), Araban 129 (60.31 kat), Yavuzeli 26 (29.92 kat),
Yavuzeli 19 (26.39 kat), Araban 126 (22.30 kat), Yavuzeli 103 (10.24 kat), Araban 17
(7.48 kat), Yavuzeli 29 (5.83 kat) ve Araban 10 (4.08 kat) olurken; PabSOCL1 genindeki
ifade artig1 ise sirasiyla Araban 146 (38.83 kat), Yavuzeli 26 (29.13 kat), Yavuzeli 103
(12.33 kat), Yavuzeli 29 (11.60 kat), Araban 129 (10.62 kat), Yavuzeli 19 (10.35 kat),
Araban 126 (7.08 kat), Araban 10 (4.86 kat) ve Araban 17 (2.10 kat) genotiplerinde
belirlenmistir (Cizelge 4.19).

4.6.11.3 Soguk uygulamasi 6rneklerinde PACBF1 gen ifadesi

Soguga tolerans agisindan PACBF1 geninin ifade analizine gore, A.orientalis, A.webbii,
Bertina, Bozkurt, Ferragnes, Guara, Giilcan 1, Halitbey, Moncayo, Ne Plus Ultra,
Nonpareil, Nurlu, Supernova Yavuzeli 24, Yavuzeli 29 ve 48-1 ¢esit ve genotiplerinde
ifade artig1 belirlenmistir (*,**p<0.05 e gore istatistik olarak 6nemlidir). Ifade seviyesi
azalan gesit ve genotipler ise; Akbadem, A.arabica, Araban 94, Araban 95, Araban 96,
Araban 136, Ferraduel, Garrigues, Giilcan 2, Primorski, Yavuzeli 102, Yavuzeli 103 ve
17-4 olmustur (Sekil 4.48).

Genotipler arasinda en fazla ifade artis1 Bertina cesidinde (99.63 kat) olurken, onu
sirasiyla Ferragnes (95.08 kat), Guara (31.15 kat), Moncayo (27.69 kat), 48-1 (12.62
kat), Bozkurt (8.90 kat), A.webbii (8.56 kat), Halitbey (5.48 kat), Supernova (4.87 kat),
Yavuzeli 24 (4.00 kat), Nonpareil (3.53 kat), Yavuzeli 29 (3.49 kat), Ne Plus Ultra (3.37
kat), Nurlu (2.95 kat), Giilcan 1 (2.71 kat), A.oriantalis (2.15 kat) izlemistir
(*,**p<0.05" e gore istatistik olarak onemlidir). En fazla ifade azalis1 ise Ferraduel
cesidinde (59.30 kat) tespit edilirken, onu sirasiyla Primorski (-40.63 kat), Yavuzeli 102
(-34.15 kat), Akbadem (-20.78 kat), 17-4 (-20.73 kat), A.arabica (-13.89 kat), Garrigues
(-8.11 kat), Araban 136 (-7.50 kat), Yavuzeli 103 (-4.83 kat), Araban 94 (-3.63 Kat),
Araban 96 (-3.20 kat), Giilcan 2 (-2.40 kat) ve Araban 95 (-2.11 kat) izlemektedir
(*,**p<0.05’ e gore istatistik olarak dnemlidir) (Sekil 4.48, Cizelge 4.20).
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Cizelge 4.20 Soguk uygulamasi orneklerinde PdCBF1 ve PACBF2 genlerine ait
normalize veriler

PdCBF1- | PdCBF1- PdCBF2- PdCBF2-

Cesitler 2°\ddct - 2”ddct — 2°\ddct- 2°\ddct-

up/down stdHata up/down stdHata
Akbadem -20,78* 0,01 -12,59* 0,02
Amygdalus arabica -13,89* 0,00 -6,20* 0,00
Amygdalus orientalis 2,15** 0,20 18,84* 11,51
Amygdalus webbii 8,56** 0,15 0,66* 0,10
Araban 10 0,90* 0,10 -3,07* 0,04
Araban 17 0,93* 0,13 21,16** 6,09
Araban 94 -3,63* 0,01 3,38** 0,12
Araban 95 -2,11* 0,14 28,65** 2,72
Araban 96 -3,20* 0,04 -2,50* 0,09
Araban 125 1,77* 0,44 -2,37* 0,06
Araban 126 1,20* 0,05 1,48* 0,07
Araban 129 0,54* 0,06 2,02* 0,05
Araban 136 -7,50* 0,01 -10,88* 0,00
Araban 146 1,60** 0,36 0,53* 0,24
Araban 164 1,15* 0,25 1,06* 0,29
Bertina 99,63* 25,59 78,62* 20,13
Bozkurt 8,90** 0,65 5,69* 0,83
Ferraduel -59,30** 0,00 -77,70*%* 0,00
Ferragnes 95,08* 6,85 35,70* 0,94
Garrigues -8,11** 0,01 -27,10* 0,00
Guara 31,15** 0,88 0,66** 0,03
Giilcan 1 2,71** 0,76 -41,32* 0,01
Giilcan 2 -2,40** 0,02 -5,22* 0,02
Hacialibey 1,33* 0,08 1,22* 0,11
Halitbey 5,48** 0,55 -3,63* 0,03
Moncayo 27,69** 3,96 2,35* 0,28
Ne Plus Ultra 3,37** 0,52 1,59* 0,05
Nonpareil 3,53** 0,45 2,13** 0,26
Nurlu 2,95* 0,84 2,39* 0,46
Primorski -40,63* 0,00 -13,17* 0,00
Supernova 4,87* 3,21 0,66* 0,32
Teksas 0,64* 0,08 -3,09* 0,06
Yaltinski 0,82* 0,14 1,12* 0,18
Yavuzeli 19 1,93* 0,34 1,81* 0,07
Yavuzeli 24 4,00* 0,13 5,63** 0,48
Yavuzeli 26 0,64* 0,15 -17,43* 0,00
Yavuzeli 28 0,57* 0,07 0,59* 0,11
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Cizelge 4.20 Soguk uygulamasi orneklerinde PdCBF1 ve PACBF2 genlerine ait
normalize veriler (devam)

PdCBF1- PdCBF1- PdCBF2- PdCBF2-
Cesitler 2°\ddct - 2”ddct — 2°\ddct- 2°\ddct-

up/down stdHata up/down stdHata
Yavuzeli 29 3,49** 0,20 -3,40* 0,04
Yavuzeli 51 0,51* 0,10 -12,03* 0,01
Yavuzeli 102 -34,15* 0,02 -17,11* 0,02
Yavuzeli 103 -4,83* 0,05 -4,61** 0,04
17-4 -20,73* 0,00 -24,77* 0,00
48-1 12,62* 2,16 14,40* 2,32

*p<0.05’ e gore istatistik olarak 6nemli
** p<0.05’ e gore istatistik olarak ¢ok 6nemli

PdCBF1

150,00

100,00

50.00 H

i [ ] [ ] - I e i = PACBF1-2"ddct -

0,00 I - I N I - - up/down

-50,00

-100.00

Sekil 4.48 Soguk uygulamasi drneklerinde PACBF1 geni ifade seviyesi

[statistik olarak yapilan t-test sonucunda (*,**p<0.05" e gore istatistik olarak énemlidir)
ifade seviyelerinin -2 ile +2 arasinda belirlenmesinden dolay1r soguga tolerans
bakimindan Araban 10, Araban 17, Araban 125, Araban 126, Araban 129, Araban 146,
Araban 164, Hacialibey, Teksas, Yaltinski, Yavuzeli 19, Yavuzeli 26, Yavuzeli 28 ve
Yavuzeli 51 cgesit ve genotiplerinde herhangi bir ifade artis1 ya da azalis1 olmamistir

(Sekil 4.48, Cizelge 4.20).

