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Biitiinlesik Doktora Tezi

SOGUK STRESI ALTINDA GELISTIRILMIS AYCICEGI
(Helianthus annuus L.) BITKISINDE bZIP, MYB, NAC, NF-YB
VE WRKY TiPI TRANSKRIPSIYON FAKTOR GENLERININ

mRNA IFADE SEVIYELERININ BELIRLENMESI
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Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. E. Siimer ARAS

Soguk stresi, bitkilerin tarimsal verimliligini sinirlayan en énemli ¢evresel faktorlerden
biridir. Soguk stresi, ciddi membran hasarina neden olabilir. Membran hasar1, soguk
yanitinda gorev alan genlerin ve transkripsiyon faktorlerinin stres toleransina aracilik
etmesi i¢in bir sinyal olusturur. bZIP, MYB, NAC, NF-YB ve WRKY transkripsiyon
faktorii aileleri abiyotik ve biyotik stres faktorlerine karsi bitki yanitlarinda 6nemli
roller oynamaktadir. Bu calismada, bu transkripsiyon faktor ailesi genlerinin mRNA
ifade diizeyleri, aycigeginde soguk stresine karsi potansiyel islevlerini arastirmak i¢in
ilk kez calisilmistir. Aycicegi fideleri (15 giinliik) ¢esitli zaman araliklarinda (0, 29, 49,
6g, 8g, 10g) bitki biiylitme kabininde 4 °C’de inkiibe edilerek soguk stresine maruz
birakilmistir. Yaprak ve koklerde soguk stresinin bZIP, MYB, NAC, NF-YB ve WRKY
genlerinin ifade profili lizerindeki etkilerini anlamak i¢in kantitatif ger¢ek zamanli PZR
yapilmistir. Ayrica, yapraklarda ve koklerde malondialdehit (MDA) ve toplam
¢oziinebilir protein icerikleri tespit edilmistir. Yapilan analizler sonucunda ¢aligmada
kullanilan ayg¢icegi cesitleri arasinda Tr-3080 ¢esidinin daha duyarli, Tarsan 1018
cesidinin ise soguk stres kosullarma karsi digerlerine gore daha direngli oldugu
belirlenmistir. Elde edilen tiim molekiiler veriler birlikte degerlendirildiginde bZIP,
MYB, NAC, NF-YB ve WRKY genlerinin soguk ile indiiklendigi ve soguk stresine
yanitta rol alabilecegi sOylenebilir. Ayrica bu ¢alismadan elde edilen verilerin soguk
stresine dayanikli aycicegi ¢esitlerinin elde edilmesine yonelik daha ileriki ¢caligmalara
da katk1 saglayacag diisiiniilmektedir.

Nisan 2018, 229 sayfa

Anahtar Kelimeler: Helianthus annuus L., ayg¢icegi, bZIP, MYB, NAC, NF-YB,
WRKY, transkripsiyon faktorleri, soguk stresi, kantitatif gercek zamanli PZR



ABSTRACT
Integrated Ph.D. Thesis

DETERMINATION OF mRNA EXPRESSION LEVELS OF
bZIP, MYB, NAC, NF-YB AND WRKY TRANSCRIPTION FACTOR GENES
IN SUNFLOWER (Helianthus annuus L.) PLANT GROWN
UNDER COLD STRESS

Cigdem DONMEZ

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. E. Siimer ARAS

Cold stress is one of the most important environmental factors that limits the
agricultural productivity of plants. Cold stress can cause serious membrane damage.
Membrane damage leads to a signal for cold-responsive genes and transcription factors
to mediate stress tolerance. bZIP, MYB, NAC, NF-YB and WRKY transcription factors
families play important roles in plant responses to abiotic and biotic stresses. In this
study, mRNA expression levels of this transcription factor family genes were
investigated for the first time, to investigate their potential functions in response to cold
stress in sunflower. Plants (15-day-old) were subjected to cold stress by incubating at
4°C in plant growth cabinet for in various time intervals (0, 2d, 4d, 6d, 8d, 10d). To
understand the effects of cold stress on expression profile of bZIP, MYB, NAC, NF-YB
and WRKY genes in leaves and roots, quantitative real time PCR was performed. In
addition, malondialdehyde (MDA) and total soluble protein contents in the leaves and
the roots were detected. All results showed that among the varieties of sunflower used
in the study, Tr-3080 species was more sensitive species, whereas Tarsan 1018 variety
was more resistant to cold stress conditions than the others. When all of the molecular
data obtained from this study are evaluated together, we can say that bZIP, MYB, NAC,
NF-YB and WRKY genes are induced by cold and may play a role in cold stress
response. It is also thought that these results will contribute to further studies on
generating new varieties of cold-tolerant sunflower.

April 2018, 229 pages

Key Words: Helianthus annuus L., sunflower, bZIP, MYB, NAC, NF-YB, WRKY,
transcription factors, cold stress, quantitative real time PCR
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1. GIRIS

Aygicegi (Helianthus annuus L.), diinyada yaygin olarak yetistirilen yag bitkileri arasinda
yer almaktadir. Bu yaz bitkisi esas olarak, bitki {iretiminde siirlayici faktér olarak rol
oynayan genellikle bir ya da daha fazla sayida abiyotik stresin bulundugu yari-kurak iklim
kosullarinda ve marjinal olarak nitelendirilen topraklarda yetistirilmektedir. Fakat,
aycicegi bitkisi bircok bitki ile karsilastirildiginda stres kosullarina en iyi dayanabilen bir
bitki olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Skori¢ 2009).

Aycicegi kurakliga nispeten toleransli olmasina ragmen verimini diisiiren 6nemli
faktorlerden biri de kurakliktir (Alahdadi vd. 2011, Killi vd. 2017) Aygicegi gelisiminin
kritik donemi ¢iceklenme ve tahil dolumu evreleridir (Hewezi vd. 2006). Kritik gelisim
evrelerinde kurakligmm olumsuz etkilerini &nlemenin gesitli yollart vardir. Ornegin;
toleransli  genotiplerin yetistirilmesi ve c¢ogaltilmasi, biiylime diizenleyicilerinin
uygulanmasi ya da erken ekim yapilmasi kuraklik doneminden kaginilmasma olanak
tanimaktadir (Allinne vd. 2009, Hussain vd. 2013, Adiredjo vd. 2014, Houmanat vd.
2016, Hnilickova vd. 2017).

Ilman bolgelerde geleneksel ekim yontemleri ile karsilastinldiginda, erken ekim
yapilmasi ay¢iceginin gelismenin ilk sathalarinda uzun bir siire diisiik sicakliga maruz
kalmasma neden olmaktadir. Diisiik sicakliklar, gen ifadesi ve bitki metabolizmasinin
cesitli biyolojik fonksiyonlar tizerinde etkilidir (Janmohammadi vd. 2015, Hnilickova vd.
2017). Ancak, aycigeginin diisiik sicakliklara tepkisinin molekiiler temelleri hakkinda
bilgiler hala eksiktir.

bZIP, MYB, NAC, NF-YB ve WRKY tipi transkripsiyon faktorlerine ait genler bitkilerde
0zel transkripsiyon faktorlerinin en genis ailelerini olusturmaktadir. Bu ailelerde yer alan
proteinler gelisim, savunma ve abiyotik stres tepkileri gibi birgok siiregle iliskilidir. bZIP,
MYB, NAC, NF-YB ve WRKY tipi transkripsiyon faktorlerine ait genlerin aygicegi
bitkisinde soguk stresindeki rollerini anlamaya yonelik c¢aligmalar literatiire heniiz

kazandirilmamistir.



1.1 Aygicegi (Helianthus annuus L.)

Latince adi Helianthus annuus L. olan aygicegi, Compositac (Asteraceae) familyasinin
Helianthus cinsine bagli bir bitkidir. Helianthus cinsine bagli tek yillik ve ¢ok yillik 67
tir bulunmaktadir (Heiser 1976). Bu tiirler i¢erinde yer alan H. annuus ve H. tuberosus
L. gida amach olarak iilkemizde yetistirilmekte olup, diger tiirler genellikle siis bitkisi
olarak kullanilmaktadir (Arioglu 1999).

Helianthus adi, Yunanca helios (giines) ve anthos (¢cigek) sozciiklerinden tiiretilmistir.
Gilinesi takip ettikleri ve her zaman dogrudan giines 1sinlarina yoneldikleri
varsayimindan bu ¢icekler Ingilizce “sunflower”, Ispanyolca "girasol" ve Fransizca
"tournesol" yani giines ci¢egi olarak adlandirilmistir. Isiga yonelme 6zelliginden dolay1
aycicegine Trakya ve Marmara Bolgesinde “gilinebakan” veya “giindondi” de

denilmektedir (Fernandez-Luquetio vd. 2014, Siizer 2014).

1.1.1 Aygciceginin Tarihcesi

Aygcicegi bitkisinin kdkenini Kuzey Amerika'dan aldigi ve M.O. 3000 yillarinda yerli
Amerikalilar tarafindan yetistirilmeye baslandig1 diisiiniilmektedir. M.O. 3000 yilindan
bu yana, siis bitkisi, tibbi, beslenme, ham madde, yem, tekstil endiistrisi i¢in boya, viicut
boyama, siislemeler vb. gibi diinya capinda c¢ok ¢esitli amaclarla aygicegi
kullanimlarinin oldugu bildirilmistir (Ferndndez-Luqueiio vd. 2014). Aycicegi bir yag
bitkisi olarak ilk olarak Rusya'da tiretilmis ve ardindan tiim Avrupa'ya yayilmistir. 11.
Diinya savasindan sonra 1945-50’li yillarda, aygigegi lilkemize Bulgaristan'dan
tilkemize go¢ eden vatandaglarimizin getirdigi tohumlar sayesinde girmis ve tarimi
yapilmaya baglanmistir. Ancak esas iiretim ve ekim alani artigi, 1980’11 yilardan sonra

hibritlerin iilkemize girmesiyle olmustur (http://arastirma.tarim.gov.tr 2014a).



1.1.2 Aygciceginin toprak ve iklim istekleri

Aycicegi, karasal ve 1liman iklim kosullarinda yetistirilen bir bitkidir. Cimlenmenin
olabilmesi i¢in, toprak sicakliginin 8-10 °C olmasi gerekmektedir. Aygiceginin en
uygun yetisme sicakligt 21-26 °C’ler arasindadir. Aygiceg8i bitkisi fide doneminde
soguklara karsi oldukca dayaniklidir. Fide doneminden 6—8 yaprakli doneme kadar
ayciceginin soguga direnci kademeli olarak azalmakta olup, diisiik sicakliklara (-5
°C’ye kadar) kisa siireli olarak dayanabilmektedir. Daha ileri gelisme evrelerinde ise

bitki 0 °C’de zarar gérmektedir (agr.ege.edu.tr 2004).

Toprak istegi bakimindan fazla secici degildir. Ancak, organik madde bakimindan
zengin, derin ve su tutma kapasitesi iyi topraklarda yiiksek verim potansiyeline sahiptir.
Ekim zamaninda 1yi ¢imlenmenin olmas icin toprak sicakliginin en az 8-10 °C olmasi
gerekmektedir. Bolgelere gore aygigegi ekimi degismekte olup Ege, Giineydogu
Anadolu Bolgelerinde Mart, Marmara, Orta Anadolu ve Karadeniz Bolgelerinde Nisan,
Dogu Anadolu Bolgesinde Mayis aylarinda aygicegi ekimi yapilmaktadir. Aygigegi
kuru sartlarda yetistirilecekse, ekim olabildigince erken yapilmalidir. Erken ekim
yapilmast, kis ve ilkbahar yagislarindan ayciceginin daha

Iyl yararlanmasini saglar (agr.ege.edu.tr 2004).

1.1.3 Ayciceginin ekonomik 6nemi ve Tiirkiye’deki iiretimi

Diinyada ve lilkemizde en 6nemli yag bitkilerinden biri olan ay¢icegi cogunlukla yaglik
olarak yetistirilmektedir. Ayg¢igegi yagi, yemeklik kalitesi yoniinden tercih edilen
bitkisel yaglar arasinda ilk sirayr almaktadir. Dolayisiyla bircok iilkede de, tarim
ekonomik diizeyde yapilmaktadir. Aycicedi yagi, icerdigi doymamis yag asitleri
oranmin yliksek olmasi nedeniyle beslenme degeri en yiiksek olan bitkisel yaglardan
birisidir. Ay¢i¢eginin, yemeklik yag gereksiniminin karsilanmasi i¢in yetistirilen 6nemli
bir bitki olmasinin yan1 sira kus yemi, gerezlik, siis bitkisi ve pastanecilik sektoriinde
ekmek, pasta, kurabiye gibi gidalarda da kullanilmaktadir. Ayrica demir, potasyum ve
vitamin E bakimindan zengin olmasi, dnemli bir linoleik asit kaynagi olmasi, insan

viicudunda A, D, E, K gibi yagda eriyen vitaminleri ¢6zmesi ve kandaki kolesterol



seviyesinin diigmesine yardimci olmasi gibi 6zelliklere sahip olmasi aygigeginin insan
sagligi ve beslenmesindeki 6nemini de ortaya koymaktadir (http://koop.gtb.gov.tr 2015,
Giil vd. 2016).

Amerikan Tarim Bakanligi Dis Tarim Servisinin (USDA FAS) 2015/16 verilerine gore;
diinya yagli tohum {tiretiminde 313 milyon tonluk iiretim ile soya fasulyesi ilk sirada yer
almaktadir. Bunu 313 milyon tonla kanola, 40,56 milyon tonla yerfistig1, 40,51 milyon
tonla ay¢icegi, 35,9 milyon tonla pamuk tohumu ve 15,9 milyon tonla palmiye ¢ekirdegi
izlemektedir (http://www.tarsusticaretborsasi.com 2017). Ulkemizde ise en onemli
bitkisel yag kaynagi olarak ilk siray1 1,68 milyon ton ile ay¢igegi yer alirken, bunu 1,21
milyon ton ile ¢igit, 161 bin ton ile soya ve 120 bin ton ile kolza izlemektedir

(http://www.tuik.gov.tr 2017).

Aygicegi lilkemizde neredeyse her bolgemizde yetistirilebilen 6nemli bir yag bitkisidir.
Yaglik aycicegi tarimi iilkemizde yogun olarak Trakya bolgesinde yapilmaktadir.
Ayrica Orta Karadeniz, Kiy1 Ege, Cukurova ve son yillarda I¢ Anadolu Bolgesi’ndeki
ekim alanlarinda ciddi bir artis s6z konusudur. TUIK kaynaklarma gére son 10 yil
icerisinde yaglik aycigegi ekilen alanlarda yaklasik % 12,7 tiretim miktarinda % 71,1 ve
veriminde ise yaklagik % 52 artis saglanmistir. Tirkiye’de bitkisel ham yag tiretimi
artan tiiketimi dengeleyebilmek icin siirekli bir artis egiliminde olmasina ragmen heniiz
i¢ talebi karsilayabilecek diizeyde bile degildir. Tiirkiye’de yaglik ay¢igeginin, liretimde
stirdiiriilebilirligin saglanmasi ve arz agiginin giderilmesi amaciyla desteklenmesi
onemlidir. Bu kapsamda, yaglik ayci¢egi uzun yillardir iiretimini tesvik etmek, bitkisel
yag acigini giderebilmek ve lireticiye yliksek fiyat vermek amaciyla devlet desteklemesi

kapsamindadir (https://arastirma.tarim.gov.tr 2017, Giirkan vd. 2017).

1.2 Bitkilerde Stres

[lk olarak Hans Selye tarafindan 1936'da gelistirilen stres kavramu, bitkilerdeki olumsuz
ve ¢evresel kisitlamalari tanimlamak icin kullanilmistir. Cevresel stres faktorleri
bitkilerin biliyiime ve gelisimini olumsuz etkilemenin yani sira, {iriin veriminin

azalmasina ve bitkinin yagsamini yitirmesine neden olabilmektedir. Bitkiler sesil



organizmalar olduklar1 i¢in yasam dongiileri boyunca abiyotik (kuraklik, yiiksek
sicaklik, soguk, UV-B radyasyonu, tuzluluk ve agir metaller) ve biyotik (herbisit,
patojen ve parazit) olmak tizere bir¢cok ¢evresel strese maruz kalmaktadirlar. Bununla
birlikte, bitkiler, stres etkileri ile bas etmek icin farkli tolerans mekanizmalarini
gelistirmistir. Bu mekanizmalar arasinda fizyolojik, biyokimyasal, molekiiler ve genetik
degisiklikler yer almaktadir (Redondo-Gomez 2013). Ornegin, daha soguk bolgelerde
yasayan bitkilerde, soguk iklimlendirme olarak bilinen bir fenomen ile donma nedeniyle
meydana gelen hiicre i¢i buz kristali olusumunu ve dehidrasyonu azaltmak icin hiicre
membrani bilesimi ve protein konsantrasyonunda degisiklikler meydana gelmektedir

(Thomashow 1998).

Abiyotik stresler genellikle kuraklik, tuzluluk, yliksek veya diisiik sicaklik, 151k, yetersiz
veya fazla besin, agir metaller, kirleticiler gibi faktorlerin bireysel veya
kombinasyonlarindan kaynaklanmaktadir (Sekil 1.1). Abiyotik faktorlerin yol actigi
stres, bitki metabolizmasin1 degistirerek bitkilerin biliylime, gelisme ve verimliligi
tizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir (Sekil 1.2). Stresin siddeti artar veya uzun
stire devam ederse, hiicrelere dayanilmaz metabolik yiik getirir. Bu durum biiylimede

gerilemeye yol agabilir ve asir1 durumlarda bitki 6liimiine neden olabilir (Rao vd. 2006).

Isik
DL{§ukve Agir
ylksek metaller
sicaklik
Kirleticiler Tuz
Besin Su

Sekil 1.1 Bitkileri etkileyen bazi abiyotik stres faktorleri
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Sekil 1.2 Bitkilerin abiyotik stres faktorlerine verdigi cevaplarin bazilari

1.3 Soguk Stresinin Bitkiler Uzerindeki Cesitli Etkileri

Her bitki, uygun biiylime ve gelisimi i¢in optimum bir sicaklik araligina sahiptir. Bir
bitki i¢in optimum olan belirli sicaklik kosullari, baska bir bitki i¢in stresli olabilir.
Genellikle sicak yasam alanlarina 6zgii bitkilerin dondurucu olmayan sicakliklara maruz
kaldiklarinda yaralanma belirtileri sergiledikleri fark edilmistir (Lynch 1990). Ornegin,
misir (Zea mays L.), soya fasulyesi (Glycine max (L.) Merr.), pamuk (Gossypium
hirsutum L.), domates (Lycopersicon esculentum Mill.) ve muz (Musa sp.) gibi bitkiler,
10-15°C’nin altindaki sicakliklara maruz kaldiklarinda yaralanma belirtileri gosterirler
(Guy 1990, Lynch 1990, Hopkins 1999). Bununla birlikte, yaralanma belirtilerinin
ortaya ¢ikist bir bitkinin soguk stresine duyarlilifina baghdir ve bitkiden bitkiye
degiskenlik gosterir. Strese maruz kaldiktan 48 ila 72 saat sonra, bitkilerde soguk stresi
kaynakli hasar ortaya c¢ikabilir. Soguk stresine maruz kalan bitkiler, yaprak
genislemesinin azalmasi, solma ve kloroz (yapraklarin sararmasi) gibi cesitli fenotipik
semptomlar gosterir ve stres nekroza (doku 6liimii) neden olabilir (Yadav 2010).
Bunlara ilaveten, ¢esitli bitkiler dondurucu olmayan sicakliklara belirli bir siire maruz

kaldiklarinda soguga karsi tolerans kazanmaktadirlar. “Soguk uyumu” veya “soguk



aklimasyonu” olarak tanimlanan bu olayin soguk nedeniyle meydana gelen zarari

azalttig1 bilinmektedir (Thomashow 1999).

Diisiik sicaklik, bitki iizerinde iki tiir baski olusturabilir: Birincisi tek basina diisiik
sicakligin etkileri, ikincisi hiicresel suyun donmasi durumunda hiicrelerin ve dokularin
dehidrasyonudur. Soguk stresinin neden oldugu bu degisiklikler bitkilerin biiylimesini

ve gelisimini olumsuz yonde etkiler (Sekil 1.3) (Beck vd. 2004).

Soguk stresinin bitkiler lizerindeki en olumsuz etkisi plazma membrani hasaridir. Bu
durum soguk stresi nedeniyle meydana gelen dehidrasyonun etkisiyle meydana
gelmektedir (Steponkus 1984, Steponkus vd. 1993). Plazma membrani, lipidler ve
proteinlerden olugmaktadir. Plazma membranindaki lipidler, doymus ve doymamis yag
asitleri olmak iizere iki tiir yag asidinden olusur. Doymamis yag asitleri, iki karbon
atomu arasinda bir veya daha fazla cift baga sahipken, doymus yag asitleri hidrojen
atomlartyla tamamen doymustur. Doymus yag asitleri iceren lipidler, doymamis yag
asitleri iceren lipidlerden daha yiiksek sicakliklarda ve daha hizli katilasirlar. Bu
nedenle, plazma membraninda yer alan lipidlerin igindeki bu iki yag asidi tiirliniin
goreceli orant membranin akiskanlhigin1 belirler (Steponkus vd. 1993). Gegis
sicakliginda, bir membran, yar1 sivi halden yar1 kristal haline doniismektedir. Soguga
hassas bitkiler genellikle plazma membraninda doymus yag asitlerinin daha yiiksek bir
oranina sahiptirler. Bu nedenle soguga hassas bitkiler daha yiiksek bir gecis sicakligina
sahiptir. Aksine, soguga dayanikli bitkiler doymamis yag asitlerinin daha yiiksek bir
oranina sahiptir ve dolayisiyla daha diisiik bir ge¢is sicakligina sahiptir (Yadav 2010).
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Sekil 1.3 Soguk stresinin bitkilerde etkileri (Beck vd. 2004)

Bitkilerde soguk stres yaniti, sinyalin ¢esitli transdiiksiyon (sinyal iletimi) bilesenleri
igeren bir transkripsiyonel kaskad vasitasiyla algilanmasini ve aktarilmasini igerir; bu da
birka¢ genin transkripsiyonunu degistirir. Membran kompozisyonunda soguga tepkKi
olarak nitel ve niceliksel olarak degisiklikler meydana geldigi i¢in plazma membraninin
sogugu algilamanin baslica yeri oldugu ileri siirlilmiistiir. Soguk stresi, hiicre
membranindaki doymamis yag asidi ve lipid protein bilesimindeki degisiklikler
sonucunda membran akigkanligini azaltir (Wang vd. 2006). Membranin katilagmasi, oda
sicakliginda bile soguk ile indiiklenebilir genlerin uyarilmasina neden olabilmektedir
(Orvar vd. 2000, Sangwan vd. 2002, Inaba vd. 2003). Dolayisiyla, membran
katilagmasinin soguk algilamada 6nemli rol oynadig: diigiiniilmektedir. Membranda yer
alan bazi proteinlerin soguk yanitinda gorevli sensorler oldugu ileri stirlilmistiir.
Calismalardan elde edilen veriler, kalsiyum kanallarinin, histidin kinazin, reseptor

kinazlarin ve fosfolipazlarin soguk sinyalinin asagi yonde aktariminda 6nemli rol



oynadiklarini diisiindiirmektedir. Mevcut model, soguk stres sinyalinin PP2A (protein
fosfataz 2A), MAP kinaz ile dengelenmis ve sitozolik kalsiyum ile diizenlenen bir dizi
fosforilasyon kaskadi araciligiyla asagi yonde yer alan sinyal bilesenlerine iletildigini
ongormektedir (Solanke ve Sharma 2008). Ayrica, sinyal iletiminde bircok
transkripsiyon faktorii, soguk stresi ile indiiklenen genlerin transkripsiyonel
diizenleyicileri olarak tanimlanmustir (Xiong vd. 2002, Zhu vd. 2007). Ozetle, bitkilerde
soguk stresinin genel sinyal iletim yolaginda sogugun membran reseptdrleri tarafindan
algilanmasi tlizerine, soguga tepki gelistirmek i¢in ikincil molekiiller, protein kinazlari,
TF’lerini vb. igeren karmasik bir intraselliiler sinyalleme kaskadi aktive edilmektedir
(Sekil 1.4).

Soguk stresi

l Alglama
plazma membram

(membran katilagmasi ve sinyal verme)

l Ikincil haberci molekiiller (Ca?-, ROT vb.}

MAP Kinaz, fosfatarlar,
CDPK lar, CML ler, CELler,
CaM, CIPK ler, vb.

Sinval iletimi

!

CBF/DREP, ABF. bZIP,

Transkripsivon faktérlen bHLH, WRKY vb.
Soguk ile indiiklenebilir Hsp, SPI, LEA, COR, ICE1,
genler ICEZ, RAV1 vh.

L. Bitki biiyiimesinin ve
Sofugfa cevap gelisiminin engellenmesi, soguia
aligma vb.

Sekil 1.4 Bitkilerde soguk stresin genel sinyal iletim yolu (Koc vd. 2015)



1.4 Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemleri

Molekiiler oksijen, gilinlimiizden yaklasik 2.7 milyar yil 6nce Diinya'nin erken
indirgeyici atmosferine O, ile gelisen fotosentetik organizmalar tarafindan dahil
edilmistir ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) istenmeyen yan iirlinler olarak ortaya
¢ikmasina neden olmustur (Halliwell 2006). Aerobik metabolizma kloroplast,
mitokondri ve peroksizomlar gibi bitkilerin farkli hiicresel komponentleri ile siirekli
ROT fiiretmektedir (Jubany-Mari vd. 2009, Roychoudhury ve Basu, 2012) (Sekil 1.5).
Oksidatif stres, hiicrelere zarar veren ya da hiicreleri 6ldiiren reaktif oksijen tiirlerinin
bitki hiicrelerinde olusmasi ile ortaya cikar. Uygun kosullar altinda ROT bazal
seviyelerde tiretilmektedir. Ancak, farkli antioksidan mekanizmalar tarafindan ortamdan
uzaklastirildiklar: i¢in hasara neden olmamaktadir (Scandalios 2002, Foyer ve Noctor
2005). ROT iiretimi ve ROT’un ortamdan uzaklastirilmas: arasindaki hassas denge
tuzluluk, kuraklik, ekstrem sicakliklar, agir metaller, kirlilik, UV 15181 ile
fotoinhibisyonu artiran yiiksek 1sik miktari, patojen enfeksiyonu gibi farkli stres
faktorleri tarafindan bozulmaktadir. Bu nedenle, bitkilerin hayatta kalmasi biiylime
kosullarindaki degisim, stres kosullarinin siddeti ve siiresi, bitkilerin degisen enerji
denklemine hizla adapte olma kapasitesi gibi bir¢ok onemli faktdre baglidir (Miller vd.

2010).

ROT, esasen O, siiperoksit (Oz¢), hidrojen peroksit (H,O2) ve hidroksil radikalini
(OH)) igerir. Zarar verici faaliyetlerine ragmen, ROT, c¢evresel streslere kars1 tolerans da
dahil olmak {tizere cesitli hiicresel islemlerde iyi tanimlanmis ikinci tasiyicilardir.
ROT’lar diisiik konsantrasyonlarda savunma ile ilgili genlerin uyarilmasinda ve
savunma cevaplarinin olusturulmasinda gorev alirken, yiiksek konsantrasyonlarda
rastgele reaksiyonlarla lipid peroksidasyonuna, DNA hasarina, protein denatiirasyonuna
ve karbonhidratlar da dahil olmak iizere, canli organizmalarin yapisindaki neredeyse
biitiin biyomolekiillerle reaksiyona girerek bunlarin iizerinde geriye doniisii olan veya
olmayan etkiler olusturmaktadir. ROT'un zararli veya sinyal veren molekiil olarak gorev
alip almayacagi, ROT iiretimi ve ortamdan uzaklastirilmasi arasindaki hassas denge
tizerine kuruludur. (Paller vd. 1984, Baud ve Ardaillou 1986, Nath ve Norby 2000,
Zushi ve Matsuzoe 2009, Sharma vd. 2012).
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Yiiksek bitkilerde, asirt ROT {iretimi, ¢esitli stres tiirleri altinda olan bir metabolizmanin
esas Ozelligidir. Strese tepki mekanizmalari, antioksidan molekiillerin iiretimi ile
tamamlanmaktadir. Bitkiler reaktif oksijen tiirlerinin zararlarina karsi hiicre i¢cinde bu
molekiillerin sentezini arttirarak antioksidan savunma saglarlar. Stresli kosullardaki
bitkilerde redoks homeostazi, siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX),
guaiakol peroksidaz (GPX), glutatyon-S-transferaz (GST) ve katalazi da igeren
enzimatik antioksidan savunma sistemi ve enzimatik olmayan askorbik asit (AA),
indirgenmis glutatyon (GSH), a-tokoferol, karotenoidler, fenolikler, flavonoidler ve
prolin gibi diisiik molekiilli bilesikler araciligiyla saglanir (Gill ve Tuteja 2010, Miller
vd. 2010, Gill vd. 2011). Bu savunma sistemleri ¢izelge 1.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.1 Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri

Enzimatik Savunma Sistemleri Enzimatik Olmayan Savunma Sistemleri
Superoksit dismutaz (SOD) a-Tokoferol (E vitamini)

Glutatyon peroksidaz Askorbat (C vitamini)

Katalaz (CAT) Indirgenmis Glutatyon (GSH)
NADPH-kinaz-okside rediiktaz Flavanoidler

Epoksit hidrolaz Baz1 kimyasallar

Konjugasyon  enzimleri (Glutatyon-S- | Karotenoidler (B-Karoten)
transferaz vs)
Glutatyon rediiktaz (GR) Urat

NADPH’ya bagli baz1 enzimler (G6FD) Baz1 plazma proteinleri

Oksidatif stres meydana geldiginde reaktif oksijen tiirlerinin toksik etkilerini ortadan
kaldirmak i¢in hiicreler aktivite gostermekte ve redoks dengesini korumaya
calismaktadirlar. Biitiin organizmalar oksidatif strese kars1 adaptasyon saglayan yanitlar
olusturmaktadir. Bitkinin ¢esitli dokularinda H,O, ve O+~ diizeyinde meydana gelen
degisiklikler transkripsiyon faktorleri, yapisal proteinler ve savunma enzimlerine ait

genlerin kodlanmasini indiiklemekte veya inhibe etmektedir (Scandalios 2002).
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ROT seviyesi bitkinin ortamdan wuzaklagtirma kapasitesini astiginda, biyolojik
membranlardaki lipid peroksidasyonu artar ve bdylece hiicrenin fizyolojik stirecleri
etkilenir. Malondialdehit (MDA), lipidlerin oksidatif modifikasyonunun nihai
triinlerinden biridir ve akigkanlik, iyon tasinimi, enzim aktivitesinin kaybi ve
proteinlerin ¢apraz baglanmasi gibi membranin asil 6zelliklerinde degisiklikler de dahil
olmak iizere hiicre membrani hasarindan sorumludur. Bu degisiklikler sonunda hiicre

Oliimii ile sonuglanir (Sharma vd. 2012).

siTozoL
f/EIeI(tron tagima sireci \ \

l Ferntin
[Askorbat geri donisami |
Cat I 7 + H,0
o; _MnsoD gmo, I HOTO, 2
Mit AP
- cAPX MDA Askorbat
\Mitnknndri /

WL
DHA

MDAR.

Cat,IT Oy

Mmn-SOD

Sekil 1.5 Bitki hiicrelerinde farkli organellerde antioksidant enzimlerin aktivitesi
(Jithesh vd. 2006)

1.5 Transkripsiyon Faktorleri

evresel uyaranlara karsi olusan bitki yanitlari, ¢evresel sinyalin dogasina bagl olarak
degisen bir molekiiler mekanizmalar ag1 icerir. Stres sinyallerinin algilanisindan strese
duyarli genlerin sentezlenmesine kadar uzanan sinyal iletim aginda, transkripsiyon
faktorleri (TF) 6nemli rol oynamaktadir. TF'leri, genlerin promotdr bdlgelerinin yukari

yoniinde bulunan ve genlerin ifadesini diizenleyen cis elementleri ile etkilesen bir grup
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ana proteindir. Cogu TF, metabolizma, hiicre dongiisii ilerlemesi, biiylime, gelisme ve
tireme gibi birgok fizyolojik stireci etkiler (Fujita vd. 2009, Zhou vd. 2010, Hussain vd.
2011).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, abiyotik streslere maruz kaldiktan sonra birgok
genin transkript seviyelerinde onemli artiglar ya da azalmalar oldugunu gostermistir
(Lin vd. 2007, Tran vd. 2009, Qin vd. 2011, Hwang vd. 2014, Chen vd. 2015, Liu ve
Chu 2015, Hu vd. 2016). Bu durum transkripsiyonel diizenlemenin stres toleransinda
anahtar rol oynadigini gostermektedir (Zhu 2002, Dai vd. 2007, Huang vd. 2013).
Transkripsiyonel diizeyde abiyotik streslere yanit olarak birkac¢ gen aktive edilir ve bu
genlerin {riinleri olan proteinlerin {retilmesi ve asagi yonde yer alan genlerin
diizenlenmesi ile stres toleransi saglandig diisiiniilmektedir (Kavar vd. 2007). Kapsaml
transkriptom analizleri, bu gen iirlinlerinin iki gruba ayrildigini ortaya ¢ikarmistir
(Bohnert vd. 2001, Fowler ve Thomashow 2002, Seki vd. 2002). Birinci grup, hiicreleri
su eksikliginin etkilerinden koruyan proteinleri kodlayan genlerden olusur. Bu genler,
esas olarak, uyumlu ¢oziiciilerin birikimini diizenleyen diizenleyicileri (prolin, betain,
sekerler gibi ozmotite biyosentezi i¢in gerekli enzimler), membran boyunca pasif ve
aktif tagima sistemlerini (su kanali proteinleri ve membran transport sistemleri), ROT
hasarlarina kars1 hiicre yapilarinin korunmasi ve stabilizasyonunda gorev alan enzimleri
(glutatyon S-transferaz, katalaz, siiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz, vb. gibi
detoksifikasyon enzimleri), yag asidi metabolizmasinda gorev alan enzimleri, proteinaz
inhibitorlerini, ferritin ve lipid transfer proteinlerini ve makromolekiillerin korunmasi
igin gerekli diger proteinleri (LEA proteini, osmotin, saperonlar, vs.) igerir. Ikinci
grupta yer alan abiyotik streslerle uyarilmis bir grup gen ise stres sinyalinin iletilmesini
diizenleyen, gen ifadesini degistiren ve stres tepkisinde islev goren diizenleyici
proteinleri igerir. Bunlar, stres sinyal iletim yolaklarindaki ¢esitli transkripsiyon
faktorlerini icermektedir; 6rnegin, protein kinazlar (MAP kinaz, CDP kinaz, reseptor
protein kinaz vb.), protein fosfatazlar ve proteinazlar stres sinyalizasyonu ve gen
ifadesinin diizenlenmesinde rol oynarlar (Seki vd. 2003, Shinozaki ve Yamaguchi-

Shinozaki 2007).
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1.5.1 bZIP transkripsiyon faktorleri

Bazik 16sin fermuar (bZIP) ailesi, N-terminal ucunda niikleer lokalizasyon ve DNA
baglanmasi i¢in oldukc¢a bazik bir bolge ve C-terminal ucunda dimerizasyon i¢in 16sin-
zengin motiften olusan korunmusg bir bZIP bolgesi igerir (Landschulz vd. 1988, Hurst
1994). bZIP proteinleri, heterotipik veya homotipik kompleksler olusturarak DNA'ya
baglanir. bZIP proteinleri, tiim Okaryotlarda dimerize transkripsiyon faktorleridir ve
16sin fermuar, bZIP proteinlerinin dimerlesmesinden sorumludur (Fong vd. 2004, Liu
vd. 2015).

Bitkilerde, bazik bdlge/losin fermuar motifi (bZIP) TF'lerinin, organ farklilasmasi,
embriyogenez, tohum olgunlasmasi, ¢icek ve damar gelisimini igeren biyolojik
siireglerde 6nemli roller oynadigin1 gosteren onemli kanitlar vardir (Wei vd. 2015).
Yapilan ¢aligmalar ayrica, bZIP TF'lerinin bitkilerin biyotik ve abiyotik strese
tepkilerinin diizenlenmesinde yer aldigin1 gostermektedir (Jakoby vd. 2002, Wei vd.
2012, Hu vd. 2016).

1.5.2 MYB transkripsiyon faktorleri

[lk MYB geni avian miyeloblastoz viriisiinden "onkojen" v-MYB olarak tanimlanmustir.

Sekans karsilastirmalarindan elde edilen veriler, v-Myb’in viriisiin bir parcasi haline
geldiginde mutasyona ugramis olan bir omurgali geninden kaynaklanmis olabilecegini
gostermektedir. Tanimlanan ilk bitki MYB geni ise Zea mays’da C1 genidir (Paz-Ares
vd. 1987).

MYB transkripsiyon faktor ailesi biiylik, fonksiyonel olarak ¢esitli ve tiim dkaryotlarda
temsil edilen bir protein ailesidir. Cogu MYB proteini, DNA'ya baglanma yetenegi
kazandiran cesitli sayida MYB alan tekrarlarinin bulundugu transkripsiyon faktorleri
olarak iglev goriir. Bitkilerde yaygin olarak bulunurlar ve diger transkripsiyon faktorleri

ile etkilesime girerler (Ambawat vd. 2013).
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Bitkilerdeki MYB ailesinin biiyiikliigii, bitkiye 6zel siireclerin kontroliindeki 6nemini
gostermektedir. Bitkilerde MYB transkripsiyon faktorlerinin rolleri hakkinda ¢ok biiyiik
miktarda veri mevcuttur. MYB proteinlerinin fonksiyonlar1; Arabidopsis Heynh, musir,
pamuk, piring (Oryza sativa L.), petunya (Petunia hybrida E.Vilm.), ¢avdar bocegi
(Antirrhinum majus L.), iziim asmasi1 (Vitis vinifera L.), kavak (Populus tremuloides
Michx.) ve elma (Malus domestica Borkh.) gibi sayisiz bitki tiirlinde genetik ve
molekiiler analizler kullanilarak arastirilmistir (Urao vd. 1993, Solano vd. 1995, Jiang
vd. 2004, Pasquali vd. 2008, Ambawat vd. 2013). Bitkilerde, MYB'ler birincil ve ikincil
metabolizma, hiicre 6liimii ve kimligi, gelisim, biyotik ve abiyotik strese yanitlar gibi

farkl1 siireglere katilirlar (Du vd. 2009, Dubos vd. 2010).

1.5.3 NAC transkripsiyon faktorleri

NAC protein ailesi bitki transkripsiyon faktorlerinin biiylik bir grubudur ve adi daha
once kesfedilen ii¢ genden tiiremistir: NAM (no apical meristem), ATAF1/2 ve CUC2
(cup-shaped cotyledon) (Duval vd. 2002, Ooka vd. 2003, Grant vd. 2010, Su vd. 2013).
NAC proteinleri, N-terminal ucunda yaklasik 150 amino asit ve C-terminal ucunda
farkli bir transkripsiyon diizenleyici alani kapsayan, oldukc¢a korunmus bir NAC boélgesi
igerir (Aida vd. 1997, Ooka vd. 2003). Piring ve Arabidopsis'de NAC alaninin yapisal
analizine gore, NAC proteinleri iki bliyiikk gruba ayrilmistir (I ve II). Grup I'de 14 alt
grup (TERN, ONACO022 ve SENUS vb.) ve grup IlI'de dort alt grup (ANACO01,
ONACO003, ONACO001 ve ANACO063) bulunmaktadir (Ooka vd. 2003). NAC bdlgesi
bes alt alan (A-E) igerir ve DNA baglama, homodimerler veya heterodimerler olusumu

ve niikleer lokalizasyonda nemli rol oynar (Olsen vd. 2005, Wang vd. 2016).