Orta ge¢ ve geg cigeklendigi belirtilen ¢esitlerden (Kiiden vd. 2014), Bertina (99.63
kat), Ferragnes (95.08 kat), Guara (31.15 kat), Moncayo (27.69 kat), Bozkurt (8.90 kat),
Halitbey (5.48 kat), Supernova (4.87 kat), Nonpareil (3.53 kat), Giilcan 1 (2.71 kat)
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cesitlerinde PACBF1 geninde ifade artis1 (*,**p<0.05" e gore istatistik olarak 6nemlidir)
gozlemlenirken; Ferraduel (-59.30 kat), Primorski (-40.63 kat) ve Giilcan 2 (-2.40 kat)
cesitlerinde ifade azalis1 (*,**p<0.05" e gore istatistik olarak énemlidir) belirlenmistir.

(Sekil 4.48, Cizelge 4.20).

Erken ¢igeklenen ¢esitlerden 48-1 (12.62 kat), Ne Plus Ultra (3.37 kat), Nurlu (2.95 kat)
cesitlerinde PACBF1 geninde ifade artisi, Akbadem (-20.78 kat), 17-4 (-20.73 kat) ve
Garrigues (-8.11 kat) ¢esitlerinde ise ifade azalis1 belirlenmistir (*,**p<0.05’ e goére
istatistik olarak Onemlidir). Akbadem, 17-4 ve Garrigues g¢esitlerinin erken

ciceklenmelerine ragmen soguga toleransli ¢esitler olabilecekleri diistiniilmektedir

(Sekil 4.48, Cizelge 4.20).

Selekte edilen genotipler arasinda ise, Yavuzeli 24 (4.00 kat) ve Yavuzeli 29 (3.49 kat)
genotiplerinin PACBF1 geninde ifade artis1 belirlenirken, Yavuzeli 102 (-34.15 kat),
Araban 136 (-7.50 kat), Yavuzeli 103 (-4.83 kat), Araban 94 (-3.63 kat), Araban 96
(-3.20 kat) ve Araban 95 (-2.11 kat) genotiplerinde ifade azalis1i tespit edilmistir
(*,**p<0.05’ e gore istatistik olarak onemlidir). (Sekil 4.48, Cizelge 4.20). PACBF1
geni acisindan ifade azaligt gosteren genotiplerin soguga toleransli olabilecekleri

distiniilmektedir.

4.6.11.4 Soguk uygulamasi é6rneklerinde PdACBF2 gen ifadesi

Soguga tolerans agisindan PACBF2 geninin ifade analizine gore, A.orientalis, Araban
17, Araban 94, Araban 95, Araban 129, Bertina, Bozkurt, Ferragnes, Moncayo,
Nonpareil, Nurlu, Yavuzeli 24 ve 48-1 ¢esit ve genotiplerinde ifade artis1 belirlenmistir
(*,**p<0.05" e gore istatistik olarak 6nemlidir). Ifade seviyesi azalan cesit ve genotipler
ise; Akbadem, A.arabica, Araban 10, Araban 96, Araban 125, Araban 136, Ferraduel,
Garrigues, Giilcan 1, Giilcan 2, Halitbey, Primorski, Teksas, Yavuzeli 26, Yavuzeli 29,
Yavuzeli 51, Yavuzeli 102, Yavuzeli 103 ve 17-4 olarak belirlenmistir (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49 Soguk uygulamasi 6rneklerinde PACBF2 geni ifade seviyesi

Genotipler arasinda en fazla ifade artis1 (*,**p=<0.05" e gore istatistik olarak onemlidir)
Bertina cesidinde (78.62 kat) olurken, onu sirasiyla Ferragnes (35.70 kat), Araban 95
(28.65 kat), Araban 17 (21.16 kat), A.orientalis (18.84 kat), 48-1 (14.40 kat) Bozkurt
(5.69 kat), Yavuzeli 24 (5.63 kat), Araban 94 (3.38 kat), Moncayo (2.35 kat), Nurlu
(2.39 kat) ve Nonpareil (2.13 kat) izlemistir. En fazla ifade azalis1 (*,**p<0.05" e gore
istatistik olarak onemlidir) ise; Ferraduel ¢esidinde (-77.70 kat) tespit edilirken, onu
sirastyla Giilcan 1 (-41.32 kat), Garrigues (-27.10 kat), 17-4 (-24.77 kat), Yavuzeli 26
(-17.43 kat), Yavuzeli 102 (-17.11 kat), Primorski (-13.17 kat), Akbadem (-12.59 kat),
Yavuzeli 51 (-12.03 kat), Araban 136 (-10.88 kat), A.arabica (-6.20 kat), Giilcan 2
(-5.22 kat), Yavuzeli 103 (-4.61 kat), Halitbey (-3.53 kat), Yavuzeli 29 (-3.40 Kat),
Teksas (-3.09 kat), Araban 10 (-3.07 kat) ve Araban 125 (-2.37 kat) izlemistir (Cizelge
4.20). Bu cesit ve genotiplerde ifade azalisinin goriilmesi, soguk uygulamalarindan bu
cesit ve genotiplerin daha az etkilendigini ve bu nedenle soguga toleranslt olarak kabul

edilebileceklerini isaret etmektedir.

[statistik olarak yapilan t-test sonucunda (*,**p<0.05" e gore istatistik olarak énemlidir)
ifade seviyelerinin -2 ile +2 arasinda belirlenmesinden dolayr soguga tolerans
bakimindan A.webbii, Araban 126, Araban 146, Araban 164, Guara, Hacialibey, Ne
Plus Ultra, Supernova, Yaltinski, Yavuzeli 19 ve Yavuzeli 28 genotiplerinde herhangi

bir ifade artis1 ya da azalis1 olmamistir (Cizelge 4.20).
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Orta geg ve geg ¢igeklendigi belirtilen gesitlerden (Kiiden vd. 2014) Bertina (78.62 kat),
Ferragnes (35.70 kat), Bozkurt (5.69 kat), Moncayo (2.35 kat) ve Nonpareil (2.13)
cesitlerinde PACBF2 geninde ifade artis1 (*,**p<0.05’ e gore istatistik olarak énemlidir)
gozlemlenirken; Ferraduel (-77.70 kat), Giilcan 1 (-41.32 kat), Primorski (-13.17 kat)
Giilcan 2 (-5.22 kat), Halitbey (-3.53 kat) ve Teksas (-3.09 kat) ¢esitlerinde ifade azalis
(*,**p<0.05" e gore istatistik olarak Onemlidir) belirlenmistir (Sekil 4.49, Cizelge
4.20).

Erken ¢igeklenen ¢esitlerden 48-1 (14.40 kat) ve Nurlu (2.39 kat)’da PACBF2 geninde
ifade artigi, Garrigues (-27.10 kat), 17-4 (-24.77 kat) ve Akbadem (-12.59 Kkat)
cesitlerinde ise ifade azalis1 belirlenmistir (Sekil 4.49, Cizelge 4.20).

Selekte edilen genotipler arasinda ise, Araban 95 (28.65 kat), Araban 17 (21.16 kat),
Yavuzeli 24 (5.63 kat), Araban 94 (3.38 kat), Araban 129 (2.02 kat) genotiplerinde
PdCBF2 geninde ifade artisi (*,**p<0.05’ e gore istatistik olarak Onemlidir)
belirlenirken, Yavuzeli 26 (-17.43 kat), Yavuzeli 102 (-17.11 kat), Yavuzeli 51 (-12.03
kat), Araban 136 (-10.88 kat), Yavuzeli 103 (-4.61 kat), Yavuzeli 29 (-3.40 kat), Araban
10 (-3.07 kat), Araban 96 (-2.50 kat) ve Araban 125 (-2.37 kat) genotiplerinde ifade
azalis1 (*,**p<0.05" e gore istatistik olarak Onemlidir) tespit edilmistir (Sekil 4.49,
Cizelge 4.20).

PdCBF1 ve PAdCBF2 genleri birlikte degerlendirildiginde ise; ifadesi artan gesit ve
genotipler A.orientalis, Bertina, Bozkurt, Ferragnes, Moncayo, Nonpareil, Nurlu,
Yavuzeli 24 ve 48-1 olurken, ifadesi azalanlar Akbadem, A.arabica, Araban 96, Araban
136, Ferraduel, Garrigues, Giilcan 2, Primorski, Yavuzeli 102, Yavuzeli 103 ve 17-4
olarak belirlenmistir (Sekil 4.48, Sekil 4.49).

Soguga tolerans anlami tasidigr yorumlanilan, gen ifadesindeki azalig 6zelligi referans
cesitlerde belirlenmemistir. Referans esitlerin tiimiinde PdCBF1 ve PdCBF2 gen

ifadelerinde artis goriilmiustiir (*,**p<0.05" e gore istatistik olarak 6nemlidir).

207



Orta ge¢ ve gec ciceklendigi bilinen Bertina, Bozkurt, Ferragnes, Moncayo ve
Nonpareil ¢esitlerinde (Cizelge 3.1) PACBF1 ve PACBF2 genlerinin her ikisinde de
ifade artig1 goriilmiistiir (*,**p<0.05’ ¢ gore istatistik olarak Onemlidir). PdCBF1
genindeki ifade artis1 sirastyla 99.63, 8.90, 95.08, 27.69 ve 3.53 kat olarak belirlenirken;
PdCBF2 geninde sirasiyla 78.62, 5.69, 35.70, 2.35 ve 2.13 kat ifade artis1 tespit
edilmistir (*,**p<0.05" e gore istatistik olarak dnemlidir). Bu grupta yer alan Giilcan 2,
Ferraduel ve Primorski ¢esitlerinde ise her iki gen bakimindan da ifade azalislarinin
oldugu ve soguga toleransli olabilecekleri goriilmektedir. Bu ¢esitlerde PdCBF1
genindeki ifade azalig1 sirastyla -2.40, -59.30 ve -40.63 kat, PdCBF2 genindeki ifade
azalisi ise sirasiyla -5.22, -77.70 ve -13.17 kat olarak belirlenmistir (Cizelge 4.20).

Erken c¢igeklendigi belirtilen 48-1 ve Nurlu cesitlerinde (Cizelge 3.1) PACBF1 ve
PdCBF2 genlerinin her ikisinde de ifade artis1 goriilmiistiir. PACBF1 genindeki ifade
artig1 sirastyla 12.62 ve 2.95 kat olarak belirlenirken; PACBF2 genindeki ifade artisi
stirastyla 14.10 ve 2.39 kat ifade artis1 tespit edilmistir (*,**p<0.05" e gore istatistik
olarak 6nemlidir). Bu grupta yer alan 17-4, Garrigues ve Akbadem cesitlerinde ise her
iki gen bakimindan da ifade azalislarinin oldugu goriilmektedir. Bu ¢esitlerde PACBF1
genindeki ifade azalis1 sirasiyla -20.73, -8.11 ve -20.78 kat, PdCBF2 genindeki ifade
azalisi ise sirasiyla -24.77, -27.10 ve -12.59 kat olarak belirlenmistir (Cizelge 4.20).

Her iki gen acisindan da ifade artist gosteren selekte edilmis genotipler
degerlendirildiginde ise; Yavuzeli 24 genotipinde her iki genin de ifade artis1 (PdCBF1
geni i¢in 4.00 kat, PACBF2 geni i¢in 5.63 kat) gosterdigi belirlenmistir. Her iki gen
acisindan da ifade azalis1 gosteren genotipler ise Araban 96, Araban 136, Yavuzeli 102
ve Yavuzeli 103 olmustur (*,**p<0.05’e¢ gore istatistik olarak Onemlidir). Bu
genotiplerde PACBF1 genindeki ifade azaligi sirasiyla -3.20, -7.50, -34.15 ve -4.83 Kat,
PJCBF2 genindeki ifade azalisi ise sirasiyla -2.50, -10.88, -17.11 ve -4.61 kat olarak
belirlenmistir (*,**p<0.05" e gore istatistik olarak dnemlidir) (Cizelge 4.20).
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1 Ge¢ Ciceklenme (")zelligi Acisindan Sonuclarin Degerlendirilmesi

Calisilan ¢esit ve genotiplerde ge¢ ¢iceklenme Ozelliginin olup olmadigi 1 RAPD
(OPK10) ve 4 SSR (UDP96003, BPPCT035, CPPCT008 ve EPCU2584) markirlari
kullanilarak taranmistir. Bunun yani sira, ge¢ ¢igeklenme ile iligkili genlerin badem
spesifik bolgeleri kullanilarak, arastirmada yer alan cesit ve genotiplerin genlerindeki
ifade degisimleri de analiz edilmistir. Gen ifadesi analizlerinde, iki ge¢ ¢iceklenme gen
bolgesine ait (PabSOCL ve PpFT) primerler kullanilmistir. Sonuglar, RAPD ve SSR

markirlari, gen ifadesi analizleri agisindan ayr1 ayr1 ve birlikte degerlendirilmistir.

5.1.1 RAPD markir analizleri acisindan degerlendirme

Bademde genetik haritalama yolu ile Lb (Late blooming) geni ile iliskili markirlarin
tanimlanmasi, bademde seleksiyon ve yeni cesitlerin belirlenmesi acisindan biiyiik

Onem tagimaktadir (Ballester vd. 2001).

Ballester vd. (2001) tarafindan yapilan genetik haritalama ¢alismasinda, BSA (Bulk
Segregation Analysis) yaklasimi ile bademde ge¢ c¢iceklenmenin genetik
mekanizmasinin belirlenmesine yonelik 134 F1 bitkisi kullanilmistir. Calismada
baglant1 gruplar iizerinde lokalize olan ve ge¢ ¢iceklenme ile iliskili 3 RAPD markiri
(OPK10, OPB1, OPI15) tanimlanmis olup, 6zellikle Lb genine en yakin uzaklikta olan
(5,4 cM uzaklikta) OPK10 markirinin ge¢ cigeklenme 6zelligi agisindan c¢esitleri
ayirmada etkili oldugu bildirilmistir. Yapilan calismada bu RAPD markir, geg
ciceklendikleri belirtilen (Socias i Company vd. 1996) ‘Felisia’ ¢esidinde amplifiye
olurken, ‘Bertina’ ¢esidinde herhangi bir amplifikasyon (bant eldesi)

gozlemlenmemistir (Ballester vd. 2001).