NAC proteini, hiicre boliinmesi (Kim vd. 2006), embriyo gelisimi (Duval vd. 2002),
yaprak yaslanmasi (Breeze vd. 2011), vaskiiler damarlar (Yamaguchi vd. 2010) ve
tohum gelisimi (Sperotto vd. 2009), yanal kok (Xie vd. 2000), lif gelisimi (Ko vd. 2007)
ve apikal meristem olusumunu (Kim vd. 2007) iceren gelisimsel siireglerin yani sira
cesitli biyotik (patojen saldirisi) ve abiyotik stres tepkilerinde (tuzluluk, sicaklik ve
kuraklik) rol oynar (Wang vd. 2016).
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1.5.4 NF-YB transkripsiyon faktorleri

Niikleer faktor Y (NF-Y), neredeyse tiim Okaryotlarda bulunan evrimsel olarak
korunmus bir ti¢lii transkripsiyon faktorii kompleksidir. Heterotrimerik NF-Y kompleksi
tic altbirim olan NF-YA, NF-YB ve NF-YC'den olusur ve hedef genlerin promotor
bolgelerindeki CCAAT kutusuna baglanarak gen ifadesini diizenler. Maya ve memeli
genomlari, genellikle, her NF-Y alt birimini kodlayan c¢oklu splicing izoformlardan
olusan genlere sahiptir. Buna karsilik, bitki genomlar1 genellikle her alt birimini
kodlayan c¢oklu gen ailelerine sahiptir ve bu genler cesitli dokularda veya asamalarda
farkli sekilde eksprese edilir. Bu nedenle, farkli alt birim kombinasyonlari, cesitli
dokularda, farkli asamalarda ve biiyiime kosullarinda ¢ok ¢esitli NF-Y komplekslerine
yol acabilir ve bu da bu kompleksin bitkilerdeki potansiyel olarak farkli islevlerini
gosterir. Nitekim, bir¢ok yeni arastirma, NF-Y kompleksinin bitki biiylimesi, gelisim ve

stres tepkilerinde 6nemli roller oynadigini kanitlamistir (Zhao vd. 2016).

1.5.5 WRKY transkripsiyon faktorleri

Bu transkripsiyon faktorleri ile ilgili yaymlanan ilk iki g¢aligmada, WRKY
transkripsiyon faktorleri sikkroz (SPF1) veya ¢imlenme sirasinda (ABF1 ve ABF2) gen
ifadesinin diizenlenmesinde potansiyel rol oynayan, tam olarak tanimlanmamis DNA
baglama proteinleri olarak bildirilmistir. Ugiincii calismada ise, WRKY1, WRKY2 ve
WRKY3 maydanozda (Petroselinum crispum (Mill.) Nyman) tanimlanmis ve WRKY
(worky) ismi verilmistir (Ishiguro ve Nakamura 1994, Rushton vd. 1995, Rushton vd.
1996).

Cogu WRKY ailesi tiyeleri, N terminallerinde yiiksek oranda korunmus heptapeptitler
(WRKYGQK) ve C terminallerinde bir C,H, veya C,HC ¢inko parmak motifi igerir
(Rushton vd. 1995, Dong vd. 2003, Eulgem vd. 2007). WRKY proteinleri, WRKY
alanlariin sayisina ve ¢inko parmak benzeri motiflerin 6zelliklerine gore {i¢ ayr1 gruba
ayrilir. Grup 1’de C;H; ¢inko parmak motifleri iceren iki WRKY alanli WRKY TF'leri
yer almaktadir. Grup 2 TF'leri, bir C;H; ¢inko parmak motifi igeren tek bir WRKY

alanma sahiptir ve filogenetik iligkilerine dayanarak bes alt gruba ayrilmistir. Grup 3

16



TF'leri ise Co,HC ¢inko parmak motifli tek bir WRKY alani igermektedir (Eulgem vd.
2000).

WRKY ailesi, yiiksek bitkilerdeki en biiyiik on transkripsiyon faktorii (TF) ailesinden
biridir (Ulker vd. 2004). Bu TF'ler, tohum dormansisi (Pandey vd. 2010), embriyo
morfogenezi (Alexandrova vd. 2002), bitki biiyiimesi (Chen vd. 2002), yaslanma
(Hinderhofer vd. 2001, Potschin vd. 2014) ve metabolizma gibi gelisimsel ve fizyolojik
siireclerde hayati diizenleyici rol oynamaktadir (Johnson vd. 2002, Sun vd. 2003).
Dahasi, WRKY TF'leri, bakteriler (Dellagi vd. 2002, Deslandes vd. 2002), mantarlar
(Chen vd. 2002, Potschin vd. 2014), nematodlar (Higashi vd. 2008), yaralanma (Eulgem
vd. 2007), 1s1, kuraklik, tuzluluk ve soguk gibi ¢esitli abiyotik ve biyotik streslere
yanitlarla da iligkilidir (Ciolkowski vd. 2008).

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda; soguk stresi altinda gelistirilen aygigegi (Helianthus
annuus L.) bitkisinde bZIP, MYB, NAC, NF-YB ve WRKY tipi transkripsiyon
faktorlerine ait genlerin mRNA ifade diizeyleri arastirilmistir. Stresin farkli zaman
periyotlarinda kok ve yaprak dokularindaki gen ifadelerine bakilarak ¢alisilan genlerin
stres savunmasindaki roliine agiklik getirilmeye calisilmistir. Caligmada ayni1 zamanda
bitkilerde ¢evresel stresin neden oldugu oksidatif lipid hasarinda yaygin olarak
kullanilan bir belirtec olan malondialdehid igerigi MDA analizi ile belirlenirken,
oksidatif degisikliklerin diger onemli hedefi olan protein miktarindaki degisim ise

Bradford yontemiyle saptanmustir.

bZIP, MYB, NAC, NF-YB ve WRKY tipi transkripsiyon faktorlerine ait genlerin
aycicegi bitkisinde soguk stresindeki rollerini anlamaya yonelik c¢aligmalar heniiz
yapilmamistir. Bu calismadan elde edilen verilerin soguk stresine dayanikli aycicegi
cesitlerinin elde edilmesine yonelik daha ileriki caligmalara da katki saglayacagi
diisiiniilmektedir. Bu tez ¢aligmasi ile soguk stresine maruz kalmis aycicegi bitkisinde
bZIP, MYB, NAC, NF-YB ve WRKY tipi transkripsiyon faktorlerine ait genler

arastirmalarimiz ve bilgimiz dahilinde ilk kez ¢aligilmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Soédergren (2000), MDA diizeyinin diisiik sicaklik kosullarinda daha yiiksek oldugunu
bildirmistir. Baska bir ¢alismada ise, 4 °C sicakliga maruz birakilan Forsythia Vahl
tirlerinde, MDA igeriginin kontrole kiyasla yaklasitk % 66,7 artmis oldugunu
belirlemislerdir (Yan vd. 2010).

Zhang vd. (2011) yaptiklart bir ¢aligmada, bugdayda soguk stresi ile iligkili bir gen
olarak TaMYBS56’y1 tespit etmislerdir. TaMYB56-B ve TaMYB56-D'nin sentezlenme
seviyeleri, soguk stresi muamalesiyle kuvvetli bir sekilde indiikklenmis, ancak tuz stresi
tarafindan hafifce indiiklenmistir. TaMYB56-B'yi asir1 ifade eden transgenik
Arabidopsis bitkilerinin ayrintili karakterizasyonu, bitkilerin donma ve tuz streslerine

verdigi tepkilere TaMYB56-B'nin muhtemelen dahil oldugunu ortaya koymustur.

Azymi vd. (2012)’nin yaptig1 ¢alismada, 24 saat boyunca 15 °C ve 5 °C sicakliklara
maruz birakilan pamuk (Gossypium hirsutum) fidelerinin tamaminda protein ve prolin

konsantrasyonunun arttig1 bildirilmistir.

Liu vd. (2013)’nin yaptiklari ¢caligmada, gelistirdikleri Avena nuda L. (kilgiksiz yulaf)
fidelerini 3 gruba ayirmuis, ilk grup kontrol grubu olarak 20°C'de yetistirilirken diger
gruplar 7 giin boyunca 1 °C ve -10 °C soguk sicakliklarina maruz birakilmistir. Farkli
zaman periyotlarinda (0., 1., 3., 5. ve 7. giinlerde) 6rneklem alimi gergeklestirilmistir.
Bu c¢alismadan elde edilen veriler incelendiginde soguk stresi uygulanan gruplarda
kontrol seviyesine kiyasla MDA diizeyinin 6nemli derecede yiiksek bulundugu

bildirilmistir.

Wang vd. (2013) calismalarinda, bugdayda 10 farkli WRKY tipi transkripsiyon faktorii
geni belirlemis olup, bunlardan TaWRKY 10 geninin transgenik tiitiinde kuraklik, tuz,
soguk ve H»O; stresleri sonucunda ifadesinin arttigin1 bildirmislerdir. Ayrica,

TaWRKY10'un kuraklik ve tuz stresleri altinda ozmotik dengenin saglanmasi, ROT un
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ortamdan uzaklagtirlmasim1i  ve stresle iligskili genlerin  transkripsiyonunun

diizenlenmesinde gorev alarak pozitif bir faktor olarak islev gordiigiinii bildirmislerdir.

Yu vd. (2013)’nin yaptiklar1 ¢alismada ise CaWRKY 1A geninin soguk stresiyle gii¢li
bir sekilde indiiklendigi ve CaWRKY1A’nin bitkilere soguk stres toleransi

kazandirmada 6nemli biyolojik rol oynadig: ileri siiriilmiistiir.

Hwang vd. (2014) yaptiklar bir ¢alismada, Brassica rapa L. ‘de soguk muamelesinden
sonra calisilan 136 bZIP geninin 36 tanesinin transkript diizeyi artarken, 17 tanesinin

transkript diizeyinin azaldigini bildirmislerdir.

Chen vd. (2015)’nin yaptiklar1 ¢alismada, soguk stresinin domateste 10 WRKY genini
kuvvetli bir sekilde indiikledigini ve bu genlerin soguga bagl sinyal yolaklarinda yer
alan WRKY'lerin gelecekteki fonksiyonel analizi i¢in aday genleri temsil ettiklerini

bildirmislerdir.

Liu ve Chu (2015)’nin yaptiklar1 ¢aligmada, 6 saat soguk stresine maruz birakilan
Brachypodium distachyon (L.) P.Beauv.’'unda 96 bZIP geninden 12'sinin
transkripsiyonel ifadesinin arttif1;; 28 tanesinin ise soguk muamelesi sonrasi

transkripsiyonel ifadesinin azaldig: bildirilmistir.

Peng vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada, kagit dutu (Broussonetia papyrifera
(L.) Vent.) 24 saat soguk stresine maruz birakilmistir. Stresin uygulandigi farkli zaman
periyotlarinda NF-YB gen ifade diizeyi degiskenlik gostermis olup, 24. saatten sonra

NF-YB geninin ifadesi tespit edilememistir.

Zhang vd. (2015) tarafindan yapilmis olan bu ¢alismada, Picea wilsonii Mast'den NF-
YB (PWNF-YB3) izole edilmis ve bu genin roli iizerinde calisilmistir. PWNF-YB3
transkripti 1s1 ve PEG ile biiylik oranda indiiklenerek govde ve kokte daha yiiksek
seviyelerde olmak {izere tiim vejetatif ve ilireme dokularinda tespit edilmistir.

Arabidopsis'teki PWNF-YB3'lin asir1 ifadesinin, g¢igeklenmenin hizlanmasina ve daha
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etkin tohum ¢imlenmesi sebep oldugu ve yabani tipli bitkilerle karsilastirildiginda
tuzluluk, kuraklik ve ozmotik stres altindaki fideler i¢in tolerans ile iliskili olabilecegini
bildirmiglerdir. Tuzluluga duyarli gen (SOS3) ve kuraklik ile ilgkili genin (CDPK1)
transkripsiyon seviyeleri, yabani tiir bitkilerden ¢ok transgenik Arabidopsis'de énemli
derecede yiikselmistir. Sonug olarak, PWNF-YB3'iin, muhtemelen CBF'ye bagl yolakta
gen regililasyonunu modiile ederek, transgenik Arabidopsis’de tuz, ozmotik ve kuraklik

stresine olumlu bir sekilde tolerans gosterdigi belirlenmistir.

Hu vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, manyok bitkisinde test edilmis bZIP
genlerinin MebZIP11 disindaki tiimiiniin soguk stresine yanit olarak transkripsiyonel
ifadesinin artt1g1 bildirilmistir. Ifade analizinden elde edilen verilere gére, MebZIP'lerin
kiiltiir bitkileri ve yabani alt tiirler arasindaki farkli dokularda benzer veya farkli ifade

profilleri gosterdigini ileri siirmiislerdir.

Li vd. (2016)’nin g¢aligmasinda, FvMYBI1 olarak adlandirdiklart MYB ile ilgili TF
genini, Fraxinus velutina Torr'nin tuza dayanikli aga¢ tiirlerinden izole edildigi
bildirmislerdir. Ger¢ek zamanli PCR analizinden elde edilen veriler, FYMYBI1
transkriptinin tuz muamelesine tepki olarak kayda deger bir sekilde arttigini
gostermistir. Ardindan, FvMYBI1 geni, Agrobacterium tumefaciens araciligiyla tiitiin
genomuna aktarilmigtir. PCR ve Southern blot, FvMYBI1 geninin transgenik tiitiinde
sentezlendigini dogrulamistir. Tuz stresi uygulanan transgenik bitkilerde, siiperoksit
dismutaz, peroksidaz aktiviteleri ve prolin igerigi dnemli dl¢lide artmis, ayrica stres ile
iligkili bazi genlerin transkripsiyonel ifadeleri artis gostermistir. Bu sonuglar,
FVMYBL'in Fraxinus velutina Torr'un tuz stres toleransinda diizenleyici bir rol oynayan

bir transkripsiyonel aktivator olarak islev gordiiglinii gostermektedir.

Abid vd. (2017) tarafindan gergeklestirilmis olan caligmada, iyi korunmus WRKY
bolgelerini hedefleyen dejenere primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) amplifikasyonu ile bakladan bilinen WRKY genleri ile homoloji gosteren iki
parca dizi izole edilmistir. izole edilen WRKY gen fragmanlari, VFWRKY1 ve
VIfWRKY?2 olarak adlandirilmis olup aralarinda % 62 benzerlik gostermektedir.
Baklanin ¢esitli organlarinda VEWRKY1 ve VEIWRKY?2 gen ifadesinin 6nemli dlciide
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arttig bildirilmistir. Ayrica, kantitatif ger¢ek zamanli PCR analizi, hem kuraklik ve tuz
stresine tepki olarak hem de genotipe bagli olarak gen ifade diizeyinin arttigini
gostermistir. Elde edilen gen ifade profillerine bagh olarak kuraklik ve tuz stres tepkisi
ve toleransindaki VIWRKY1 ve VfWRKY2'nin 6nemli rollerinin olduklarini one

stirmdslerdir.

Du vd. (2017) tarafindan Reaumuria trigyna transkriptomu verilerine dayanarak, Grup |
WRKY transkripsiyon faktérii geni RtWRKY1, R. trigyna'dan klonlanmustir.
RtWRKY1 cogunlukla kokte eksprese edilmis ve tuz, soguk stres ve ABA muamelesi
ile indiiklenmistir. Arabidopsis'de RtWRKY 1'in asir1 ifadesi, tuz stresi kosullarinda
transgenik soylarin klorofil igerigini, kok uzunlugunu ve taze agirligin1 6nemli dl¢lide
arttirmistir. RtWRKY 1 transgenik Arabidopsis’te yabani tiir Arabidopsis'e kiyasla daha
yiiksek prolin igerigi, GSH-PX, POD, SOD ve CAT aktiviteleri gosterirken diigiik
MDA, Na+ igerigi ayrica diisiik Na+/K+ orani sergilemistir. Tuz stresi, transgenik
tirlerde AtAPX1, AtCATI1, AtSODI, AtP5CS1, AtP5CS2, AtPRODH1, AtPRODH2 ve
AtSOSI dahil, iyon tasima, prolin biyosentezi ve antioksidan iliskili genlerin ifadesini
etkilemistir. RtWRKY 1’in, bitki biiylimesini, ozmotik dengeyi, Na+/K+ homeostazini
ve antioksidan sistemi diizenleyerek transgenik Arabidopsis'de tuz stresine toleransda

rol oynadig1 bildirilmistir.

Hichri vd. (2017) ozellikle yash organlarda eksprese edilen ve NaCl, KCl ve
kurakliktan hizli bir sekilde indiiklenen bir gen olan SIWRKY3’ii ele almislar ve bu

genin asir1 ifadesinin, bir¢ok yonden tuzluluk toleransini etkiledigini bildirmislerdir.

Jin vd. (2017) tarafindan yapilmis olan c¢alismada, Pyrus betulifolia Bunge'den izole
edilen NAC TF geni, PbeNACI1'in fonksiyonel karakterizasyonu arastirilmistir. Pyrus
betulifolia Bunge bitkilerini, kirk bes giin fide yataklarinda yetistirdikten sonra farkli
kosullar altinda PbeNAC1'in gen klonlamasi1 ve ifade analizi i¢in kullanilmistir.
PbeNACTI’in soguk ve kuraklik stresi kosullar1 altinda biiyiik oranda uyarildigi, tuz
stresinin ise transkripsiyonel ifade iizerinde ¢ok az etkili oldugu bildirilmistir. Sonug

olarak armut PbeNACl1'in stres toleransini arttirmada, muhtemelen PbeDREB1 ve
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PbeDREB2A ile etkileserek bazi stresle iliskili genlerin mRNA diizeylerini arttirmada

onemli bir rol oynadigin ileri stirmiislerdir.

Li vd. (2017)’nin ¢alismasinda daha oOnceki ¢alismalarinda tanimladiklar1 bir bZIP
transkripsiyon faktorii olan GmFDL19’un kuraklik ve tuz stresi altinda, GmFDL19’u
asirt eksprese eden transgenik ve yabani tipli soya fasulyelerinde gen ifadesi
incelenmistir. GmFDL19’un soya fasulyesinde kuraklik ve tuz stresine karsi toleransi
arttirdig1 bildirilmistir. Ayrica, GmFDL19’un asir1 ifadesinin ¢esitli antioksidan enzim

ve klorofil icerigi aktivitelerini arttirdigi, ancak MDA igerigini azalttig1 bildirilmistir.

Shingote vd. (2017) tarafindan yapilmis olan bu calismada, seker kamisinin strese
dayanikli, yabani bir tiirii olan Saccharum spontaneum L’dan izole edilmis MYB
transkripsiyon faktorii olan SsMYBI18'in fonksiyonel karakterizasyonu bildirilmistir.
SsMYB18 geninin, Agrobacterium tumefaciens aracililigiyla Nicotiana tabacum L.'a
transformasyon islemi gerceklestirilmistir. SSMYBI18'i igeren transgenik tiitiin hatlari,
PCR ve southern blotting yoluyla kuraklik, tuz ve soguk tolerans agisindan
degerlendirilmistir. Transformasyon islemi gerceklestirilmeyen tiitiin bitkileriyle
karsilagtirildiginda, SsMYBI18 asir1 sentezleyen bitkiler, tuz, soguk ve kuraklik
streslerine karst onemli Olglide arttirilmis tolerans sergilemislerdir. Bu transgenik
hatlarda, antioksidan enzimlerin (SOD, POX ve CAT) aktiviteleri, transformasyon
islemi gergeklestirilmeyen hatlara gore daha yiliksek bulunmustur. Ayrica transgenik
hatlarda, MDA igerigi daha diisiik, klorofil ve prolin seviyeleri ise transformasyon
islemi gerceklestirilmeyen hatlara gore daha yiiksek bulunmustur. Sonuclar, SSMYB18
transkripsiyon faktoriinii igeren transgenik tiitlin bitkilerinin, tuz ve soguga kars1 yiiksek
tolerans gdsterdigini, ancak kuraklik kosullarinda kontrollere kiyasla uyumlu oldugunu

ortaya koymustur.

Tak vd. (2017) tarafindan yapilmis olan calismada, kuraklik ve tuzluluk toleransini
tyilestirmek i¢in kuraklik ve yiliksek tuzluluk kosullarinda muz NACO042 transkripsiyon
faktoriiniin indiikklenmesi ve transgenik muzda asir1 ifadesi iizerinde calisilmistir.
MusaNAC042 geninin ifadesinin, tuzluluk ve kuraklik gibi stres kosullariyla pozitif

iligkili oldugunu 6ne stirmiiglerdir.
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Wang vd. (2017) tarafindan yapilmis olan calismada misirda bZIP transkripsiyon
faktoriinii kodlayan ABP9 geninin, Agrobacterium tumefaciens araciligiyla pamuk
(Gossypium hirsutum.) gesidine transformasyonu yapilmis ve 12 bagimsiz transgenik
pamuk hatt1 elde edilmistir. L24, L66 ve R15 pamuk c¢esitlerine uygun biiyiime
kosullarina sahip bir sera veya laboratuar ortaminda gesitli stres (tuz (NaCl), kuraklik ve
ozmotik (PEG6000) stres) uygulamalart yapilarak ABP9 geninin fonksiyonu
aragtiritlmistir. Misirda bZIP transkripsiyon faktoriinii kodlayan ABP9’un, coklu
streslere karsi toleransi arttirdigi ayrica, fizyolojik ve biyokimyasal siirecleri ve strese
bagli gen ifadesini degistirerek transgenik pamukta ABA sinyal yolaginda rol

alabilecegi bildirilmistir.

Wang vd. (2017) tarafindan yapilmis olan ¢alismada Camellia sinensis (L.) Kuntze’de
bZIP transkripsiyon faktoriinii kodlayan CsbZIP6 geni, Arabidopsis thaliana'da asiri
eksprese edilmektedir. Bu genin asir1 ifadesinin absisik asit (ABA) duyarliligi, soguk
tolerans1 ve Arabidopsis thaliana’da soguga yanit veren genlerin ifadesi iizerine etkileri
arastirilmistir. Soguk stresi kosullar1 altinda yabani tip bitkilerle karsilastirildiginda,
CsbZIP6’y1 asir1 ekspre eden hatlarin, elektrolit sizintis1 seviyeleri ve MDA igerigi
artmis ve toplam ¢dziinebilir seker seviyeleri azalmustir. Ilging olarak, CsbZIP6’nin asir1
ifadesi, soguk stres kosullari altinda nigsasta metabolizmasinin yani sira soguk ve
kurakliga duyarli genlerin ¢ogunu bastirmigtir. Sonug olarak, CsbZIP6'nin Arabidopsis
thaliana'da soguk stres yanitinin negatif bir diizenleyicisi olarak islev gordigii ve

potansiyel olarak soguk yanit genlerini agag regiile ettigini bildirmislerdir.

Wang vd. (2017) tarafindan Tamarix hispida Willd.’da bir NAC geni olan ThNAC13'in
tuz ve ozmotik strese tepkisi ¢alisilmistir. Transgenik T. hispida bitkileri, ThNAC13'i
kisa siireligine asir1 sekilde eksprese etmektedir. RNAi ile susturulmus ThNACI13,
kazanma ve islev kaybi deneyleri i¢in iiretilmistir. Tuza ve ozmotik strese maruz
birakildiktan sonra, ThNACI13’iin asir1 ifadesi ile uyarilan siiperoksit dismutaz (SOD)
ve peroksidaz (POD) aktivitelerini, klorofil ve prolin igerigini; reaktif oksijen tiirlerini
(ROS) ve MDA seviyelerini azaltmis; hem transgenik Tamarix hem de Arabidopsis’de
elektrolit sizint1 oranlarini diisiirmiistir. Buna karsilik, RNAi ile susturulmus

ThNAC13, transgenik Tamarix'te tam tersi sonu¢ vermistir. Ayrica, ThNACI3,

23



transgenik Arabidopsis'de SOD'larin ve POD'larin sentezlenmesini baglatmistir. Bu

sonuglar, ThNAC13'iin tuz ve ozmotik toleransi arttirdigini diistindiirmektedir.

Wang vd. (2017) tarafindan krizantem (Dendranthema grandiflorum (Ramat.) Kitam)
iiretimini ciddi sekilde etkileyen yiiksek tuzluluk kosullarinda, krizantemin tuz toleransini
arttirmak amaciyla yapilan ¢alismada WRKY transkripsiyon faktorii (TF) ailesinden olan
DgWRKY4 Dendranthema grandiflorum’dan izole edilmistir. Daha sonra, DgWRKY4'iin
tuz stresi tarafindan indiiklendigi ve krizantemdeki DgWRKY4’iin asir1 ifadesinin, yabani
tir ile karsilagtirldiginda yiiksek tuz stresine artan toleransa neden oldugu karakterize
edilmistir. Tuz stresi altinda transgenik krizantem, yabani tiirden daha fazla MDA, hidrojen
peroksit (H,0,) ve siiperoksit anyon (O (-)) biriktirmis ve bunlarla beraber yabani tiire
gore daha fazla prolin, ¢oziiniir seker ve antioksidan enzimlerin aktiviteleri gozlenmistir.
Calismadan elde edilen tiim sonuglar, DgWRKY4'lin, tuz stresine tepki gosteren reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) temizleme sisteminin ¢aligmasini destekleyerek, membran
stabilitesini muhafaza ederek, ozmotik ayar1 giiclendirerek ve strese bagli genlerin

transkript seviyelerini arttiran pozitif bir diizenleyici gen oldugunu ortaya koymustur.

Triticum aestivum L.’da NY-YB geni olan NtNF-YB3’iin molekiiler karakterizasyonunun
yapildig1 bir calismada Yang vd. (2017), TaNF-YB3 transkriptinin kuraklik ve ekzojen
absisik asit (ABA) ile kok ve yapraklarda onemli derecede arttig1 ve kuraklik tepkisinin

muhtemelen ABA iligkili bir yolakla diizenlendigi ileri siiriilmiistiir.

Yin vd. (2017) tarafindan yapilmis olan caligmada, MYB ile ilgili yeni bir gen olan
OsMYBRI1'1 piringten kopyalamiglar ve fonksiyonel olarak karakterize etmisler.
Mikroarray ve gRT-PCR analizleri, OsMYBR1 transkripsiyonel ifadesinin farkli
gelisim asamasindaki farkli dokularda kuraklik ve soguktan uyarildigini gostermistir.
Kuraklik stresi uygulanan transgenik bitkilerde, serbest prolin ve ¢dziinebilir seker
seviyeleri, dogal tiptekilerden daha yiiksek diizeyde bulunmustur. Dahasi, stresle iligkili
dort genin (OsP5CS1, OsProt, OsLEA3 ve OsRabl6) transkripsiyonel ifadesi, kuraklik
stresi kosullar1 ve ABA altinda yetistirilen transgenik bitkilerde 6nemli derecede
artmistir. Calismadan elde edilen sonuglarin, OsMYBR1'in ABA'ya ve kurakliga karsi

bitki yanitlarina aracilik ettigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Cahiymada Kullanilan Bitki Materyalinin Temin Edilmesi

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda kullanilan aygicegi (Helianthus annuus L.) gesitleri
(Saray, Tarsan 1018, Tr-3080) Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisi’'nden temin
edilmistir. Calismada kullanilan bu aygigegi ¢esitlerinin Trakya Tarimsal Arastirma

Enstitlisti’'nden bildirilen 6zellikleri asagida sunulmustur.

3.1.1 Saray

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii ve Macaristan Szeged Enstitiisii tarafindan 2013
yilinda ortaklasa gelistirilen MO1A X 9758 R melezinden gelistirilen, orta oleik tip
hibrit aygicegi cesididir. Iri ve dis biikey tablalara sahiptir. Tabla govde iizerinde asag
dogru kivrik olmasi nedeniyle, giines yanig1 ve kus zararina karsi toleranshdir. Erkenci,
yiksek yag ve tane verim potansiyeline sahip olup, degisik c¢evre kosullarina
adaptasyonu oldukga yiiksektir. Canavarotu’nun (Orobanche L.) yeni wrklarina yiiksek
derecede toleranshidir. Mildiydye dayaniksizdir. Ayrica herbisitlere karst duyarlidir.
Kuraga toleransi iyidir. Taneler iri ve yag orani ¢ok yliksek olup, orta oleik asit icerigine

sahiptir (https://arastirma.tarim.gov.tr 2014b).

3.1.2 Tarsan 1018

2517-A X 0539-R melezinden gelistirilen, hibrit yaglk ay¢igegi ¢esididir. Orta boylu,
tablas1 tam egik olup erkenci bir gesittir. Canavarotu’nun eski irkina dayanaklidir.
Kuraklik stresine dayaniklidir. Farkli ¢evresel kosullara karsi adaptasyon kabiliyeti
yiiksektir. Yiiksek iirlin potansiyeline sahiptir. Cok yliksek yag igerigine sahiptir (% 45-
48). Kuru sartlarda 160-330 kg/da, sulu sartlarda 360 kg/da verim elde edilmektedir.
Marmara, Karadeniz, Ege, Akdeniz’de kuru sartlarda, I¢ Anadolu bdlgesinde sulu

sartlarda onerilmektedir (https://arastirma.tarim.gov.tr 2014b).
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3.1.3 Tr-3080

2453-A X 01001-R melezinden gelistirilmis, hibrit yaglik aycicegi ¢esididir. Orta boylu,
tablasi tam egik, kus zararlarina kars1 dayaniklidir. Stres kosullarina dayanaklidir. Farkl
cevresel kosullara karsi adaptasyon kabiliyeti yiiksektir. Cok yiiksek yag igerigine
sahiptir (% 48-50). Optimum bitki yogunluguna sahiptir (50,000-55,000 bitki/ha).
Verimi kuru sartlarda 180 - 320 kg/da, sulu sartlarda 360 kg/da’dir. Canavarotu’nun
eski irklaria dayaniklidir. Tane verimi ve orani yiiksektir (https://arastirma.tarim.gov.tr
2014b).

3.2 Hoagland Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Hogland besi ortaminin igerigi ¢izelge 3.1 - 3.2’de yer almaktadir.

Cizelge 3.1 Hoagland besi ortami makro besin ¢ozeltisi i¢erigi

Makro besin ¢ozeltisi (10X)

K,SO, 157¢

KH,PO, 2.7

MgSQO,.7H,0 24 ¢

Ca (NO3)2. 4H,0 47.23 g

KCI 0.0746 g
2 litre dH,0 igerisinde ¢oziiliir.

Cizelge 3.2 Hoagland besi ortam1 mikro besin ¢ozeltisi igerigi

Mikro besin cozeltisi (1X)

H3803 0.124 g

MnSO, 0.066 g

CuS0,4.5H,0 0.100 g

NH;Mo 0.048 g

ZnS0,4.7H,0 0.1553 g
2 litre dH,0 igerisinde ¢oziiliir.
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Hoagland besi ortamini hazirlamak igin, 10 litre 10X makro besin ¢ozeltisi igine 50 ml
mikro besin ¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra hazirlanan bu ¢ozelti 1/10 seyreltilmistir.
Elde edilen 1 litre 1X konsantrasyonundaki ¢6zeltiye kullanimdan hemen 6nce 1 ml
1000X FeEDTA c¢ozeltisi eklenmis ve hazirlanan ¢6zelti kontrol ¢alisma ortami olarak
kullanilmistir (1000X FeEDTA hazirlayabilmek i¢in 365 g FeEDTA 1 litre dH,0

icerisinde ¢ozdiirtilmiistiir).

Cizelge 3.3 Hoagland besi ortaminda bulunan iyonlarin son konsantrasyonlar1

Cozelti icerisinde yer alan iyonlarin son

konsantrasyonlari
Ca 2 mM Mn 10°M
NO; 4 mM cu” 10'M
Mg 1 mM NH, 10°M
K 2 mM Zn 10°M
P 0.2 mM Fe 10° M
B 10°M

3.3 Bitki Stres Kosullarinin Olusturulmasi

Saray, Tarsan 1018, Tr-3080 cesitlerine ait tohumlar % 1 sodyum hipoklorid ve saf su
ile ylizey sterilizasyonunun ardindan, plastik kaplardaki perlit i¢cine ekilmistir ve her
giin Hoagland besin soliisyonu (Hoagland ve Arnon 1938) ile sulanarak, Sanyo MLR-
351H bitki biiyiitme kabininde iki gercek yaprakli bitkicik (yaklasik 15 giinliik fideler)
haline gelinceye kadar gelistirilmistir (Sekil 3.1). Her bir ay¢igegi cesidi, iic ayr1 kaba
ekilerek ti¢ biyolojik tekrar yapilmistir (Sekil 3.2).

Iki gercek yaprakli fidelere soguk stresi uygulamak igin rastgele segilen 10 fide
hoagland besi yeri igerisinde 10 giin boyunca +4 °C’ye maruz birakilmistir. Soguk stresi
uygulanan bitkilerden 0., 2., 4., 6., 8 ve 10. giinlerde Orneklem alimi
gerceklestirilmistir. Orneklem alimlari yaprak ve kok olmak iizere 2 farkli dokudan
gergeklestirilmis olup alinan ornekler sivi azot ile muamele edilerek RNA 1zolasyonu

asamasina kadar muhafaza edilmek iizere -80 °C’ye kaldirilmistir.
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Sekil 3.2 Her giin Hogland besin soliisyonu ile sulanarak 15 giin gelistirilen aygicegi
cesitleri
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3.4 Arastirma Basamaklari icin Calisma Kodlarimin Olusturulmasi

Calismanin arastirma basamaklarinda herhangi bir karisiklik olusmamasi ig¢in
calismada kullanilan cesitli parametreler (aygigegi c¢esitleri, uygulanan stres cesidi,
uygulama siireleri ve doku tipi) i¢in birer sembol verilmistir. Daha sonra bu
sembollerin bir araya getirilmesiyle kodlar olusturulmustur. Calismada kullanilan

kodlamalar ¢izelge 3.4’ te belirtilmistir.

Cizelge 3.4 Calismada kullanilan kodlamalar

Soguk stresi

Saray c¢esidi aycicegi

Tarsan 1018 ¢esidi aygicegi

S

1

2

3 Tr-3080 ¢esidi ay¢icegi
K Kok

Y Yaprak
0

2

4

6

8

Kontrol (Soguk stresi uygulanmayan)

2 glin soguk stresine maruz birakilan 6rnekler

4 giin soguk stresine maruz birakilan 6rnekler

6 giin soguk stresine maruz birakilan 6rnekler

8 giin soguk stresine maruz birakilan 6rnekler

10 10 giin soguk stresine maruz birakilan drnekler

Aragtirma basamaklari i¢in olusturulan ¢alisma kodlar1 ve karsiliklar1 olan 6rnek adlari
cizelge 3.5’te yer almaktadir. Ornegin S1KO0; S: Soguk stresi, 1: Aygiceginin cesit ismi
(Saray), K: Kok, 0: Kontrolii sembolize etmektedir.
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Cizelge 3.5 Aragtirma basamaklari i¢in olusturulan ¢alisma kodlar1 ve karsiliklar1 olan
ornek adlart

Calhisma kodu Ornek adi
S1KO Saray cesidi kok kontrol drnegi
S1K2 Saray ¢esidi 2. giin soguk stresi kok 6rnegi
S1K4 Saray cesidi 4. giin soguk stresi kok 6rnegi
S1K6 Saray ¢esidi 6. giin soguk stresi kok 6rnegi
S1K8 Saray c¢esidi 8. gilin soguk stresi kok o6rnegi
S1K10 Saray ¢esidi 10. giin soguk stresi kok drnegi
S1Y0 Saray cesidi yaprak kontrol 6rnegi
S1Y2 Saray cesidi 2. giin soguk stresi yaprak 6rnegi
S1Y4 Saray cesidi 4. giin soguk stresi yaprak 6rnegi
S1Y6 Saray cesidi 6. giin soguk stresi yaprak 6rnegi
S1Y8 Saray c¢esidi 8. giin soguk stresi yaprak drnegi
S1Y10 Saray cesidi 10. giin soguk stresi yaprak drnegi
S2KO0 Tarsan 1018 ¢esidi kok kontrol rnegi
S2K2 Tarsan 1018 2. giin soguk stresi kok drnegi
S2K4 Tarsan 1018 4. giin soguk stresi kok 6rnegi
S2K6 Tarsan 1018 6. giin soguk stresi kok drnegi
S2K8 Tarsan 1018 8. gilin soguk stresi kok ornegi
S2K10 Tarsan 1018 10. giin soguk stresi kok 6rnegi
S2Y0 Tarsan 1018 ¢esidi yaprak kontrol 6rnegi
S2Y?2 Tarsan 1018 ¢esidi 2. giin soguk stresi yaprak drnegi
S2Y4 Tarsan 1018 cesidi 4. gilin soguk stresi yaprak 6rnegi
S2Y6 Tarsan 1018 ¢esidi 6. gilin soguk stresi yaprak drnegi
S2Y8 Tarsan 1018 cesidi 8. giin soguk stresi yaprak 6rnegi
S2Y10 Tarsan 1018 ¢esidi 10. giin soguk stresi yaprak 6rnegi
S3KO0 Tr-3080 cesidi kok kontrol 6rnegi
S3K2 Tr-3080 cesidi 2. giin soguk stresi kdk ornegi
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Cizelge 3.5 Aragtirma basamaklari i¢in olusturulan ¢alisma kodlar1 ve karsiliklar1 olan
ornek adlar1 (devam)

Calhisma kodu Ornek adi
S3K4 Tr-3080 ¢esidi 4. giin soguk stresi kok drnegi
S3K6 Tr-3080 gesidi 6. giin soguk stresi kok drnegi
S3K8 Tr-3080 ¢esidi 8. giin soguk stresi kok drnegi
S3K10 Tr-3080 gesidi 10. giin soguk stresi kok ornegi
S3Y0 Tr-3080 ¢esidi yaprak kontrol drnegi
S3Y2 Tr-3080 cesidi 2. giin soguk stresi yaprak ornegi
S3Y4 Tr-3080 ¢esidi 4. giin soguk stresi yaprak 6rnegi
S3Y6 Tr-3080 ¢esidi 6. giin soguk stresi yaprak drnegi
S3Y8 Tr-3080 cesidi 8. giin soguk stresi yaprak ornegi
S3Y10 Tr-3080 ¢esidi 10. giin soguk stresi yaprak 6rnegi

3.5 Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi (MDA Analizi)

Hiicre membranlar1 olumsuz stres kosullarinin ilk hedefidir, hiicre membran biitlinliigi
ve kararliliginin korunmasi, bitkilerde ¢evresel stres toleransina katkida bulunan 6nemli
bir faktordiir (Reddy vd. 2004). Morsy vd. (2005) MDA igeriginin membran hasarinin
derecesini yansittigin1 gostermistir. MDA, lipid peroksidasyonunun bir {iriiniidiir ve
stres kosullart altinda ROT yikic1 etkilerinin ve membran hasarmin 6nemli bir

gostergesidir (Sharma vd. 2012).