Calismamizda incelenen 43 c¢esit ve genotipte OPK10 RAPD markirnin % 67.44

oraninda ayrim saglayarak 29 genotipin ge¢ c¢igeklenme o6zelligine sahip oldugu

209



goriilmustir (Sekil 4.2, Cizelge 4.2). Orta-ge¢ ve gec ¢igeklendigi bilinen 14 ¢esit
bakimindan degerlendirildiginde ise; 9 adedinde (% 64.29) bu markirin amplifiye
oldugu, dolayisiyla bu markirin gec ciceklenme ile iliskisi oldugu kanitlanmistir. Bu
cesitler arasinda; ge¢ cigeklendigi bilinen Bertina ¢esidinde OPK10 markir1 Ballester
vd. (2001)’in ¢alismasina benzer sekilde bizim ¢aligmamizda da amplifiye olmamaistir.
Bunun yani sira, erken ¢i¢eklendigi bildirilen (Cizelge 3.1) 7 gesitten (Nurlu, Akbadem,
17-4, 48-1, Hacialibey, Ne Plus Ultra ve Garrigues ¢esitleri) 4 tanesinde de (Akbadem,
17-4, Nurlu ve Garrigues g¢esitleri) istenilen biiyiikliikte OPK10 RAPD primerine ait
bant profili gézlenmistir. Calismamizdaki bu sonuglar, bu markirin ge¢ ¢igeklenme ile
iligkili olarak net bir ayrim gostermedigini ortaya koymaktadir. Benzer yaklasim

Ballester vd. (2001) tarafindan da ifade edilmistir.

5.1.2 SSR markir analizleri acisindan degerlendirme

Prunus tiirlerinde SSR markir temelli arastirmalarin biiylk g¢ogunlugu genetik
karakterizasyon amacgli gergeklestirilmekte olup (Wang vd. 2014, Sarhan vd. 2015,
Abodoma vd. 2017, Mahood ve Hama-Salih 2020), ge¢ ¢igeklenme ozelligi ile iliskili
olarak belirlenen SSR markirlar (Rasouli vd. 2014) ile bu 6zellige yonelik bademde
yapilan aragtirmalarin sayisi oldukca azdir. Geg ¢igeklenme ile iligkili olarak tanimlanan
UDP96003, BPPCTO035, CPPCT008 ve EPCU2584 markirlara (Rasouli vd. 2014)
yonelik gerceklestirilen bu tez calismasinin, bu markirlarin ge¢ c¢igceklenmeyi
belirlemede etkinlik derecelerinin goriilmesi bakimindan yapilacak benzer calismalara
onemli katkilar saglayacag: diisiiniilmektedir. Bununla birlikte Rasouli vd. (2014)’nin
calismasinda lokus bazinda allel biiytikliikleri (bg) ile ge¢ ciceklenme arasinda herhangi
bir iliski belirtilmemis, ancak CPPCT008 ve EPCU2584 primerlerinin (lokuslarinin)
heterozigot olup olmama durumunun c¢iceklenmeyle iligkili oldugu belirtilmistir.
Bununla birlikte lokuslardaki heterozigot ya da homozigot allel durumu ayni zamanda

genotip tanimlama ¢alismalarinda da kullanilmaktadir.

Calismamizda genotiplerin geg ¢igeklenme 6zelliginin belirlenmesi amaciyla kullanilan
4 SSR (UDP96003, BPPCT035, CPPCT008 ve EPCU2584) markir arasinda, gesitler
arasinda en iyi ayrnmi CPPCT008 ve EPCU2584 SSR markirlarinin  yaptig
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gbzlemlenmis olup, bu markirlarda allel sayisi sirasi ile 7 ve 5 olarak belirlenmis
(Cizelge 4.3), ancak allel sayilar1 ge¢ ciceklenme oOzelligi ile iligkili bulunmamistir.
Aragtirma sonucumuza benzer sekilde, Rasouli vd. (2014)’nin tarafindan yapilan
calismada, CPPCT008 ve EPCU2584 markirlarinin geg¢ cigeklenme ozelligiyle iliskili
ayrim yapabildikleri agiklanmistir. Geg ¢igeklenme ile iligkili olarak, bu markirlarda
heterozigot allele sahip cesitler, ge¢ cigeklenme Ozelligiyle iliskili iken, homozigot
profil gosteren ¢esitlerin geg¢ ¢igeklenme 6zelligi bulunmamaktadir (Rasouli vd. 2014).
Calismamizda ise, CPPCT008 ve EPCU2584 SSR markirlarinda sirasi ile 13 ve 18 adet
genotipte homozigot genotip belirlenmis ve bu drneklerin SSR markir bakimindan geg
ciceklenme Ozelligi ile iliskili olmadig1 varsayilmistir. Rasouli vd. (2014) ile benzer
olarak calismamizda kullanilan diger bir markir, EPPCU2584 markinn ise geg
ciceklendigi bilinen 14 ¢esitten 8 adedi heterozigot profil gosterirken (% 57.14) 6 adedi
homozigot profil (% 42.85) gostermistir.

Orta gec cigceklenme Ozelligine sahip Italyan badem cesidi ‘Tuono’ ile ekstra geg
ciceklenen Iran cesidi ‘Shahrood-12° melezlemesi ile elde edilen F1 populasyonunda,
gec ciceklenme Ozelligine yonelik kullanilan CPPCTO008 ve EPCU2584 SSR
markirlarindaki analizler sonucu, bu iki markirin ge¢ ¢i¢ceklenme bakimindan etkin
ayrim yaptig1 bildirilmistir. Ozellikle QTL bakimindan ¢i¢eklenme genine 0 (sifir) cM
uzaklikta olan CPPCTO008 markirmmin ge¢ ciceklenme ile iligkili seleksiyon
caligmalarinda kullanilabilecegi belirtilmistir (Rasouli vd. 2018).

Sanchez-Perez vd. (2007), UDP96003 SSR markirinin G4 lokusundaki Lb genine ¢ok
yakin oldugunu, ‘R1000’ genotipinde % 56-86 arasinda ve ‘R1000° x ‘Desmayo
Largueta’ melezlerinde % 54-67 arasinda farklilik gosterdigini ifade etmistir. Rasouli vd
(2014)’lin calismasinda ise, ozellikle UDP06003 ve BPPCT035 SSR markirlarinin,
cesitleri gec¢ ciceklenme 6zelligi bakimindan ayirt etmede basarisiz oldugu belirtmistir.
Benzer sekilde c¢alismamizda da cesitlerin cogunda (% 95.34) bu SSR primeri
(BPPCTO035) homozigot allel profili gdstermis olup, ¢igeklenme ile iliskili 6zellik

bakimindan dogru bir ayrim saglamamagtir.
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Yilmaz (2017) c¢alismasinda, ge¢ ciceklenme oOzelligi agisindan {imitvar olarak
belirlenen genotipler (12 adet) arasindaki genetik iliskileri SSR markirlar (CPPCT022,
CPPCTO026, CPPCT033, CPSCT004, UDP96003, UDP96008, UDP96018, UDP98408,
BPPCT028, BPPCT039) kullanarak degerlendirmistir. Kullanilan UDP96003 markir1
calismamizla ortak kullanilan markir 6zelliginde olup, yapilan bu arastirma geg
ciceklenme Ozelligine sahip cesitlerde genetik karakterizasyon ¢alismasi olmasi nedeni

ile, bu primerin ge¢ ¢iceklenme ile iliskisine ait herhangi bir bulgu bulunmamaktadir.

Calismamizda SSR markir taramasi agisindan degerlendirme yapildiginda, Araban 129,
Bozkurt, Ferraduel, Ferragnes, Garrigues, Guara, Supernova, Nonpareil, Yavuzeli 19,
Yavuzeli 24, Yavuzeli 26, Yavuzeli 28, Yavuzeli 29 ve 48-1 genotiplerinde geg

ciceklenme Ozelligi olma olasilig1 yiiksektir.

5.1.3 Gen ifadesi acisindan degerlendirme

Arabidopsiste ciceklenmenin molekiiler diizeyde arasgtirilmasi, ¢igeklenme zamanini
diizenleyen cok sayida genin (CO, FT, SOC1, FCA, FVE ve FLC) tanimlanmasini
kolaylastirmistir.

Cigeklenmenin baglamasinda CO ve FT genleri 6nemli rol oynamaktadir. FT geninin
kisa glin kosullarinda ifadesinin azaldig1 ve soguklamay1 baslatan dormansi boyunca
ifadesinin artti@1 belirtilmektedir. Birden fazla yolak tarafindan regiile edilen ikinci
ciceklenme geni olan FT nin ifade diizeyinin, otonom yolaklarinin fonksiyonunu onaran
mutasyonlar tarafindan azaldigr ve CO’nun gen ifadesi artis1 tarafindan aktive edildigi
belirtilmektedir. Bu durum, her iki yolagin gen ifadesinin azalmasimm FT geninin rol
almasiyla iliskili oldugunu gostermektedir (Kardailsky vd. 1999, Kobayashi vd. 1999;
Samach vd. 2000). FT geninin CO geninin ilk hedefi oldugu (Samach vd. 2000) ve
FT’nin ifade diizeyinin uzun giin kosullarinda (giin dogumundan 20 saat sonra) arttig
ve ifade seviyesinin giinlilk ritme bagl oldugu Suarez-Lopez vd. (2001) tarafindan
belirtilmistir. Calismamizda ise, ge¢ c¢iceklendigi bilinen 14 c¢esit (Dokuzoguz ve
Giilcan 1979, Giilcan 1985, Ath vd. 2008, Yilmaz 2017, Bozkurt 2020) ifade degisimi
(artis1 veya azalis1) bakimindan farklilik gostermis olup yaklasik 8 cesitte PpFT geni
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ifadesi yliksek katsayilarda (10 kat ile 62 kat aras1) artis (p<0.05’ e gore istatistik olarak
Oonemlidir) gostermistir. Bu durum, yiliksek katsayida ifade artisina sahip cesitlerin
cigeklenme baglangi¢ potansiyelinin daha yiliksek oldugunu gostermektedir. Diger
yandan, erken ¢igeklendigi bilinen ¢esitlerde (6zellikle Ne Plus Ultra ve 48-1 cesitleri)
PpFT geninin gec ¢igeklendigi bilinen ¢esitlere oranla daha diisiik katsayilarda ifade
(5 kat ile 26 kat aras1) artis (p<0.05’ e gore istatistik olarak dnemlidir) gostermesi ise bu

durumu kanitlar niteliktedir.

PmFT gen ifadesine yonelik yapilan diger bir ¢alismada ise, Japon kayisina ait ‘Nanko’
cesidine ait farkli doku ve organlar (yaprak, sepal, peta stamen, kok, siirglin vb.)
kullanilmis olup, PmFT gen ifade seviyelerinin kok, siirgiin ve yapraklarda disiik
katsayida (yaklasik 2 kat) oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte en yiiksek ifade artisi
ise meyvede (yaklasik 18 kat) ve ciceklenme ile iligkili olan sepallerde (yaklasik 13 kat)
gozlemlenmis olup, ¢iceklenme ile ilgili petal, stamen, pistil gibi dokularda ise PmFT
gen ifade seviyesi diisiik kat sayilarda (2- 6 kat) ifade artis1 artis (p<0.05’ e gore
istatistik olarak onemlidir) gostermistir (Esumi vd. 2009). Bu durum ¢igegi olusturan
farkli organlarda PmFT geninin ifade farkliligina sahip olabilecegini gostermektedir. Bu
bulgular ¢aligmamizda kullanilan pembe tomucuklardaki ifade farkliliginin bademde
farkli gesit kullaniminin disinda, ¢igek organlarindaki ifade farkliligi ile de iligkili

oldugunu gostermektedir.

Esumi vd. (2009)’ne benzer sekilde Japon kayisist ‘Nanko’ ¢esidinde yapilan diger
arastirmada ise, hem ¢i¢cek hem de vejetatif tomurcuklarda yazdan (Haziran) kis sonuna
kadar (Mart) her ay PmFT’nin ifade artis1 gézlemlenirken, ¢igek tomurcuklardaki ifade
diizeyi vejetatif tomurcuklara oranla daha yiiksek katsayida bulunmustur (Kitamura vd.
2017). Calismamizda ise kayisiya yakin tiir olan badem c¢esitlerine ait tomurcuklar,
Kitamura vd. (2017)’ ne benzer donemi igeren sekilde Ocak sonu toplanmis olup,
orneklerin tiimlinde ifade artisina rastlanmamistir. Buradan hareketle ¢iceklenme
mekanizmasindaki bu olas1 ifade farkliliklarin aydinlatilmasina yonelik arastirmalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Yarur vd. (2016) 10 yash ‘Van’ ¢esidi kirazindan Kklonlanan FT geninin ifadesini
ilkbahar ve yaz boyunca ¢i¢cek tomurcuklar1 ve yapraklarda analiz etmislerdir. PavFT
geninin ifadesi, glin 15181 12. saate ulastiginda hem yapraklarda hem de c¢igek
tomurcuklarinda artmis olup, gen ifadesi ¢iceklenmeden 22 giin sonra, ilkbaharin
ortasinda baslamistir. Cicek tomurcuklarinda PavFT geninin ifadesinin en yiiksek
diizeye ulastig1 zaman ¢iceklenmeden 119 giin sonra goriilmiistiir. Calismamizda ise
badem genotiplerinde, PpFT geni ifadesine genotipler pembe tomurcuk sathasina ulasir
ulagmaz bakilmistir. Bu durumda, ¢i¢ceklenme zamanindaki farkliliklarin da gen ifadesi

diizeylerinde farkli sonuglar yaratabilecegi kanisi ortaya ¢ikmaktadir.

FT geninin ¢ok yillik bitkilerde yiiksek doz ifadesinin 6zellikle genglik periyodunu
azaltarak erken ¢i¢eklenmeye sebep oldugu, FT geninin bu fonksiyonunun ise 6zellikle
SOC1 ve AP1 geni gibi spesifik koordine olmus genlerin aktivasyonuna bagli oldugu
vurgulanmaktadir (Endo vd. 2005, Trankner vd. 2010, Srinivasan vd. 2012, Oda vd.
2012, Xing vd. 2014).

Ik defa domates bitkisinde tanimlanan (Pnueli vd. 1991) SOC1 geni giiniimiizde birgok
bitki tiirlinde izole edilmis olup, halen bilinmeyen bir¢ok fonksiyonunun oldugu
belirtilmektedir (Becker ve Theissen 2003, Ruokolainen vd. 2011). Calismalarin
cogunda, SOC1 geninin ¢igek gelisiminde rol oynadigi (Coen ve Meyerowitz 1991,
Theissen ve Saedler 2001, Nam vd. 2003, 2004) bununla birlikte bazi dénemlerde
vejetatif organlarda (Tandre vd, 1995, Walden vd. 1998, Winter vd. 1999, Watson ve
Brill 2004) ve iireme organlarinda da (Heuer vd. 2001, Miinster vd. 2002) tercihli
olarak ifade olabildigi de agiklanmistir. Ayrica SOC1 geninin bazi aile iiyeleri ise
vaskiiler gelisim ve ksilem formasyonu gibi yapilarla iligkili olarak da ifade

olabilmektedir (Decroocq vd. 1999, Alvarez-Buylla vd. 2000, Cseke vd. 2003).

Giliniimiizde SOC1 geni ve gigeklenme ile ilgili bircok ¢alisma mevcuttur (Borner vd.
2000, Samach vd. 2000, Moon vd. 2003, 2005, Kitamura vd. 2016). Gerbera hybrid
izerinde yapilan bir calismada bu genin yiiksek doz (over- ekspres) ifadesinin

ciceklenme zamaninda herhangi bir degisime sebep olmadigi, ayni zamanda ¢igek
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olusumunda az da olsa fonksiyon kaybina neden oldugu belirtilmistir (Ruokolainen vd.
2011).