Bitkide stres olusumunu gostermek amaciyla oOncelikle MDA analizi ile lipid

peroksidasyonu belirlenmistir (Hodges vd. 1999).

1. 100 mg yaprak 6rnegi % 80’lik 1 ml alkol ile homojenize edilir. 3000 g de +4 °C’de
10 dk santrifiij edilir.

2. Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant ikiye boliiniir;
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a. 1 hacim alinir + 1 hacim % 20’lik TCA (trichloroacetic acid) + 1 hacim %
0,01’lik BHT (butylated hydroxytoluene) eklenir. (-TBA)

b. 1 hacim alinir + 1 hacim % 0,65 TBA (2-thiobarbituric acid) igeren % 20’lik
TCA + 1 hacim % 0,01°lik BHT eklenir. (+TBA)

a ve b seklinde ayrilmis ve yukaridaki sekilde hazirlanmis olan tiipler 95 °C’de 25

dk inkiibasyon sonrasi ani bir sekilde sogutma amaciyla buza alinir.

Soguyan 6rnek 3000 g’de 10 dk santrifiij edilir ve siipernatant alinir.

Birinci asamada 532-600 nm’de, ikinci asamada ise 532-600-440 nm’de Sl¢iiliir.

Spektrofotometrede okunan degerler ile yiizde MDA seviyelerinin hesaplanmasinda

asagidaki formiiller kullanilmistir.
ABS=Absorbans
MDA=Malondialdehit

1.
2.
3.

((ABS 532+TBA)-(ABS 600+TBA)-(ABS 532-TBA)-(ABS 600-TBA)= A
((ABS 440+TBA)-(ABS 600+TBA)x0,0971=B
nmolMDA/mI= (A-B/157000)x10°

3.6 Total Protein Miktarmmin Belirlenmesi

Soguk stresi uygulanmis ve stres olusumu kanitlanmis aycicegi bitkilerinde Bradford

metoduna (Bradford, 1976) gore total protein analizi yapilmistir.

A W Dp e

0.08 g bitki 6rnegi, s1vi azot yardimiyla havanda ezilir.

700 pl fosfat tamponu (0.2 M, pH 7.0) ile homojenize edilir.

14.000 rpm’de 20 dk. santrifiij edilerek siipernatantlar yeni tiiplere alinir.

2000 pl 1X Bradford ¢ozeltisi ve 200 pul 6rnek ¢ozeltisi ~10 saniye vortekslenerek
karistirildiktan sonra 10 dakika oda sicakliginda bekletilir. Kor olarak 200 ul fosfat
tamponu ve 2000 pl 1X Bradford karigimi kullanilir.

. Absorbans degerleri 595 nm dalga boyunda SpectraMax M5 spektrofotometre

cithazinda, 6l¢timler her 6rnek i¢in 4 tekrarl olacak sekilde gergeklestirilmistir
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Orneklerin Toplam Céziiniir Protein Konsantrasyonunun Hesaplanmast:

_ Spekirofotometrede okunan deger

Standart egrinin egimi

x ¥ Diliisyon faktérii

3.7 Total RNA izolasyonu

Soguk stresi uygulanmis ve stres olusumu MDA analizi ile gosterilmis aygicegi
bitkilerinden total RNA izolasyonu Trizol protokoliine (Chomczynski ve Mackey,
1995)  gore gergeklestirilmis olup, RNA miktar1 spektrofotometrik Olctimlerle
Nanodrop ND-Spectrometer 1000 cihazinda belirlenmis ve % 1,5’lik FA (formaldehit
agaroz) jelde yliriitiilerek teyit edilmigtir.

3.7.1 Trizol protokolii

1. Ornekler s1v1 azotta ezilir.

2. 2 ml’lik eppendorf tiipe 1 ml trizol eklenir.
3. Uzerine 300-500 mg drnek eklenir.

&

Tip kuvvetli bir sekilde elle sallanarak karisim saglanir, vortekslenir ve drnekler
oda sicakliginda 10 dk bekletilir.

Uzerine 250 pl kloroform eklenir, karistirlir.

Oda sicakliginda 10 dk bekletilir.

14.000 rpm’de 4 °C’de 10 dk santrifiij edilir ve iist s1v1 yeni tiipe aktarilir.

Uzerine 250 pl 1.2 M NaCl, 250 ul 0.8 M sodyum sitrat ve 250 pl izopropanol

© N o O

eklenir.
9. -20 °C’de 10 saat bekletilir.
10. 14.000 rpm’de 4 °C’de 10 dk santrifiij edilir, iist s1v1 atilir, pellet tiip dibinde
gozlenir.
11. Pellet % 70 EtOH ile yikanir ve dikkatlice buz ile temasi kesilmeden kurutulur.

12. 20- 50 ul DEPC ile muamele edilmis suda ¢oziiliir.
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3.8 DNaz I Uygulamasi

Thermo Scientific EN0521 kodlu DNaz enzimi kullanilarak izole edilen tim RNA

orneklerinde olmas1 muhtemel DNA kontaminasyonu minimum diizeye getirilmistir.

1. Cizelge 3.6°da yer alan bilesenler RNaz’dan arindirilmis tiipe eklenir ve 37 °C’de 30
dk bekletilir.

Cizelge 3.6 DNaz uygulamasinda kullanilan bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Kullanmilan miktar
RNA 1 ug
10X Reaksiyon buffer 1 pl
DNaz [ (RNaz’dan arindirilmis) 1 pul
DEPC ile muamele edilmis ultra saf su ile toplam hacim 10 pl’ye
ayarlanir.

2. 1 ul 50 mM EDTA eklenir.

3. 65 °C’de 10 dk inkiibe edilerek DNaz inhibe edilir.

3.9 Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi

1. % 1,2 FA agaroz jel DEPC ile muamele edilmis su (Cizelge 3.7) ile 100 ml’ye
tamamlanarak hazirlanir.

2. Agaroz kaynatilip 65 °C’ye sogutulur, iizerine 1,8 ml % 37 formaldehit (12.3 M) ve 5
ul gel red (Biotium, Cat no: 41003) eklenerek jel tepsisine dokiiliir. Donmasi i¢in 30
dk bekletilir.

3. 1 hacim 5x jel yiikleme boyasi ve 4 hacim RNA karistirilip 3-5 dk 65 °C’de inkiibe
edildikten sonra buz iizerine alinir.

4. Ornekler 1x FA tamponu i¢inde 70-80 voltta 1 saat kosturulur.

DEPC (Dietilpirokarbonat)’ li su: 0,1 ml DEPC 100 ml saf suda ¢oziiliir. 37 °C’de 12

saat inkiibe edildikten sonra 121°C’de 20 dakika otoklavlanir.
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Cizelge 3.7 FA jel hazirlamada kullanilan tamponlarin igerigi

10x FA jel tamponu 1x FA jel tamponu 5x jel yiikleme boyasi
200 mM MOPS 100 ml 10x FA jel tamponu 1,6 ul bromofenol mavisi
50 mM NaAc 20 ml % 37 formaldehit 8 ul 500 mM EDTA pH 8.0
(12.3 M)
10 mM EDTA 880 ml DEPC muamele 72 ul % 37 formaldehit
edilmis su (12.3 M)
NaOH ile pH: 7.0 200 pl % 100 gliserol
300 pl formamid
400 pl 10x

FA jel tamponu
17,4 ul DEPC ile muamele
edilmis su

3.10 cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

RNA oOrneklerinden cDNA sentezi, Transcriptor High Fidelity cDNA sentez Kkiti
(Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit — Roche — Kat. No: 05 091 284 001)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Cizelge 3.8’de c¢cDNA sentezinin ilk asamasinda
hazirlanan total RNA - primer karisimi igerisinde bulunan bilesenler ve final

konsantrasyonlar1 verilmektedir.

Cizelge 3.8 cDNA sentezi i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlar (1 adet 6rnek i¢in)

Bilesenler Hacim Son konsantrasyon
Total RNA (DNaz I uygulanmais) Her 6rnek i¢in ayr1 ayn 4 ug
ayarlanir
Primer (Oligo (dT)is), 50 pmol/ul 1 ul 2,5 uM
Ultra saf su ile toplam hacim 13 pl’ye Her 6rnek icin ayr1 ayri
ayarlanir. ayarlanir
Toplam Hacim 13 pl

Cizelge 3.8°de yer alan bilesenler RNaz’dan arindirilmis tiipe eklenir ve santrifiij edilir.
Applied Biosystems Veriti 1s1 dongii cihazinda 65 °C’de 10 dk inkiibe edilerek kalip ve

primer karistminin denatiire olmasi saglanir. Bu basamak RNA’nin ikincil yapisinin
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denatiirasyonunu saglar. Inkiibasyon sonrasinda rnekler hemen buz iizerine alinarak,
cizelge 3.9°da yer alan ters transkripsiyon reaksiyonunu gergeklestirecek diger

bilesenler sira ile buz iizerindeki 0,2 ml eppendorf tiip i¢ine ilave edilmistir.

Cizelge 3.9 Ters Transkrpsiyon (RT-PCR) Reaksiyonu Komponentleri

Komponent Hacim  Final
Konsantrasyon
Yiiksek kesinlikte ters transkriptaz reaksiyon 4ul  1x (8 mM MgCly)

tamponu (Transcriptor Reverse Transcriptase
Reaction Buffer), 5x konsantrasyonunda

RNaz inhibitor koruyucu 0,5ul 20U

(Protector RNase Inhibitor), 40 U/ul

Deoksiniikleotid karigimi 2ul  Herbirbaz 1 mM
(Deoxynucleotide Mix), her biri 10 mM

DTT (Dithiothreitol), 0,1 M lul  5mM

Yiiksek kesinlikte ters transkriptaz I,lul 10U
(Transcriptor Reverse Transcriptase), 20 U/ul

Toplam Hacim 20 ul

Ters transkripsiyon reaksiyonu i¢in ¢izelge 3.9°de yer alan komponentler belirtilen
miktarlarda bir tlipe alinarak, pipetle hafif¢e karistirilip santrifiij edilmistir. Daha sonra
OligodT ve gene spesifik primer ile cDNA sentezi i¢in Applied Biosystems Veriti 1s1
dongii cihazinda 55 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir. Arkasindan 85 °C’de 5 dk
bekletilerek Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase inaktivasyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilen cDNA’lar Real time PCR reaksiyonu gerceklestirilene

kadar -80 °C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.11 Primer Dizayni

Calismada housekeeping gen olarak kullanilan Aktin (ACT) gen bdlgesine ait
primerlerin dizayni, gen bankasinda (NCBI) yer alan aycicegi (Helianthus annuus L.)
bitkisine ait diziler kullanilarak gerceklestirilmistir. PCR islemi i¢in kullanilacak NAC,
WRKY ve MYB primerlerin secimi, referans alinan makaleye gore yapilmistir

(Moschen vd. 2014). Aygigegi genomunda bZIP ve NF-YB genlerine ait diziler gen
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bankasinda (NCBI) yer almadigindan, Plant transcription factor database (PlanTFDB
v4.0) veri tabaninda yer alan bZIP ve NF-YB transkripsiyon faktdr genlerine ait
kodlanmis olan Helianthus annuus dizileri alinarak ayri1 ayri1 fasta dosyalari
olusturulmustur (http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/index.php) (Jin vd. 2014, Jin vd. 2015,
Jin vd. 2017) (Sekil 3.3-3.4). Bu diziler ClustalW (Thompson vd. 2002) ve Mega7
(Kumar vd. 2016) programlar1 ile align edilerek benzerligi en yiiksek olan bolge
tizerinden Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) yazilimi
kullanilarak primer tasarimi gerceklestirilmistir (Sekil 3.5-3.7). Her iki gen bolgesi igin
de FastPCR Professional version 5.3.64 programi kullanilarak dizayn edilen 10 c¢ift
primer, dimer olusturup olusturmadigi ve kalitesi yoniinden kontrol edilmistir (Ruslan
vd. 2017). Dimer olusturmayan ve primer kalitesi yiiksek olan oligoniikleotid dizilerine

ait ileri-geri primerler ticari olarak satin alinmigtir (Cizelge 3.10).

e Plant Transcription Factor Database
PlantTFDB _ » v4.0
Previous version: v1.0, v2.0, v3.0
Home BLAST Prediction RegMap ATRM Download Help About Links [ | seach (eg., LFY)

Helianthus annuus bZIP Family

e bZIP Family Introduction

¢ Download Sequences

e Multiple Sequences Alignment
¢ Phylogenetic Tree

Species TFID Description

Han000415 bZIP family protein

Han000508 bZIP family protein

Han001056 bZIP family protein

Han001191 bZIP family protein

Han001253 bZIP family protein

Han001407 bZIP family protein

Han001789 bZIP family protein

Han002438 bZIP family protein

Han002534 bZIP family protein

Han002958 bZIP family protein

) Han003954 bZIP family protein
He”a”f‘;;’;'f””ws Han004222 | bzIP family protein
Han004327 bZIP family protein

Han004519 bZIP family protein

Han004721 bZIP family protein

Han007127 bZIP family protein

Han007469 bZIP family protein

Han007938 bZIP family protein

Han008033 bZIP family protein

Han008177 bZIP family protein

Han008239 bZIP family protein

Han008664 [bzIP family protein

Han008672 | bzIP family protein

Sekil 3.3 Plant transcription factor database (PlanTFDB v4.0) veri tabanina ait ekran
goruntiisu
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o —=—=<_  Plant Transcription Factor Database
PlantTFDB v4.0

Previous version: v1.0, v2.0, v3.0

Transcription Factor Information
Basic Information | Signature Domain | Sequence | Protein Features | Gene Ontology |

TFID Han000415
Organism Helianthus annuus
Taxonomic ID 4232

cellular organisms; Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Streptophytina; Embryophyta;
Tracheophyta; Euphyllophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; Mesangiospermae;
eudicotyledons; Gunneridae; Pentapetalae; asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae;
Asteroideae; Heliantheae alliance; Heliantheae; Helianthus

Taxonomic Lineage

Family bzip
Protein Properties Length: 228aa MW: 24812.7 Da PI: 6.3677
Description bZIP family protein
Gene Model ID Type Source Coding Sequence
gnl|UG|Han#S18736330 PU_ref Unigene View CDS
Gene Model % =
PUT-169a-Helianthus_annuus-56173 PU_unref plantGDB View CDS
PUT-169a-Helianthus_annuus-56172 PU_unref plantGDB View CDS
] 56 100 150 200
L 1 I 1 1
r T T T T
I b2IP.1
No. Domain Score E-value Start End HMM Start HMM End
1 bziP_1 62.8 6.4e-20 134 196 & 63

KXXKCHHHC cs

bZIP_1 1 ekelkrerrkgkNReRArrsRgRKkaeieeLeekvkeLeaeNkaLkkeleelkkevaklksev &3
et+elkr++rkqg NRe+ArrsR RK+aete L+ v++ +eN++Litel++l++ + klt+tet

Han000415 134 ERELKRQKRK( DARRDTDHTV"TRNNENHSLRDELQRLSZACG@TAEN 13€

a3 9987 PP

Sekil 3.4 Plant transcription factor database (PlanTFDB v4.0) veri tabaninda yer alan
bZIP transkripsiyon faktor genlerinden bir tanesine ait bilgi

[0 M7: Aignment Explores (bzip mega fastaas) - 0 X
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

D EY Sam WY ol oBRIEXH BB A0 ANRH
ONASequences  Translated Protein Sequences
Species/Abbry Group Name |

1.Hon000415 IIIIIIIIIIII.IIIIIIII ABicEE

12. Han000508
3. Han001056
4.Han001191
5. Han001253
6. Han001407
7.Han001789
8. Han002438
9. Han002534
110. Han00295
11, Han00395
12. Han00422
13, Han00432
14, Han00451
15 Han00472
16.Han00712
17. Han00746
18. Han00793
19. Han00803
20, Han00817
121. Han00823

122 Han008%6 : c| T ---he
122, Han00887 { BCHR- - - -HcH - - i

Sekil 3.5 bZIP geni MEGA4 alignment goriintiisii
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bZIP ve NF-YB primerlerinin gen bdlgeleri iizerindeki primer baglanma yerleri sekil
3.6-3.7°de gorildiigii gibidir.

€ Primer-BLAST

MHCBI Primer-BLAST : results: Job id=CQPWHGtyptqB4LDYWU1BeeheXgiZT46w  more

Input PCR template  Han001407
Range  1-453

Specificity of primers ~ Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: Refseq mRNA
Other reports ~ b-Search Summary

Graphical view of primer pairs

Query_1:1.453 (433bp) v | Fnd: ME=I=11eNT @, Rrods T [ frads @ 7+

m‘?ﬂ ‘BB ‘M |5ﬂ ‘EB ‘7@ ‘BB ‘% \mn ‘11@ ‘122 ‘130 ‘14& ‘152 ‘IEB ‘17& |1Sﬂ ‘192 ‘ZBB ‘ZM ‘ZM ‘232 ‘240 |25ﬂ ‘ZEB ‘270 ‘ZBB ‘29@ ‘BBB ‘Blﬂ \azn ‘332 ‘340 |35ﬂ ‘SEB ‘37@ ‘SBB ‘39@ ‘42@ ‘Mﬂ ‘42ﬂ ‘432 ‘ 48

Beg-entry_::= seq_{id {local s...

*
Frier | —— Friner 12 = —_—
Priner 7 = —_— Friner 2 —_—
Friner 3 E E
Friter § e ———
Friner § = =

anersg %
anar@E E
i § o —eeee ey
[0 Wb 0 B [7B B0 (9 |0 B (2B 13 (W0 IS0 [0 |I70 |10 |13B 268 |20 |ee9 |30 |odb oSO 6 T [0 SO [ [ (30 [ [0 |35 360 [0 [0 |30 480 o |420 ja3e |

P \m \zn

487

Sekil 3.6 bZIP geni icin dizayn edilen primerlerin baglanma bdlgeleri

= Primer-BLAST

MNCBI Primer-BLAST : resulis: Jobid=HxXAFxPUHnw5QgRHC ScodXMEMUdeLypaXw mare

Input PCR template Han003719
Range  1-485

Specificity of primers Primer pairs are specfic to input template as no other targets were found in selected database: Refseq mRNA
Other reports pSearch Summary

Graphical view of primer pairs

Query_1: 1485 (485bp) * | Find: vi@aopial ] Ao~ T | Pads & 7~
MFB 48 [sa |oe [ lsa  fieo leow e jpdw  fesm e f3m (3@ |6 Ben (3 |48 fem B [0 48
Beq-entry_::= seq {id {local s... *
e ——— — Priner | = —_—
Friner 3 - —_—
Friver 3= —_—
Friner 4 —_—
i § = —_—
Friner 7 —_—
Friner § = ——
Friner § —
Frine 19 = ——
! 2 4 6o |oe [ ea  jieo oo e e fesn R fen [ e Ben (3 |48 W an l6n 48l

Sekil 3.7 NF-YB geni i¢in dizayn edilen primerlerin baglanma bdlgeleri
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Caligsmada kullanilan bZIP, MYB, NAC, NF-YB, WRKY ve ACT gen bdlgelerine ait

primer dizileri ¢izelge 3.10’da goriilmektedir.

Cizelge 3.10 Calismada kullanilan gen bdlgelerine ait primer dizileri (F:Forward/ileri,
R: Reverse/Geri, Ha: Helianthus annuus)

Primer Sekans (5°—3°)
Ha-Aktin-F CAATGTTCCCGCCATGTAT
Ha-Aktin-R CGACCACTGGCATAAAGAGAA
Ha-bZIP-F GGATCGGAAGGTGCGATGAA
Ha-bZIP-R CGTCATTCCAGACGCCTCAT
Ha-MYB-F TACTTGCCCGAAAATCCAGT
Ha-MYB-R ATTGCTCGTCCAATCAATCC
Ha-NAC-F ATTTCTGGCGGTCAAACAAC
Ha-NAC-R CCGGTCTTGTATCTCGGGTA
Ha-NF-YB-F AGGCGCTTGAAGAGATCGAG
Ha-NF-YB-R CCGTTTTCGTGCGATTCTCC
Ha-WRKY-F CATAATGCCCCATTCAATCC
Ha-WRKY-R CATTTTGCTTGGTTGGAGGT

3.12 Real-time PCR Uygulamasi

Real-time PCR ¢aligmalar1 Rotor-Gene Q (QIAGEN's Real-time PCR cycler) cihazinda
KiloGreen 2X gqPCR Mastermix (Applied Biological Materials [abm]) kullanilarak
gergeklestirilmistir. Real Time PCR reaksiyonu iiretici firmanin 6nerdigi kosullarda 3
tekrarl olacak sekilde yapilmistir. Real-time PCR reaksiyonu ¢izelge 3.11°de verilen
komponentler kullanilarak hazirlanmis olup DNA ve RNA’dan arindirilmis saf su ile
toplam hacim 20 pl’ye ayarlanarak real time PCR cihazinda, gizelge 3.12°de verilen
programda amplifikasyonu gergeklestirilmistir. Kantitasyonu takiben PCR’1n etkinligini
saptamak ve herhangi bir dimer olusumu olup olmadigint gézlemlemek amaciyla Erime
Analizi yapilmistir. Gen ifadesi ¢aligmalar1 i¢in gerekli sartlardan birisi olan

normalizasyon isleminde bir housekeeping gen olan Aktin (ACT) geni kullanilmistir.
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Cizelge 3.11 Real Time PCR reaksiyonu komponentleri

Komponent Son Konsantrasyon
cDNA <100 ng/reaction
Ileri (Forward) Primer 300 nM

Geri (Reverse) Primer 300 nM

KiloGreen 2X gPCR MasterMix  1X

Toplam hacim 20 pl’dir.

Cizelge 3.12 Real Time PCR reaksiyonunun gergeklestigi program

Primer Sicakhik Siire Dongii sayisi

Enzim aktivasyonu 95°C 10 dk il

Denatiirasyon 95°C 10's

Baglanma/Uzama *°C 30s X

Erime Egrisi Analizi ~ 60-95°C  Siirekli 1
okuma

*Caligmada kullanilan primerlerin baglanma sicakliklari; Ha-Aktin: 58 °C, Ha-bZIP: 59 °C,

Ha-MYB: 55 °C, Ha-NAC: 55 °C, Ha-NF-YB: 59 °C, Ha-WRKY: 55 °C

Soguk stresi uygulamasinin farkli zaman periyotlarinda alinmis 6rnekler kullanilarak

ACT, bZIP, MYB, NAC, NF-YB ve WRKY genlerinin Real-time PCR reaksiyonu ile

gercek zamanl pik profilleri kaydedilmistir. Esik dongii (Cycle Treshold (Ct)) degeri

polimeraz zincir reaksiyonuna ait pik profilinde logaritmik artisa gecilen ilk noktayi

belirtmektedir. Real time PCR reaksiyonlar1 sonrasinda elde edilen pik profillerinden

her bir 6rnege ait Ct degerleri belirlenmistir. Elde edilen Ct degerleri ve her bir gen i¢in

ayri ayri olusturulan standart egri grafikleri ile mRNA ifade seviyeleri kantitatif olarak

tespit edilmistir.
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3.13 Normalizasyon ve Istatistiksel Analiz

Farkli siirelerde soguk stresi uygulanmis aycicegi fidelerine ait transkript profilleri,
kontrol kosullarina gore anlamlilik dereceleri ve housekeeping gen olarak segilen aktin
ile karsilastirllarak  belirlenmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi Livak ve Schmittgen’in 2"**“T metoduna gore ve One Way ANOVA
(Dunnett) ile yapilmistir (Livak ve Schmittgen 2001). Karsilastirmasi yapilacak gruplar
arasindaki farkin belirlenmesinde grup sayisi ikiden fazla ise varyans analizi (ANOVA;
Analysis of Variance) kullanilmaktadir. Varyans analizi sonucunda gruplar arasinda bir
fark bulunmussa, farkliligin hangi gruptan kaynakli oldugunu tespit etmek i¢in post-hoc
testi onerilmektedir (Dunnet 1955, Roscoe 1975).

Konsantrasyon ve Ct degeri olarak belirlenen gen ekpresyonu sonuclart housekeeping
gen olarak ¢alismada kullanilan ACT (aktin) ve stres uygulanmamis kontrol grubu
dikkate alinarak normalize edilmistir (Livak ve Schmittgen 2001). Bu verilerin
ortalama, standart sapma, standart hata ve istatistiksel olarak anlamlilik dereceleri SPSS
20.0 istatistik programi ile hesaplanmistir. Bu sekilde soguk stresi altinda gelistirilmis
olan aycigegi fidelerinde bZIP, MYB, NAC, NF-YB ve WRKY geni mRNA ifade

diizeyleri tespit edilmeye ¢aligilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Aycicegi Cesitlerinde Stres Uygulamasi

Iki gercek yaprakli fidelere soguk stresi uygulamak igin, rastgele secilen 5 fide hoagland
besi yeri igerisinde 10 giin boyunca bitki biiyiitme kabininde +4 °C’ye maruz
birakilmistir. Soguk stresi uygulanan 3 c¢esit aygigegi fidelerinden farkli zaman
periyotlarinda (Kontrol, 2., 4., 6., 8. ve 10. giinlerde) drneklem alimi1 gergeklestirilmistir
(Sekil 4.1-4.3). Tiim 6rnekler hemen s1vi azot iginde dondurulmus ve analiz edilinceye

kadar -80 °C’de derin dondurucuda saklanmustir.

Sekil 4.1 Soguk stresi uygulanmis Saray aycicegi ¢esidine ait fideler
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Sekil 4.3 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ayg¢icegi ¢esidine ait fideler
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4.2 Lipid Peroksidasyonu (MDA analizi) Sonuglarn

Saray, Tarsan 1018 ve Tr-3080 aycicegi cesitlerinde soguk stresinin kok ve yaprak lipid
peroksidasyonu lizerine etkisi, MDA igerigi Olgiilerek belirlenmistir (Sekil 4.4-4.6).
Soguk stresi uygulanan 6rneklerin kok ve yapraklarinda fakli zaman periyotlarinda lipid
peroksidasyonunda meydana gelen degisimin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi
tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA Dunnet Test, Post Hoc testi) kullanilarak
tespit edilmistir. Sig degerinin 0,05’den kiiciik olmasi, soguk stresinde zamana bagh
olarak lipid peroksidasyonu seviyesinde meydana gelen degisikligin p<0,05 diizeyinde

istatistiksel olarak anlamli oldugunu ifade etmektedir.

Cizelge 4.1 Soguk stresi uygulanmis Saray aycicegi ¢esidinin koklerinde lipid
peroksidasyonuna ait One Way ANOVA (Tek Yonli Varyans Analizi)

verileri
Varyansin Kareler Serbestlik Kareler | Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplamm | Dereceleri | Ortalamasi (F)! (Sig.)?
(df)
Gruplar aras: ° ,004 5 ,001| 20,961 ,001
Gruplar ici ,000 6 ,000
Toplam ,004 11

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiigiik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.

3 Gruplar arast ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi iginde
degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.2 Soguk stresi uygulanmis Saray aycgigegi cesidinin yapraklarinda lipid
peroksidasyonuna ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi)

verileri
Varyansin Kareler Serbestlik Kareler | Farkhilik | Anlamhihk
Kaynagi Toplanm | Dereceleri | Ortalamasi (F)? (Sig.)?
(df)
Gruplar aras: > 1,602 5 320 1,150 427
Gruplar ici 1,672 6 279
Toplam 3,274 11

'F , verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05’ten kii¢iik olmasi kargilagtirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.

3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi iginde
degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.3 Soguk stresi uygulanmis Saray aygicegi cesidinin koklerinde lipid
peroksidasyonuna ait Post Hoc Testi verileri

Q) (@)] (1-9) Standart Anlamhlik | % 95 Giiven Arahgi

Zaman Zaman | Ortalama Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Siir

2 ,0186641 ,0041565 ,196 ,057920 | -,020592

1 3 ,0083380 ,0054242 793 ,066330 | -,049654

(kontrol) 4 -,0228567 ,0046924 170 021459 | -067172

5 -,0309700 ,0069059 ,259 ,067786 | -,129726

6 -,0104745 ,0049057 ,589 ,037197 | -,058146

1 -,0186641 ,0041565 ,196 ,020592 -,057920

2 3 -,0103262 ,0052284 ,649 ,051358 -,072010

(2. giin) 4 -,0415208 ,0044646 ,056 ,002840 -,085882

5 -,0496341 ,0067532 144 ,058713 | -,157982

6 -,0291386 ,0046883 124 ,019692 | -,077969

1 -,0083380 ,0054242 793 ,049654 | -,066330

2 ,0103262 ,0052284 ,649 ,072010 | -,051358

3 4 -,0311947 ,0056637 ,144 ,024856 -,087245

(4. giin) 5 -,0393080 ,0075994 ,169 ,040293 -,118909

6 -,0188124 ,0058417 ,340 ,037033 -,074657

1 ,0228567 ,0046924 ,170 ,067172 -,021459

4 2 ,0415208 ,0044646 ,056 ,085882 | -,002840

(6. giin) 3 ,0311947 ,0056637 144 ,087245 | -,024856

5 -,0081133 ,0070956 ,916 ,082314 | -,098540

6 ,0123822 ,0051693 511 ,060694 -,035930

1 ,0309700 ,0069059 ,259 ,129726 -,067786

5 2 ,0496341 ,0067532 ,144 ,157982 -,058713

(8. giin) 3 ,0393080 ,0075994 ,169 ,118909 -,040293

4 ,0081133 ,0070956 ,916 ,098540 | -,082314

6 ,0204956 ,0072385 438 ,106517 | -,065526

1 ,0104745 ,0049057 ,589 ,058146 -,037197

6 2 ,0291386 ,0046883 124 ,077969 | -,019692

(10. giin) 3 ,0188124 ,0058417 ,340 ,074657 -,037033

4 -,0123822 ,0051693 511 ,035930 -,060694

5 -,0204956 ,0072385 ,438 ,065526 -, 106517

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidur.
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Cizelge 4.4 Soguk stresi uygulanmis Saray aygigegi c¢esidinin yapraklarinda lipid
peroksidasyonuna ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-9) Standart Anlamhhk % 95 Giiven Arahgi
Zaman Zaman | Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Simir Alt
Simir
2 -,0569284 ,1018053 ,998 1,435421 -1,549278
1 3 -,1554388 ,0481203 ,419 ,729170 -1,040047
(kontrol) 4 -1,0399801 | ,9089974 ,903 28,311765 | -30,391726
5 -,0036708 ,0495401 1,000 ,7162849 -, 770191
6 -,1552574 ,0506835 414 ,546259 -,856773
1 ,0569284 ,1018053 ,998 1,549278 -1,435421
2 3 -,0985103 ,0929674 ,926 2,459492 -2,656513
(2. giin) 4 -,9830516 9124712 ,920 27,351681 -29,317784
5 ,0532577 ,0937101 ,997 2,452001 -2,345486
6 -,0983289 ,0943196 ,931 2,184327 -2,380985
1 ,1554388 ,0481203 419 1,040047 -, 729170
2 ,0985103 ,0929674 ,926 2,656513 -2,459492
3 4 -,8845413 ,9080500 ,943 28,756556 -30,525638
(4. giin) 5 ,1517680 ,0270709 ,136 ,414070 -,110534
6 ,0001814 ,0291107 1,000 ,301139 -,300776
1 1,0399801 ,9089974 ,903 30,391726 -28,311765
4 2 ,9830516 ,9124712 ,920 29,317784 -27,351681
(6. giin) 3 ,8845413 ,9080500 ,943 30,525638 | -28,756556
5 1,0363093 | ,9081264 ,904 30,653891 | -28,581273
6 ,8847227 ,9081895 ,943 30,482898 -28,713453
1 ,0036708 ,0495401 1,000 , 770191 -,762849
5 2 -,0532577 ,0937101 ,997 2,345486 -2,452001
(8. giin) 3 -,1517680 ,0270709 ,136 , 110534 -,414070
4 -1,0363093 | ,9081264 ,904 28,581273 | -30,653891
6 -,1515866 ,0314020 173 ,144605 - 447778
1 ,1552574 ,0506835 414 ,856773 -,546259
6 2 ,0983289 ,0943196 ,931 2,380985 -2,184327
(10. giin) 3 -,0001814 ,0291107 1,000 , 300776 -,301139
4 -,8847227 ,9081895 ,943 28,713453 -30,482898
5 , 1515866 ,0314020 173 AATT78 -,144605

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.

47




Cizelge 4.5 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aygicegi cesidinin koklerinde lipid
peroksidasyonuna ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi)

verileri
Varyansin Kareler | Serbestlik Kareler Farklihk | Anlamhhk
Kaynagi Toplanm | Dereceleri | Ortalamasi (F)? (Sig.)?
(df)
Gruplar aras: ° ,046 5 ,009 | 113,000 ,000
Gruplar igci ,000 6 ,000
Toplam ,046 11

'F , verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiigiik olmas1 karsilastirilan gruplarin ortalamalar arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.

3 Gruplar arast ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde
degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.6 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 ay¢icegi ¢esidinin yapraklarinda lipid
peroksidasyonuna ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi)

verileri
Varyansin Kareler Serbestlik Kareler | Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplamm | Dereceleri | Ortalamasi (F)! (Sig.)?
(df)
Gruplar aras: * 131 5 026 | 10,679 ,006
Gruplar igci ,015 6 ,002
Toplam ,145 11

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kii¢lik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.

3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde
degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.7 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aygicegi cesidinin koklerinde lipid

peroksidasyonuna ait Post Hoc Testi verileri

Q) J) (1-J) Standart | Anlamhilik | % 95 Giiven Arahgi

Zaman Zaman | Ortalama Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Siir

2 ,0088843 ,0052202 734 ,060176 | -,042407

1 3 -,1651380 ,0128183 ,100 ,140901 - 471177

(kontrol) 4 0141674 | ,0034721 329 081154 | -,052820

5 -,0513090 ,0080044 173 077179 | -,179797

6 -,0204986 ,0043555 ,181 ,020675 | -,061672

1 -,0088843 ,0052202 734 ,042407 -,060176

2 3 -,1740223 ,0130475 ,085 ,096830 -,444875

(2. giin) 4 ,0052831 ,0042409 ,879 ,101030 -,090464

5 -,0601932 ,0083666 ,123 ,048651 | -,169038

6 -,0293829 ,0049900 ,138 ,023557 | -,082323

1 ,1651380 ,0128183 ,100 AT1177 -,140901

2 ,1740223 ,0130475 ,085 444875 | -,096830

3 4 ,1793054 ,0124516 ,110 ,567998 -,209387

(4. giin) 5 ,1138291 ,0143895 ,101 ,291492 -,063834

6 , 1446394 ,0127263 121 ,467856 -, 178577

1 -,0141674 ,0034721 ,329 ,052820 -,081154

4 2 -,0052831 ,0042409 ,879 ,090464 | -,101030

(6. giin) 3 -,1793054 ,0124516 ,110 ,209387 | -,567998

5 -,0654763 ,0074031 171 147276 -,278229

6 -,0346660 ,0031153 ,090 ,019436 -,088768

1 ,0513090 ,0080044 173 , 179797 -,077179

5 2 ,0601932 ,0083666 123 ,169038 -,048651

(8. giin) 3 -,1138291 ,0143895 ,101 ,063834 -,291492

4 ,0654763 ,0074031 171 ,278229 -,147276

6 ,0308103 ,0078562 ,336 ,171855 | -,110235

1 ,0204986 ,0043555 ,181 ,061672 | -,020675

6 2 ,0293829 ,0049900 ,138 ,082323 | -,023557

(10. giin) 3 -,1446394 ,0127263 121 , 178577 -,467856

4 ,0346660 ,0031153 ,090 ,088768 -,019436

5 -,0308103 ,0078562 ,336 ,110235 -, 171855

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.8 Soguk stresi uygulanmig Tarsan 1018 ay¢icegi ¢esidinin yapraklarinda lipid

peroksidasyonuna ait Post Hoc Testi verileri

Q) J) (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman | Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Siir
2 -,2333108 ,0353957 ,163 ,319672 | -,786293
1 3 ,0241410 ,0591343 1,000 ,696183 | -,647901
(kontrol) 4 -,0219802 | ,0522424 1,000 /498408 | -,542368
5 ,0772543 ,0437467 ,710 ,486424 -,331916
6 ,0710465 ,0457149 , 787 495339 | -,353246
1 ,2333108 ,0353957 ,163 , 786293 -,319672
2 3 2574519 ,0517828 279 1,406570 | -,891666
(2. giin) 4 ,2113307 ,0437475 272 1,060106 | -,637444
5 ,3105651 ,0331414 ,094 ,789984 | -,168853
6 ,3043574 ,0356993 ,116 ,867519 | -,258805
1 -,0241410 ,0591343 1,000 ,647901 | -,696183
2 -,2574519 ,0517828 ,279 ,891666 | -1,406570
3 4 -,0461212 ,0644815 ,994 577374 -,669616
(4. giin) 5 ,0531132 ,0578132 ,968 ,758160 -,651934
6 ,0469055 ,0593166 ,986 , 715279 -,621468
1 ,0219802 ,0522424 1,000 542368 -,498408
4 2 -,2113307 ,0437475 272 ,637444 | -1,060106
(6. giin) 3 ,0461212 ,0644815 ,994 ,669616 | -577374
5 ,0992344 ,0507421 ,650 ,630892 | -,432423
6 ,0930267 ,0524485 ,709 ,612550 -,426497
1 -,0772543 ,0437467 ,710 , 331916 -,486424
5 2 -,3105651 ,0331414 ,094 ,168853 -, 789984
(8. giin) 3 -,0531132 ,0578132 ,968 ,651934 -, 758160
4 -,0992344 ,0507421 ,650 432423 | -,630892
6 -,0062077 ,0439927 1,000 ,406137 | -,418552
1 -,0710465 ,0457149 , 787 ,353246 -,495339
6 2 -,3043574 ,0356993 ,116 ,258805 | -,867519
(10. giin) 3 -,0469055 ,0593166 ,986 ,621468 -, 715279
4 -,0930267 ,0524485 ,709 426497 -,612550
5 ,0062077 ,0439927 1,000 ,418552 -,406137

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.9 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 aycicegi ¢esidinin koklerinde lipid
peroksidasyonuna ait One Way ANOVA (Tek Yonli Varyans Analizi)

verileri
Varyansin Kareler | Serbestlik Kareler Farklihk | Anlamhhk
Kaynagi Toplanm | Dereceleri | Ortalamasi (F)? (Sig.)?
(df)
Gruplar aras: ° ,007 5 ,001| 13,783 ,003
Gruplar igi ,001 6 ,000
Toplam ,007 11

'F , verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiigiik olmas1 karsilastirilan gruplarin ortalamalar arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.

3 Gruplar arast ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde
degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.10 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ay¢icegi ¢esidinin yapraklarinda lipid
peroksidasyonuna ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi)

verileri
Varyansin Kareler | Serbestlik Kareler Farkhlik | Anlamhhk
Kaynag Toplamm | Dereceleri | Ortalamasi (F)? (Sig.)?
(df)
Gruplar aras: ° 126 5 ,025 9,934 ,007
Gruplar ig¢i ,015 6 ,003
Toplam ,142 11

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiigiik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.