Elmada yapilan ¢alismada MdSOC1 geninin ¢i¢eklenmeyi tesvik ettigi (Hattasch vd.
2008) belirtilirken, arabidopsiste ise FT geninin SOC1 ifadesini aktive ettigi
bildirilmektedir (Yoo vd. 2005). Bununla birlikte SOC1 geni birgok gene bagh
promotor, baskilayict ve genin kendi aktivasyonuna dayali etmenler ile birlikte ifade
olmaktadir. Bu durum bu genin ifade mekanizmasinin kompleks yapida oldugunu

gostermektedir (Tao vd. 2012).

Genel olarak SOC1 geni ¢i¢ek olusumu ve ¢i¢eklenme sirasinda ifade artis1 gosterir
(Hassankhah vd. 2020), ancak bu genin kompleks yapida ifade mekanizmasina bagh
olarak ifade azalis1 gdsteren calismalart da mevcuttur. Ornegin, Kitamura (2016) nin
calismasinda, Japon kayisis1 ‘Nanko’ ve ‘Ellching’ cesitlerinin ¢igek tomurcuklarinda
PmSOC1 gen ifade seviyesi ‘Nanko’ ¢esidi ¢icek tomurcugunda, Aralik ayindan
itibaren, ‘Ellching’ ¢esidi ¢icek tomurcugunda ise Kasim ayindan itibaren azalig
gostermistir. Calismamizda ise SOCl geni gec ciceklenme gosterdigi bilinen
(Dokuzoguz ve Giilcan 1979, Ath vd. 2008, Giilcan 1985, Yilmaz 2017, Bozkurt 2020)
cesitlerde (14 c¢esit) diger caligmalara benzer sekilde (Zhao vd. 2014) genel olarak ifade
artis1 gdstermis ancak 5 g¢esitte ifadesi azalmistir. Bu durum aslinda SOC1 geninin farkl
ifade profillerinin gec/erken ciceklenen cesitlere gore bir korelasyon gdstermedigini
kanitlamaktadir. Ayrica Tao vd. (2012)’nin ¢alismasina benzer olarak, SOC1 geninin
diger gen / genler ile iliskili oldugu da c¢alismamizda kanitlanmistir. PpFT geninin
pembe tomurcuk safhasinda PabSOC1 geni ile dogrudan iliskili oldugu sonucuna
varilmistir.  Genotiplerin pembe ¢icek tomurcuklarinda PpFT gen ifadesi artis

gosterirken, PabSOC1 geninin de ayni dogrultuda ifadesinin arttig1 gozlemlenmistir.

Prunus mume’ un ¢igek tomurcuklarinin farkli gelisim safthalarinda (Haziran ayindan
Aralik ayina kadar haftalik toplanan) PmSOC1-1, PmSOC1-2 ve PmSOC1-3 genleri ile
yapilan diger bir ¢alismada ise, PmSOC1-1 ve PmSOC1-3 genleri ¢igekte diisiik ifade
artis1 gostemis ve bu artis, sepallerin yaprak benzeri yapilara degisimi, petal renginin

yesile doniisimii ve petalin filament benzeri yapilara degisimi gibi ¢icek fenotip
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degisimleri ile sonug¢lanmistir. PmSOC1-2 geninin ise ise sadece vejetatif organlarda
ifadesi artmistir (Li vd. 2016b). Geomanyetik alan uygulamasinin ¢igeklenme ile iligkili
genler tlizerindeki etkilerine yonelik yapilan diger bir calismada ise, arabidopsis
orneklerinde, FLC ve SVP’nin birlikte calismasiyla SOC1 geninin baskilandigi
vurgulanmigtir (Agliassa vd. 2018). Ayni ¢alismada SOC1 geninin ifadesi sadece geg
ciceklenme doneminde cok diisiik katsayida (2.63 kat sayi, p<0.05’ e gore istatistik
olarak onemlidir) azalmistir. Bu diisiik azalis katsayisi, bu genin belirgin bir seviyede
ifade degisimine sahip olmadigini kanitlamaktadir. Calismamizda ise SOC1 geni geg
ciceklenme gosterdigi bilinen (Dokuzoguz ve Giilcan 1979, Atli vd. 2008, Giilcan 1985,
Yilmaz 2017, Bozkurt 2020) gesitlerde (14 gesit) diger calismalara benzer sekilde (Lee
vd. 2000, Moon vd. 2003, Yoo vd. 2005, Liu vd. 2008, Wang vd. 2009, Tao vd. 2012,
Zhao vd. 2014) genel olarak ifade artis1 (p<0.05’ e gore istatistik olarak 6nemlidir)

gostermis ancak 5 cesitte ifadesi azalmistir.

Calismamizda, 43 adet ¢esit ve genotipten PabSOC1 geninin ifadesi 27 genotipte
artarken (p<0.05’¢ gore istatistik olarak 6nemlidir), PpFT geninin ifadesi 30 genotipte
artis (p<0.05’e gore istatistik olarak onemlidir) géstermistir. PpFT ve PabSOC1 gen
ifadeleri agisindan degerlendirildiginde ise, her iki genin ifadesindeki artis ortak olarak
25 genotipte (Akbadem, Amygdalus arabica, Amygdalus webbi, Araban 10, Araban 17,
Araban 126, Araban 129, Araban 146, Ferraduel, Garrigues, Guara, Giilcan 2,
Hacialibey, Halitbey, Moncayo, Ne Plus Ultra, Nonpareil, Supernova, Teksas, Yavuzeli
19, Yavuzeli 26, Yavuzeli 29, Yavuzeli 103, 17-4 ve 48-1) goriilmiistiir (Cizelge 5.1).

Calismamizda kullanilan yabani tiir, yerli ve yabanci c¢esitlerle ilgili baska bir ¢calisma
olmadigindan sonuglarimizi ¢esit bazinda karsilastirma imkanimiz bulunamamaktadir.
Calismamizin bilgilerimiz dahilinde tiir ve ¢esit bazinda yapilan ilk calisma oldugu

soylenebilir.

Geg ciceklenme 6zelligi agisindan genel olarak bir degerlendirme yapildiginda, dogadan
selekte edilen Araban 96, Araban 136, Yavuzeli 24 ve Yavuzeli 28 genotiplerinin geg
ciceklenme oOzelligini kesin olmamakla birlikte tasiyabildikleri diisiiniilmektedir. Bu

durum arazi kosullarinda yiiriitilen fenolojik gozlemlerle de uyumlu bulunmustur
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(Yilmaz 2017). Geg ciceklendigi bilinen Bertina, Bozkurt, Ferragnes, Giilcan 1 ve
Primorski standart g¢esitlerin bu 06zelligi tasidiklar1 bu ¢alismayla bir kez daha
kanitlanmistir. Bunun yani sira, geg¢ ¢igeklenmenin poligenik bir 6zellik oldugu ve/veya
genlerin etkilerini baskilayan bagka faktorlerin olabilecegine de dikkat c¢ekilmektedir

(Cekic 2000).

217



8T¢

Cizelge 5.1 Geg ¢igeklenme degerlendirmesi yapilan gesit, tiir ve genotiplerin markir taramalari (- Bant yok, + Bant var) ile geg
ciceklenme ve soguk uygulamalarina iliskin gen ifade analizlerinin gesit, tiir ve genotipler arasinda karsilastirilmasi

(- gen ifadesi azalmis, + gen ifadesi artmis)

Geg ciceklenmeyle ilgili primerler

Sogukla ilgili primerler

Cesit, Tiir
ve Genotip

OPK10

UDP96003

EPCU2584

CPPCTO008

BPPCTO035

PpFT

PabSOC1

PdCBF1

PdCBF2

A. arabica

—+

—+

A. orientalis

A. webbii

+ |+ |

+ |+

+ |+

Akbadem

Araban 10

+ |+ [+

Araban 17

+ [+ [+ ]+

+ |+

Araban 94

=+ |1

+ |1

+ |+ |+ |+ |+

Araban 95

+ 1

+ [+ [+

Araban 96

=+ |1

Araban 125

+ [+

Araban 126

Araban 129

+ [+

+ |+ |+

+ |+ |

+ |+ [+

+ |+ |

Araban 136

Araban 146

++ |+ |+

+

Araban 164

+ [+

Bertina

Bozkurt

+ 4|+ [+ |+ |+ ]

+ [+ [+ |+ ]

+ [+ [+ |+ ]

Ferraduel

+ |1

+ |1

Ferragnes

+

+ |1

+ |1

Garrigues

Guara

+ 4+ [+ [+

+ [+

+ [+

-+

-+

Giilcan 1

|+ |+ |+ [+ + ]

+
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Cizelge 5.1 Geg ¢igeklenme degerlendirmesi yapilan gesit, tiir ve genotiplerin markir taramalari (- Bant yok, + Bant var) ile geg
ciceklenme ve soguk uygulamalarina iliskin gen ifade analizlerinin gesit, tiir ve genotipler arasinda karsilastirilmasi
(- gen ifadesi azalmis, + gen ifadesi artmis) (devam)

Geg ciceklenmeyle ilgili primerler

SoguKla il;

gili primerler

Cesit, Tiir ve
Genotip

OPK10

UDP96003

EPCU2584

CPPCTO008

BPPCTO035

PpFT

PabSOC1

PdCBF1

PdCBF2

Giilcan 2

Hacialibey

+ |1

=+ |1

Halitbey

+ [+

Moncayo

+ |1

Ne Plus Ultra

Nonpareil

+ |1

+ |+ |+ [+ ]+

++ |+ |+ [+

Nurlu

+ |||+

+ |+ |+ [+

Primorski

+ [+ [+

+

Supernova

+

+ ||+

=+ |1

Teksas

+ [+

Yaltinski

Yavuzeli 19

+

++| 4],

+ 4|+ ]+

+ [

Yavuzeli 24

+ [+ [+

Yavuzeli 26

+ [

+ [

Yavuzeli 28

+

Yavuzeli 29

+ [+ [+

+ [+

+

Yavuzeli 51

|||+

Yavuzeli 102

Yavuzeli 103

+ [+

17-4

S S S N S S S P

48-1

+

A R T S o I

|+ |+

++ |+




5.2 Soguga Tolerans Ozelligi Acisindan Sonuglarin Degerlendirilmesi

Tez c¢alismasinin bu kisminda, soguga toleransla iliskili olarak calisilan cesit ve
genotiplerin soguga tolerans Ozelligiyle iliskili genlerin (PdCBF1 ve PdCBF2) Real
Time PCR reaksiyonlar1 ile gen ifade diizeyleri bakimindan karsilastirilmasi
gerceklestirilmistir. Soguk uygulamasinin (-2 °C’de 6 saat) bitkilerde yaratmis oldugu
strese bagl olarak, tiim c¢alisilan genotiplerde soguga toleransin gen ifadesi agisindan
karsilastirilmasi yapilmis, gec ciceklenme yoniiyle tiim genotipler, gen ifade diizeyleri

acisindan degerlendirilmistir.

Caligmanin sonucunda ge¢ cigceklenme yoniiyle 6ne ¢ikan genotiplerin yaninda soguk

stresine tolerans gosteren genotipler de belirlenmistir.

5.2.1 Gen ifadesi acisindan degerlendirme

Farkli bitki tiirlerinde, CBF genlerinin soguk uygulamasina yonelik gen ifade
caligmalarinda (Benedict vd. 2006, El Kayal vd. 2006, Welling ve Palva 2008, Navarro
vd. 2009, Wisniewski vd. 2011, Barros vd. 2012, Guo vd. 2014, Mousavi vd. 2014,
Huang vd. 2016, Peng vd. 2016) soguk uygulamasina (-2 °C ile 2 °C aras1) maruz
birakilan  bitkilerde, CBF gen ifadelerinde genellikle artis gozlemlendigi
belirtilmektedir. Bununla birlikte; CBF geninin yiiksek ifade olusunun seftali, elma ve
Arabidopsis bitkilerinde soguk stres toleransini artirdigina yonelik yapilan ¢aligmalar

bulunmaktadir (Vogel vd. 2005, Liang vd. 2013, Jiao vd. 2017).

CBF geni ile ilgili olarak; Cayir salkim otunda (Poa pratensis L.) PpCBF3 gen ifade
degisimi soguk stresi tarafindan baslatilmis olup, bu gen kuraklik stresinden
etkilenmemistir (Zhuang vd. 2015). Aymi ¢alismada PpCBF3-transgenik arabidopsis
bitkilerinde ise soguk toleransinda ge¢ ¢igeklenmeyle ve yavas gelisimle birlikte bu gen
pozitif yonde bir artis gostermistir. Baska bir ¢alismada (Benedict vd. 2006), yabani

kavak (Populus balsamifera subsp. trichocarpa) bitkilerinden alinan yaprak ve govde
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orneklerinde 1 hafta boyunca soguk oda kosullarinda (2 °C 16 saat fotoperiyot)
tutulduktan sonra 4 CBF parolog genlerinin (Bir tek genomda gen ikilenmesi ile
olusmus ve islevleri farklilasmis, benzer genler) mevcut kinetik durumlar ¢alisilmistir.
Bu genlerden, 6zellikle PtCBF1-4 genlerinin yaprakta, PtCBF1 ve PtCBF3 genlerinin
ise govdede onemli oranda ifadesinin arttig1 belirtilmistir. PtCBF1 gen ifade seviyeleri
her iki doku tipinde de soguk uygulamasindan sonra 6. saatte artiy gostermis ancak
sonraki saatlerde ifadesi azalmistir. PtCBF3 gen ifadesi ise, soguk baslangicindan
hemen sonra hizli sekilde artarak 3.saatte en yiiksek seviyeye ulasmis, 6.saat i¢inde ise
baslangi¢ seviyesine donmiistiir. PtCBF2 ve PtCBF4 genleri ise yaprak dokusunda
fazla, govdede zayif olarak indiiklenmistir. PtCBF2 gen ifadesi yaprakta soguk
uygulamasindan sonra 9. saatte, govdede 3 ile 6 saat arasi en yiiksek seviyeye
ulasmistir. PtCBF4 ifadesinin ise 3.saatte yliksek diizeye ¢iktig1 belirtilmistir. Bu durum
soguk stresinde, CBF gen parolog genlerinin farkli mekanizmalara yonelik gen ifade
degisimlerinin farkli seviyelerde gergeklestigini gostermektedir. Kisa siireli (2 saat)
soguk uygulamasinin farkli bitki tiirlerindeki CBF gen ifade degisimlerine yonelik
yapilan (kontrollii ¢evre kosullar altinda) diger arastirmalarda (Benedict vd. 2006, El
Kayal vd. 2006, Welling ve Palva 2008, Navarro vd. 2009, Wisniewski vd. 2011,
Barros vd. 2012), bu genin kisa siireli soguk stresinde de genellikle ifade artisi
gosterdigi vurgulanmistir. Sicaklik azalmasindan hemen sonra, CBF geninin hizli bir
sekilde ifade artis1 gosterdigi ve bu zamanin genellikle 2. saat ve sonrasinda oldugu
belirtilen bu ¢aligmalar, soguk uygulamasi siiresinin (kisa/uzun siire) CBF gen ifade

artist durumunda etken role sahip olmadigini gosterir niteliktedir.