3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde
degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.11 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 aygicegi c¢esidinin koklerinde lipid

peroksidasyonuna ait Post Hoc Testi verileri

Q) J) (1-J) Standart | Anlamhilik | % 95 Giiven Arahgi
Zaman Zaman | Ortalama Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Siir
2 -,0671839* | ,0063651 ,040 -,007330 | -,127038
1 3 -,0481518 ,0140380 ,399 ,224982 | -,321286
(kontrol) 4 -,0521973 ,0047559 ,143 ,095055 | -,199450
5 -,0711561 ,0094094 ,110 ,046483 | -,188795
6 -,0349792 ,0057816 ,133 ,026684 | -,096642
1 ,0671839* ,0063651 ,040 ,127038 ,007330
2 3 ,0190321 ,0138860 ,844 ,311364 -,273300
(2. giin) 4 ,0149866 ,0042866 433 ,146068 -,116095
5 -,0039721 ,0091812 1,000 ,122779 | -,130723
6 ,0322047 ,0054022 ,126 ,086038 | -,021628
1 ,0481518 ,0140380 ,399 ,321286 | -,224982
2 -,0190321 ,0138860 ,844 ,273300 | -,311364
3 4 -,0040455 ,0132260 1,000 425415 -,433506
(4. giin) 5 -,0230042 ,0155192 ,811 ,161363 -,207372
6 ,0131726 ,0136284 ,948 , 346572 -,320227
1 ,0521973 ,0047559 ,143 ,199450 -,095055
4 2 -,0149866 ,0042866 433 ,116095 | -,146068
(6. giin) 3 ,0040455 ,0132260 1,000 433506 | -,425415
5 -,0189587 ,0081485 ,611 242570 -,280487
6 ,0172181 ,0033597 ,299 ,115810 -,081373
1 ,0711561 ,0094094 ,110 ,188795 -,046483
5 2 ,0039721 ,0091812 1,000 ,130723 -,122779
(8. giin) 3 ,0230042 ,0155192 ,811 ,207372 -,161363
4 ,0189587 ,0081485 ,611 ,280487 -,242570
6 ,0361768 ,0087867 314 ,189131 | -,116777
1 ,0349792 ,0057816 ,133 ,096642 | -,026684
6 2 -,0322047 ,0054022 ,126 ,021628 | -,086038
(10. giin) 3 -,0131726 ,0136284 ,948 ,320227 -,346572
4 -,0172181 ,0033597 ,299 ,081373 -,115810
5 -,0361768 ,0087867 314 116777 -,189131

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.12 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 aygigegi cesidinin yapraklarinda lipid

peroksidasyonuna ait Post Hoc Testi verileri

Q) J) (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman | Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Siir
2 -,1064899 ,0715993 ,811 ,568592 -, 781572
1 3 -,2025254 ,0510833 ,334 728736 | -1,133787
(kontrol) 4 -,1997061 | ,0530987 328 577417 | -,976829
5 ,0410820 ,0525504 ,984 ,851957 -, 769793
6 -,2185362 ,0582590 ,285 ,401787 -,838860
1 ,1064899 ,0715993 ,811 , 781572 -,568592
2 3 -,0960355 ,0565524 (47 1,035574 | -1,227645
(2. giin) 4 -,0932161 ,0583793 75 ,859341 | -1,045773
5 1475719 ,0578811 ,528 1,140932 | -,845788
6 -,1120462 ,0631092 712 ,625037 -,849130
1 ,2025254 ,0510833 ,334 1,133787 | -, 728736
2 ,0960355 ,0565524 47 1,227645 | -1,035574
3 4 ,0028194 ,0298528 1,000 ,299055 -,293416
(4. giin) 5 ,2436074 ,0288662 ,064 522460 -,035246
6 -,0160107 ,0382860 1,000 ,488165 -,520187
1 , 1997061 ,0530987 ,328 ,976829 -577417
4 2 ,0932161 ,0583793 75 1,045773 | -,859341
(6. giin) 3 -,0028194 ,0298528 1,000 ,293416 -,299055
5 ,2407880 ,0322991 ,077 ,541641 -,060065
6 -,0188301 ,0409364 1,000 ,419198 -,456858
1 -,0410820 ,0525504 ,984 , 769793 -,851957
5 2 -,1475719 ,0578811 528 ,845788 | -1,140932
(8. giin) 3 -,2436074 ,0288662 ,064 ,035246 -,522460
4 -,2407880 ,0322991 ,077 ,060065 -,541641
6 -,2596181 ,0402227 125 ,189716 -,708952
1 ,2185362 ,0582590 ,285 ,838860 -,401787
6 2 ,1120462 ,0631092 712 ,849130 -,625037
(10. giin) 3 ,0160107 ,0382860 1,000 ,520187 -,488165
4 ,0188301 ,0409364 1,000 ,456858 -,419198
5 ,2596181 ,0402227 125 ,708952 -,189716

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Sekil 4.4 Saray aygicegi ¢esidinin kok ve yapraklarinda soguk stresinin kontrol, 2., 4.,
6., 8. ve 10. giinlerinde gozlenen MDA diizeyleri
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Sekil 4.5 Tarsan 1018 aygigegi ¢esidinin kok ve yapraklarinda soguk stresinin kontrol,
2.,4., 6., 8. ve 10. glinlerinde gézlenen MDA diizeyleri
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Sekil 4.6 Tr-3080 aygicegi ¢esidinin kok ve yapraklarinda soguk stresinin kontrol, 2., 4.,
6., 8. ve 10. giinlerinde gézlenen MDA diizeyleri
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4.3 Total Protein Miktar: Sonuclari

Soguk stresi uygulamasmin farkli giinlerinde aygicegi fidelerinden kok ve yaprak
ornekleri alinarak, ii¢ tekrarli olacak sekilde total protein analizi (Bradford 1976)
yapilmustir (Sekil 4.7-4.9). Soguk stresi uygulanan Orneklerin kok ve yapraklarinda
farkli zaman periyotlarinda total protein miktarinda meydana gelen degisimin
istatistiksel olarak anlamli olup olmadig: tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA
Dunnet Test, Post Hoc testi) kullanilarak tespit edilmistir. Sig degerinin 0,05’den kiigiik
olmasi, soguk stresinde zamana bagli olarak total protein miktarinda meydana gelen

degisikligin p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugunu ifade etmektedir.

Cizelge 4.13 Soguk stresi uygulanmis Saray ay¢igegi ¢esidinin koklerinde total proteine
ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler | Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplamm | Dereceleri | Ortalamasi (F)* (Sig.)?
(df)
Gruplar aras: ° ,004 5 ,001 1221,707 ,000
Gruplar ig¢i ,000 18 ,000
Toplam ,004 23

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kii¢lik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.

3 Gruplar aras ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde
degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.14 Soguk stresi uygulanmis Saray ayci¢egi ¢esidinin yapraklarinda total proteine
ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler | Serbestlik Kareler Farkhhk | Anlamhhk
Kaynagi Toplamm | Dereceleri | Ortalamasi (F)* (Sig.)?
(df)
Gruplar aras: ° ,008 o) ,002 455,678 ,000
Gruplar igi ,000 18 ,000
Toplam ,008 23

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilagtirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05°ten kii¢iik olmasi karsilagtirilan gruplarin ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.

3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde
degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.15 Soguk stresi uygulanmis Saray aycigegi ¢esidinin koklerinde total proteine

ait Post Hoc Testi verileri

Q) J) (1-J) Standart | Anlamhilik | % 95 Giiven Arahgi
Zaman Zaman | Ortalama Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Siir
2 -,0018750 ,0004644 ,066 ,000123 | -,003873
1 3 ,0096500* ,0003410 ,000 ,011333 ,007967
(kontrol) 4 -,0273250* | ,0003485 ,000 -,025657 | -,028993
5 -,0216250* | ,0006283 ,000 -,018645 | -,024605
6 -,0194250* | ,0007647 ,000 -,015533 | -,023317
1 ,0018750 ,0004644 ,066 ,003873 -,000123
2 3 ,0115250* ,0003794 ,000 ,013468 ,009582
(2. giin) 4 -,0254500* ,0003862 ,000 -,023530 | -,027370
5 -,0197500* | ,0006500 ,000 -,016776 | -,022724
6 -,0175500* | ,0007826 ,000 -,013712 | -,021388
1 -,0096500* | ,0003410 ,000 -,007967 | -,011333
2 -,0115250* | ,0003794 ,000 -,009582 | -,013468
3 4 -,0369750* ,0002231 ,000 -,036017 | -,037933
(4. giin) 5 -,0312750* ,0005684 ,000 -,028052 | -,034498
6 -,0290750* ,0007163 ,000 -,024870 | -,033280
1 ,0273250* ,0003485 ,000 ,028993 ,025657
4 2 ,0254500* ,0003862 ,000 ,027370 ,023530
(6. giin) 3 ,0369750* ,0002231 ,000 ,037933 ,036017
5 ,0057000* ,0005730 ,007 ,008887 ,002513
6 ,0079000* ,0007200 ,007 ,012070 ,003730
1 ,0216250* ,0006283 ,000 ,024605 ,018645
5 2 ,0197500* ,0006500 ,000 ,022724 ,016776
(8. giin) 3 ,0312750* ,0005684 ,000 ,034498 ,028052
4 -,0057000* | ,0005730 ,007 -,002513 | -,008887
6 ,0022000 ,0008898 ,362 ,006087 | -,001687
1 ,0194250* ,0007647 ,000 ,023317 ,015533
6 2 ,0175500* ,0007826 ,000 ,021388 ,013712
(10. giin) 3 ,0290750* ,0007163 ,000 ,033280 ,024870
4 -,0079000* ,0007200 ,007 -,003730 | -,012070
5 -,0022000 ,0008898 ,362 ,001687 -,006087

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.16 Soguk stresi uygulanmis Saray aycicegi cesidinin yapraklarinda total

proteine ait Post Hoc Testi verileri

Q) J) (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman | Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Siir
2 ,0435750* ,0020231 ,001 ,055790 ,031360
1 3 -,0064500 ,0020181 ,259 ,005823 | -,018723
(kontrol) 4 -,0027750 ,0021254 ,895 ,008595 | -,014145
5 ,0003750 ,0020493 1,000 ,012318 | -,011568
6 ,0214750* ,0020145 ,010 ,033791 ,009159
1 -,0435750* ,0020231 ,001 -,031360 | -,055790
2 3 -,0500250* ,0004181 ,000 -,048229 | -,051821
(2. giin) 4 -,0463500* ,0007869 ,000 -,042332 | -,050368
5 -,0432000* | ,0005492 ,000 -,040738 | -,045662
6 -,0221000* | ,0004000 ,000 -,020359 | -,023841
1 ,0064500 ,0020181 ,259 ,018723 | -,005823
2 ,0500250* ,0004181 ,000 ,051821 ,048229
3 4 ,0036750 ,0007739 ,070 ,007751 -,000401
(4. giin) 5 ,0068250* ,0005305 ,000 ,009274 ,004376
6 ,0279250* ,0003739 ,000 ,029530 ,026320
1 ,0027750 ,0021254 ,895 ,014145 -,008595
4 2 ,0463500* ,0007869 ,000 ,050368 ,042332
(6. giin) 3 -,0036750 ,0007739 ,070 ,000401 | -,007751
5 ,0031500 ,0008520 ,113 ,007065 | -,000765
6 ,0242500* ,0007643 ,000 ,028380 ,020120
1 -,0003750 ,0020493 1,000 ,011568 -,012318
5 2 ,0432000* ,0005492 ,000 ,045662 ,040738
(8. giin) 3 -,0068250* ,0005305 ,000 -,004376 | -,009274
4 -,0031500 ,0008520 ,113 ,000765 | -,007065
6 ,0211000* ,0005164 ,000 ,023556 ,018644
1 -,0214750* | ,0020145 ,010 -,009159 | -,033791
6 2 ,0221000* ,0004000 ,000 ,023841 ,020359
(10. giin) 3 -,0279250* ,0003739 ,000 -,026320 | -,029530
4 -,0242500* ,0007643 ,000 -,020120 | -,028380
5 -,0211000* ,0005164 ,000 -,018644 | -,023556

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.17 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aygicegi ¢esidinin koklerinde total
proteine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler | Serbestlik Kareler Farkhihik | Anlamhhk
Kaynag Toplamm | Dereceleri | Ortalamasi (F)?* (Sig.)?
(df)
Gruplar aras1 ° ,004 5 ,001 628,492 ,000
Gruplar ici ,000 18 ,000
Toplam ,004 23

'F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiiclik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi iginde
degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.18 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aycicegi cesidinin yapraklarinda
total proteine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi)

verileri
Varyansin Kareler | Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhilik
Kaynag Toplamm | Dereceleri | Ortalamasi (F)* (Sig.)?
(df)
Gruplar aras: ° ,008 5 ,002 3416,256 ,000
Gruplar ici ,000 18 ,000
Toplam ,008 23

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kii¢lik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde
degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.19 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aygicegi ¢esidinin koklerinde total

proteine ait Post Hoc Testi verileri

Q) J) (1-J) Standart | Anlamhilik | % 95 Giiven Arahgi
Zaman Zaman | Ortalama Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Siir
2 -,0048500* | ,0003075 ,000 -,003530 | -,006170
1 3 ,0237500* ,0002669 ,000 ,024989 ,022511
(kontrol) 4 ,0118750* ,0004706 ,000 ,014110 ,009640
5 -,0153750* | ,0012325 ,005 -,008047 | -,022703
6 -,0059500* | ,0004296 ,000 -,003978 | -,007922
1 ,0048500* ,0003075 ,000 ,006170 ,003530
2 3 ,0286000* ,0002475 ,000 ,029718 ,027482
(2. giin) 4 ,0167250* ,0004598 ,000 ,018978 ,014472
5 -,0105250* | ,0012284 ,018 -,003154 | -,017896
6 -,0011000 ,0004178 ,329 ,000875 | -,003075
1 -,0237500* | ,0002669 ,000 -,022511 | -,024989
2 -,0286000* | ,0002475 ,000 -,027482 | -,029718
3 4 -,0118750* ,0004337 ,000 -,009514 | -,014236
(4. giin) 5 -,0391250* ,0012189 ,000 -,031644 | -,046606
6 -,0297000* ,0003889 ,000 -,027643 | -,031757
1 -,0118750* ,0004706 ,000 -,009640 | -,014110
4 2 -,0167250* | ,0004598 ,000 -,014472 | -,018978
(6. giin) 3 ,0118750* ,0004337 ,000 ,014236 ,009514
5 -,0272500* | ,0012790 ,000 -,020309 | -,034191
6 -,0178250* ,0005491 ,000 -,015464 | -,020186
1 ,0153750* ,0012325 ,005 ,022703 ,008047
5 2 ,0105250* ,0012284 ,018 ,017896 ,003154
(8. giin) 3 ,0391250* ,0012189 ,000 ,046606 ,031644
4 ,0272500* ,0012790 ,000 ,034191 ,020309
6 ,0094250* ,0012645 ,020 ,016466 ,002384
1 ,0059500* ,0004296 ,000 ,007922 ,003978
6 2 ,0011000 ,0004178 ,329 ,003075 | -,000875
(10. giin) 3 ,0297000* ,0003889 ,000 ,031757 ,027643
4 ,0178250* ,0005491 ,000 ,020186 ,015464
5 -,0094250* ,0012645 ,020 -,002384 | -,016466

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.20 Soguk stresi uygulanmig Tarsan 1018 aygigcegi ¢esidinin yapraklarinda

total proteine ait Post Hoc Testi verileri

Q) J) (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman | Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Siir
2 -,0174750* | ,0003750 ,000 -,015553 | -,019397
1 3 ,0262750* ,0003224 ,000 ,027843 ,024707
(kontrol) 4 -,0305750* | ,0005949 ,000 -,027167 | -,033983
5 -,0117250* | ,0002926 ,000 -,010353 | -,013097
6 ,0020500* ,0002693 ,005 ,003274 ,000826
1 ,0174750* ,0003750 ,000 ,019397 ,015553
2 3 ,0437500* ,0004486 ,000 ,045692 ,041808
(2. giin) 4 -,0131000* ,0006718 ,000 -,009975 | -,016225
5 ,0057500* ,0004277 ,000 ,007642 ,003858
6 ,0195250* ,0004121 ,000 ,021397 ,017653
1 -,0262750* | ,0003224 ,000 -,024707 | -,027843
2 -,0437500* | ,0004486 ,000 -,041808 | -,045692
3 4 -,0568500* ,0006439 ,000 -,053692 | -,060008
(4. giin) 5 -,0380000* ,0003824 ,000 -,036355 | -,039645
6 -,0242250* ,0003649 ,000 -,022632 | -,025818
1 ,0305750* ,0005949 ,000 ,033983 ,027167
4 2 ,0131000* ,0006718 ,000 ,016225 ,009975
(6. giin) 3 ,0568500* ,0006439 ,000 ,060008 ,053692
5 ,0188500* ,0006295 ,000 ,022051 ,015649
6 ,0326250* ,0006190 ,000 ,035871 ,029379
1 ,0117250* ,0002926 ,000 ,013097 ,010353
5 2 -,0057500* ,0004277 ,000 -,003858 | -,007642
(8. giin) 3 ,0380000* ,0003824 ,000 ,039645 ,036355
4 -,0188500* | ,0006295 ,000 -,015649 | -,022051
6 ,0137750* ,0003388 ,000 ,015231 ,012319
1 -,0020500* | ,0002693 ,005 -,000826 | -,003274
6 2 -,0195250* | ,0004121 ,000 -,017653 | -,021397
(10. giin) 3 ,0242250* ,0003649 ,000 ,025818 ,022632
4 -,0326250* ,0006190 ,000 -,029379 | -,035871
5 -,0137750* ,0003388 ,000 -,012319 | -,015231

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.21 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 aycicegi cesidinin koklerinde total
proteine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler | Serbestlik Kareler Farkhihik | Anlamhhk
Kaynag Toplamm | Dereceleri | Ortalamasi (F)?* (Sig.)?
(df)
Gruplar aras1 ° ,004 5 ,001 966,413 ,000
Gruplar ici ,000 18 ,000
Toplam ,004 23

'F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiiclik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi iginde

degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.22 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ay¢icegi ¢esidinin yapraklarinda total
proteine ait One Way ANOVA (Tek Yonli Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkliik | Anlamhilik
Kaynag Toplamm | Dereceleri | Ortalamasi (F)* (Sig.)?
(df)
Gruplar arasr’ ,043 5 ,009 | 25472,239 ,000
Gruplar ici ,000 18 ,000
Toplam ,043 23

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kii¢lik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.23 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 aycicegi cesidinin koklerinde total

proteine ait Post Hoc Testi verileri

Q) J) (1-J) Standart | Anlamhilik | % 95 Giiven Arahgi
Zaman Zaman | Ortalama Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Siir
2 ,0059500* ,0008362 ,004 ,009525 ,002375
1 3 -,0184000* | ,0007165 ,000 -,015200 | -,021600
(kontrol) 4 -,0257500* | ,0007388 ,000 -,022509 | -,028991
5 -,0097000* | ,0006014 ,002 -,006194 | -,013206
6 -,0262750* | ,0006163 ,000 -,022891 | -,029659
1 -,0059500* ,0008362 ,004 -,002375 | -,009525
2 3 -,0243500* ,0007240 ,000 -,021104 | -,027596
(2. giin) 4 -,0317000* ,0007461 ,000 -,028418 | -,034982
5 -,0156500* | ,0006103 ,000 -,012085 | -,019215
6 -,0322250* | ,0006250 ,000 -,028782 | -,035668
1 ,0184000* ,0007165 ,000 ,021600 ,015200
2 ,0243500* ,0007240 ,000 ,027596 ,021104
3 4 -,0073500* ,0006090 ,000 -,004739 | -,009961
(4. giin) 5 ,0087000* ,0004320 ,001 ,011073 ,006327
6 -,0078750* ,0004525 ,000 -,005603 | -,010147
1 ,0257500* ,0007388 ,000 ,028991 ,022509
4 2 ,0317000* ,0007461 ,000 ,034982 ,028418
(6. giin) 3 ,0073500* ,0006090 ,000 ,009961 ,004739
5 ,0160500* ,0004682 ,000 ,018667 ,013433
6 -,0005250 ,0004871 ,962 ,001982 -,003032
1 ,0097000* ,0006014 ,002 ,013206 ,006194
5 2 ,0156500* ,0006103 ,000 ,019215 ,012085
(8. giin) 3 -,0087000* ,0004320 ,001 -,006327 | -,011073
4 -,0160500* | ,0004682 ,000 -,013433 | -,018667
6 -,0165750* | ,0002305 ,000 -,015545 | -,017605
1 ,0262750* ,0006163 ,000 ,029659 ,022891
6 2 ,0322250* ,0006250 ,000 ,035668 ,028782
(10. giin) 3 ,0078750* ,0004525 ,000 ,010147 ,005603
4 ,0005250 ,0004871 ,962 ,003032 -,001982
5 ,0165750* ,0002305 ,000 ,017605 ,015545

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.24 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ayg¢icegi ¢esidinin yapraklarinda total

proteine ait Post Hoc Testi verileri

Q) J) (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman | Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Siir
2 ,0301750* ,0006176 ,000 ,032856 ,027494
1 3 ,1193000* ,0004178 ,000 ,121504 ,117096
(kontrol) 4 -,0018250 ,0004121 ,094 ,000412 | -,004062
5 ,0672750* ,0004580 ,000 ,069390 ,065160
6 ,0606250* ,0004211 ,000 ,062813 ,058437
1 -,0301750* ,0006176 ,000 -,027494 | -,032856
2 3 ,0891250* ,0005015 ,000 ,091897 ,086353
(2. giin) 4 -,0320000* ,0004967 ,000 -,029192 | -,034808
5 ,0371000* ,0005354 ,000 ,039721 ,034479
6 ,0304500* ,0005041 ,000 ,033203 ,027697
1 -,1193000* | ,0004178 ,000 -,117096 | -,121504
2 -,0891250* | ,0005015 ,000 -,086353 | -,091897
3 4 -,1211250* ,0001995 ,000 -,120268 | -,121982
(4. giin) 5 -,0520250* ,0002825 ,000 -,050725 | -,053325
6 -,0586750* ,0002175 ,000 -,057744 | -,059606
1 ,0018250 ,0004121 ,094 ,004062 -,000412
4 2 ,0320000* ,0004967 ,000 ,034808 ,029192
(6. giin) 3 ,1211250* ,0001995 ,000 ,121982 ,120268
5 ,0691000* ,0002739 ,000 ,070404 ,067796
6 ,0624500* ,0002062 ,000 ,063342 ,061558
1 -,0672750* ,0004580 ,000 -,065160 | -,069390
5 2 -,0371000* ,0005354 ,000 -,034479 | -,039721
(8. giin) 3 ,0520250* ,0002825 ,000 ,053325 ,050725
4 -,0691000* | ,0002739 ,000 -,067796 | -,070404
6 -,0066500* | ,0002872 ,000 -,005348 | -,007952
1 -,0606250* | ,0004211 ,000 -,058437 | -,062813
6 2 -,0304500* | ,0005041 ,000 -,027697 | -,033203
(10. giin) 3 ,0586750* ,0002175 ,000 ,059606 ,057744
4 -,0624500* ,0002062 ,000 -,061558 | -,063342
5 ,0066500* ,0002872 ,000 ,007952 ,005348

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Sekil 4.7 Saray ayg¢igegi ¢esidinin kok ve yapraklarinda soguk stresinin kontrol, 2.,4., 6.,
8. ve 10. glinlerinde gbzlenen protein diizeyleri
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Sekil 4.8 Tarsan 1018 ayg¢igegi ¢esidinin kok ve yapraklarinda soguk stresinin kontrol,
2.,4.,6., 8. ve 10. giinlerinde gozlenen protein diizeyleri

67



Tr-3080 - Kok

0,45 :
0.4

£

0,35

=
*
e
0,3
0,25 - =
0,2 -
015 - H 1 mg/ml
01 -
0,05 -
o+ T T T T T

Kontrol  2.giin 4. gin 6.gln 8.gin  10.gln
Ornek Alm Zamam (giin)

Protein Miktan

Tr-3080 - Yaprak

0.8

:0,5 N

*
&
(1]
E05 -
%

E 04 - £
u
503 o 1 mg/ml
%02

01

0 T T T T T

Kontrol 2.gln 4_gin 6.gln 8.gin  10.gln
OrnekAlm Zamar (giin)

Sekil 4.9 Tr-3080 aygicegi ¢esidinin kok ve yapraklarinda soguk stresinin kontrol, 2.,4.,
6., 8. ve 10. gilinlerinde gbdzlenen protein diizeyleri
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4.4 Total RNA izolasyonu

Soguk stresi uygulamasi sonrasinda alinan tim bitki 6rnekleri, RNA izolasyonu
islemine kadar —80 °C’lik derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Bitki drneklerinden
RNA izolasyonu Trizol protokoliine gore gerceklestirilmistir. Izole edilen RNA’larin
saflik ve miktarlarinin kontrol edilmesi, daha sonra yapilacak islemlerin optimizasyonu
ve standartlastirilmast i¢in gereklidir. Bu nedenle izole edilen RNA’lar hem % 1,5’lik
FA (formaldehit agaroz) jelde yiiriitilerek (Sekil 4.10), hem de Nanodrop ND-
Spectrometer 1000 cihaz1 ile spektrofotometrik olarak Olgiilerek saflik ve miktarlar
kontrol edilmistir. Piirifikasyon sonrasinda 260/280 oraninin 1,9-2,1; 260/230 oraninin

ise 2,0-2,5 arasinda olmas1 RNA safliginin iyi oldugunun gostergesidir.

Sekil 4.10 Izole edilen RNA’lardan bazilarmin formaldehit agaroz (FA) jel goriintiisii

4.5 cDNA (komplementer DNA) Sentezi

RNA o6rneklerinden ¢cDNA sentezi, Transcriptor High Fidelity cDNA sentez kiti
(Roche-Kat. No: 05 091 284 001) kullanilarak gergeklestirilmistir. Cizelge 4.25°de
RNA oOrneklerinden sentezlenmis cDNA’larin saflik ve miktar Olgiimleri yer

almaktadir.
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Cizelge 4.25 RNA oOrneklerinden sentezlenmis cDNA’larin saflik ve miktar tayinleri

Cahisma kodu ng/ul A260 A280 260/280 260/230
S1KO0 152274 46,144 25,107 1,84 1,82
S1K2 1585,8 48,054 26,005 1,85 1,82
S1K4 1490,63 45,171 24,411 1,85 161
S1K6 1533,72 46,476 25,286 1,84 1,61
S1K8 1523,47 46,166 24,858 1,86 1,74
S1K10 1555,12 47,125 25,424 1,85 1,73
S1Y0 1498,55 45,411 24,586 1,85 1,74
S1Y?2 1631,2 49,43 26,884 1,84 1,73
S1Y4 1618,9 49,058 26,824 1,83 1,8
S1Y6 1634,82 49,54 27,063 1,83 1,8
S1Y8 1602,29 48,554 26,442 1,84 1,81
S1Y10 1619,24 49,068 26,812 1,83 1,81
S2KO0 1596,21 48,37 26,279 1,84 1,78
S2K2 1615,11 48,943 26,569 1,84 1,78
S2K4 1624,73 49,234 26,759 1,84 1,73
S2K6 1648,94 49,968 27,008 1,85 1,75
S2K8 1604,76 48,629 26,472 1,84 1,8
S2K10 1627,09 49,306 26,964 1,83 1,79
S2Y0 1613,81 48,903 26,658 1,83 1,82
S2Y2 1630,54 49,41 26,896 1,84 1,8
S2Y4 1574,82 47,722 26,018 1,83 1,83
S2Y6 1596,51 48,379 26,373 1,83 1,83
S2Y8 1623,6 49,2 26,866 1,83 1,82
S2Y10 1645,68 49,869 27,077 1,84 1,81
S3KO0 1580,52 47,895 26,022 1,84 1,85
S3K2 1609,97 48,787 26,536 1,84 1,84
S3K4 1580,66 47,899 26,176 1,83 1,82
S3K6 1598,98 48,454 26,432 1,83 1,83
S3K8 1606,98 48,697 26,673 1,83 1,82
S3K10 1607,16 48,702 26,74 1,82 1,81
S3Y0 1590,26 48,19 26,344 1,83 1,81
S3Y?2 1630,04 49,395 26,962 1,83 1,82
S3Y4 1534,67 46,505 25,579 1,82 1,8
S3Y6 1555,39 47,133 26,009 1,81 1,8
S3Y8 1576,63 47,777 26,197 1,82 1,8
S3Y10 1594,83 48,328 26,45 1,83 1,81
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4.6 RT-PCR Sonugclarimin Normalizasyonu ve Istatistiksel Analizler

Real-time PCR c¢alismalarinda hedef genin ifade diizeyinin tespit edilebilmesi igin,
cesitli kosullarda ifade diizeyi degismeyen bir baska gen (referans gen) ile normalize
edilmesi gerekmektedir. Farkli siirelerde soguk stresi uygulanmis Saray, Tarsan 1018 ve
Tr-3080 aygigegi fidelerinde bZIP, MYB, NAC, NF-YB ve WRKY tipi transkripsiyon
faktor hedef genlerine ait ifade profilleri, calismada housekeeping gen olarak kullanilan
aktin (ACT) ve kontrol sartlari dikkate alinarak 2" metoduna goére normalize
edilmistir (Livak ve Schmittgen 2001). Normalizasyon ile elde edilen gen ifadesi
verilerinin ortalama, standart sapma, standart hata sonug¢larinin analizine ait verilerin
istatistiksel olarak anlamlilik dereceleri SPSS 20 istatistik programinda yer alan One
Way ANOVA (Dunnett) testi ile hesaplanmistir. P degerinin 0.05'den kii¢iik olmasi
(P<0.05) istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.

Calismada kullanilan tiim Orneklerin bZIP, MYB, NAC, NF-YB ve WRKY tipi
transkripsiyon faktor genlerine ait normalize edilmis gen ifadesi verilerinin ortalamasi
ve standart hatalar1 alinarak elde edilen veriler ile her bir gene ait ifade diizeyini
gosteren grafikler ¢izilmis ve mRNA ifade seviyelerindeki degisimler tespit edilmeye

calisilmistir.

4.6.1 Soguk stresine maruz birakilan aycicegi cesitlerinin kok ve yapraklarinda
bZIP geni mRNA diizeyleri

Soguk stresine maruz birakilan aygigcegi fidelerinin bZIP genine ait ifade diizeyleri,
calismada housekeeping gen olarak kullanilan aktin (ACT) ve kontrol sartlar1 hesaba
katilarak 2*““T metoduna gore normalize edilmistir (Cizelge 4.26-4.31). Normalizasyon
ile elde edilen gen ifadesi verilerinin ortalama, standart hata ve standart sapmalar
belirlenmistir (Cizelge 4.32). Normalizasyonu yapilmis gen ifadesi verilerinin
ortalamasi alinarak, elde edilen veriler ile her bir gesit i¢in soguk stresi uygulamasi
sonucunda zamana bagli bZIP gen ifade diizeyindeki degisimleri gosteren grafikler

olusturulmustur (Sekil 4.11-4.13).
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Cizelge 4.26 Soguk stresi uygulanmis Saray cesidinin koklerinde bZIP genine ait

normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alm Saray Cesidinin Koklerine Ait bZIP Geni Normalize Edilmis ifade
Zamam Verileri
2. giin 1,945309895 2,830388321 1,854461093 2,969047141
2. giin 2,733974904 3,977880675 2,606294299 4,172754374
2. giin 3,147049781 4,578896642 3,000077979 4,80321371
2. giin 1,689972769 2,458877735 1,611048582 2,579336501
4. giin 5,617779503 8,173760662 5,355421028 8,5741877
4. giin 3,874472757 5,637283021 3,693529243 5,913449725
4. giin 4,850051276 7,056730922 4,623546826 7,402435424
4. giin 4,487773922 7,056730922 4,278188352 6,849506276
6. giin 7,412704495 10,78534185 7,066520412 11,3137085
6. giin 3,427127819 4,986404777 3,267075964 5,23068539
6. giin 4,407620464 6,413002635 4,201778176 6,72717132
6. giin 5,763718995 8,386099804 5,494544934 8,79692919
8. giin 0,763129604 1,110338834 0,727490342 1,164733586
8. giin 1,53368266 2,231478645 1,462057448 2,340797283
8. giin 1,092020546 1,5888688 1,041021598 1,666706414
8. giin 1,071773463 1,559409685 1,021720083 1,635804117
10. giin 0,650670928 0,946713631 0,620283649 0,993092495
10. giin 1,231998073 1,792533399 1,174461971 1,880348405
10. giin 0,87539133 1,273677475 0,834509281 1,336074078
10. giin 0,915733686 1,332374825 0,872967591 1,397646972
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Cizelge 4.27 Soguk stresi uygulanmis Saray ¢esidinin yapraklarinda bZIP genine ait

normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alm Saray Cesidinin Yapraklarina Ait bZIP Geni Normalize Edilmis ifade
Zamam Verileri
2. giin 0,473028823 0,933679945 0,536258308 0,823591017
2. giin 0,50382688 0,994470169 0,571173123 0,877213549
2. giin 0,775930854 1,531557997 0,879649076 1,350974085
2. giin 0,307146745 0,60625641 0,34820287 0,534773544
4. giin 1,414213562 2,791421528 1,603250659 2,462288827
4. giin 0,71400199 1,409320755 0,809442217 1,243149669
4. giin 0,887611337 1,75199663 1,006257823 1,545421099
4. giin 1,137605228 1,75199663 1,289668251 1,980685744
6. giin 1,790050142 3,533260206 2,029325093 3,116658319
6. giin 2,361985323 4,662164793 2,677710514 4,112455307
6. giin 2,084931522 4,115306832 2,363623094 3,630076621
6. giin 2,02791896 4,00277355 2,298989696 3,530811985
8. giin 3,837056477 7,57370905 4,349953563 6,680703355
8. giin 4,459864875 8,803028875 5,056012394 7,765075758
8. giin 3,724379279 7,351303068 4,222214871 6,484520959
8. giin 4,59479342 9,069355302 5,208976758 8
10. giin 4,500233939 8,882710669 5,101777567 7,835362381
10. giin 7,265187342 14,34026719 8,236320667 12,64942587
10. giin 6,671448351 13,16832552 7,563216934 11,61566624
10. giin 4,900741328 9,673245407 5,555820543 8,532686247
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Cizelge 4.28 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 ¢esidinin koklerinde bZIP genine ait

normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Tarsan 1018 Cesidinin Koklerine Ait bZIP Geni Normalize Edilmis
Zamani Ifade Verileri
2. giin 4,531535541 4,207607117 3,173335373 6,008479708
2. giin 3,014669819 2,799171731 2,111107435 3,997228372
2. giin 4,272261632 3,966866923 2,991771517 5,664701753
2. giin 3,197623321 2,969047141 2,239225777 4,239811134
4. giin 4 3,714067409 2,801112642 5,303703041
4. giin 3,627561316 3,368251814 2,540301965 4,809876996
4. giin 3,324183446 3,08656035 2,327853069 4,407620464
4. giin 4,365055508 3,08656035 3,056753042 5,787739543
6. giin 16,1112888 14,95960316 11,28238368 21,36237285
6. giin 15,67072476 14,55053203 10,97386631 20,77821764
6. giin 15,27393623 14,18210719 10,69600396 20,2521055
6. giin 16,5298302 15,34822591 11,57547909 21,91732768
8. giin 15,45498126 14,35021055 10,82278585 20,49215778
8. giin 10,87542594 10,09801626 7,615823268 14,4200074
8. giin 8,117300373 7,537050191 5,684368173 10,76293767
8. giin 20,70633047 19,22617679 14,50019101 27,45505697
10. giin 6,36429187 5,909352254 4,456774603 8,438578537
10. giin 2,401606855 2,229932437 1,681792831 3,184352395
10. giin 3,786854525 3,516158244 2,651851521 5,021087965
10. giin 4,036206535 3,747685787 2,826467288 5,351710219
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Cizelge 4.29 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 ¢esidinin yapraklarinda bZIP genine

ait normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Tarsan 1018 Cesidinin Yapraklarina Ait bZIP Geni Normalize Edilmis
Zamani ifade Verileri
2. giin 0,52850902 0,870550563 0,817902059 0,562529242
2. giin 0,277392368 0,456915725 0,429282718 0,295248165
2. giin 0,451563255 0,743806881 0,698823486 0,480630464
2. giin 0,324659651 0,534773544 0,50243191 0,345558052
4. giin 0,602903914 0,993092495 0,933032992 0,641712949
4. giin 0,352330189 0,580351957 0,545253866 0,375009747
4. giin 0,414372452 0,682546859 0,641268301 0,441045683
4. giin 0,512633619 0,682546859 0,793333843 0,545631939
6. giin 1,140763716 1,879045498 1,765405993 1,214194884
6. giin 2,248557848 3,70378409 3,479789411 2,393297926
6. giin 1,612165663 2,655530317 2,494931144 1,715941061
6. giin 1,591072968 2,620786808 2,462288827 1,693490625
8. giin 11,55143356 19,02731384 17,87659421 12,29500145
8. giin 11,97538389 19,72563721 18,5326849 12,74624154
8. giin 10,12605275 16,67945217 15,67072476 10,77786861
8. giin 13,66108343 22,5022912 21,14141449 14,54044986
10. giin 17,75311155 29,24260641 27,47409397 18,89588258
10. giin 10,89806428 17,95109569 16,86546277 11,59957466
10. giin 19,78040417 32,58192639 30,61146106 21,0536724
10. giin 9,781122222 16,1112888 15,13692235 10,41073484
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Cizelge 4.30 Soguk stresi uygulanmig Tr-3080 cesidinin koklerinde bZIP genine ait
normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Tr-3080 Cesidinin Koklerine Ait bZIP Geni Normalize Edilmis Ifade
Zamani
2. giin 9,31786869 10,1050181 8,94449481 10,5268362
2. giin 11,9174197 12,9241724 11,4398799 13,4636717
2. giin 9,97280955 10,8152867 9,57319171 11,2667538
2. giin 11,1347711 12,0754077 10,6885926 12,5794767
4. giin 0,72698626 0,78840017 0,69785538 0,8213107
4. giin 0,54261469 0,58845337 0,52087171 0,61301743
4. giin 0,49380043 0,53551541 0,47401348 0,55786966
4. giin 0,79885192 0,53551541 0,76684133 0,90250073
6. giin 0,12074204 0,13094202 0,11590382 0,13640798
6. giin 0,07345477 0,07966004 0,07051138 0,08298532
6. giin 0,06915608 0,07499821 0,06638495 0,07812889
6. giin 0,12824727 0,13908127 0,12310831 0,14488699
8. giin 5,35171022 5,80380883 5,13726324 6,04607971
8. giin 4,32290161 4,68808913 4,14967975 4,88378605
8. giin 3,29436407 3,57266341 3,16235647 3,72179863
8. giin 7,02257438 7,61582327 6,74117464 7,93373385
10. giin 1,9588406 2,12431837 1,88034841 2,21299471
10. giin 3,31497962 3,59502051 3,18214594 3,74508899
10. giin 2,46058269 2,66844634 2,36198532 2,77983644
10. giin 2,63901582 2,86195304 2,53326851 2,98142077
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Cizelge 4.31 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ¢esidinin yapraklarinda bZIP genine ait
normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Tr-3080 Cesidinin Yapraklarina Ait bZIP Geni Normalize Edilmis ifade
Zamam Verileri
2. giin 0,223756268 0,156583055 0,164824202 0,21256854
2. giin 0,215984547 0,151144459 0,159099367 0,205185402
2. giin 0,312515576 0,218696191 0,230206424 0,296889917
2. giin 0,15464156 0,108217071 0,11391266 0,146909541
4. giin 1,624504793 1,136816973 1,196648963 1,543280175
4. giin 1,418140036 0,992404375 1,044635763 1,347233577
4. giin 1,863480859 1,304050735 1,372684431 1,770307529
4. giin 1,236275261 1,304050735 0,910669834 1,174461971
6. giin 6,453134074 4,515857619 4,75353242 6,130479841
6. giin 6,830541715 4,779964819 5,031539887 6,489017245
6. giin 6,430807926 4,500233939 4,737086447 6,109269992
6. giin 6,854255638 4,796559655 5,049008128 6,511545481
8. giin 0,25 0,174948233 0,184155961 0,237500096
8. giin 0,407536166 0,285190929 0,300200857 0,387159514
8. giin 0,299992846 0,209932873 0,220981883 0,284993318
8. giin 0,339621571 0,237664775 0,250173347 0,322640623
10. giin 1,414213562 0,989656656 1,041743429 1,343503426
10. giin 0,458502022 0,320856474 0,337743521 0,435577096
10. giin 0,727994774 0,509445598 0,536258308 0,691595315
10. giin 0,890692901 0,623300597 0,656105627 0,846158597
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Cizelge 4.32 Soguk stresi uygulanan 6rneklerin bZIP genine ait normalize edilmis gen
ifadesi verilerinin ortalama, standart hata ve standart sapma degerleri

No Ornek ismi Ortalama Standart Sapma Standart Hata
1 S1KO0 1 - -

2 S1K2 2,934912 0,9941561 0,2485390
3 S1K4 5,840303 1,5247348 0,3811837
4 S1K6 6,480027 2,4025731 0,6006433
5 S1K8 1,375690 0,4653467 0,1163367
6 S1K10 1,133030 0,3647764 0,0911941
7 S1Y0 1 - -

8 S1Y2 0,752983 0,3409758 0,0852440
9 S1Y4 1,487396 0,5734459 0,1433615
10 S1Y6 3,021128 0,9243091 0,2310773
11 S1Y8 6,073809 1,8422873 0,4605718
12 S1Y10 8,530777 3,0524534 0,7631133
13 S2KO0 1 - -

14 S2K2 3,711528 1,1081459 0,2770365
15 S2K4 3,725450 0,9880559 0,2470140
16 S2K6 15,716500 3,7100218 0,9275055
17 S2K8 13,632426 5,9319695 1,4829924
18 S2K10 4,100294 1,7723897 0,4430974
19 S2Y0 1 - -

20 S2Y2 0,520036 0,1812014 0,0453003
21 S2Y4 0,608567 0,1833708 0,0458427
22 S2Y6 2,166940 0,7327890 0,1831972
23 S2Y8 15,551852 3,9049344 0,9762336
24 S2Y10 19,134214 7,3494457 1,8373614
25 S3KO0 1 - -

26 S3K2 11,046603 1,3118595 0,3279649
27 S3K4 0,647776 0,1365376 0,0341344
28 S3K6 0,102162 0,0296958 0,0074239
29 S3K8 5,215488 1,5266807 0,3816702
30 S3K10 2,706265 0,5543120 0,1385780
31 S3Y0 1 - -

32 S3Y2 0,191946 0,0584063 0,0146016
33 S3Y4 1,327478 0,2684706 0,0671176
34 S3Y6 5,623302 0,9110252 0,2277563
35 S3Y8 0,274543 0,0670858 0,0167714
36 S3Y10 0,738959 0,3299833 0,0824958
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Sekil 4.11 Soguk stresi uygulanmis Saray aycicegi cesitlerinin kdk ve yapraklarinda
kontrol, 2., 4., 6., 8. ve 10. glinlerinde bZIP gen ifade diizeyleri
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Sekil 4.12 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aycicegi c¢esitlerinin kdk ve
yapraklarinda kontrol, 2., 4., 6., 8. ve 10. giinlerinde bZIP gen ifade

diizeyleri
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Sekil 4.13 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ayg¢igegi ¢esitlerinin kdk ve yapraklarinda
kontrol, 2., 4., 6., 8. ve 10. giinlerinde bZIP gen ifade diizeyleri

81



[
o5}

Kok

, - III II- I‘ I|I -II

Kontrol 2.gln 4.gun 6. gln 8. glin 10. gun

bZIP Gen ifade Diizeyleri (kat degisim)
= = = =
A o ©®© o N B~ O

N

Ornek Alim Zamani (giin)

B Saray M Tarsan 1018 = Tr-3080
Sekil 4.14 Soguk stresine maruz kalmis aycicegi cesitlerinin koklerindeki bZIP gen

ifade diizeyleri
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B Saray M Tarsan 1018 mTr-3080

Sekil 4.15 Soguk stresine maruz kalmis aygicegi cesitlerinin yapraklardaki bZIP gen
ifade diizeyleri
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Soguk stresine maruz birakilan aygicegi fidelerinin zamana karst degiskenlik gosteren
bZIP gen ifade seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi One Way
ANOVA (Dunnet) analizi kullanilarak belirlenmistir. ANOVA tablosu incelendiginde,
calismada kullanilan tiim ¢esitlerde Sig. (Anlamlilik) siitunundaki degerin ,00 oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.33-4.34, 4.37-4.38, 4.41-4.42). Sig degerinin 0,05’den kiiciik
olmasi, soguk stresinde zamana bagli olarak bZIP gen ifadesi seviyesinde belirlenen

degisikligin p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugunun gostergesidir.

Soguk stresine maruz birakilan aygicegi fidelerinin zamana karst bZIP gen ifadesi
seviyesinde meydana gelen degisikliklerin anlamlilik derecelerinin karsilastirilmasinda

Post Hoc testinden yararlanilmistir (Cizelge 4.35-4.36, 4.39- 4.40, 4.43-4.44).

Cizelge 4.33 Soguk stresi uygulanmig Saray ay¢icegi cesidinin koklerinde bZIP genine
ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)? (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar arasi 8 483,341 5 96,668 61,473 ,000
Gruplar ici 141,527 90 1,573
Toplam 624,868 95

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiigiik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arast ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.34 Soguk stresi uygulanmig Saray aycigegi cesidinin yapraklarinda bZIP
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)? (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar aras: 800,100 5 160,020 68,526 ,000
Gruplar igi 210,164 90 2,335
Toplam 1010,264 95

'F , verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiigiik olmas: karsilastirilan gruplarin ortalamalar arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi iginde

degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.35 Soguk stresi uygulanmis Saray aycicegi ¢esidinin koklerinde bZIP genine

ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 -1,9349115* ,2485390 ,000 -2,782162 | -1,087662
1 3 -4,8403030* ,3811837 ,000 -6,139728 -3,540878
(kontrol) 4 -5,4800272* ,6006433 ,000 -71,527573 -3,432482
5 -,3756896 ,1163367 ,071 - 172272 ,020893
6 -,1330299 ,0911941 ,874 -,443903 , 177844
1 1,9349115* ,2485390 ,000 1,087662 2,782162
2 3 -2,9053914* ,4550524 ,000 -4,361056 -1,449727
(2. giin) 4 -3,5451156* ,6500338 ,000 -5,678645 -1,411586
5 1,5592220* ,2744192 ,000 ,664696 2,453748
6 1,8018817* ,2647414 ,000 ,927591 2,676172
1 4,8403030* ,3811837 ,000 3,540878 6,139728
2 2,9053914* ,4550524 ,000 1,449727 4,361056
3 4 -,6397242 ,7113883 ,998 -2,918597 1,639149
(4. giin) 5 4,4646134* ,3985414 ,000 3,137770 5,791457
6 4,7072731* ,3919405 ,000 3,391770 6,022776
1 5,4800272* ,6006433 ,000 3,432482 7,527573
4 2 3,5451156* ,6500338 ,000 1,411586 5,678645
(6. giin) 3 ,6397242 ,7113883 ,998 -1,639149 2,918597
5 5,1043376* ,6118060 ,000 3,040666 7,168010
6 5,3469973* ,6075267 ,000 3,289771 7,404223
1 , 3756896 ,1163367 ,071 -,020893 172272
5 2 -1,5592220* 2744192 ,000 -2,453748 -,664696
(8. giin) 3 -4,4646134* ,3985414 ,000 -5,791457 -3,137770
4 -5,1043376* ,6118060 ,000 -7,168010 | -3,040666
6 ,2426597 , 1478194 ,783 -,226410 , 711729
1 ,1330299 ,0911941 ,874 -,177844 ,443903
6 2 -1,8018817* ,2647414 ,000 -2,676172 -,927591
(10. giin) 3 -4,7072731* ,3919405 ,000 -6,022776 -3,391770
4 -5,3469973* ,6075267 ,000 -7,404223 -3,289771
5 -,2426597 ,1478194 ,783 -, 711729 ,226410

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.36 Soguk stresi uygulanmis Saray aycigegi cesidinin yapraklarinda bZIP

genine ait Post Hoc Testi verileri

Q) J) (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman | Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 ,2470167 ,0852440 ,131 -,043573 ,537607
1 3 -,4873957 ,1433615 ,051 -,976104 ,001312
(kontrol) 4 -2,0211276* ,2310773 ,000 -2,808852 -1,233403
5 -5,0738093* ,4605718 ,000 -6,643862 -3,503756
6 -7,5307773* , 7631133 ,000 -10,132171 | -4,929384
1 -,2470167 ,0852440 131 -,537607 ,043573
2 3 -,7344124* ,1667904 ,003 -1,270618 -,198207
(2. giin) 4 -2,2681443* ,2462991 ,000 -3,081318 -1,454971
5 -5,3208259* ,4683940 ,000 -6,902113 | -3,739539
6 -7,7777939* , 1678597 ,000 -10,385724 | -5,169863
1 4873957 ,1433615 ,051 -,001312 ,976104
2 ,7344124* , 1667904 ,003 ,198207 1,270618
3 4 -1,5337319* ,2719360 ,000 -2,405916 -,661547
(4. giin) 5 -4,5864135* ,4823680 ,000 -6,191079 | -2,981748
6 -7,0433815* , 7764628 ,000 -9,663983 -4,422780
1 2,0211276* ,2310773 ,000 1,233403 2,808852
4 2 2,2681443* ,2462991 ,000 1,454971 3,081318
(6. giin) 3 1,5337319* ,2719360 ,000 ,661547 2,405916
5 -3,0526816* ,5152893 ,000 -4,725626 -1,379737
6 -5,5096496* , 71973322 ,000 -8,164982 -2,854317
1 5,0738093* ,4605718 ,000 3,503756 6,643862
5 2 5,3208259* ,4683940 ,000 3,739539 6,902113
(8. giin) 3 4,5864135* ,4823680 ,000 2,981748 6,191079
4 3,0526816* ,5152893 ,000 1,379737 4,725626
6 -2,4569680 ,8913296 ,138 -5,320071 ,406135
1 7,5307773* , 7631133 ,000 4,929384 10,132171
6 2 7,7777939* , 7678597 ,000 5,169863 10,385724
(10. giin) 3 7,0433815* , 7764628 ,000 4,422780 9,663983
4 5,5096496* , 71973322 ,000 2,854317 8,164982
5 2,4569680 ,8913296 ,138 -,406135 5,320071

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.37 Soguk stresi uygulanmisg Tarsan 1018 aycicegi ¢esidinin koklerinde bZIP
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)! (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar arasi > 2974,549 5 594,910 65,738 ,000
Gruplar ici 814,472 90 9,050
Toplam 3789,021 95

L F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kii¢lik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark

oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.38 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aycicegi ¢esidinin yapraklarinda
bZIP genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynagi Toplam Dereceleri Ortalamasi (F)* (Sig.y’
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar aras1® | 5776,859 5 1155,372 99,221 ,000
Gruplar ici 1047,995 90 11,644
Toplam 6824,854 95

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiigiik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark

oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.39 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aygigegi ¢esidinin koklerinde bZIP

genine ait Post Hoc Testi verileri

) J) (1-J) Standart | Anlamhlik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 -2,7115278* ,2770365 ,000 -3,655923 | -1,767132
1 3 -2,7254501* ,2470140 ,000 -3,567501 -1,883399
(kontrol) 4 -14,7165003* ,9275055 ,000 -17,878293 | -11,554707
5 -12,6324262* | 1,4829924 ,000 -17,687830 | -7,577022
6 -3,1002940* ,4430974 ,000 -4,610778 -1,589810
1 2,7115278* ,2770365 ,000 1,767132 3,655923
2 3 -,0139223 3711672 1,000 -1,187795 1,159951
(2. giin) 4 -12,0049725* ,9679956 ,000 -15,230362 | -8,779583
5 -9,9208985* 1,5086469 ,000 -15,013189 | -4,828607
6 -,3887662 5225749 1,000 -2,064127 1,286595
1 2,7254501* ,2470140 ,000 1,883399 3,567501
2 ,0139223 3711672 1,000 -1,159951 1,187795
3 4 -11,9910503* ,9598345 ,000 -15,202241 | -8,779860
(4. giin) 5 -9,9069762* 1,5034235 ,000 -14,991370 | -4,822582
6 -,3748439 ,5072980 1,000 -2,011744 1,262056
1 14,7165003* ,9275055 ,000 11,554707 | 17,878293
4 2 12,0049725* ,9679956 ,000 8,779583 15,230362
(6. giin) 3 11,9910503* ,9598345 ,000 8,779860 15,202241
5 2,0840741 1,7491520 ,972 -3,523562 7,691711
6 11,6162063* 1,0279113 ,000 8,269455 14,962958
1 12,6324262* 1,4829924 ,000 7,577022 17,687830
5 2 9,9208985* 1,5086469 ,000 4,828607 15,013189
(8. giin) 3 9,9069762* 1,5034235 ,000 4,822582 14,991370
4 -2,0840741 1,7491520 972 -7,691711 3,523562
6 9,5321323* 1,5477731 ,000 4,374971 14,689294
1 3,1002940* ,4430974 ,000 1,589810 4,610778
6 2 ,3887662 5225749 1,000 -1,286595 2,064127
(10. giin) 3 ,3748439 ,5072980 1,000 -1,262056 2,011744
4 -11,6162063* | 1,0279113 ,000 -14,962958 | -8,269455
5 -9,5321323* 1,5477731 ,000 -14,689294 | -4,374971

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.40 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aygigegi ¢esidinin yapraklarinda
bZIP genine ait Post Hoc Testi verileri

) J) (1-J) Standart | Anlamhlik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 ,4799639* ,0453003 ,000 ,325539 ,634389
1 3 ,3914333* ,0458427 ,000 ,235159 547707
(kontrol) 4 -1,1669404* ,1831972 ,000 -1,791445 -,542435
5 -14,5518517* ,9762336 ,000 -17,879755 | -11,223948
6 -18,1342140* | 1,8373614 ,000 -24,397634 | -11,870794
1 -,4799639* ,0453003 ,000 -,634389 -,325539
2 3 -,0885307 ,0644490 ,923 -,292160 ,115099
(2. giin) 4 -1,6469044* ,1887150 ,000 -2,279710 -1,014099
5 -15,0318157* 9772841 ,000 -18,361135 | -11,702496
6 -18,6141779* | 1,8379198 ,000 -24,878349 | -12,350007
1 -,3914333* ,0458427 ,000 -,547707 -,235159
2 ,0885307 ,0644490 ,923 -,115099 ,292160
3 4 -1,5583737* ,1888459 ,000 -2,191396 -,925351
(4. giin) 5 -14,9432850* ,9773094 ,000 -18,272639 | -11,613931
6 -18,5256473* | 1,8379332 ,000 -24,789836 | -12,261459
1 1,1669404* ,1831972 ,000 542435 1,791445
4 2 1,6469044* ,1887150 ,000 1,014099 2,279710
(6. giin) 3 1,5583737* ,1888459 ,000 ,925351 2,191396
5 -13,3849113* ,9932740 ,000 -16,737330 | -10,032493
6 -16,9672736* | 1,8464718 ,000 -23,243177 | -10,691370
1 14,5518517* 9762336 ,000 11,223948 | 17,879755
5 2 15,0318157* 9772841 ,000 11,702496 | 18,361135
(8. giin) 3 14,9432850* ,9773094 ,000 11,613931 | 18,272639
4 13,3849113* ,9932740 ,000 10,032493 | 16,737330
6 -3,56823623 2,0806078 , 7128 -10,314668 | 3,149944
1 18,1342140* 1,8373614 ,000 11,870794 | 24,397634
6 2 18,6141779* 1,8379198 ,000 12,350007 | 24,878349
(10. giin) 3 18,5256473* 1,8379332 ,000 12,261459 | 24,789836
4 16,9672736* 1,8464718 ,000 10,691370 | 23,243177
5 3,5823623 2,0806078 , 728 -3,149944 | 10,314668

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.41 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 aygicegi cesidinin koklerinde bZIP
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)! (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar aras1® | 1383,062 5 276,612 379,050 ,000
Gruplar ici 65,678 90 ,730
Toplam 1448,740 95

L F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kii¢lik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.42 Soguk stresi uygulanmig Tr-3080 ayg¢igegi ¢esidinin yapraklarinda bZIP
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynagi Toplam Dereceleri Ortalamasi (F)* (Sig.y’
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar arasi 8 337,108 5 67,422 397,048 ,000
Gruplar ici 15,283 90 ,170
Toplam 352,391 95

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiigiik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.43

Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 aycicegi ¢esidinin koklerinde bZIP
genine ait Post Hoc Testi verileri

) J) (1-J) Standart | Anlamhlik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 -10,0466032* ,3279649 ,000 -11,164610 | -8,928597
1 3 ,3522239* ,0341344 ,000 ,235862 ,468585
(kontrol) 4 ,8978375* ,0074239 ,000 ,872530 ,923145
5 -4,2154880* ,3816702 ,000 -5,516572 -2,914404
6 -1,7062654* ,1385780 ,000 -2,178667 -1,233864
1 10,0466032* ,3279649 ,000 8,928597 11,164610
2 3 10,3988271* ,3297364 ,000 9,278389 11,519265
(2_ giin) 4 10,9444408* ,3280489 ,000 9,826321 12,062560
5 5,8311153* ,5032227 ,000 4,238432 7,423799
6 8,3403378* ,3560405 ,000 7,173070 9,507606
1 -,3522239* ,0341344 ,000 -,468585 -,235862
2 -10,3988271* ,3297364 ,000 -11,519265 | -9,278389
3 4 ,5456137* ,0349324 ,000 ,428079 ,663148
(4. giin) 5 -4,5677118* ,3831935 ,000 -5,870874 | -3,264549
6 -2,0584892* ,1427201 ,000 -2,537117 -1,579862
1 -,8978375* ,0074239 ,000 -,923145 -,872530
4 2 -10,9444408* ,3280489 ,000 -12,062560 | -9,826321
(6_ giin) 3 -,5456137* ,0349324 ,000 -,663148 -,428079
5 -5,1133255* ,3817424 ,000 -6,414506 -3,812145
6 -2,6041029* , 1387767 ,000 -3,076773 -2,131433
1 4,2154880* ,3816702 ,000 2,914404 5,516572
5 2 -5,8311153* 5032227 ,000 -7,423799 -4,238432
(8. giin) 3 4,5677118* ,3831935 ,000 3,264549 5,870874
4 5,1133255* ,3817424 ,000 3,812145 6,414506
6 2,5092226* ,4060492 ,000 1,167593 3,850853
1 1,7062654* ,1385780 ,000 1,233864 2,178667
6 2 -8,3403378* ,3560405 ,000 -9,507606 -7,173070
(10. giin) 3 2,0584892* , 1427201 ,000 1,579862 2,537117
4 2,6041029* , 1387767 ,000 2,131433 3,076773
5 -2,5092226* ,4060492 ,000 -3,850853 -1,167593

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.

90




Cizelge 4.44 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ayg¢icegi ¢esidinin yapraklarinda bZIP
genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhlik | % 95 Giiven Arahg
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 ,8080541* ,0146016 ,000 , 758278 ,857830
1 3 -,3274779* ,0671176 ,003 -,556277 -,098679
(kontrol) 4 -4,6233022* 2277563 ,000 -5,399705 -3,846899
5 ,1254567* ,0167714 ,000 ,668284 , 782629
6 ,2610408 ,0824958 ,080 -,020181 542263
1 -,8080541* ,0146016 ,000 -,857830 -, 758278
2 3 -1,1355320* ,0686876 ,000 -1,366638 -,904426
(2. giin) 4 -5,4313563* ,2282239 ,000 -6,208393 -4,654320
5 -,0825974* ,0222371 ,012 -,152957 -,012238
6 -,5470133* ,0837781 ,000 -,830067 -,263960
1 ,3274779* ,0671176 ,003 ,098679 ,556277
2 1,1355320* ,0686876 ,000 ,904426 1,366638
3 4 -4,2958243* ,2374399 ,000 -5,087385 | -3,504264
(4. giin) 5 1,0529346* ,0691813 ,000 ,821025 1,284844
6 ,5885186* ,1063501 ,000 ,251444 ,925594
1 4,6233022* ,2277563 ,000 3,846899 5,399705
4 2 5,4313563* ,2282239 ,000 4,654320 6,208393
(6. giin) 3 4,2958243* ,2374399 ,000 3,504264 5,087385
5 5,3487589* ,2283730 ,000 4571518 6,125999
6 4,8843429* ,2422364 ,000 4,083876 5,684810
1 -, 7254567* ,0167714 ,000 -,782629 -,668284
5 2 ,0825974* ,0222371 ,012 ,012238 , 152957
(8. giin) 3 -1,0529346* ,0691813 ,000 -1,284844 -,821025
4 -5,3487589* ,2283730 ,000 -6,125999 | -4,571518
6 -,4644159* ,0841834 ,001 -, 748092 -,180740
1 -,2610408 ,0824958 ,080 -,542263 ,020181
6 2 ,5470133* ,0837781 ,000 ,263960 ,830067
(10_ giin) 3 -,5885186* ,1063501 ,000 -,925594 -,251444
4 -4,8843429* ,2422364 ,000 -5,684810 -4,083876
5 ,4644159* ,0841834 ,001 ,180740 , 748092

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir

4.6.2 Soguk stresine maruz birakilan aycicegi cesitlerinin kok ve yapraklarinda
MYB geni mRNA diizeyleri

Soguk stresine maruz birakilan ay¢igegi fidelerinin MYB genine ait gen ifade diizeyleri,
calismada housekeeping gen olarak kullanilan aktin (ACT) ve kontrol sartlar1 hesaba
katilarak 2*“T metoduna gore normalize edilmistir (Cizelge 4.45-4.50). Normalizasyon
ile elde edilen gen ifadesi verilerinin ortalama, standart hata ve standart sapmalar

belirlenmistir (Cizelge 4.51). Normalizasyonu yapilmis gen ifadesi verilerinin
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ortalamasi alinarak, elde edilen veriler ile her bir gesit i¢in soguk stresi uygulamasi
sonucunda zamana bagli MYB gen ifade diizeyindeki degisimleri gosteren grafikler

olusturulmustur (Sekil 4.16-4.18).

Cizelge 4.45 Soguk stresi uygulanmis Saray cesidinin koklerinde MYB genine ait
normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Saray Cesidinin Koklerine Ait MYB Geni Normalize Edilmis ifade
Zamani Verileri

2. giin 2,15845647 2,54382601 2,05765342 2,66844634
2. giin 3,43664302 4,05021923 3,27614679 4,24863675
2. giin 3,49187036 4,11530683 3,32879494 4,31691295
2. giin 2,12431837 2,50359292 2,02510961 2,62624225
4. giin 6,23331664 7,3462093 5,94221168 7,70609515
4. giin 4,43212939 5,22343915 4,2251425 5,47933192
4. giin 5,38146883 6,34227309 5,13014641 6,65297679
4. giin 5,13370359 6,34227309 4,89395216 6,34667075
6. giin 5,73582099 6,75989108 5,46794981 7,09105359
6. giin 4,3079455 5,07708354 4,10675818 5,32580645
6. giin 3,41053957 4,01945528 3,25126241 4,21636569
6. giin 7,24507186 8,5386027 6,90671647 8,95690311
8. giin 5,65685425 6,66682566 5,39267093 6,99342896
8. giin 6,79747999 8,01109805 6,48002779 8,40355635
8. giin 8,09482561 9,54007098 7,71678548 10,0074326
8. giin 4,75023866 5,59834346 4,52839561 5,87260254
10. giin 4,53153554 5,34059321 4,31990624 5,60222528
10. giin 9,30496033 10,9662624 8,87040515 11,5034923
10. giin 6,09657932 7,18505898 5,8118602 7,53705019
10. giin 6,91629785 8,15112957 6,59329668 8,55044793
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Cizelge 4.46 Soguk stresi uygulanmis Saray c¢esidinin yapraklarinda MYB genine ait
normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Saray Cesidinin Yapraklarina Ait MYB Geni Normalize Edilmis ifade
Zamani Verileri
2. giin 0,23981603 0,362738052 0,271872098 0,319968103
2. giin 0,404160434 0,611320139 0,458184322 0,539240216
2. giin 0,393381223 0,595015848 0,44596426 0,524858342
2. giin 0,246387334 0,372677597 0,279321785 0,32873569
4. giin 0,128514228 0,194386509 0,14569265 0,171466661
4. giin 0,048596627 0,073505703 0,05509251 0,064838746
4. giin 0,080660156 0,12200397 0,091441951 0,107618649
4. giin 0,077428044 0,12200397 0,087777805 0,10330629
6. giin 0,624165274 0,944092419 0,70759708 0,832775771
6. giin 0,582366793 0,880869374 0,660211421 0,777007269
6. giin 0,726986259 1,099616149 0,824162085 0,96996191
6. giin 0,5 0,756283999 0,566834706 0,667111585
8. giin 3,20427951 4,846690642 3,632593671 4,275223965
8. giin 2,261061134 3,420008712 2,563295848 3,016760153
8. giin 3,110184144 4,704365001 3,525920632 4,149679746
8. giin 2,329467173 3,523477497 2,640845682 3,108029075
10. giin 1,840375301 2,783692784 2,086377187 2,455471368
10. giin 4,19595731 6,346670746 4,75682846 5,598343462
10. giin 2,72829567 4,126732717 3,09298535 3,640155296
10. giin 2,830388321 4,281154794 3,208724665 3,776369677
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Cizelge 4.47 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 cesidinin koklerinde MYB genine
ait normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Tarsan 1018 Cesidinin Koklerine Ait MYB Geni Normalize Edilmis
Zamam ifade Verileri
2. giin 0,476319 0,39012274 0,33355579 0,55709683
2. giin 0,58035196 0,47532955 0,4064078 0,67877249
2. giin 0,44906619 0,36780169 0,31447124 0,52522227
2. giin 0,61557221 0,50417623 0,43107177 0,71996566
4. giin 0,81790206 0,6698918 0,57275895 0,95660816
4. giin 0,53329289 0,43678645 0,37345336 0,62373279
4. giin 0,67971412 0,55671081 0,47598895 0,79498525
4. giin 0,64171295 0,55671081 0,44937756 0,75053955
6. giin 1,39474367 1,14234625 0,97670853 1,63127499
6. giin 0,87843047 0,71946679 0,61514567 1,02740144
6. giin 1,32225461 1,08297505 0,92594602 1,54649267
6. giin 0,92658806 0,75890963 0,64886938 1,08372597
8. giin 1,94530989 1,59328019 1,36225803 2,27521046
8. giin 0,78512812 0,64304874 0,54980807 0,91827616
8. giin 1,02172008 0,83682624 0,71548826 1,1949912
8. giin 1,49484925 1,22433639 1,04681028 1,74835724
10. giin 0,11187813 0,0916323 0,07834581 0,13085129
10. giin 0,07085434 0,0580323 0,04961775 0,08287036
10. giin 0,06656926 0,05452267 0,046617 0,07785859
10. giin 0,11907975 0,09753069 0,08338895 0,13927421
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Cizelge 4.48 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 ¢esidinin yapraklarinda MYB genine
ait normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alm Tarsan 1018 Cesidinin Yapraklarina Ait MYB Geni Normalize Edilmis
Zamam ifade Verileri
2. giin 3,55537072 5,09824251 5,50216727 3,29436407
2. giin 3,46534743 4,96915313 5,36285037 3,21094955
2. giin 3,03774338 4,35598806 4,70110531 2,81473675
2. giin 4,05583792 5,81589007 6,27667278 3,758091
4. giin 0,32085647 0,46009383 0,49654625 0,29730178
4. giin 0,21598455 0,30971217 0,33425012 0,2001287
4. giin 0,22052284 0,31621989 0,34127343 0,20433383
4. giin 0,31425334 0,31621989 0,48632747 0,2911834
6. giin 0,59049633 0,84674531 0,91383145 0,54714685
6. giin 0,65929681 0,94540212 1,02030466 0,61089655
6. giin 0,83450928 1,19664896 1,29145735 0,77324634
6. giin 0,4665165 0,66896378 0,7219646 0,43226862
8. giin 2,82842712 4,05583792 4,37717481 2,62078681
8. giin 5,0280535 7,2100037 7,78123958 4,65893435
8. giin 2,4794154 3,55537072 3,83705648 2,29739671
8. giin 5,73582099 8,22491061 8,87655578 5,31474326
10. giin 8,87655578 12,7285837 13,737047 8,22491061
10. giin 11,2044506 16,0666807 17,3396155 10,3819101
10. giin 9,89020209 14,1821072 15,3057305 9,16414318
10. giin 10,056107 14,4200074 15,5624792 9,31786869
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Cizelge 4.49 Soguk stresi uygulanmisg Tr-3080 c¢esidinin koklerinde MYB genine ait
normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Tr-3080 Cesidinin Koklerine Ait MYB Geni Normalize Edilmis ifade
Zamani
2. giin 19,5622444 13,842187 18,7783709 14,4200074
2. giin 14,4000309 10,1894198 13,823011 10,6147611
2. giin 20,9372491 14,8151364 20,0982781 15,433571
2. giin 13,4543426 9,52025357 12,9152172 9,9176616
4. giin 16,1112888 11,4003009 15,4656976 11,8761886
4. giin 10,2816507 7,27526601 9,86965736 7,57896056
4. giin 10,9434824 7,74357622 10,504969 8,06681964
4. giin 15,1369223 7,74357622 14,5303747 11,1579493
6. giin 5,20536742 3,68330279 4,9967845 3,83705648
6. giin 3,02303986 2,13909418 2,90190442 2,2283873
6. giin 2,98142077 2,10964463 2,86195304 2,19770844
6. giin 5,27803164 3,73471978 5,06653701 3,89061979
8. giin 4,0840485 2,8898608 3,92039766 3,01049349
8. giin 2,33269874 1,65061082 2,23922578 1,71951297
8. giin 2,51402675 1,77891799 2,41328784 1,85317612
8. giin 3,78948028 2,68142518 3,63763301 2,79335706
10. giin 0,24485507 0,17325874 0,23504355 0,18049115
10. giin 0,32511004 0,23004691 0,31208264 0,23964986
10. giin 0,30757284 0,21763764 0,29524817 0,22672258
10. giin 0,25881623 0,18313761 0,24844527 0,1907824
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Cizelge 4.50 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 cesidinin yapraklarinda MYB genine ait
normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Tr-3080 Cesidinin Yapraklarina Ait MYB Geni Normalize Edilmis Ifade
Zamani Verileri
2. giin 0,01200684 0,01180057 0,00884452 0,0160198
2. giin 0,01440786 0,01416034 0,01061317 0,0192233
2. giin 0,01676969 0,0164816 0,01235295 0,02237451
2. giin 0,0103158 0,01013858 0,00759887 0,01376358
4. giin 1,58008262 1,55293775 1,16392653 2,10818285
4. giin 1,52837652 1,50211993 1,12583859 2,03919537
4. giin 1,81252388 1,7813858 1,3351483 2,41831135
4. giin 1,33237483 1,7813858 0,98145906 1,77768536
6. giin 6,54321647 6,43080793 4,81988926 8,73011102
6. giin 7,68475891 7,55273935 5,66077664 10,2531834
6. giin 6,52057866 6,40855902 4,80321371 8,69990713
6. giin 7,71143846 7,57896056 5,68042943 10,2887799
8. giin 0,04575268 0,04496667 0,03370251 0,06104428
8. giin 0,05731275 0,05632815 0,04221794 0,076468
8. giin 0,0549019 0,05395872 0,04044205 0,07325139
8. giin 0,04776177 0,04694125 0,03518246 0,06372486
10. giin 0,02664484 0,0261871 0,01962722 0,03555016
10. giin 0,00806002 0,00792156 0,00593721 0,01075387
10. giin 0,01371597 0,01348033 0,01010351 0,01830016
10. giin 0,01565753 0,01538854 0,01153371 0,02089063
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Cizelge 4.51 Soguk stresi uygulanan 6rneklerin MYB genine ait normalize edilmis gen
ifadesi verilerinin ortalama, standart hata ve standart sapma degerleri

No Ornek ismi Ortalama Standart Sapma Standart Hata
1 S1KO0 1 - -

2 S1K2 3,060761 0,8252551 0,2063138
3 S1K4 5,800709 0,9839283 0,2459821
4 S1K6 5,651077 1,7673211 0,4418303
5 S1K8 6,906915 1,6182004 0,4045501
6 S1K10 7,330069 2,1215773 0,5303943
7 S1Y0 1 - -

8 S1Y2 0,399603 0,1202985 0,0300746
9 S1Y4 0,104646 0,0410792 0,0102698
10 S1Y6 0,757503 0,1622505 0,0405626
11 S1Y8 3,394493 0,7866158 0,1966540
12 S1Y10 3,609283 1,2417654 0,3104414
13 S2KO0 1 - -

14 S2K2 0,489081 0,1186346 0,0296586
15 S2K4 0,618135 0,1567546 0,0391886
16 S2K6 1,042580 0,3051946 0,0762987
17 S2K8 1,209731 0,4956897 0,1239224
18 S2K10 0,084933 0,0284679 0,0071170
19 S2Y0 1 - -

20 S2Y2 4,329657 1,0836959 0,2709240
21 S2Y4 0,320325 0,0927686 0,0231921
22 S2Y6 0,782481 0,2468140 0,0617035
23 S2Y8 4,930108 2,1209924 0,5302481
24 S2Y10 12,278650 2,9700343 0,7425086
25 S3KO0 1 - -

26 S3K2 14,545109 3,6663535 0,9165884
27 S3K4 10,980418 2,9891292 0,7472823
28 S3K6 3,508473 1,1395076 0,2848769
29 S3K8 2,706760 0,8043198 0,2010799
30 S3K10 0,241806 0,0482399 0,0120600
31 S3Y0 1 - -

32 S3Y2 0,013555 0,0039279 0,0009820
33 S3Y4 1,613808 0,3844424 0,0961106
34 S3Y6 7,210459 1,6815692 0,4203923
35 S3Y8 0,052122 0,0124030 0,0031007
36 S3Y10 0,016235 0,0080193 0,0020048
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Sekil 4.16 Soguk stresi uygulanmis Saray aycicegi cesitlerinin kok ve yapraklarinda
kontrol, 2., 4., 6., 8. ve 10. giinlerinde MYB gen ifade diizeyleri
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Sekil 4.17 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aycigedi ¢esitlerinin kok ve
yapraklarinda kontrol, 2., 4., 6., 8. ve 10. giinlerinde MYB gen ifade

diizeyleri
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Sekil 4.18 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ayg¢igegi ¢esitlerinin kdk ve yapraklarinda
kontrol, 2., 4., 6., 8. ve 10. giinlerinde MYB gen ifade diizeyleri
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Sekil 4.19 Soguk stresine maruz kalmis aygicegi cesitlerinin koklerindeki MYB gen
ifade diizeyleri
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Sekil 4.20 Soguk stresine maruz kalmis ay¢icegi cesitlerinin yapraklardaki MYB gen
ifade diizeyleri
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Soguk stresine maruz birakilan aygicegi fidelerinin zamana karst degiskenlik gosteren
MYB gen ifade seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi One Way
ANOVA (Dunnet) analizi kullanilarak belirlenmistir. ANOVA tablosu incelendiginde,
calismada kullanilan tiim ¢esitlerde Sig. (Anlamlilik) siitunundaki degerin ,00 oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.52-4.53, 4.56-4.57, 4.60-4.61). Sig degerinin 0,05’den kiiciik
olmasi, soguk stresinde zamana bagli olarak MYB gen ifadesi seviyesinde belirlenen

degisikligin p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugunun gostergesidir.

Soguk stresine maruz birakilan aygicegi fidelerinin zamana karst MYB gen ifade
seviyesinde meydana gelen degisikliklerin anlamlilik derecelerinin karsilastirilmasinda

Post Hoc testinden yararlanilmistir (Cizelge 4.54-4.55, 4.58-4.59, 4.62-4.63).