Bademe yakin tiir olan Prunus mume (Japon kayisisi)’da kisa siireli (30 dk.) diisiik
sicaklik (2 °C) uygulamasi sonrasi farkli siirelerde toplanan (0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 12,
24, 48, 72 ve 168 saat sonra) yapraklarda, 6zellikle 8-12 saat sonra PmCBF genlerinin
ifadelerinin arttig1 gozlemlenmistir (Guo vd. 2014). Ayni tiirde yapilan diger ¢calismada
ise, Guo vd. (2014)’ e benzer sekilde 2 °C diisiik sicaklikta, 0, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72,
120 saatlerde toplanan geng siirgiinlerde CBF genlerinde (PmhCBFa, PmhCBFb,
PmhCBFc) ifade artis1 2. saatte goriilmiis olup, 6zellikle 12. saat soguk uygulamasinda
ise, CBF genlerinde ifade artis1 en yliksek seviyeye ulasmistir (Peng vd. 2016).
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Bademde CBF genine yonelik dis kosullarda yapilan gen ifade calismasinda; Eyliil
aymmdan Subat ortasina kadar 15 gilin ara ile, soguga maruz kalan 3 farkli badem
agacinda, yesil tomurcuk, pembe tomurcuk ve tam ¢icek Ornekleri toplanmistir. Gen
ifade analizlerinde, PACBF1, PdACBF2 ve PADHN genleri soguklama siiresince ifade
olmustur (Barros vd. 2012). Aymi c¢alismada, her iki yilda da vejetatif tomurcuk
patlamasiyla ki doneminde gen ifadesinde azalmanin goriildiigii ifade edilmektedir. Bu
stirecteki PACBF1, PACBF2 ve PdDHN ifade seviyeleri sonbahardaki soguga alisma
siiresine oranla ¢ok daha diisiik olmustur. Bu durum soguk sinyal yolaginin, ¢icek
tomurcugu patlamasindan sonra, PdCBF genleri tarafindan baskilandigini
belirtmektedir. Tomurcuk patlamasindan sonra, sicakliklar hala diigsiik seviyedeyken
¢icek tomurcuklarinda ve bogumlarda PACBF1 ve PdDHN1 genlerinde keskin bir
sekilde gen ifade azalist bulunmustur (Barros vd. 2012). Calismamizda, CBF1 geninin
ifadesi 43 genotip arasindan 13 genotipte (Amygdalus arabica, Araban 94, Araban 95,
Araban 96, Araban 136, Akbadem, Ferraduel, Garrigues, Giilcan 2, Primorski, Yavuzeli
102, Yavuzeli 103 ve 17-4) artis (p<0.05’e gore istatistik olarak 6nemlidir) gostermistir.

In vitro kosulda, ‘Verdeal’ erken ciceklenen badem cesidinde siirgiin ucu soguk
uygulamasi sonrasinda ise; 1. saat sonrast PACBF2 gen ifadesi artarken, 2. saat
sonrasinda ise PACBF1 geni ifadesi artmistir (Barros vd. 2012). Ayni ¢alismada 8. saat
sonrasinda ise hem PdCBF2 hem de PdCBF1 genlerinin ifadesi artig gostermistir
(Barros vd. 2012). Daha 6nce yapilan CBF geni ¢aligmalar ile (Barros vd. 2012, Guo
vd. 2014) uyumlu olarak; c¢alisgmamizda tim genotiplerde PdCBF1 ve PdCBF2
genlerinin ifade artislar1 (p<0.05’e gore istatistik olarak dnemlidir) 6.saatte baslamis
olup, PACBF1 geninin ifade artisi 2.15 kat (Amygdalus orientalis) ile 99.63 kat
(Bertina) arasinda goriiliirken, PACBF2 geninin ifade artis1 2.02 kat (Araban 129) ile
78.62 kat (Bertina) arasinda goriilmiistiir. Bu durum, hem PdCBF1 hem de PdCBF2
geni bakimindan, en yiiksek ifade artig1 gosteren Bertina ¢esidimizin bu ifade artiglar
ile soguga toleranslig1 arttirmaya yonelik diger genotiplere oranla daha yiiksek derece
savunma yaptig1 bu nedenle de bu ¢esidin diger genotiplere gore daha hassas cesit

olabilecegi durumunu ortaya ¢ikarmaktadir.
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Bir bagka ¢aligmada, erken ve geg ¢igeklenen ¢igeklenen badem genotiplerine ait pembe
tomurcuklar 0 C° ve -2 C°’de 2 saat boyunca soguk uygulamalarina maruz birakilmistir.
Erken ¢igeklenen genotiplerde -2 C°’de PACBF1 gen ifadesinde goriilen artis, geg
ciceklenen genotiplere oranla daha diisiikk belirlenmistir. PACBF1 geninin ifadesinin 2
saat sonunda azaldig1 belirtilmistir (Alisoltani vd. 2015). Bu ¢alismayla uyumlu olarak
calismamizda da ge¢ c¢iceklendigi bilinen 14 c¢esit arasindan yalnizca Ferraduel,
Giilcan 1 ve Primorski cesitlerinde, erken ¢iceklendigi bilinen 7 ¢esit arasindan ise
yalnizca Akbadem ¢esidinde her iki gen (CBF1l ve CBF2) bakimindan ifade artisi

(p<0.05’e gore istatistik olarak onemlidir) gortilmiistiir.

Bu ¢alismamizda yer alan badem genotiplerinde soguk toleransina yonelik CBF geni ile
iligkili daha 6nce yapilmis bir arastirma bulgusu bulunmamaktadir. Bu nedenle bu genle
iligkili olarak ¢esitlerin soguga toleranslilik diizeyleri hakkinda net bir karsilastirma
yaptlamamistir. Ancak c¢alismamizda kullanilan soguk toleransi ile iliskili CBF
genlerinin her ikisinde de yiiksek gen ifade kat sayis1 Bertina, Ferragnes, Moncayo, 48-
1, Bozkurt, Yavuzeli 24, Nonpareil, Nurlu ve Amygdalus orientalis tiir ve gesitlerinde
de sirasiyla CBF1 (99.63, 95.08, 27.69, 12.62, 8.90, 4.00, 3.53, 2.95 ve 2.15 kat) ve
CBF2 genlerinde (78.62, 35.70, 2.35, 14.40, 5.69, 5.63, 2.13, 2.39 ve 18.84 kat) ifade
katsayilar1 belirlenmistir. Bu durumun nedeni hassas genotiplerin CBF genleri
bakimindan soguga toleransin arttirllmasina yonelik diger (dayanikli) genotiplere oranla
daha fazla ifade olmasi olarak gosterilebilir. Diger bir deyisle hassas genotiplerde
soguga tolerans mekanizmasinin diizenlenmesi CBF genlerinin ifade artis1 ile
saglanmaktadir. Farkli tlirlerde CBF genine yonelik yapilan benzer gen ifadesi
caligmalart1 da (Vogel vd. 2005, Liang vd. 2013, Jiao vd. 2017) bu durumu
desteklemektedir. Bununla birlikte, CBF genlerinin gen ifade sonuglarmin, soguga
toleranslik durumunun daha net sekilde ortaya konulmasi i¢in, detayli fizyolojik soguk

zarar1 ¢alismalarina gerek duyulmaktadir.
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