Cizelge 4.52 Soguk stresi uygulanmig Saray aycicegi ¢esidinin koklerinde MYB genine
ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farklihik | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)? (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar aras: ° 478,092 5 95,618 48,242 ,000
Gruplar ici 178,384 90 1,982
Toplam 656,476 95

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiiclik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arast ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.53 Soguk stresi uygulanmig Saray aycicegi ¢esidinin yapraklarinda MYB
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)* (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar arasi 191,770 5 38,354 104,448 ,000
Gruplar igi 33,048 90 367
Toplam 224,818 95

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilagtirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiigiik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalar arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar aras ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.54

Soguk stresi uygulanmis Saray aygicegi c¢esidinin koklerinde MYB
genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 -2,0607610* ,2063138 ,000 -2,764068 | -1,357454
1 3 -4,8007088* ,2459821 ,000 -5,639242 -3,962175
(kontrol) 4 -4,6510766* ,4418303 ,000 -6,157241 -3,144912
5 -5,9069148* ,4045501 ,000 -7,285994 -4,527835
6 -6,3300688* ,5303943 ,000 -8,138141 -4,521996
1 2,0607610* ,2063138 ,000 1,357454 2,764068
2 3 -2,7399478* ,3210491 ,000 -3,756650 -1,723246
(2_ giin) 4 -2,5903156* 4876262 ,000 -4,180054 -1,000577
5 -3,8461538* ,4541213 ,000 -5,319101 | -2,373206
6 -4,2693078* ,5691076 ,000 -6,143288 | -2,395327
1 4,8007088* ,2459821 ,000 3,962175 5,639242
2 2,7399478* ,3210491 ,000 1,723246 3,756650
3 4 ,1496321 ,5056888 1,000 -1,482200 1,781465
(4. giin) 5 -1,1062060 4734638 311 -2,626428 ,414016
6 -1,5293600 ,5846583 ,192 -3,436185 , 377465
1 4,6510766* ,4418303 ,000 3,144912 6,157241
4 2 2,5903156* 4876262 ,000 1,000577 4,180054
(6. giin) 3 -,1496321 ,5056888 1,000 -1,781465 1,482200
5 -1,2558382 ,5990616 ,455 -3,149696 ,638019
6 -1,6789922 ,6903131 ,254 -3,865474 ,507490
1 5,9069148* ,4045501 ,000 4,527835 7,285994
5 2 3,8461538* 4541213 ,000 2,373206 5,319101
(8. giin) 3 1,1062060 4734638 311 -,414016 2,626428
4 1,2558382 ,5990616 ,455 -,638019 3,149696
6 -,4231540 ,6670674 1,000 -2,542011 1,695703
1 6,3300688* ,5303943 ,000 4,521996 8,138141
6 2 4,2693078* ,5691076 ,000 2,395327 6,143288
(10. giin) 3 1,5293600 5846583 192 -377465 | 3,436185
4 1,6789922 ,6903131 ,254 -,507490 3,865474
5 ,4231540 ,6670674 1,000 -1,695703 2,542011

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.55

Soguk stresi uygulanmis Saray aycicegi ¢esidinin yapraklarinda MYB
genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 ,6003974* ,0300746 ,000 ,497875 ,702919
1 3 ,8953541* ,0102698 ,000 ,860345 ,930363
(kontrol) 4 ,2424974* ,0405626 ,000 ,104223 ,380772
5 -2,3944927* ,1966540 ,000 -3,064871 -1,724115
6 -2,6092827* ,3104414 ,000 -3,667553 -1,551013
1 -,6003974* ,0300746 ,000 -, 702919 -,497875
2 3 ,2949567* ,0317797 ,000 ,189653 ,400260
(2. giin) 4 -,3579000* ,0504956 ,000 -,518470 -,197330
5 -2,9948901* ,1989403 ,000 -3,668485 | -2,321295
6 -3,2096801* ,3118947 ,000 -4,269939 | -2,149421
1 -,8953541* ,0102698 ,000 -,930363 -,860345
2 -,2949567* ,0317797 ,000 -,400260 -,189653
3 4 -,6528567* ,0418425 ,000 -,793066 -,512647
(4. giin) 5 -3,2898468* ,1969219 ,000 -3,960586 | -2,619107
6 -3,5046368* ,3106112 ,000 -4,563135 -2,446138
1 -,2424974* ,0405626 ,000 -,380772 -,104223
4 2 ,3579000* ,0504956 ,000 ,197330 ,518470
(6_ giin) 3 ,6528567* ,0418425 ,000 512647 , 793066
5 -2,6369900* ,2007937 ,000 -3,313402 -1,960578
6 -2,8517801* ,3130801 ,000 -3,913718 -1,789842
1 2,3944927* ,1966540 ,000 1,724115 3,064871
5 2 2,9948901* ,1989403 ,000 2,321295 3,668485
(8. giin) 3 3,2898468* ,1969219 ,000 2,619107 3,960586
4 2,6369900* ,2007937 ,000 1,960578 3,313402
6 -,2147900 , 3674869 1,000 -1,392118 ,962538
1 2,6092827* ,3104414 ,000 1,551013 3,667553
6 2 3,2096801* ,3118947 ,000 2,149421 4,269939
(10. giin) 3 3,5046368* ,3106112 ,000 2,446138 4,563135
4 2,8517801* ,3130801 ,000 1,789842 3,913718
5 ,2147900 , 3674869 1,000 -,962538 1,392118

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidur.
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Cizelge 4.56 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 ayg¢icegi ¢esidinin koklerinde MYB
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)! (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar aras: > 14,188 5 2,838 45,003 ,000
Gruplar ici 5,675 90 ,063
Toplam 19,862 95

L F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.
2 sig. degerinin 0,05 ten kiiclik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalar: arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.

3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol,, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde
degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.57 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aycicegi c¢esidinin yapraklarinda

MYB genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynagi Toplam Dereceleri Ortalamasi (F)! (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar aras1® | 1638,093 5 327,619 134,974 ,000
Gruplar igi 218,454 90 2,427
Toplam 1856,547 95

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05ten kii¢iik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalar1 arasinda anlaml bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol,, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.58

Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aygicegi ¢esidinin koklerinde
MY B genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir

2 ,5109185* ,0296586 ,000 ,409815 ,612022

1 3 ,3818646* ,0391886 ,000 ,248274 ,515456

(kontrol) 4 -,0425799 ,0762987 1,000 -,302676 ,217516

5 -,2097312 ,1239224 , 743 -,632173 212711

6 ,9150673* ,0071170 ,000 ,890806 ,939328

1 -,5109185* ,0296586 ,000 -,612022 -,409815

2 3 -,1290539 ,0491466 174 -,285208 ,027100

(2. giin) 4 -,5534985* ,0818604 ,000 -,823061 -,283936

5 -,7206497* 1274221 ,000 -1,148323 -,292977

6 ,4041488* ,0305006 ,000 , 301786 ,506512

1 -,3818646* ,0391886 ,000 -,515456 -,248274

2 ,1290539 ,0491466 174 -,027100 ,285208

3 4 -,4244445* ,0857743 ,001 -, 702539 -,146350

(4. giin) 5 -,5915958* ,1299712 ,004 -1,023685 -,159506

6 ,5332027* ,0398297 ,000 ,398693 ,667712

1 ,0425799 ,0762987 1,000 -,217516 , 302676

4 2 ,5534985* ,0818604 ,000 ,283936 ,823061

(6. giin) 3 ,4244445* ,0857743 ,001 ,146350 , 702539

5 -,1671512 ,1455275 ,979 -,634097 ,299795

6 ,9576472* ,0766299 ,000 ,697098 1,218196

1 ,2097312 ,1239224 , 743 -,212711 ,632173

5 2 ,7206497* 1274221 ,000 ,292977 1,148323

(8. giin) 3 ,5915958* ,1299712 ,004 ,159506 1,023685

4 , 1671512 , 1455275 ,979 -,299795 ,634097

6 1,1247985* 1241266 ,000 , 702081 1,547516

1 -,9150673* ,0071170 ,000 -,939328 -,890806

6 2 -,4041488* ,0305006 ,000 -,506512 -,301786

(10. giin) 3 -,5332027* ,0398297 ,000 -,667712 -,398693

4 -,9576472* ,0766299 ,000 -1,218196 -,697098

5 -1,1247985* ,1241266 ,000 -1,547516 -, 702081

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.59 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aygigegi ¢esidinin yapraklarinda
MY B genine ait Post Hoc Testi verileri

) J) (1-J) Standart | Anlamhlik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 -3,3296569* ,2709240 ,000 -4,253215 | -2,406098
1 3 ,6796745* ,0231921 ,000 ,600614 , 758735
(kontrol) 4 ,2175190* ,0617035 ,040 ,007177 427861
5 -3,9301080* ,5302481 ,000 -5,737682 -2,122534
6 -11,2786500* , 7425086 ,000 -13,809803 | -8,747497
1 3,3296569* ,2709240 ,000 2,406098 4,253215
2 3 4,0093314* ,2719148 ,000 3,084422 4,934240
(2_ giin) 4 3,5471759* 2778617 ,000 2,613340 4,481011
5 -,6004511 ,5954518 ,993 -2,5631594 1,330692
6 -7,9489931* ,7903915 ,000 -10,559912 | -5,338074
1 -,6796745* ,0231921 ,000 -, 758735 -,600614
2 -4,0093314* ,2719148 ,000 -4,934240 -3,084422
3 4 -,4621555* ,0659181 ,000 -,679589 -,244722
(4. giin) 5 -4,6097825* ,5307551 ,000 -6,418040 | -2,801525
6 -11,9583245* , 71428707 ,000 -14,489965 | -9,426684
1 -,2175190* ,0617035 ,040 -,427861 -,007177
4 2 -3,5471759* ,2778617 ,000 -4,481011 -2,613340
(6. giin) 3 ,4621555* ,0659181 ,000 ,244722 ,679589
5 -4,1476270* ,5338262 ,000 -5,960140 -2,335114
6 -11,4961690* , 7450680 ,000 -14,030807 | -8,961531
1 3,9301080* ,5302481 ,000 2,122534 5,737682
5 2 ,6004511 ,5954518 ,993 -1,330692 2,531594
(8. giin) 3 4,6097825* ,5307551 ,000 2,801525 6,418040
4 4,1476270* ,5338262 ,000 2,335114 5,960140
6 -7,3485420* ,9124045 ,000 -10,254503 | -4,442581
1 11,2786500* , 71425086 ,000 8,747497 13,809803
6 2 7,9489931* ,7903915 ,000 5,338074 10,559912
(10. giin) 3 11,9583245* , 71428707 ,000 9,426684 14,489965
4 11,4961690* , 7450680 ,000 8,961531 14,030807
5 7,3485420* ,9124045 ,000 4,442581 10,254503

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.60 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 aygicegi cesidinin koklerinde MYB
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)! (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar arasi > 2744,254 5 548,851 135,381 ,000
Gruplar ici 364,872 90 4,054
Toplam 3109,126 95

L F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiiclik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalar: arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.61 Soguk stresi uygulanmisg Tr-3080 aycicegi ¢esidinin yapraklarinda MYB
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynagi Toplam Dereceleri Ortalamasi (F)* (Sig.y’
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar arasi 8 627,886 5 125,577 253,205 ,000
Gruplar igi 44,636 90 ,496
Toplam 672,521 95

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiigiik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢cinde

degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.62

Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 aycicegi cesidinin koklerinde MYB
genine ait Post Hoc Testi verileri

) J) (1-J) Standart | Anlamhlik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 -13,5451089* ,9165884 ,000 -16,669686 | -10,420531
1 3 -9,9804175* , 7472823 ,000 -12,527844 | -7,432991
(kontrol) 4 -2,5084733* ,2848769 ,000 -3,479596 -1,537350
5 -1,7067596* ,2010799 ,000 -2,392225 -1,021294
6 ,7581937* ,0120600 ,000 , 717082 , 799305
1 13,5451089* ,9165884 ,000 10,420531 | 16,669686
2 3 3,5646914 1,1826094 ,072 -,183340 7,312722
(2. giin) 4 11,0366356* ,9598381 ,000 7,843405 14,229867
5 11,8383493* ,9383855 ,000 8,681689 14,995010
6 14,3033026* ,9166677 ,000 11,178618 | 17,427987
1 9,9804175* , 71472823 ,000 7,432991 12,527844
2 -3,5646914 1,1826094 ,072 -7,312722 ,183340
3 4 7,4719443* , 7997410 ,000 4,835832 10,108057
(4. giin) 5 8,2736580* , 7738630 ,000 5,685524 10,861792
6 10,7386112* 7473796 ,000 8,191054 13,286168
1 2,5084733* ,2848769 ,000 1,537350 3,479596
4 2 -11,0366356* ,9598381 ,000 -14,229867 | -7,843405
(6. giin) 3 -7,4719443* ,7997410 ,000 -10,108057 | -4,835832
5 ,8017137 ,3486947 ,328 -,309441 1,912868
6 3,2666670* ,2851321 ,000 2,295200 4,238134
1 1,7067596* ,2010799 ,000 1,021294 2,392225
5 2 -11,8383493* ,9383855 ,000 -14,995010 | -8,681689
(8. giin) 3 -8,2736580* , 7738630 ,000 -10,861792 | -5,685524
4 -,8017137 ,3486947 ,328 -1,912868 ,309441
6 2,4649533* ,2014413 ,000 1,778999 3,150908
1 -,7581937* ,0120600 ,000 -,799305 -, 717082
6 2 -14,3033026* ,9166677 ,000 -17,427987 | -11,178618
(10. giin) 3 -10,7386112* , 7473796 ,000 -13,286168 | -8,191054
4 -3,2666670* ,2851321 ,000 -4,238134 -2,295200
5 -2,4649533* ,2014413 ,000 -3,150908 -1,778999

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.63 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ayg¢icegi ¢esidinin yapraklarinda MYB

genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 ,9864455* ,0009820 ,000 ,983098 ,989793
1 3 -,6138084* ,0961106 ,000 -,941442 -,286175
(kontrol) 4 -6,2104594* ,4203923 ,000 -7,643544 -4,777375
5 ,9478777* ,0031007 ,000 ,937307 ,958448
6 ,9837655* ,0020048 ,000 ,976931 ,990600
1 -,9864455* ,0009820 ,000 -,989793 -,983098
2 3 -1,6002539* ,0961156 ,000 -1,927894 -1,272614
(2. giin) 4 -7,1969049* ,4203935 ,000 -8,629991 -5,763819
5 -,0385678* ,0032525 ,000 -,049380 -,027755
6 -,0026800 ,0022324 ,968 -,009938 ,004578
1 ,6138084* ,0961106 ,000 ,286175 941442
2 1,6002539* ,0961156 ,000 1,272614 1,927894
3 4 -5,5966510* ,4312388 ,000 -7,045813 | -4,147489
(4. giin) 5 1,5616861* ,0961606 ,000 1,233985 1,889387
6 1,5975739* ,0961315 ,000 1,269912 1,925235
1 6,2104594* ,4203923 ,000 4777375 7,643544
4 2 7,1969049* ,4203935 ,000 5,763819 8,629991
(6. giin) 3 5,5966510* ,4312388 ,000 4,147489 7,045813
5 7,1583370* ,4204037 ,000 5,725237 8,591437
6 7,1942248* 4203971 ,000 5,761134 8,627316
1 -,9478777* ,0031007 ,000 -,958448 -,937307
5 2 ,0385678* ,0032525 ,000 ,027755 ,049380
(8. giin) 3 -1,5616861* ,0961606 ,000 -1,889387 | -1,233985
4 -7,1583370* ,4204037 ,000 -8,5691437 | -5,725237
6 ,0358878* ,0036924 ,000 ,024071 ,047705
1 -,9837655* ,0020048 ,000 -,990600 -,976931
6 2 ,0026800 ,0022324 ,968 -,004578 ,009938
(10. giin) 3 -1,5975739* ,0961315 ,000 -1,925235 -1,269912
4 -7,1942248* 4203971 ,000 -8,627316 -5,761134
5 -,0358878* ,0036924 ,000 -,047705 -,024071

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.

4.6.3 Soguk stresine maruz birakilan aycicegi cesitlerinin kok ve yapraklarinda
NAC geni mRNA diizeyleri

Soguk stresine maruz birakilan ayc¢icegi fidelerinin NAC genine ait gen ifade diizeyleri,
calismada housekeeping gen olarak kullanilan aktin (ACT) ve kontrol sartlar1 hesaba
katilarak 2*“" metoduna gore normalize edilmistir (Cizelge 4.64-4.69). Normalizasyon
ile elde edilen gen ifadesi verilerinin ortalama, standart hata ve standart sapmalar
belirlenmistir (Cizelge 4.70). Normalizasyonu yapilmig gen ifadesi verilerinin
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ortalamasi alinarak, elde edilen veriler ile her bir gesit i¢in soguk stresi uygulamasi
sonucunda zamana bagli NAC gen ifade diizeyindeki degisimleri gosteren grafikler

olusturulmustur (Sekil 4.21-4.23).

Cizelge 4.64 Soguk stresi uygulanmis Saray ¢esidinin koklerinde NAC genine ait
normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Saray Cesidinin Koklerine Ait NAC Geni Normalize Edilmis ifade
Zamani Verileri

2. giin 0,9592641 1,4359445 0,9144651 1,5062905
2. giin 1,3986161 2,0936206 1,3332987 2,1961856
2. giin 1,5518617 2,3230175 1,4793875 2,4368205
2. giin 0,8645372 1,2941457 0,8241621 1,357545
4. giin 1,4539725 2,1764849 1,3860699 2,2831094
4. giin 1,8506089 2,7702189 1,7641827 2,9059301
4. giin 1,255272 1,8790455 1,196649 1,9710987
4. giin 2,1435469 1,8790455 2,0434402 3,3659179
6. giin 7,94474 11,892664 7,573709 12,475277
6. giin 5,6962008 8,5267739 5,4301799 8,9444948
6. giin 4,7239706 7,0714202 4,5033543 7,4178444
6. giin 9,5798296 14,340267 9,1324377 15,042787
8. giin 3,0104935 4,5064769 2,8698991 4,7272462
8. giin 5,052509 7,5632169 4,8165495 7,9337338
8. giin 4,3079455 6,4486627 4,1067582 6,7645783
8. giin 3,530812 5,2853536 3,3659179 5,5442795
10. giin 2,2815274 3,4152709 2,1749768 3,5825827
10. giin 2,5632958 3,8370565 2,4435862 4,0250313
10. giin 3,0694922 4,5947934 2,9261424 4,8198893
10. giin 1,905276 2,8520514 1,8162968 2,9917715
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Cizelge 4.65 Soguk stresi uygulanmis Saray c¢esidinin yapraklarinda NAC genine ait
normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Saray Cesidinin Yapraklaria Ait NAC Geni Normalize Edilmis Ifade
Zamanm Verileri
2. giin 0,3842188 0,82188019 0,4355771 0,72497342
2. giin 0,40416043 0,86453723 0,45818432 0,76260083
2. giin 0,6302517 1,34816773 0,71449707 1,18920712
2. giin 0,24638733 0,52704571 0,27932178 0,46490247
4. giin 2,78948733 5,96697611 3,16235647 5,2634181
4. giin 1,68412591 3,60250392 1,90924203 3,1777376
4. giin 1,75078266 3,74508899 1,98480875 3,30351066
4. giin 2,68328445 3,74508899 3,04195751 5,06302638
6. giin 0,74226179 1,58776786 0,84147948 1,40055632
6. giin 0,7829543 1,67481298 0,88761134 1,47733806
6. giin 0,86453723 1,84932656 0,98009942 1,63127499
6. giin 0,6722175 1,43793653 0,76207242 1,2683914
8. giin 4,0840485 8,73616437 4,62996087 7,70609515
8. giin 2,62442251 5,6138869 2,97522752 4,95196116
8. giin 3,96411825 8,47962227 4,49399961 7,47980158
8. giin 2,70382167 5,78372918 3,06523992 5,10177757
10. giin 2,29739671 4,91434792 2,60448838 4,33490387
10. giin 8,98177138 19,2128548 10,1823595 16,9474934
10. giin 3,40581483 7,28535867 3,8610681 6,42635197
10. giin 6,05866526 12,9600556 6,86852349 11,4319531
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Cizelge 4.66 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 ¢esidinin kdklerinde NAC genine ait
normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Tarsan 1018 Cesidinin Koklerine Ait NAC Geni Normalize Edilmis
Zamani Ifade Verileri
2. giin 0,19751033 0,17230064 0,13831217 0,24604601
2. giin 0,15832928 0,13812056 0,11087454 0,19723671
2. giin 0,18620968 0,16244238 0,13039857 0,23196837
2. giin 0,16793793 0,14650279 0,11760326 0,20920656
4. giin 1,0942937 0,95462101 0,76630998 1,36320261
4. giin 0,53144784 0,46361527 0,37216131 0,66204446
4. giin 0,90940825 0,79333384 0,63683874 1,13288389
4. giin 0,63949279 0,79333384 0,44782284 0,7966401
6. giin 2,32946717 2,03214029 1,63127499 2,90190442
6. giin 3,44618464 3,00632296 2,41328784 4,29304115
6. giin 2,20839769 1,92652379 1,54649267 2,75108364
6. giin 3,63511247 3,17113655 2,54558987 452839561
8. giin 5,57897467 4,86688943 3,90683412 6,94993748
8. giin 1,5888688 1,38606989 1,11265012 1,97931331
8. giin 2,93020175 2,55619873 2,05195629 3,65026195
8. giin 3,02513599 2,63901582 2,11843667 3,7685251
10. giin 0,31208264 0,27224925 0,21854466 0,38877302
10. giin 0,17277903 0,15072598 0,12099338 0,2152373
10. giin 0,18569412 0,16199262 0,13003753 0,23132611
10. giin 0,29037718 0,25331423 0,2033448 0,36173372
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Cizelge 4.67 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 ¢esidinin yapraklarinda NAC genine
ait normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Tarsan 1018 Cesidinin Yapraklarina Ait NAC Geni Normalize Edilmis
Zamani ifade Verileri
2. giin 1,10956947 1,75321144 1,71713087 1,13288389
2. giin 0,803294 1,26927089 1,24314967 0,82017291
2. giin 0,94802697 1,49796093 1,46713334 0,96794703
2. giin 0,9401742 1,48555292 1,45498068 0,95992926
4. giin 2,69446715 4,25748073 4,16986304 2,75108364
4. giin 1,59992026 2,5280062 2,47598058 1,63353798
4. giin 1,85189205 2,92614244 2,8659233 1,89080423
4. giin 2,32785307 2,92614244 3,60250392 2,37676621
6. giin 1,29235283 2,04202425 2 1,31950791
6. giin 1,45699911 2,30217898 2,25480082 1,48761376
6. giin 1,8263965 2,88585737 2,82646729 1,86477297
6. giin 1,03096832 1,62901513 1,59549048 1,05263115
8. giin 2,23457428 3,53081199 3,45814893 2,28152743
8. giin 1,67597427 2,64817782 2,59367911 1,71119005
8. giin 1,9588406 3,09512999 3,03143313 2
8. giin 1,91189064 3,02094517 2,95877502 1,95206352
10. giin 3,55537072 5,6177795 5,50216727 3,63007662
10. giin 3,25803025 5,14795699 5,04201357 3,32648839
10. giin 3,96137149 6,25929425 6,13047984 4,04460832
10. giin 2,9241149 4,62034314 4,52525785 2,98555677
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Cizelge 4.68 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 cesidinin koklerinde NAC genine ait
normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Tr-3080 Cesidinin Koklerine Ait NAC Geni Normalize Edilmis ifade
Zamani
2. giin 0,79004131 0,80832087 0,75838377 0,84206295
2. giin 0,88148016 0,90187538 0,8461586 0,93952275
2. giin 0,84557229 0,86513669 0,81168958 0,90125046
2. giin 0,82359102 0,84264683 0,79058912 0,8778218
4. giin 2,42838977 2,48457656 2,3310824 2,58829131
4. giin 1,2986386 1,32868581 1,24660119 1,38414972
4. giin 1,6494671 1,68763159 1,58337173 1,75807912
4. giin 1,91189064 1,68763159 1,83527976 2,03778239
6. giin 9,00046788 9,20871593 8,63981248 9,59311931
6. giin 2,9608266 3,02933263 2,84218409 3,15578736
6. giin 5,15509852 5,27437446 4,94852991 5,49454493
6. giin 5,16941132 5,28901842 4,96226919 5,50980019
8. giin 2,37841423 2,43344472 2,28310941 2,53502504
8. giin 2,54912125 2,60810147 2,44697608 2,71697257
8. giin 1,4640857 1,49796093 1,4054187 1,56049096
8. giin 4,1410597 4,23687334 3,97512437 4,41373496
10. giin 0,93303299 0,95462101 0,89564567 0,99447017
10. giin 0,91319825 0,93432735 0,87660572 0,97332937
10. giin 1,17202228 1,19913991 1,12505848 1,24919613
10. giin 0,72698626 0,74380688 0,69785538 0,77485593
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Cizelge 4.69 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ¢esidinin yapraklarinda NAC genine ait
normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Tr-3080 Cesidinin Yapraklarina Ait NAC Geni Normalize Edilmis ifade
Zamam Verileri
2. giin 0,01304825 0,00741674 0,00961165 0,01006855
2. giin 0,02185338 0,01242164 0,01609772 0,01686294
2. giin 0,01822421 0,0103588 0,01342439 0,01406253
2. giin 0,01564668 0,0088937 0,01152571 0,0120736
4. giin 0,03847326 0,02186853 0,02834032 0,02968751
4. giin 0,02828145 0,01607542 0,02083279 0,0218231
4. giin 0,04413295 0,02508554 0,03250938 0,03405475
4. giin 0,02465459 0,02508554 0,01816116 0,01902447
6. giin 1,4240502 0,80944222 1,04898933 1,09885422
6. giin 0,9666061 0,54942711 0,7120251 0,74587201
6. giin 1,41912336 0,80664176 1,0453601 1,09505247
6. giin 0,96996191 0,55133458 0,71449707 0,74846149
8. giin 1,47426922 0,83798713 1,08598186 1,13760523
8. giin 2,55442752 1,45195828 1,88165222 1,97109867
8. giin 1,76908087 1,00556058 1,30314715 1,36509372
8. giin 2,12874036 1,20999409 1,56808091 1,6426214
10. giin 0,15932008 0,09055888 0,11735897 0,12293776
10. giin 0,08747412 0,04972103 0,06443552 0,06749853
10. giin 0,0820132 0,046617 0,06041288 0,06328468
10. giin 0,16992853 0,09658882 0,12517341 0,13112367
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Cizelge 4.70 Soguk stresi uygulanan 6rneklerin NAC genine ait normalize edilmis gen
ifadesi verilerinin ortalama, standart hata ve standart sapma degerleri

No Ornek ismi Ortalama Standart Sapma Standart Hata
1 S1KO0 1 - -

2 S1K2 1,498073 0,5161267 0,1290317
3 S1K4 2,020287 0,5994417 0,1498604
4 S1K6 8,768497 3,2324967 0,8081242
5 S1K8 4,989652 1,5431696 0,3857924
6 S1K10 3,081190 0,9070864 0,2267716
7 S1Y0 1 - -

8 S1Y2 0,640995 0,3097133 0,0774283
9 S1Y4 3,304587 1,2643820 0,3160955
10 S1Y6 1,178790 0,3996222 0,0999055
11 S1Y8 5,149617 2,0207002 0,5051750
12 S1Y10 7,985838 5,0249270 1,2562317
13 S2KO0 1 - -

14 S2K2 0,169437 0,0395824 0,0098956
15 S2K4 0,772341 0,2712017 0,0678004
16 S2K6 2,772897 0,8789486 0,2197372
17 S2K8 3,131829 1,6021821 0,4005455
18 S2K10 0,229325 0,0793095 0,0198274
19 S2Y0 1 - -

20 S2Y2 1,223149 0,3093066 0,0773267
21 S2Y4 2,679898 0,7987943 0,1996986
22 S2Y6 1,804192 0,5609384 0,1402346
23 S2Y8 2,503948 0,6184899 0,1546225
24 S2Y10 4,408182 1,1088845 0,2772211
25 S3KO0 1 - -

26 S3K2 0,845384 0,0479980 0,0119995
27 S3K4 1,827597 0,4377496 0,1094374
28 S3K6 5,639581 2,2852594 0,5713148
29 S3K8 2,665370 1,0132483 0,2533121
30 S3K10 0,947759 0,1694547 0,0423637
31 S3Y0 1 - -

32 S3Y2 0,013224 0,0037961 0,0009490
33 S3Y4 0,026756 0,0076598 0,0019149
34 S3Y6 0,919106 0,2641180 0,0660295
35 S3Y8 1,524206 0,4540357 0,1135089
36 S3Y10 0,095903 0,0380923 0,0095231
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Sekil 4.21 Soguk stresi uygulanmis Saray aycicegi cesitlerinin kok ve yapraklarinda
kontrol, 2., 4., 6., 8. ve 10. giinlerinde NAC gen ifade diizeyleri
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Sekil 4.22 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aycicegi cesitlerinin kok ve
yapraklarinda kontrol, 2., 4., 6., 8. ve 10. giinlerinde NAC gen ifade

diizeyleri
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Sekil 4.23 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ayg¢igegi ¢esitlerinin kdk ve yapraklarinda
kontrol, 2., 4., 6., 8. ve 10. gilinlerinde NAC gen ifade diizeyleri
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Sekil 4.24 Soguk stresine maruz kalmis aycicegi cesitlerinin koklerindeki NAC gen
ifade diizeyleri

(o)

Yaprak

' gnn =i II il III ‘I

Kontrol 2.gln 4.gun 6. gln 8. glin 10. gun

NAC Gen ifade Diizeyleri (kat degisim)
N w EY [0, [e)} ~N [ole]

[EnN

Ornek Alim Zamani (giin)

M Saray MTarsan 1018 mTr-3080

Sekil 4.25 Soguk stresine maruz kalmis aygicegi cesitlerinin yapraklardaki NAC gen
ifade diizeyleri
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Soguk stresine maruz birakilan ay¢icegi fidelerinin zamana kars1 degiskenlik gosteren
NAC gen ifade seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi One Way
ANOVA (Dunnet) analizi kullanilarak belirlenmistir. ANOVA tablosu incelendiginde,
calismada kullanilan tiim ¢esitlerde Sig. (Anlamlilik) siitunundaki degerin ,00 oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.71-4.72, 4.75-4.76, 4.79-4.80). Sig degerinin 0,05’den kiiciik
olmasi, soguk stresinde zamana bagli olarak NAC gen ifade seviyesinde belirlenen

degisikligin p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugunun gostergesidir.

Soguk stresine maruz birakilan aycicegi fidelerinin zamana karsi NAC gen ifade
seviyesinde meydana gelen degisikliklerin anlamlilik derecelerinin karsilastirilmasinda

Post Hoc testinden yararlanilmistir (Cizelge 4.73-4.74, 4.77-4.78, 4.81-4.82).

Cizelge 4.71 Soguk stresi uygulanmis Saray aycicegi ¢esidinin koklerinde NAC genine
ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihik | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)? (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar aras: ° 681,239 5 136,248 57,251 ,000
Gruplar ici 214,184 90 2,380
Toplam 895,423 95

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiiclik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.

3 Gruplar arast ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi iginde
degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.72 Soguk stresi uygulanmis Saray ay¢icegi c¢esidinin yapraklarinda NAC
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhhk | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)? (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar arasi 8 675,030 5 135,006 25,973 ,000
Gruplar ici 467,811 90 5,198
Toplam 1142,841 95

'F , verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05°ten kii¢iik olmasi kargilagtirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi iginde

degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.73

Soguk stresi uygulanmis Saray aygicegi cesidinin koklerinde NAC
genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 -,4980726* ,1290317 ,021 -,937931 -,058214
1 3 -1,0202871* ,1498604 ,000 -1,531149 -,509425
(kontrol) 4 -7,7684969* ,8081242 ,000 -10,523329 | -5,013665
5 -3,9896520* ,3857924 ,000 -5,304788 -2,674516
6 -2,0811900* ,2267716 ,000 -2,854237 -1,308144
1 ,4980726* ,1290317 ,021 ,058214 ,937931
2 3 -,5222144 , 1977557 ,166 -1,148077 ,103648
(2. giin) 4 -7,2704243* ,8183605 ,000 -10,039719 | -4,501130
5 -3,4915794* ,4067984 ,000 -4,840766 | -2,142393
6 -1,5831174* ,2609110 ,000 -2,424007 -, 742228
1 1,0202871* , 1498604 ,000 ,509425 1,531149
2 5222144 , 1977557 ,166 -,103648 1,148077
3 4 -6,7482099* ,8219020 ,000 -9,5622833 | -3,973587
(4. giin) 5 -2,9693650* ,4138767 ,000 -4,332290 | -1,606440
6 -1,0609030* ,2718152 ,009 -1,929816 -,191990
1 7,7684969* ,8081242 ,000 5,013665 10,523329
4 2 7,2704243* ,8183605 ,000 4,501130 10,039719
(6. giin) 3 6,7482099* ,8219020 ,000 3,973587 9,522833
5 3,7788449* ,8954890 ,005 ,863125 6,694565
6 5,6873069* ,8393391 ,000 2,884203 8,490411
1 3,9896520* ,3857924 ,000 2,674516 5,304788
5 2 3,4915794* ,4067984 ,000 2,142393 4,840766
(8. giin) 3 2,9693650* ,4138767 ,000 1,606440 4,332290
4 -3,7788449* ,8954890 ,005 -6,694565 -,863125
6 1,9084620* 4475054 ,004 ,468869 3,348055
1 2,0811900* ,2267716 ,000 1,308144 2,854237
6 2 1,5831174* ,2609110 ,000 142228 2,424007
(10. giin) 3 1,0609030* ,2718152 ,009 ,191990 1,929816
4 -5,6873069* ,8393391 ,000 -8,490411 -2,884203
5 -1,9084620* 4475054 ,004 -3,348055 -,468869

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.74

Soguk stresi uygulanmis Saray aygigcegi cesidinin yapraklarinda NAC
genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 -4,1279566* ,6194267 ,000 -6,239533 | -2,016380
1 3 -5,6091745* ,6321910 ,000 -7,764264 -3,454085
(kontrol) 4 -3,2944484* ,4008348 ,000 -4,660863 -1,928034
5 -4,1496173* ,5051750 ,000 -5,871719 -2,427515
6 -4,0907230* ,5285525 ,000 -5,892517 -2,288929
1 4,1279566* ,6194267 ,000 2,016380 6,239533
2 3 -1,4812179 ,8850734 ,763 -4,277707 1,315272
(2. giin) 4 ,8335082 , 71378062 ,982 -1,527578 3,194594
5 -,0216607 ,7993067 1,000 -2,554870 2,511549
6 ,0372336 ,8142832 1,000 -2,540359 2,614826
1 5,6091745* ,6321910 ,000 3,454085 7,764264
2 1,4812179 ,8850734 ,763 -1,315272 4277707
3 4 2,3147261 , 7485546 ,065 -,083323 4712776
(4. giin) 5 1,4595572 ,8092387 ,670 -1,106735 4,025849
6 1,5184514 ,8240347 ,641 -1,091327 4,128229
1 3,2944484* ,4008348 ,000 1,928034 4,660863
4 2 -,8335082 , 71378062 ,982 -3,194594 1,527578
(6. giin) 3 -2,3147261 , 7485546 ,065 -4,712776 ,083323
5 -,8551689 ,6448801 ,939 -2,900708 1,190371
6 -, 7962746 ,6633523 971 -2,903789 1,311240
1 4,1496173* ,5051750 ,000 2,427515 5,871719
5 2 ,0216607 , 7993067 1,000 -2,511549 2,554870
(8. giin) 3 -1,4595572 ,8092387 ,670 -4,025849 1,106735
4 ,8551689 ,6448801 ,939 -1,190371 2,900708
6 ,0588943 , 7311426 1,000 -2,251520 2,369308
1 4,0907230* ,5285525 ,000 2,288929 5,892517
6 2 -,0372336 ,8142832 1,000 -2,614826 2,540359
(10. giin) 3 -1,5184514 ,8240347 ,641 -4,128229 1,091327
4 , 71962746 ,6633523 971 -1,311240 2,903789
5 -,0588943 , 7311426 1,000 -2,369308 2,251520

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.75 Soguk stresi uygulanmig Tarsan 1018 aycicegi ¢esidinin koklerinde NAC
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)! (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar aras: > 132,885 5 26,577 46,613 ,000
Gruplar ici 51,314 90 ,570
Toplam 184,199 95

L F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiiclik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalar: arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.76 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aycicegi c¢esidinin yapraklarinda
NAC genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynagi Toplam Dereceleri Ortalamasi (F)* (Sig.y’
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar arasi 8 123,525 5 24,705 55,714 ,000
Gruplar ici 39,908 90 ,443
Toplam 163,434 95

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiigiik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.

126




Cizelge 4.77 Soguk stresi uygulanmig Tarsan 1018 aycicegi ¢esidinin koklerinde NAC

genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 ,8305625* ,0098956 ,000 , 796829 ,864296
1 3 ,2276593 ,0678004 ,055 -,003467 , 458786
(kontrol) 4 -1,7728972* ,2197372 ,000 -2,521964 -1,023831
5 -2,1318294* ,4005455 ,001 -3,497258 -, 766401
6 1 706747* ,0198274 ,000 ,703085 ,838265
1 -,8305625* ,0098956 ,000 -,864296 -, 796829
2 3 -,6029032* ,0685188 ,000 -,835036 -,370770
(2. giin) 4 -2,6034597* ,2199599 ,000 -3,352827 -1,854093
5 -2,9623919* ,4006678 ,000 -4,327984 | -1,596799
6 -,0598879 ,0221596 ,160 -,131854 ,012078
1 -,2276593 ,0678004 ,055 -,458786 ,003467
2 ,6029032* ,0685188 ,000 ,370770 ,835036
3 4 -2,0005566* ,2299594 ,000 -2,765818 | -1,235295
(4. giin) 5 -2,3594887* ,4062433 ,000 -3,733015 -,985962
6 ,5430153* ,0706401 ,000 ,307453 , 778578
1 1,7728972* ,2197372 ,000 1,023831 2,521964
4 2 2,6034597* ,2199599 ,000 1,854093 3,352827
(6. giin) 3 2,0005566* ,2299594 ,000 1,235295 2,765818
5 -,3589321 ,4568601 ,999 -1,834457 1,116593
6 2,5435719* ,2206299 ,000 1,793287 3,293857
1 2,1318294* ,4005455 ,001 , 766401 3,497258
5 2 2,9623919* ,4006678 ,000 1,596799 4,327984
(8. giin) 3 2,3594887* ,4062433 ,000 ,985962 3,733015
4 ,3589321 ,4568601 ,999 -1,116593 1,834457
6 2,9025040* ,4010360 ,000 1,536414 4,268594
1 -, 7706747* ,0198274 ,000 -,838265 -,703085
6 2 ,0598879 ,0221596 ,160 -,012078 ,131854
(10. giin) 3 -,5430153* ,0706401 ,000 -, 778578 -,307453
4 -2,5435719* ,2206299 ,000 -3,293857 -1,793287
5 -2,9025040* ,4010360 ,000 -4,268594 -1,536414

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.78 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aygi¢egi ¢esidinin yapraklarinda
NAC genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 -,2231493 ,0773267 ,134 -,486750 ,040451
1 3 -1,6798980* ,1996986 ,000 -2,360655 -,999141
(kontrol) 4 -,8041923* ,1402346 ,001 -1,282241 -,326144
5 -1,5039476* ,1546225 ,000 -2,031043 -,976852
6 -3,4081819* 2772211 ,000 -4,353207 -2,463157
1 ,2231493 ,0773267 ,134 -,040451 ,486750
2 3 -1,4567487* ,2141470 ,000 -2,162064 -, 751433
(2. giin) 4 -,5810430* ,1601411 ,020 -1,098098 -,063988
5 -1,2807983* ,1728801 ,000 -1,842179 -, 719418
6 -3,1850326* ,2878037 ,000 -4,146400 | -2,223666
1 1,6798980* ,1996986 ,000 ,999141 2,360655
2 1,4567487* ,2141470 ,000 , 751433 2,162064
3 4 ,8757056* ,2440190 ,019 ,097930 1,653481
(4. giin) 5 ,1759503 ,2525621 1,000 -,625841 977742
6 -1,7282839* ,3416593 ,000 -2,816037 -,640531
1 ,8041923* ,1402346 ,001 ,326144 1,282241
4 2 ,5810430* ,1601411 ,020 ,063988 1,098098
(6. giin) 3 -,8757056* ,2440190 ,019 -1,653481 -,097930
5 -,6997553* ,2087435 ,031 -1,359759 -,039751
6 -2,6039896* ,3106723 ,000 -3,612138 -1,595841
1 1,5039476* ,1546225 ,000 ,976852 2,031043
5 2 1,2807983* ,1728801 ,000 , 719418 1,842179
(8. giin) 3 -,1759503 ,2525621 1,000 -,977742 ,625841
4 ,6997553* ,2087435 ,031 ,039751 1,359759
6 -1,9042342* 3174266 ,000 -2,928445 -,880023
1 3,4081819* 2772211 ,000 2,463157 4,353207
6 2 3,1850326* ,2878037 ,000 2,223666 4,146400
(10. giin) 3 1,7282839* ,3416593 ,000 ,640531 2,816037
4 2,6039896* ,3106723 ,000 1,595841 3,612138
5 1,9042342* , 3174266 ,000 ,880023 2,928445

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.79 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 aygcigegi cesidinin kdklerinde NAC
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)! (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar arasi > 272,264 5 54,453 50,484 ,000
Gruplar ici 97,076 90 1,079
Toplam 369,340 95

L F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.
2 sig. degerinin 0,05’ten kii¢iik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalar1 arasinda anlaml bir fark

oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.80 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 aygicegi ¢esidinin yapraklarinda NAC
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)! (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar arasi 3 32,687 5 6,537 141,385 ,000
Gruplar ici 4,161 90 ,046
Toplam 36,849 95

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.
2 sig. degerinin 0,05 ten kiigiik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark

oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arast ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.81

Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 aycicegi cesidinin koklerinde NAC
genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 ,1546160* ,0119995 ,000 ,113711 ,195521
1 3 -,8275968* ,1094374 ,000 -1,200660 -,454533
(kontrol) 4 -4,6395808* 5713148 ,000 -6,587148 -2,692014
5 -1,6653696* ,2533121 ,000 -2,528890 -,801849
6 ,0522405 ,0423637 ,956 -,092174 , 196655
1 -,1546160* ,0119995 ,000 -,195521 -,113711
2 3 -,9822129* ,1100933 ,000 -1,356179 -,608247
(2. giin) 4 -4,7941969* 5714408 ,000 -6,741933 -2,846460
5 -1,8199856* ,2535961 ,000 -2,683890 -,956082
6 -,1023755 ,0440303 ,336 -,249373 ,044622
1 ,8275968* ,1094374 ,000 ,454533 1,200660
2 ,9822129* ,1100933 ,000 ,608247 1,356179
3 4 -3,8119840* ,5817020 ,000 -5,774535 | -1,849433
(4. giin) 5 -,8377728 ,2759412 ,084 -1,741336 ,065791
6 ,8798373* ,1173509 ,000 ,493324 1,266350
1 4,6395808* 5713148 ,000 2,692014 6,587148
4 2 4,7941969* ,5714408 ,000 2,846460 6,741933
(6. giin) 3 3,8119840* ,5817020 ,000 1,849433 5,774535
5 2,9742112* ,6249541 ,002 ,930765 5,017657
6 4,6918213* ,5728833 ,000 2,742124 6,641518
1 1,6653696* ,2533121 ,000 ,801849 2,528890
5 2 1,8199856* ,2535961 ,000 ,956082 2,683890
(8. giin) 3 8377728 ,2759412 ,084 -,065791 1,741336
4 -2,9742112* ,6249541 ,002 -5,017657 -,930765
6 1,7176101* ,2568301 ,000 ,849095 2,586125
1 -,0522405 ,0423637 ,956 -,196655 ,092174
6 2 ,1023755 ,0440303 ,336 -,044622 ,249373
(10. giin) 3 -,8798373* ,1173509 ,000 -1,266350 -,493324
4 -4,6918213* ,5728833 ,000 -6,641518 -2,742124
5 -1,7176101* ,2568301 ,000 -2,586125 -,849095

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.82 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 aycigegi ¢esidinin yapraklarinda NAC
genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 ,9867756* ,0009490 ,000 ,983540 ,990011
1 3 ,9732443* ,0019149 ,000 , 966716 979772
(kontrol) 4 ,0808938 ,0660295 ,958 -,144196 ,305983
5 -,5242062* ,1135089 ,005 -911149 -,137263
6 ,9040971* ,0095231 ,000 ,871634 ,936561
1 -,9867756* ,0009490 ,000 -,990011 -,983540
2 3 -,0135313* ,0021372 ,000 -,020475 -,006588
(2. giin) 4 -,9058818* ,0660363 ,000 -1,130980 -,680783
5 -1,5109818* ,1135129 ,000 -1,897930 | -1,124033
6 -,0826785* ,0095703 ,000 -,115207 -,050150
1 -,9732443* ,0019149 ,000 -,979772 -,966716
2 ,0135313* ,0021372 ,000 ,006588 ,020475
3 4 -,8923505* ,0660573 ,000 -1,117477 -,667224
(4. giin) 5 -1,4974505* ,1135251 ,000 -1,884415 -1,110486
6 -,0691473* ,0097137 ,000 -,101888 -,036407
1 -,0808938 ,0660295 ,958 -,305983 ,144196
4 2 ,9058818* ,0660363 ,000 ,680783 1,130980
(6. giin) 3 ,8923505* ,0660573 ,000 ,667224 1,117477
5 -,6051000* ,1313171 ,002 -1,027787 -,182413
6 ,8232032* ,0667127 ,000 ,597157 1,049249
1 ,5242062* ,1135089 ,005 ,137263 911149
5 2 1,5109818* ,1135129 ,000 1,124033 1,897930
(8. giin) 3 1,4974505* ,1135251 ,000 1,110486 1,884415
4 ,6051000* 1313171 ,002 ,182413 1,027787
6 1,4283033* ,1139077 ,000 1,040817 1,815789
1 -,9040971* ,0095231 ,000 -,936561 -,871634
6 2 ,0826785* ,0095703 ,000 ,050150 ,115207
(10. giin) 3 ,0691473* ,0097137 ,000 ,036407 ,101888
4 -,8232032* ,0667127 ,000 -1,049249 -,597157
5 -1,4283033* ,1139077 ,000 -1,815789 -1,040817

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.

4.6.4 Soguk stresine maruz birakilan aycicegi cesitlerinin kok ve yapraklarinda
NF-YB geni mRNA diizeyleri

Soguk stresine maruz birakilan aycicegi fidelerinin NF-YB genine ait ifade diizeyleri,
calismada housekeeping gen olarak kullanilan aktin (ACT) ve kontrol sartlar1 hesaba
katilarak 2**“T metoduna gore normalize edilmistir (Cizelge 4.83-4.88). Normalizasyon
ile elde edilen gen ifadesi verilerinin ortalama, standart hata ve standart sapmalari

belirlenmistir (Cizelge 4.89). Normalizasyonu yapilmis gen ifadesi verilerinin
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ortalamasi alinarak, elde edilen veriler ile her bir gesit i¢in soguk stresi uygulamasi
sonucunda zamana bagli NF-YB gen ifade diizeyindeki degisimleri gosteren grafikler

olusturulmustur (Sekil 4.26-4.28).

Cizelge 4.83 Soguk stresi uygulanmis Saray ¢esidinin koklerinde NF-YB genine ait
normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Saray Cesidinin Kéklerine Ait NF-YB Geni Normalize Edilmis ifade
Zamanm Verileri
2. giin 7,51618199 5,81992273 7,16516536 6,10503684
2. giin 13,4636717 10,4251772 12,8348987 10,9358996
2. giin 12,1593989 9,4152539 11,5915372 9,87650086
2. giin 8,32240213 6,44419433 7,93373385 6,75989108
4. giin 3,48220225 2,69633546 3,31957834 2,82842712
4. giin 2,38501774 1,84676462 2,27363395 1,93723638
4. giin 3,00632296 2,32785307 2,8659233 2,44189303
4. giin 2,7625489 2,32785307 2,63353384 2,24388696
6. giin 3,27160823 2,53326851 3,11881937 2,65737163
6. giin 2,71320865 2,10088909 2,58649786 2,20381023
6. giin 1,94530989 1,50629047 1,85446109 1,58008262
6. giin 4,56305486 3,53326021 4,34995356 3,70635225
8. giin 0,27547628 0,21330652 0,26261114 0,22375627
8. giin 0,44349815 0,34340906 0,42278614 0,36023244
8. giin 0,39420009 0,30523663 0,37579037 0,32018997
8. giin 0,30992692 0,23998232 0,29545289 0,25173889
10. giin 0,46009383 0,3562594 0,43860677 0,37371231
10. giin 0,53886657 0,41725464 0,51370072 0,43769566
10. giin 0,61899515 0,47929972 0,59008717 0,50278029
10. giin 0,40053494 0,31014182 0,38182937 0,32533546
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Cizelge 4.84 Soguk stresi uygulanmis Saray ¢esidinin yapraklarinda NF-YB genine ait
normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Saray Cesidinin Yapraklarina Ait NF-YB Geni Normalize Edilmis
Zamani Ifade Verileri

2. giin 2,53151319 5,20897676 2,86989907 4,59479342
2. giin 3,86642439 7,95576135 4,38324707 7,01770839
2. giin 4,15255708 8,54452326 4,70762695 7,53705019
2. giin 2,35707882 4,85005128 2,67214816 4,27818835
4. giin 1,71713087 3,53326021 1,94665875 3,11665832
4. giin 1,36983298 2,81864151 1,55293775 2,48629934
4. giin 1,07773315 2,21760129 1,2217931 1,95612695
4. giin 2,18252775 2,21760129 2,47426496 3,96137149
6. giin 0,8122524 1,67133392 0,9208257 1,47426922
6. giin 1 2,05765342 1,13366941 1,81503831
6. giin 0,94605765 1,94665875 1,07251662 1,71713087
6. giin 0,85856544 1,7666301 0,97332937 1,55832916
8. giin 5,09824251 10,4904161 5,77972159 9,25350547
8. giin 3,72437928 7,66348175 4,22221487 6,75989108
8. giin 4,94852991 10,1823595 5,609997 8,98177138
8. giin 3,83705648 7,89533237 4,34995356 6,96440451
10. giin 3,05251842 6,28102495 3,46054676 5,54043787
10. giin 6,96923354 14,3402672 7,90080689 12,6494259
10. giin 4,52525785 9,31141228 5,13014641 8,21351637
10. giin 4,70110531 9,67324541 5,3294993 8,53268625
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Cizelge 4.85 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 ¢esidinin koklerinde NF-YB genine
ait normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Tarsan 1018 Cesidinin Koklerine Ait NF-YB Geni Normalize Edilmis
Zamani Ifade Verileri
2. giin 1,10956947 0,59295725 0,77700727 0,84674531
2. giin 0,98760086 0,52777686 0,69159531 0,75366745
2. giin 1,04608494 0,55903093 0,73255044 0,79829839
2. giin 1,04753613 0,55980644 0,73356667 0,79940583
4. giin 1,20580783 0,64438732 0,84440089 0,92018765
4. giin 1,18838311 0,63507549 0,83219873 0,90689033
4. giin 1,00208161 0,53551541 0,70173586 0,76471814
4. giin 1,42998499 0,53551541 1,00138726 1,09126388
6. giin 5,0280535 2,68700685 3,52103605 3,83705648
6. giin 5,13370359 2,74346658 3,59502051 3,91768119
6. giin 4,7667303 2,54735495 3,33803712 3,63763301
6. giin 5,41514512 2,89386977 3,79210786 4,13245755
8. giin 1,76540599 0,94343825 1,23627526 1,34723358
8. giin 0,66480355 0,35527301 0,46554741 0,50733127
8. giin 0,92723055 0,49551478 0,6493193 0,70759708
8. giin 1,26575659 0,67642412 0,8863817 0,96593633
10. giin 1,10190512 0,58886139 0,77164009 0,84089642
10. giin 0,39338122 0,2102241 0,27547628 0,30020086
10. giin 0,65565101 0,35038186 0,45913808 0,50034669
10. giin 0,6611273 0,35330841 0,46297301 0,50452582
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Cizelge 4.86 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 c¢esidinin yapraklarinda NF-YB
genine ait normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Ahm | Tarsan 1018 Cesidinin Yapraklarina Ait NF-YB Geni Normalize Edilmis
Zamani ifade Verileri
2. giin 0,447512535 0,524858342 0,692554734 0,339151082
2. giin 0,366021424 0,429282718 0,566441943 0,277392368
2. giin 0,382359069 0,44844408 0,591725511 0,289773988
2. giin 0,428390977 0,50243191 0,66296288 0,324659651
4. giin 0,046714039 0,054787858 0,072293011 0,035402621
4. giin 0,034172983 0,040079269 0,052884912 0,025898278
4. giin 0,032106295 0,037655385 0,049686578 0,024332022
4. giin 0,04972103 0,037655385 0,076946526 0,037681495
6. giin 0,157126672 0,184283652 0,243163737 0,11907975
6. giin 0,132954084 0,155933196 0,205755086 0,100760354
6. giin 0,222056699 0,260435857 0,343647174 0,168287509
6. giin 0,094077922 0,110337875 0,145591698 0,071297732
8. giin 9,646462622 11,3137085 14,92852786 7,310651602
8. giin 7,900806892 9,26634245 12,22701217 5,987691947
8. giin 8,456144324 9,9176616 13,08643294 6,408559021
8. giin 9,012953828 10,57070725 13,94813183 6,830541715
10. giin 3,530811985 4,141059695 5,464161027 2,67585511
10. giin 6,525099947 7,652865265 10,09801626 4,945101044
10. giin 3,934008296 4,61394242 6,088133523 2,981420774
10. giin 5,856342784 6,868523492 9,063071082 4,438277888
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Cizelge 4.87 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ¢esidinin koklerinde NF-YB genine ait

normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Tr-3080 Cesidinin Koklerine Ait NF-YB Geni Normalize Edilmis ifade
Zamam Verileri
2. giin 0,122427537 0,09882364 0,117521775 0,102948877
2. giin 0,10866807 0,087716983 0,10431366 0,091378591
2. giin 0,131032809 0,105769825 0,125782228 0,11018502
2. giin 0,10153155 0,081956376 0,097463105 0,085377516
4. giin 0,146604369 0,118339204 0,140729823 0,123279088
4. giin 0,095523533 0,077106698 0,091695834 0,080325396
4. giin 0,099580012 0,080381093 0,095589767 0,083736475
4. giin 0,140632311 0,080381093 0,13499707 0,118257206
6. giin 1,257013375 1,014662547 1,20664392 1,057018041
6. giin 0,657927263 0,531079593 0,631563631 0,553248677
6. giin 0,719965659 0,581157054 0,691116103 0,605416542
6. giin 1,148698355 0,927230546 1,102669163 0,965936329
8. giin 1,741101127 1,4054187 1,671333918 1,464085696
8. giin 1,140763716 0,920825697 1,095052471 0,959264119
8. giin 1,071773463 0,865136691 1,028826708 0,901250463
8. giin 1,853176124 1,495885758 1,778917987 1,558329159
10. giin 0,073302184 0,059169602 0,070364912 0,061639544
10. giin 0,153786418 0,124136562 0,147624083 0,129318448
10. giin 0,09207798 0,074325445 0,088388348 0,077428044
10. giin 0,122427537 0,09882364 0,117521775 0,102948877
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Cizelge 4.88 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ¢esidinin yapraklarinda NF-YB genine
ait normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alm | Tr-3080 Cesidinin Yapraklarina Ait NF-YB Geni Normalize Edilmis ifade
Zamam Verileri
2. giin 0,876605721 0,609205132 0,645728675 0,827023368
2. giin 0,869947353 0,604577838 0,640823962 0,820741609
2. giin 1,224336392 0,85086373 0,901875378 1,155085785
2. giin 0,622868708 0,432868283 0,458819941 0,587638164
4. giin 4,407620464 3,063115994 3,246758324 4,158317741
4. giin 5,712015919 3,969617499 4,207607117 5,388934307
4. giin 5,056012394 3,513721873 3,724379279 4,770035489
4. giin 4,979496942 3,513721873 3,668016173 4,697847885
6. giin 16,22335168 11,27456604 11,95050766 15,30573053
6. giin 11,9174197 8,282119391 8,778655501 11,2433496
6. giin 16,16722314 11,23555901 11,90916204 15,25277672
6. giin 11,95879399 8,310872826 8,809132785 11,28238368
8. giin 0,882702996 0,613442489 0,650220073 0,832775771
8. giin 0,820741609 0,570381858 0,604577838 0,774319028
8. giin 1,059218335 0,736113431 0,78024548 0,999307093
8. giin 0,683967652 0,475329551 0,50382688 0,645281245
10. giin 1,580082624 1,098092814 1,163926534 1,490710387
10. giin 0,429878243 0,298747801 0,316658563 0,405563578
10. giin 0,813379198 0,565265284 0,599154511 0,767373048
10. giin 0,835087919 0,580351957 0,615145672 0,787853886
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Cizelge 4.89 Soguk stresi uygulanan 6rneklerin NF-YB genine ait normalize edilmis
gen ifadesi verilerinin ortalama, standart hata ve standart sapma degerleri

No Ornek ismi Ortalama Standart Sapma Standart Hata
1 S1KO0 1 - -

2 S1K2 9,173054 2,5136610 0,6284152
3 S1K4 2,586188 0,4529264 0,1132316
4 S1K6 2,764015 0,9291010 0,2322752
5 S1K8 0,314850 0,0702775 0,0175694
6 S1K10 0,446575 0,0901308 0,0225327
7 S1Y0 1 - -

8 S1Y2 4,845472 1,9609681 0,4902420
9 S1Y4 2,240652 0,8130486 0,2032622
10 S1Y6 1,357766 0,4327241 0,1081810
11 S1Y8 6,610079 2,2642642 0,5660661
12 S1Y10 7,225696 3,1681468 0,7920367
13 S2KO0 1 - -

14 S2K2 0,785200 0,1839681 0,0459920
15 S2K4 0,889971 0,2556318 0,0639079
16 S2K6 3,811648 0,8966085 0,2241521
17 S2K8 0,866217 0,3823734 0,0955934
18 S2K10 0,526877 0,2354357 0,0588589
19 S2Y0 1 - -

20 S2Y2 0,454623 0,1269745 0,0317436
21 S2Y4 0,044251 0,0148660 0,0037165
22 S2Y6 0,169674 0,0714904 0,0178726
23 S2Y8 9,800771 2,7140346 0,6785086
24 S2Y10 5,554793 2,1061485 0,5265371
25 S3KO0 1 - -

26 S3K2 0,104556 0,0144219 0,0036055
27 S3K4 0,106697 0,0248390 0,0062098
28 S3K6 0,853209 0,2560933 0,0640233
29 S3K8 1,309446 0,3474194 0,0868548
30 S3K10 0,099580 0,0300182 0,0075045
31 S3Y0 1 - -

32 S3Y2 0,758063 0,2242450 0,0560612
33 S3Y4 4,254826 0,7880422 0,1970106
34 S3Y6 11,868850 2,6663831 0,6665958
35 S3Y8 0,727028 0,1661079 0,0415270
36 S3Y10 0,771705 0,3874723 0,0968681
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Sekil 4.26 Soguk stresi uygulanmis Saray aycicegi cesitlerinin kok ve yapraklarinda
kontrol, 2., 4., 6., 8. ve 10. glinlerinde NF-YB gen ifade diizeyleri
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Sekil 4.27 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aycicegi cesitlerinin kok ve
yapraklarinda kontrol, 2., 4., 6., 8. ve 10. giinlerinde NF-YB gen ifade
diizeyleri
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Sekil 4.28 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ayg¢igegi ¢esitlerinin kok ve yapraklarinda
kontrol, 2., 4., 6., 8. ve 10. giinlerinde NF-YB gen ifade diizeyleri
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Sekil 4.29 Soguk stresine maruz kalmis aygicegi ¢esitlerinin koklerindeki NF-YB gen
ifade diizeyleri
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Sekil 4.30 Soguk stresine maruz kalmis aycicegi ¢esitlerinin yapraklardaki NF-YB gen
ifade diizeyleri
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Soguk stresine maruz birakilan ay¢icegi fidelerinin zamana kars1 degiskenlik gosteren
NF-YB gen ifade seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi One Way
ANOVA (Dunnet) analizi kullanilarak belirlenmistir. ANOVA tablosu incelendiginde,
calismada kullanilan tiim ¢esitlerde Sig. (Anlamlilik) stitunundaki degerin ,00 oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.90-4.91, 4.94-4.95, 4.98-4.99). Sig degerinin 0,05’den kiiciik
olmasi, soguk stresinde zamana bagli olarak NF-YB gen ifadesi seviyesinde belirlenen

degisikligin p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugunun gostergesidir.

Soguk stresine maruz birakilan aygicegi fidelerinin zamana karst NF-YB gen ifade
seviyesinde meydana gelen degisikliklerin anlamlilik derecelerinin karsilastirilmasinda

Post Hoc testinden yararlanilmigtir (Cizelge 4.92-4.93, 4.96-4.97, 4.100-4.101).

Cizelge 4.90 Soguk stresi uygulanmis Saray aycicegi cesidinin koklerinde NF-YB
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonli Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)? (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar aras: > 889,170 5 177,834 144,191 ,000
Gruplar igi 110,999 90 1,233
Toplam 1000,169 95

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiiclik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.91 Soguk stresi uygulanmis Saray aygicegi ¢esidinin yapraklarinda NF-YB
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhhk | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)* (Sig.)’
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar aras: ° 590,763 5 118,153 35,700 ,000
Gruplar ici 297,866 90 3,310
Toplam 888,629 95

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilagtirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05’ten kii¢iik olmasi kargilagtirilan gruplarin ortalamalar arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi iginde

degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.92

Soguk stresi uygulanmis Saray aycigegi cesidinin koklerinde NF-YB
genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 -8,1730541* ,6284152 ,000 -10,315272 | -6,030836
1 3 -1,5861882* ,1132316 ,000 -1,972186 -1,200191
(kontrol) 4 -1,7640149* ,2322752 ,000 -2,555823 -,972207
5 ,6851504* ,0175694 ,000 ,625258 , 745043
6 ,5534254* ,0225327 ,000 ,476613 ,630238
1 8,1730541* ,6284152 ,000 6,030836 10,315272
2 3 6,5868660* ,6385351 ,000 4,430162 8,743570
(2. giin) 4 6,4090392* ,6699683 ,000 4,197303 8,620775
5 8,8582045* ,6286608 ,000 6,715656 11,000753
6 8,7264795* ,6288191 ,000 6,583718 10,869241
1 1,5861882* ,1132316 ,000 1,200191 1,972186
2 -6,5868660* ,6385351 ,000 -8,743570 | -4,430162
3 4 -,1778267 ,2584051 1,000 -1,018176 ,662522
(4. giin) 5 2,2713386* ,1145866 ,000 1,883432 2,659245
6 2,1396136* ,1154518 ,000 1,750397 2,528831
1 1,7640149* ,2322752 ,000 ,972207 2,555823
4 2 -6,4090392* ,6699683 ,000 -8,620775 -4,197303
(6. giin) 3 1778267 ,2584051 1,000 -,662522 1,018176
5 2,4491653* ,2329388 ,000 1,656456 3,241875
6 2,3174403* ,2333656 ,000 1,524140 3,110741
1 -,6851504* ,0175694 ,000 -, 745043 -,625258
5 2 -8,8582045* ,6286608 ,000 -11,000753 | -6,715656
(8. giin) 3 -2,2713386* ,1145866 ,000 -2,659245 | -1,883432
4 -2,4491653* ,2329388 ,000 -3,241875 | -1,656456
6 -,1317250* ,0285728 ,001 -,222411 -,041039
1 -,5534254* ,0225327 ,000 -,630238 -,476613
6 2 -8,7264795* ,6288191 ,000 -10,869241 | -6,583718
(10. giin) 3 -2,1396136* ,1154518 ,000 -2,528831 -1,750397
4 -2,3174403* ,2333656 ,000 -3,110741 -1,524140
5 ,1317250* ,0285728 ,001 ,041039 222411

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.93

Soguk stresi uygulanmis Saray aycicegi ¢esidinin yapraklarinda NF-YB
genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 -3,8454717* ,4902420 ,000 -5,516668 -2,174275
1 3 -1,2406525* ,2032622 ,000 -1,933557 -,547748
(kontrol) 4 -,3577663 ,1081810 ,061 -, 726547 ,011014
5 -5,6100786* ,5660661 ,000 -7,539753 -3,680404
6 -6,2256957* , 7920367 ,000 -8,925686 -3,525705
1 3,8454717* ,4902420 ,000 2,174275 5,516668
2 3 2,6048193* ,5307097 ,001 ,863120 4,346518
(2. giin) 4 3,4877055* ,5020362 ,000 1,799132 5,176279
5 -1,7646069 , 7488445 ,292 -4,134269 ,605055
6 -2,3802239 ,9314824 ,206 -5,368159 ,607711
1 1,2406525* ,2032622 ,000 547748 1,933557
2 -2,6048193* ,5307097 ,001 -4,346518 -,863120
3 4 ,8828862* ,2302578 ,012 ,137906 1,627867
(4. giin) 5 -4,3694261* ,6014535 ,000 -6,357744 | -2,381108
6 -4,9850432* ,8177027 ,000 -7,723938 -2,246149
1 , 3577663 ,1081810 ,061 -,011014 , 726547
4 2 -3,4877055* ,5020362 ,000 -5,176279 -1,799132
(6. giin) 3 -,8828862* ,2302578 ,012 -1,627867 -,137906
5 -5,2523123* ,5763106 ,000 -7,196760 -3,307864
6 -5,8679294* , 7993906 ,000 -8,578174 -3,157685
1 5,6100786* ,5660661 ,000 3,680404 7,539753
5 2 1,7646069 , 7488445 ,292 -,605055 4,134269
(8. giin) 3 4,3694261* ,6014535 ,000 2,381108 6,357744
4 5,2523123* ,5763106 ,000 3,307864 7,196760
6 -,6156171 ,9735260 1,000 -3,716138 2,484904
1 6,2256957* , 7920367 ,000 3,525705 8,925686
6 2 2,3802239 ,9314824 ,206 -,607711 5,368159
(10. giin) 3 4,9850432* ,8177027 ,000 2,246149 7,723938
4 5,8679294* , 7993906 ,000 3,157685 8,578174
5 ,6156171 ,9735260 1,000 -2,484904 3,716138

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.94 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aycicegi ¢esidinin koklerinde NF-YB
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihik | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)! (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar arasi s 121,861 5 24,372 132,370 ,000
Gruplar igi 16,571 90 ,184
Toplam 138,432 95

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilagtirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiiclik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalar: arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arast ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.95 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 ay¢igegi ¢esidinin yapraklarinda NF-YB
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonli Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihik | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)! (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar aras1® | 1277,518 5 255,504 129,661 ,000
Gruplar ici 177,349 90 1,971
Toplam 1454,867 95

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiigiik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢cinde

degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.96 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aycicegi ¢esidinin koklerinde NF- YB

genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhlik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 ,2148000* ,0459920 ,004 ,058017 ,371583
1 3 ,1100291 ,0639079 , 725 -,107828 ,327886
(kontrol) 4 -2,8116475* ,2241521 ,000 -3,575764 -2,047531
5 ,1337832 ,0955934 ,901 -,192087 ,459653
6 ,4731226* ,0588589 ,000 212477 ,673768
1 -,2148000* ,0459920 ,004 -,371583 -,058017
2 3 -,1047709 ,0787368 ,937 -,355459 , 145917
(2. giin) 4 -3,0264476* ,2288219 ,000 -3,797366 | -2,255529
5 -,0810168 ,1060818 1,000 -,426265 ,264231
6 ,2583226* ,0746970 ,025 ,021264 ,495382
1 -,1100291 ,0639079 125 -,327886 ,107828
2 ,1047709 ,0787368 ,937 -,145917 ,355459
3 4 -2,9216767* ,2330845 ,000 -3,699660 -2,143693
(4. giin) 5 ,0237541 ,1149883 1,000 -,343616 ,391124
6 ,3630935* ,0868827 ,003 ,088446 ,637741
1 2,8116475* ,2241521 ,000 2,047531 3,575764
4 2 3,0264476* ,2288219 ,000 2,255529 3,797366
(6. giin) 3 2,9216767* ,2330845 ,000 2,143693 3,699660
5 2,9454307* ,2436848 ,000 2,146921 3,743940
6 3,2847702* ,2317510 ,000 2,509078 4,060462
1 -,1337832 ,0955934 ,901 -,459653 ,192087
5 2 ,0810168 ,1060818 1,000 -,264231 426265
(8. giin) 3 -,0237541 ,1149883 1,000 -,391124 ,343616
4 -2,9454307* ,2436848 ,000 -3,743940 | -2,146921
6 ,3393394 ,1122607 ,077 -,020865 ,699543
1 -,4731226* ,0588589 ,000 -,673768 -,272477
6 2 -,2583226* ,0746970 ,025 -,495382 -,021264
(10. giin) 3 -,3630935* ,0868827 ,003 -,637741 -,088446
4 -3,2847702* ,2317510 ,000 -4,060462 -2,509078
5 -,3393394 ,1122607 ,077 -,699543 ,020865

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.97

Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 ay¢icegi cesidinin yapraklarinda
NF-YB genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 ,5453773* ,0317436 ,000 ,437166 ,653589
1 3 ,9557489* ,0037165 ,000 ,943080 ,968418
(kontrol) 4 ,8303257* ,0178726 ,000 , 769399 ,891252
5 -8,8007710* ,6785086 ,000 -11,113754 | -6,487789
6 -4,5547932* ,5265371 ,000 -6,349717 -2,759870
1 -,5453773* ,0317436 ,000 -,653589 -,437166
2 3 ,4103716* ,0319604 ,000 ,301861 ,518882
(2. giin) 4 ,2849484* ,0364292 ,000 , 167470 ,402427
5 -9,3461483* ,6792508 ,000 -11,660131 | -7,032165
6 -5,1001705* ,5274931 ,000 -6,896387 | -3,303954
1 -,9557489* ,0037165 ,000 -,968418 -,943080
2 -,4103716* ,0319604 ,000 -,518882 -,301861
3 4 -,1254232* ,0182549 ,000 -,186907 -,063939
(4. giin) 5 -9,7565199* ,6785188 ,000 -12,069516 | -7,443524
6 -5,5105421* ,5265502 ,000 -7,305483 -3,715601
1 -,8303257* ,0178726 ,000 -,891252 -, 769399
4 2 -,2849484* ,0364292 ,000 -,402427 -,167470
(6. giin) 3 ,1254232* ,0182549 ,000 ,063939 ,186907
5 -9,6310967* ,6787440 ,000 -11,944396 | -7,317798
6 -5,3851188* ,5268404 ,000 -7,180450 -3,589787
1 8,8007710* ,6785086 ,000 6,487789 11,113754
5 2 9,3461483* ,6792508 ,000 7,032165 11,660131
(8. giin) 3 9,7565199* ,6785188 ,000 7,443524 12,069516
4 9,6310967* ,6787440 ,000 7,317798 11,944396
6 4,2459779* ,8588453 ,000 1,519679 6,972277
1 4,5547932* 5265371 ,000 2,759870 6,349717
6 2 5,1001705* 5274931 ,000 3,303954 6,896387
(10. giin) 3 5,5105421* ,5265502 ,000 3,715601 7,305483
4 5,3851188* ,5268404 ,000 3,589787 7,180450
5 -4,2459779* ,8588453 ,000 -6,972277 -1,519679

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.98 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ayg¢icegi ¢esidinin koklerinde NF-YB
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)! (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar arasi > 23,424 5 4,685 149,506 ,000
Gruplar ici 2,820 90 ,031
Toplam 26,244 95

L F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiiclik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalar: arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.99 Soguk stresi uygulanmig Tr-3080 aycicegi ¢esidinin yapraklarinda NF-YB
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynagi Toplam Dereceleri Ortalamasi (F)* (Sig.y’
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar arasi 8 1585,143 5 317,029 239,008 ,000
Gruplar igi 119,379 90 1,326
Toplam 1704,523 95

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiigiik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢cinde

degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.100 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ayg¢icegi ¢esidinin koklerinde NF-YB
genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir

2 ,8954439* ,0036055 ,000 ,883153 ,907735

1 3 ,8933026* ,0062098 ,000 ,872134 ,914471

(kontrol) 4 ,1467908 ,0640233 ,362 -,071460 ,365041

5 -,3094464* ,0868548 ,037 -,605528 -,013365

6 ,9004198* ,0075045 ,000 ,874837 ,926002

1 -,8954439* ,0036055 ,000 -,907735 -,883153

2 3 -,0021413 ,0071806 1,000 -,025257 ,020974

(2. giin) 4 -,7486531* ,0641248 ,000 -,967041 -,530266

5 -1,2048903* ,0869296 ,000 -1,501072 -,908708

6 ,0049759 ,0083257 1,000 -,022123 ,032075

1 -,8933026* ,0062098 ,000 -,914471 -,872134

2 ,0021413 ,0071806 1,000 -,020974 ,025257

3 4 -, 7465117* ,0643238 ,000 -,965173 -,527850

(4. giin) 5 -1,2027489* ,0870765 ,000 -1,499131 -,906367

6 ,0071172 ,0097406 1,000 -,023741 ,037975

1 -,1467908 ,0640233 ,362 -,365041 ,071460

4 2 ,71486531* ,0641248 ,000 ,530266 ,967041

(6. giin) 3 ,7465117* ,0643238 ,000 ,527850 ,965173

5 -,4562372* , 1079016 ,003 -, 799434 -,113041

6 ,7536290* ,0644617 ,000 534773 ,972485

1 ,3094464* ,0868548 ,037 ,013365 ,605528

5 2 1,2048903* ,0869296 ,000 ,908708 1,501072

(8. giin) 3 1,2027489* ,0870765 ,000 ,906367 1,499131

4 ,4562372* , 1079016 ,003 , 113041 , 799434

6 1,2098661* ,0871785 ,000 ,913344 1,506389

1 -,9004198* ,0075045 ,000 -,926002 -,874837

6 2 -,0049759 ,0083257 1,000 -,032075 ,022123

(10. giin) 3 -,0071172 ,0097406 1,000 -,037975 ,023741

4 -,7536290* ,0644617 ,000 -,972485 -,534773

5 -1,2098661* ,0871785 ,000 -1,506389 -,913344

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.101

Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 aycicegi ¢esidinin yapraklarinda NF-YB
genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart | Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 ,2419369* ,0560612 ,008 ,050829 ,433045
1 3 -3,2548262* , 1970106 ,000 -3,926420 -2,583233
(kontrol) 4 -10,8688503* ,6665958 ,000 -13,141223 | -8,596478
5 ,2729718* ,0415270 ,000 ,131410 ,414534
6 ,2282955 ,0968681 ,328 -,101920 ,558511
1 -,2419369* ,0560612 ,008 -,433045 -,050829
2 3 -3,4967631* ,2048317 ,000 -4,180492 | -2,813034
(2. giin) 4 -11,1107871* ,6689490 ,000 -13,386365 | -8,835209
5 ,0310349 ,0697664 1,000 -,190823 ,252893
6 -,0136414 , 1119209 1,000 -,374001 ,346718
1 3,2548262* , 1970106 ,000 2,583233 3,926420
2 3,4967631* ,2048317 ,000 2,813034 4,180492
3 4 -7,6140241* ,6950993 ,000 -9,931044 -5,297004
(4. giin) 5 3,5277980* ,2013396 ,000 2,849873 4,205723
6 3,4831217* ,2195372 ,000 2,769530 4,196714
1 10,8688503* ,6665958 ,000 8,596478 13,141223
4 2 11,1107871* ,6689490 ,000 8,835209 13,386365
(6. giin) 3 7,6140241* ,6950993 ,000 5,297004 9,931044
5 11,1418221* ,6678880 ,000 8,867701 13,415943
6 11,0971458* ,6735973 ,000 8,814964 13,379328
1 -,2729718* ,0415270 ,000 -,414534 -,131410
5 2 -,0310349 ,0697664 1,000 -,252893 ,190823
(8. giin) 3 -3,5277980* ,2013396 ,000 -4,205723 | -2,849873
4 -11,1418221* ,6678880 ,000 -13,415943 | -8,867701
6 -,0446763 , 1053941 1,000 -,389934 ,300582
1 -,2282955 ,0968681 ,328 -,558511 ,101920
6 2 ,0136414 , 1119209 1,000 -,346718 ,374001
(10. giin) 3 -3,4831217* ,2195372 ,000 -4,196714 -2,769530
4 -11,0971458* ,6735973 ,000 -13,379328 | -8,814964
5 ,0446763 , 1053941 1,000 -,300582 ,389934

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.

4.6.5 Soguk stresine maruz birakilan

WRKY geni mRNA diizeyleri

aycicegi cesitlerinin kok ve yapraklarinda

Soguk stresine maruz birakilan aycicegi fidelerinin WRKY genine ait gen ifadesi

diizeyleri, ¢calismada housekeeping gen olarak kullanilan aktin (ACT) ve kontrol sartlar

hesaba katilarak 2T metoduna gore normalize edilmistir (Cizelge 4.102-4.107).

Normalizasyon ile elde edilen gen ifadesi verilerinin ortalama, standart hata ve standart

sapmalar1 belirlenmistir (Cizelge 4.108). Normalizasyonu yapilmis gen ifadesi
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verilerinin ortalamasi alinarak, elde edilen veriler ile her bir ¢esit i¢in soguk stresi
uygulamasi sonucunda zamana bagli WRKY gen ifade diizeyindeki degisimleri

gosteren grafikler olusturulmustur (Sekil 4.31-4.33).

Cizelge 4.102 Soguk stresi uygulanmis Saray ¢esidinin koklerinde WRKY genine ait
normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Saray Cesidinin Koklerine Ait WRKY Geni Normalize Edilmis ifade
Zamani Verileri

2. giin 0,726986259 0,724471077 0,693034943 0,759962428
2. giin 1,128964405 1,125058485 1,076240125 1,180174343
2. giin 1,17609125 1,172022284 1,121166078 1,229438867
2. giin 0,697855382 0,695440986 0,665264521 0,729510172
4. giin 1,840375301 1,834008086 1,754427097 1,923854909
4. giin 1,262252032 1,257884972 1,203303026 1,319507911
4. giin 1,5888688 1,583371732 1,514666316 1,660940048
4. giin 1,462057448 1,583371732 1,393777239 1,528376521
6. giin 3,20427951 3,193193545 3,054634996 3,34962595
6. giin 1,255271991 1,25092908 1,196648963 1,312211255
6. giin 1,905275996 1,898684242 1,816296835 1,991699506
6. giin 2,111107435 2,103803558 2,012515647 2,20686748
8. giin 1,945309895 1,938579634 1,854461093 2,033549347
8. giin 1,796264746 1,790050142 1,712376569 1,877743495
8. giin 2,783692784 2,774061938 2,653690281 2,909961367
8. giin 1,255271991 1,25092908 1,196648963 1,312211255
10. giin 7,012845771 6,988583167 6,685335671 7,330949157
10. giin 14,45002416 14,40003088 13,77518701 15,10547871
10. giin 9,434852738 9,402210627 8,99423139 9,862818604
10. giin 10,74058002 10,70342044 10,23897931 11,22777381
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Cizelge 4.103 Soguk stresi uygulanmis Saray ¢esidinin yapraklarinda WRKY genine ait
normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Saray Cesidinin Yapraklarina Ait WRKY Geni Normalize Edilmis
Zamani Ifade Verileri

2. giin 0,0238478 0,036931611 0,027035522 0,032577055
2. giin 0,0336092 0,052048486 0,038101722 0,04591152
2. giin 0,039118639 0,060580614 0,044347605 0,053437636
2. giin 0,020489094 0,031730191 0,023227859 0,027988927
4. giin 0,070316155 0,108894274 0,079715274 0,096054699
4. giin 0,043164827 0,066846693 0,048934644 0,058964891
4. giin 0,04413295 0,068345966 0,050032176 0,060287387
4. giin 0,068773663 0,068345966 0,077966598 0,093947592
6. giin 0,179244406 0,277584708 0,2032039 0,244855074
6. giin 0,214641359 0,332401777 0,243332344 0,293208737
6. giin 0,20877198 0,323312233 0,236678408 0,285190929
6. giin 0,184283652 0,285388677 0,20891674 0,251738888
8. giin 1,424050196 2,205338326 1,614402149 1,945309895
8. giin 1,742308384 2,698205069 1,975201723 2,380063393
8. giin 1,382232207 2,140577397 1,566994374 1,888184838
8. giin 1,795020101 2,77983644 2,034959384 2,45206972
10. giin 0,993092495 1,537940831 1,125838586 1,356604327
10. giin 1,893427262 2,932233514 2,146520573 2,586497864
10. giin 1,472226862 2,279946545 1,669018562 2,011121161
10. giin 1,277213759 1,977941833 1,447938172 1,744725412
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Cizelge 4.104 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 c¢esidinin koklerinde WRKY
genine ait normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Tarsan 1018 Cesidinin Koklerine Ait WRKY Geni Normalize Edilmis
Zamani Ifade Verileri
2. giin 1,283425898 0,596667872 0,898755127 0,852044095
2. giin 1,325007017 0,615999037 0,927873476 0,879649076
2. giin 1,209994089 0,562529242 0,847332435 0,803293997
2. giin 1,4054187 0,653382627 0,984184022 0,933032992
4. giin 1,879045498 0,873572896 1,315854525 1,247465572
4. giin 1,155085785 0,537002236 0,808881348 0,76684133
4. giin 1,561572985 0,72597914 1,093535457 1,036701101
4. giin 1,38991822 0,72597914 0,973329374 0,922742493
6. giin 2,042024251 0,949342121 1,429984986 1,355664327
6. giin 1,190031696 0,553248677 0,833353207 0,790041312
6. giin 1,935894054 0,90000193 1,355664327 1,285206337
6. giin 1,255271991 0,583579051 0,879039561 0,833353207
8. giin 5,979396995 2,77983644 4,187241128 3,969617499
8. giin 3,08656035 1,434949535 2,161450804 2,049113646
8. giin 3,140512475 1,460032011 2,199232299 2,084931522
8. giin 5,876674533 2,732080514 4,115306832 3,901421846
10. giin 1,257013375 0,584388624 0,880259014 0,834509281
10. giin 0,517632462 0,240648611 0,362486708 0,343647174
10. giin 0,747942879 0,347720493 0,523768064 0,496546248
10. giin 0,869947353 0,404440674 0,609205132 0,577542892
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Cizelge 4.105 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 ¢esidinin yapraklarinda WRKY
genine ait normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alm | Tarsan 1018 Cesidinin Yapraklarina Ait WRKY Geni Normalize Edilmis
Zamani ifade Verileri
2. giin 0,062068281 0,090058109 0,096054699 0,058193426
2. giin 0,041492661 0,060203868 0,06421259 0,03890232
2. giin 0,053031744 0,076946526 0,08207007 0,04972103
2. giin 0,048562954 0,070462526 0,075154328 0,045531222
4. giin 0,00638986 0,009271381 0,009888723 0,005990948
4. giin 0,003991094 0,005790887 0,006176477 0,003741934
4. giin 0,004391715 0,006372168 0,006796464 0,004117545
4. giin 0,005806965 0,006372168 0,008986655 0,005444442
6. giin 0,006992383 0,010145614 0,010821168 0,006555857
6. giin 0,01268265 0,018401919 0,019627225 0,011890886
6. giin 0,009881871 0,014338123 0,015292838 0,009264957
6. giin 0,008974206 0,013021144 0,013888167 0,008413956
8. giin 0,114228931 0,16574072 0,176776695 0,107097744
8. giin 0,090684513 0,131578894 0,140340178 0,085023178
8. giin 0,100133735 0,145289263 0,154963462 0,093882495
8. giin 0,103449602 0,150100428 0,160094983 0,096991357
10. giin 0,289172046 0,419574819 0,447512535 0,271119352
10. giin 0,27206061 0,394746943 0,421031477 0,255076165
10. giin 0,322193658 0,467487599 0,498615626 0,302079461
10. giin 0,244177132 0,354289349 0,377879982 0,228933422
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Cizelge 4.106 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ¢esidinin koklerinde WRKY genine ait

normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim Tr-3080 Cesidinin Koklerine Ait WRKY Geni Normalize Edilmis ifade
Zamam Verileri
2. giin 11,79415374 12,15939885 11,32155328 12,66697385
2. giin 11,32940351 11,68025609 10,87542594 12,16783003
2. giin 12,62314945 13,01406717 12,11733053 13,55731896
2. giin 10,58537152 10,91318268 10,16120786 11,36873635
4. giin 11,47164198 11,82689945 11,01196481 12,32059479
4. giin 8,450285003 8,711976123 8,111675838 9,075643879
4. giin 7,792034148 8,033340346 7,479801582 8,368679518
4. giin 12,44073657 8,033340346 11,94222707 13,36140671
6. giin 0,316439148 0,326238737 0,303759198 0,33985706
6. giin 0,150308656 0,154963462 0,144285677 0,161432169
6. giin 0,181243354 0,186856156 0,173980799 0,194656173
6. giin 0,262429171 0,270556161 0,25191344 0,281850103
8. giin 15,56247916 16,04442297 14,93887912 16,71417221
8. giin 10,58537152 10,91318268 10,16120786 11,36873635
8. giin 9,579829637 9,876500855 9,195958784 10,28877987
8. giin 17,19598677 17,72851757 16,50693087 18,46856668
10. giin 0,586417475 0,604577838 0,562919293 0,62981499
10. giin 1,851892045 1,909242028 1,777685362 1,988940337
10. giin 0,736623843 0,759435845 0,707106781 0,791137301
10. giin 1,474269217 1,519924856 1,41519416 1,583371732
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Cizelge 4.107 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ¢esidinin yapraklarinda WRKY genine
ait normalize edilmis gen ifadesi verileri

Ornek Alim | Tr-3080 Cesidinin Yapraklarina Ait WRKY Geni Normalize Edilmis Ifade
Zamani Verileri
2. giin 0,562529242 0,405001737 0,414372452 0,549808075
2. giin 0,750539549 0,540362701 0,552865327 0,733566672
2. giin 0,785672517 0,565657231 0,578745108 0,767905135
2. giin 0,537374586 0,386891248 0,395842933 0,525222272
4. giin 14,12324794 10,16825351 10,40352117 13,80386151
4. giin 11,80233166 8,497273492 8,6938789 11,53543097
4. giin 16,20087692 11,66407503 11,93395221 15,8345065
4. giin 10,28877987 11,66407503 7,578960565 10,056107
6. giin 7,412704495 5,336892679 5,460374872 7,245071864
6. giin 7,695419637 5,540437872 5,668629586 7,52139362
6. giin 7,387058486 5,318428433 5,44148341 7,22000582
6. giin 7,722136199 5,559672879 5,688309642 7,547506007
8. giin 0,287174589 0,206755842 0,211539649 0,280680356
8. giin 0,43951978 0,316439148 0,32376075 0,429580377
8. giin 0,344601288 0,248101094 0,253841525 0,336808394
8. giin 0,366275219 0,263705579 0,269807059 0,357992185
10. giin 1,283425898 0,924022572 0,945402117 1,254402205
10. giin 0,529242197 0,381036208 0,389852421 0,517273791
10. giin 0,660669203 0,475659138 0,486664687 0,645728675
10. giin 1,028113827 0,740206649 0,757333158 1,00486382
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Cizelge 4.108 Soguk stresi uygulanan orneklerin WRKY genine ait normalize edilmis
gen ifadesi verilerinin ortalama, standart hata ve standart sapma degerleri

No Ornek ismi Ortalama Standart Sapma Standart Hata
1 S1KO0 1 - -

2 S1K2 0,931355 0,2301644 0,0575411
3 S1K4 1,544440 0,2217203 0,0554301
4 S1K6 2,116440 0,7277403 0,1819351
5 S1K8 1,942800 0,5693752 0,1423438
6 S1K10 10,397081 2,7973278 0,6993320
7 S1Y0 1 - -

8 S1Y2 0,036936 0,0117369 0,0029342
9 S1Y4 0,069045 0,0189265 0,0047316
10 S1Y6 0,248297 0,0473576 0,0118394
11 S1Y8 2,001547 0,4228179 0,1057045
12 S1Y10 1,778268 0,5306683 0,1326671
13 S2KO0 1 - -

14 S2K2 0,923662 0,2634897 0,0658724
15 S2K4 1,063344 0,3511094 0,0877774
16 S2K6 1,135731 0,4310653 0,1077663
17 S2K8 3,197397 1,3901819 0,3475455
18 S2K10 0,599856 0,2629635 0,0657409
19 S2Y0 1 - -

20 S2Y2 0,063292 0,0172255 0,0043064
21 S2Y4 0,006221 0,0018387 0,0004597
22 S2Y6 0,011887 0,0037760 0,0009440
23 S2Y8 0,126024 0,0303550 0,0075887
24 S2Y10 0,347872 0,0863878 0,0215969
25 S3KO0 1 - -

26 S3K2 11,770960 0,9236160 0,2309040
27 S3K4 9,902016 2,0476238 0,5119060
28 S3K6 0,231298 0,0696354 0,0174089
29 S3K8 13,445595 3,4308549 0,8577137
30 S3K10 1,181160 0,5495594 0,1373899
31 S3Y0 1 - -

32 S3Y2 0,565772 0,1328778 0,0332195
33 S3Y4 11,515571 2,4792373 0,6198093
34 S3Y6 6,485345 1,0282142 0,2570535
35 S3Y8 0,308536 0,0688650 0,0172162
36 S3Y10 0,751494 0,2923519 0,0730880
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Sekil 4.31 Soguk stresi uygulanmig Saray aycicegi cesitlerinin kok ve yapraklarinda
kontrol, 2., 4., 6., 8. ve 10. giinlerinde WRKY gen ifade diizeyleri
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Sekil 4.32 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aycicegi cesitlerinin kok ve
yapraklarinda kontrol, 2., 4., 6., 8. ve 10. giinlerinde WRKY gen ifade

diizeyleri
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Sekil 4.33 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ayg¢icegi ¢esitlerinin kok ve yapraklarinda
kontrol, 2., 4., 6., 8. ve 10. gilinlerinde WRKY gen ifade diizeyleri
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Sekil 4.34 Soguk stresine maruz kalmis aycicegi cesitlerinin koklerindeki WRKY gen
ifade diizeyleri
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Sekil 4.35 Soguk stresine maruz kalmis aygicegi ¢esitlerinin yapraklardaki WRKY gen
ifade diizeyleri
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Soguk stresine maruz birakilan ay¢icegi fidelerinin zamana kars1 degiskenlik gosteren
WRKY gen ifade seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi One Way
ANOVA (Dunnet) analizi kullanilarak belirlenmistir. ANOVA tablosu incelendiginde,
calismada kullanilan tiim ¢esitlerde Sig. (Anlamlilik) stitunundaki degerin ,00 oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.109-4.110, 4.113-4.114, 4.117-4.118). Sig degerinin
0,05’den kiiciik olmasi, soguk stresinde zamana bagli olarak WRKY gen ifadesi
seviyesinde belirlenen degisikligin p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli

oldugunun gostergesidir.

Soguk stresine maruz birakilan aycicegi fidelerinin zamana karst WRKY gen ifade
seviyesinde meydana gelen degisikliklerin anlamlilik derecelerinin karsilastirilmasinda

Post Hoc testinden yararlanilmistir (Cizelge 4.111-4.112, 4.115-4.116, 4.119-4.120).

Cizelge 4.109 Soguk stresi uygulanmig Saray aycicegi ¢esidinin koklerinde WRKY genine
ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)* (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar aras1® | 1072,197 5 214,439 146,526 ,000
Gruplar ici 131,715 90 1,463
Toplam 1203,912 95

LF, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

Zsig. degerinin 0,05 ten kiigiik olmasi karsilagtirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlaml bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
® Gruplar aras1 ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi iginde

degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.110 Soguk stresi uygulanmig Saray aygicegi ¢esidinin yapraklarinda WRKY
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)* (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar arasi 8 61,489 5 12,298 159,324 ,000
Gruplar igi 6,947 90 ,077
Toplam 68,436 95

LF, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kii¢lik olmasi karsilagtirtlan gruplarin ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar aras ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi iginde

degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.111 Soguk stresi uygulanmis Saray aycicegi ¢esidinin koklerinde WRKY
genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 ,0686449 ,0575411 ,965 -,127508 ,264798
1 3 -,5444402* ,0554301 ,000 -, 733397 -,355483
(kontrol) 4 -1,1164404* ,1819351 ,000 -1,736643 -,496238
5 -,9428002* ,1423438 ,000 -1,428039 -,457561
6 -9,3970813* ,6993320 ,000 -11,781049 | -7,013114
1 -,0686449 ,0575411 ,965 -,264798 ,127508
2 3 -,6130851* ,0798966 ,000 -,865546 -,360624
(2. giin) 4 -1,1850853* ,1908176 ,000 -1,819456 -,550715
5 -1,0114451* ,1535342 ,000 -1,515999 -,506891
6 -9,4657262* ,7016952 ,000 -11,852911 | -7,078542
1 ,5444402* ,0554301 ,000 ,355483 , 733397
2 ,6130851* ,0798966 ,000 ,360624 ,865546
3 4 -,5720002 ,1901917 ,096 -1,205239 ,061238
(4. giin) 5 -,3983600 ,1527555 ,200 -,901331 , 104611
6 -8,8526411* , 7015253 ,000 -11,239591 | -6,465691
1 1,1164404* ,1819351 ,000 ,496238 1,736643
4 2 1,1850853* ,1908176 ,000 ,550715 1,819456
(6. giin) 3 ,5720002 ,1901917 ,096 -,061238 1,205239
5 ,1736402 ,2310024 1,000 -,559439 ,906719
6 -8,2806410* , 7226102 ,000 -10,699995 | -5,861287
1 ,9428002* ,1423438 ,000 457561 1,428039
5 2 1,0114451* ,1535342 ,000 ,506891 1,515999
(8. giin) 3 ,3983600 ,1527555 ,200 -,104611 ,901331
4 -,1736402 ,2310024 1,000 -,906719 ,559439
6 -8,4542812* , 7136715 ,000 -10,859110 | -6,049453
1 9,3970813* ,6993320 ,000 7,013114 11,781049
6 2 9,4657262* , 7016952 ,000 7,078542 11,852911
(10. giin) 3 8,8526411* , 7015253 ,000 6,465691 11,239591
4 8,2806410* , 7226102 ,000 5,861287 10,699995
5 8,4542812* , 7136715 ,000 6,049453 10,859110

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.112 Soguk stresi uygulanmis Saray ay¢icegi ¢esidinin yapraklarinda WRKY
genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 ,9630635* ,0029342 ,000 ,953061 ,973066
1 3 ,9309548* ,0047316 ,000 ,914825 ,947085
(kontrol) 4 ,7517029* ,0118394 ,000 , 711343 ,792062
5 -1,0015471* ,1057045 ,000 -1,361885 -,641209
6 -,7782680* ,1326671 ,000 -1,230520 -,326016
1 -,9630635* ,0029342 ,000 -,973066 -,953061
2 3 -,0321088* ,0055676 ,000 -,049966 -,014251
(2. giin) 4 -,2113606* ,0121976 ,000 -,252259 -,170462
5 -1,9646106* ,1057452 ,000 -2,325004 | -1,604218
6 -1,7413315* ,1326995 ,000 -2,193627 | -1,289036
1 -,9309548* ,0047316 ,000 -,947085 -,914825
2 ,0321088* ,0055676 ,000 ,014251 ,049966
3 4 -,1792519* ,0127499 ,000 -,221177 -,137327
(4. giin) 5 -1,9325019* ,1058103 ,000 -2,292983 | -1,572021
6 -1,7092228* ,1327514 ,000 -2,161588 -1,256858
1 -,7517029* ,0118394 ,000 -, 792062 -, 711343
4 2 ,2113606* ,0121976 ,000 ,170462 ,252259
(6. giin) 3 ,1792519* ,0127499 ,000 ,137327 ,221177
5 -1,7532500* , 1063655 ,000 -2,114499 -1,392001
6 -1,5299709* ,1331943 ,000 -1,982942 -1,077000
1 1,0015471* ,1057045 ,000 ,641209 1,361885
5 2 1,9646106* ,1057452 ,000 1,604218 2,325004
(8. giin) 3 1,9325019* ,1058103 ,000 1,572021 2,292983
4 1,7532500* ,1063655 ,000 1,392001 2,114499
6 ,2232791 ,1696290 ,942 -,314706 , 761264
1 ,1782680* ,1326671 ,000 ,326016 1,230520
6 2 1,7413315* ,1326995 ,000 1,289036 2,193627
(10. giin) 3 1,7092228* ,1327514 ,000 1,256858 2,161588
4 1,5299709* ,1331943 ,000 1,077000 1,982942
5 -,2232791 ,1696290 ,942 -, 761264 ,314706

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.113 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aygicegi ¢esidinin koklerinde
WRKY genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi)

verileri
Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihik | Anlamhlik
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)? (Sig.’
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar arasi 70,441 5 14,088 35,512 ,000
Gruplar igi 35,704 90 ,397
Toplam 106,145 95

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilagtirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiiglik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.114 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aygicegi ¢esidinin yapraklarinda
WRKY genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi)

verileri
Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)? (Sigy’
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar arasi 8 11,807 5 2,361 1628,782 ,000
Gruplar igi ,130 90 ,001
Toplam 11,937 95

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kiigiik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi iginde

degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.115 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 aygicegi c¢esidinin koklerinde
WRKY genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 ,0763381 ,0658724 ,972 -,148216 ,300892
1 3 -,0633442 ,0877774 1,000 -,362570 ,235882
(kontrol) 4 -,1357313 , 1077663 ,949 -,503098 ,231636
5 -2,1973974* ,3475455 ,000 -3,382153 -1,012642
6 ,4001438* ,0657409 ,000 , 176038 ,624249
1 -,0763381 ,0658724 ,972 -,300892 ,148216
2 3 -,1396823 ,1097453 ,954 -,488492 ,209127
(2. giin) 4 -,2120695 ,1263042 , 757 -,617496 ,193357
5 -2,2737355* ,3537330 ,000 -3,467404 | -1,080067
6 ,3238057* ,0930647 ,022 ,029766 ,617845
1 ,0633442 ,0877774 1,000 -,235882 ,362570
2 ,1396823 , 1097453 ,954 -,209127 ,488492
3 4 -,0723871 ,1389908 1,000 -,512901 ,368127
(4. giin) 5 -2,1340532* ,3584588 ,000 -3,335296 -,932811
6 ,4634880* , 1096664 ,003 ,114902 ,812074
1 ,1357313 , 1077663 ,949 -,231636 ,503098
4 2 ,2120695 ,1263042 , 757 -,193357 ,617496
(6. giin) 3 ,0723871 ,1389908 1,000 -,368127 ,512901
5 -2,0616661* ,3638701 ,000 -3,272318 -,851014
6 ,5358751* ,1262357 ,004 ,130624 941126
1 2,1973974* ,3475455 ,000 1,012642 3,382153
5 2 2,2737355* ,3537330 ,000 1,080067 3,467404
(8. giin) 3 2,1340532* ,3584588 ,000 ,932811 3,335296
4 2,0616661* ,3638701 ,000 ,851014 3,272318
6 2,5975412* ,3537085 ,000 1,403910 3,791172
1 -,4001438* ,0657409 ,000 -,624249 -,176038
6 2 -,3238057* ,0930647 ,022 -,617845 -,029766
(10. giin) 3 -,4634880* , 1096664 ,003 -,812074 -,114902
4 -,5358751* ,1262357 ,004 -,941126 -,130624
5 -2,5975412* ,3537085 ,000 -3,791172 -1,403910

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.116 Soguk stresi uygulanmis Tarsan 1018 ayg¢icegi ¢esidinin yapraklarinda
WRKY genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standart Anlamhilik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama | Hata

saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir

2 ,9367084* ,0043064 ,000 ,922028 ,951388

1 3 ,9937794* ,0004597 ,000 ,992212 ,995346

(kontron 4 ,9881129* ,0009440 ,000 ,984895 ,991331

5 ,8739765* ,0075887 ,000 ,848107 ,899846

6 ,6521281* ,0215969 ,000 ,578506 , 725750

1 -,9367084* ,0043064 ,000 -,951388 -,922028

2 3 ,0570711* ,0043309 ,000 ,042357 ,071785

(2. giin) 4 ,0514046* ,0044086 ,000 ,036574 ,066235

5 -,0627319* ,0087255 ,000 -,090858 -,034606

6 -,2845802* ,0220221 ,000 -,358819 -,210341

1 -,9937794* ,0004597 ,000 -,995346 -,992212

2 -,0570711* ,0043309 ,000 -,071785 -,042357

3 4 -,0056665* ,0010500 ,000 -,009081 -,002252

(4. giin) 5 -,1198029* ,0076027 ,000 -,145691 -,093915

6 -,3416513* ,0216018 ,000 -,415280 -,268022

1 -,9881129* ,0009440 ,000 -,991331 -,984895

4 2 -,0514046* ,0044086 ,000 -,066235 -,036574

(6. giin) 3 ,0056665* ,0010500 ,000 ,002252 ,009081

5 -,1141365* ,0076472 ,000 -,140087 -,088186

6 -,3359848* ,0216176 ,000 -,409635 -,262335

1 -,8739765* ,0075887 ,000 -,899846 -,848107

5 2 ,0627319* ,0087255 ,000 ,034606 ,090858

(8. giin) 3 ,1198029* ,0076027 ,000 ,093915 ,145691

4 ,1141365* ,0076472 ,000 ,088186 ,140087

6 -,2218484* ,0228914 ,000 -,297601 -,146096

1 -,6521281* ,0215969 ,000 -, 725750 -,578506

6 2 ,2845802* ,0220221 ,000 ,210341 ,358819

(10. giin) 3 ,3416513* ,0216018 ,000 ,268022 ,415280

4 ,3359848* ,0216176 ,000 ,262335 ,409635

5 ,2218484* ,0228914 ,000 , 146096 ,297601

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.117 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 aycicegi ¢esidinin koklerinde WRKY
genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) verileri

Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farkhihk | Anlamhhk
Kaynag Toplami Dereceleri Ortalamasi (F)! (Sig.)*
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar aras: > 2961,201 5 592,240 207,519 ,000
Gruplar ici 256,852 90 2,854
Toplam 3218,053 95

L F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kii¢lik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark

oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.

Cizelge 4.118 Soguk stresi uygulanmig Tr-3080 aygicegi ¢esidinin yapraklarinda
WRKY genine ait One Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi)

verileri
Varyansin Kareler Serbestlik Kareler Farklihik | Anlamhhk
Kaynag Toplam Dereceleri Ortalamasi (F)* (Sig.y’
(Gen ifadesi) (df)
Gruplar arasi ° 1691,806 5 338,361 277,660 ,000
Gruplar ici 109,676 90 1,219
Toplam 1801,481 95

! F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik olmayan varyansla karsilastirmaktadir.

2 sig. degerinin 0,05 ten kii¢lik olmasi karsilastirilan gruplarin ortalamalari arasinda anlamli bir fark

oldugunu ifade etmektedir.
3 Gruplar arasi ifadesi ile anlatilmak istenen, soguk (kontrol, 2g, 4g, 6g, 8g, 10g) verilerinin kendi i¢inde

degerlendirilmesidir.
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Cizelge 4.119 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ayg¢icegi ¢esidinin koklerinde WRKY
genine ait Post Hoc Testi verileri

) J) (1-J) Standart | Anlamhlik | % 95 Giiven Arahg:
Zaman Zaman Ortalama Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 -10,7709600* ,2309040 ,000 -11,558094 | -9,983826
1 3 -8,9020155* ,5119060 ,000 -10,647063 | -7,156968
(kontrol) 4 ,7687019* ,0174089 ,000 ,709356 ,828047
5 -12,4455952* ,8577137 ,000 -15,369474 | -9,521717
6 -,1811596 , 1373899 ,931 -,649511 ,287192
1 10,7709600* ,2309040 ,000 9,983826 11,558094
2 3 1,8689445* ,5615731 ,044 ,034514 3,703375
(2. giin) 4 11,5396619* ,2315593 ,000 10,751638 | 12,327686
5 -1,6746352 ,8882508 ,614 -4,645286 1,296015
6 10,5898004* ,2686869 ,000 9,726046 11,453555
1 8,9020155* ,5119060 ,000 7,156968 10,647063
2 -1,8689445* ,5615731 ,044 -3,703375 -,034514
3 4 9,6707174* ,5122019 ,000 7,925272 11,416163
(4. giin) 5 -3,5435797* ,9988596 ,023 -6,754090 -,333070
6 8,7208559* ,5300223 ,000 6,948080 10,493632
1 -,7687019* ,0174089 ,000 -,828047 -, 709356
4 2 -11,5396619* ,2315593 ,000 -12,327686 | -10,751638
(6_ giin) 3 -9,6707174* ,5122019 ,000 -11,416163 | -7,925272
5 -13,2142971* ,8578904 ,000 -16,138413 | -10,290181
6 -,9498615* ,1384884 ,000 -1,419737 -,479986
1 12,4455952* ,8577137 ,000 9,521717 15,369474
5 2 1,6746352 ,8882508 ,614 -1,296015 4,645286
(8. giin) 3 3,5435797* ,9988596 ,023 ,333070 6,754090
4 13,2142971* ,8578904 ,000 10,290181 | 16,138413
6 12,2644356* ,8686477 ,000 9,325104 15,203767
1 ,1811596 , 1373899 ,931 -,287192 ,649511
6 2 -10,5898004* ,2686869 ,000 -11,453555 | -9,726046
(10. giin) 3 -8,7208559* ,5300223 ,000 -10,493632 | -6,948080
4 ,9498615* ,1384884 ,000 ,479986 1,419737
5 -12,2644356* ,8686477 ,000 -15,203767 | -9,325104

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.120 Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 aycicegi cesidinin yapraklarinda
WRKY genine ait Post Hoc Testi verileri

) (@)] (1-J) Standar | Anlamhihk | % 95 Giiven Arahgi
Zaman Zaman Ortalama t Hata
saat saat Fark Ust Alt
Siir Smir
2 A342277* ,0332195 ,000 ,320985 ,547470
1 3 -10,5155708* ,6198093 ,000 -12,628452 | -8,402690
(kontrol) 4 -5,4853453* ,2570535 ,000 -6,361621 -4,609070
5 ,6914636* ,0172162 ,000 ,632775 , 750152
6 ,2485065 ,0730880 ,051 -,000645 ,497658
1 -,4342277* ,0332195 ,000 -,547470 -,320985
2 3 -10,9497985* ,6206989 ,000 -13,063881 | -8,835716
(2. giin) 4 -5,9195730* ,2591912 ,000 -6,798817 -5,040329
5 ,2572359* ,0374157 ,000 ,135992 ,378480
6 -,1857212 ,0802832 ,332 -,447861 ,076418
1 10,5155708* ,6198093 ,000 8,402690 12,628452
2 10,9497985* ,6206989 ,000 8,835716 13,063881
3 4 5,0302254* ,6709993 ,000 2,828152 7,232299
(4. giin) 5 11,2070343* ,6200484 ,000 9,093832 13,320237
6 10,7640772* ,6241037 ,000 8,645264 12,882890
1 5,4853453* ,2570535 ,000 4,609070 6,361621
4 2 5,9195730* ,2591912 ,000 5,040329 6,798817
(6. giin) 3 -5,0302254* ,6709993 ,000 -7,232299 -2,828152
5 6,1768089* ,2576294 ,000 5,299753 7,053864
6 5,7338518* ,2672422 ,000 4,841770 6,625933
1 -,6914636* ,0172162 ,000 -, 750152 -,632775
5 2 -,2572359* ,0374157 ,000 -,378480 -,135992
(8. giin) 3 -11,2070343* ,6200484 ,000 -13,320237 | -9,093832
4 -6,1768089* ,2576294 ,000 -7,053864 | -5,299753
6 -,4429571* ,0750883 ,000 -,695089 -,190825
1 -,2485065 ,0730880 ,051 -,497658 ,000645
6 2 ,1857212 ,0802832 ,332 -,076418 447861
(10. giin) 3 -10,7640772* ,6241037 ,000 -12,882890 | -8,645264
4 -5,7338518* ,2672422 ,000 -6,625933 -4,841770
5 ,4429571* ,0750883 ,000 ,190825 ,695089

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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5. TARTISMA

Biiyiime mevsiminde maksimum iiriin almak i¢in erken ekim yapabilmek ve kuraklik
stresinden kaginmak, ay¢iceginde diisiik sicaklik toleransinin Onemini arttirmistir.
Ancak, ay¢iceginin diisiik sicakliktaki tepkisinin molekiiler mekanizmasi hakkindaki
bilgiler literatiirde hala eksiktir. Bitkilerde abiyotik stres tepkisi, biiylik gen ailelerinin
katilim1 ve hedef genlerin promotorleri iizerindeki TF'ler ve cis elementleri arasindaki
cok yonlii etkilesimler nedeniyle son derece karmasik bir siirectir. Bu nedenle, strese
duyarli TF'leri, bitki stres tepkilerinde yer alan sinyal aglarinin karmasikligini gosteren
cesitli abiyotik stres tepkilerinde bagimsiz olarak islev yapmakla kalmaz ayni zamanda
cesitli abiyotik streslere tepki olarak birbirleri arasinda etkilesimi de saglar (Shao vd.
2015).

Bu arastirmada; farkli zaman periyotlarinda (0., 2., 4., 6., 8. ve 10. giinlerde) soguk
stresine maruz birakilan 3 farkli aygigegi (Saray, Tarsan 1018 ve Tr-3080) bitkisinde
gelisim, savunma ve abiyotik stres tepkileri gibi bir¢ok siirecle iligkili oldugu diisiiniilen
bZIP, MYB, NAC, NF-YB ve WRKY tipi transkripsiyon faktor ailesine ait genlerin kok
ve yapraktaki ifade seviyelerindeki farkliliklar kantitatif Real Time PCR ile
belirlenerek, ilgili genlerin soguk stresi ile iliskili olup olmadiklar1 ve bu baglamda
gelistirdikleri stres cevabi hakkinda bilgi edinilmeye calisilmistir. Calismada ayni
zamanda bitkilerde ¢evresel stresin neden oldugu oksidatif lipid hasarinda yaygin olarak
kullanilan bir belirteg olan malondialdehit igerigi MDA analizi ile belirlenirken,
oksidatif degisikliklerin diger 6nemli hedefi olan total protein miktarindaki degisim ise

Bradford yontemiyle saptanmustir.

5.1 Soguk Stresinin MDA Diizeyine Etkisi

ROT, isiitlicii ve dondurucu sicakliklar gibi ekstrem sicakliklarin bir sonucu olarak
tiretilmektedir (Wang vd. 2003). ROT’lar membrandaki lipidlerin doymamis c¢ift
baglarina saldirirlar ve lipid peroksidasyonuna neden olurlar. MDA, lipid
peroksidasyonunun son iiriinlerinden biri olup, oksidatif hasar ve soguga kars1 duyarlilik
gostermektedir (Halliwell ve Chirico 1996). Bu nedenle, MDA diizeyi abiyotik
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streslerden kaynaklanan hasarin bir Olgilisii olarak kullanilmaktadir (Sathiyaraj vd.

2011).

Bitkilerde, asir1 ROT iiretimi, gesitli stres tiirleri altinda olan bir metabolizmanin esas
Ozelligidir. Bitkiler ROT’larin zararlarina karsi hiicre i¢inde enzimatik (SOD, APX,
GPX, CAT vb.) ve enzimatik olmayan (askorbik asit, indirgenmis glutatyon, a-
tokoferol, karotenoidler, fenolikler, flavonoidler ve prolin gibi diisiik molekiillii
bilesikler) antioksidan savunma sisteminde gorev alan molekiillerin sentezini arttirarak

antioksidan savunma saglarlar (Gill ve Tuteja 2010, Miller vd. 2010, Gill vd. 2011).

Yapilan birgok caligmada abiyotik stresin lipid peroksidasyonuna yol acarak MDA
birikimine neden oldugu bildirilmistir (Liu ve Zhu 1997, Wu vd. 2008, Kong vd. 2011).

Ancak bunun aksini yani; MDA diizeyinde azalma oldugu bildiren ¢alismalar da vardir
(Sergio vd. 2012, Khoshgoftarmanesh vd. 2014). Bu galismalarin yanisira stresin
siddeti ve siiresine bagli olarak MDA diizeyinin degiskenlik gosterdigi ve MDA
diizeyinde degisimin olmadig1 stres uygulamasi ¢alismalari da literatiirde bulunmaktadir

(Ming ve Wang 2002, VVoronin vd. 2014).

Bulgularimiza gore uygulanan soguk stresi, Saray aygicegi ¢esidinin kdklerinde 2. ve 4.
giinlerde kontrole gore MDA diizeyini distirmiistiir (Sekil 4.4). Bu durum stresin 2. ve
4. glinlerinde Saray aycicegi ¢esidinin koklerinde uygulanan soguk stresine yanit olarak
ROT’larin seviyesinin arttigini ve buna karsi bitkinin antioksidan savunma sistemini
devreye sokmus olabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte 2. giinden itibaren 8.
giine kadar MDA diizeyinde dogrusal bir artis gdzlenmis olup, 6. ve 8. giinlerde MDA
seviyesi kontrole gore yaklasik olarak 2 kat artmistir. Meydana gelen dogrusal artigin
antioksidan savunma sisteminin yetersiz kalmasindan dolay1 oldugu diistiniilmektedir.
10. giinde ise 8. gline gore MDA diizeyinde bir miktar azalma meydana gelmistir.
Istatistiksel olarak degerlendirildiginde MDA diizeyinde gériilen bu degisimler p<0.05

seviyesinde anlamli bulunmustur (Cizelge 4.1).
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Soguk stresi ile Saray aycicegi c¢esidinin yapraklarinda meydana gelen degisim
incelendiginde, genel olarak soguk stresi uygulanan tiim giinlerde MDA diizeyinin
kontrol seviyesinin listiinde oldugu goriilmektedir (Sekil 4.4). MDA diizeyinin yiiksek
olmasmin nedeninin soguk uygulama siiresinin artmasi ile antioksidan savunma
sisteminin  yetersiz kalmasindan kaynakli olabilecegi diisliniilmektedir. ~Stres
uygulamasinda Ornek alinan giinler ayr1 ayr1 degerlendirildiginde 2. ve 4. giinlerde
kademeli olarak MDA diizeyi kontrole gore artmis olup, bu artis 4. giinde kontrole gore
3,5 kat olarak belirlenmistir. 6. giine gelindiginde ise Saray aygicegi c¢esidinin
yapraklarinda 4. giine kiyasla bir miktar azalma oldugu goriilmektedir (Sekil 4.4). 8.
giinde ise antioksidan miktar1 artmis olabilecegi i¢in 6. giine gore MDA diizeyinde
gozle goriiliir bir diisiis kaydedilmistir. MDA seviyesinin tekrar yilikseldigi 10. giinde
savunma sisteminin yetersiz kaldigi varsayilmaktadir. Saray aycicegi ¢esidinin
yapraklarinda MDA diizeyinde gozlenen bu artis ve azalislar istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (Cizelge 4.2).

Saray ayg¢icegi ¢esidinin kok ve yapraklarma ait MDA diizeyi sonuglari
karsilastirlldiginda, stres uygulamasinin 2. giiniinde sogugun kokler tarafindan hizli bir
sekilde algilanarak, olusan ROT’lara kars1 bir yanit olarak MDA diizeyini diistirdigii
goriilmektedir (Sekil 4.4). Ancak soguk stresi uygulamasinin ilerleyen giinlerinde MDA
diizeyi tekrar artis gostermistir. Yapraklarda ise MDA diizeyinin stres uygulamasi
stiresince kontrol diizeyinin lizerinde oldugu belirlenmistir. Kok ve yaprak dokularinda
soguk stresine tepki olarak MDA diizeyinde meydana gelen bu farkliligin nedeninin,
stres siiresi boyunca Hoagland s1v1 besiyeri icerisinde kalan koklerin sogugu hava ile
temas halinde olan yapraklara nazaran daha hizli algilamasindan kaynakli olabilecegi

diistiniilmektedir.

Tarsan 1018 aygicegi ¢esidinin koklerinde stres uygulamasmin 2. giiniinde alinan
orneklerde MDA diizeyi kontrole kiyasla % 18 oraninda azalmistir (Sekil 4.5). Bu
asamanin bitkinin stres ile karsilagmasi ve antioksidan savunma sisteminin devreye
girmesi arasindaki siire¢ oldugunu diisiinmekteyiz. Stres uygulamasinin 4. giinlinde ise
Tarsan 1018 aycicegi ¢esidinin kdklerinde kontrole kiyasla yaklasik 4 kat, 2. giine
kiyasla 4,8 kat artis meydana gelmistir. 4. giinde MDA seviyesinin stres uygulanan
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zamanlardaki en yiiksek degere ulastigr goriilmektedir (0,208385477). Bu zaman
diliminde hiicrenin antioksidan savunma sisteminin ROT’lar1 hiicreden uzaklastirmada
yetersiz kaldigi, bitkinin stres ile basa ¢ikamadigi varsayilmaktadir. 6. giinde MDA
seviyesi 4. giine kiyasla neredeyse 5 kat azalarak kontrol seviyesine yaklasmistir. Bu
asamada Tarsan 1018 ¢esidinin koklerinde strese karsi antioksidan savunma sistemini
hizli bir sekilde aktif hale getirerek, plazma zarinda oksidatif stresin zararini1 en aza
indirdigi diisiiniilmektedir. 8. giinde MDA diizeyi kontrole gore yaklasik 2 kat artis
gosterirken, 10. giin alinan 6rneklerde tekrar bir miktar azalma gdézlenmistir. Tarsan
1018 aygicegi ¢esidinin yapraklarinda ise koklerde goriilen etkinin tam tersi yani; 2. ve
6. giinlerde kontrole gore MDA diizeyinde artis, 4., 8. ve 10. giinlerde ise kontrole gore
MDA diizeyinde diisiis gozlenmistir (Sekil 4.5). Bu durum koék ve yapraklarda MDA
diizeyinde meydana gelen degisime bagl olarak antioksidan savunma sisteminin stres

uygulamasinin farkli zamanlarinda devreye girdigini diisiindiirmektedir.

Tr-3080 aycicegi cesidinin koklerinde orneklem aliminin gergeklestirildigi tiim
giinlerde MDA diizeyinde bazi inis ¢ikislar goriilse de, MDA diizeyinin tiim uygulama
stirelerinde kontroliin iizerinde bir profil ¢izdigi goriilmiistiir. MDA diizeyinde en fazla
artis (kontrole gore neredeyse 3 kat ) 2. giinde tespit edilmistir. 2. giinde meydana gelen
bu artis istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde anlamlidir (Cizelge 4.11). 4. giinde 2. giine
kiyasla bir miktar azalma goriildiikten sonra ilerleyen giinlerde 8. giine kadar kademeli
bir artis gozlenmistir (Sekil 4.6). Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma
sistemlerinin tekrar devreye girmesi ile 10. giinde MDA diizeyi bir miktar azalmistir.
MDA diizeylerindeki degisimler istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrole gore
meydana gelen artiglar 2. giinde disinda anlamli bulunmamistir (p>0.05). Ayni ¢esidin
yapraklarinda ise 8. giin disindaki diger giinlerde alinan 6rneklerde kontrole gore MDA
diizeyinde artis gozlenmistir. 8. glinde MDA diizeyinde kontrole ve 6. giine kiyasla
sirastyla % 14 ve % 71 oraninda diisiis meydana gelmistir (Sekil 4.6). Tr-3080 aygigegi
cesidinin yapraklarinda MDA diizeylerinde meydana gelen degisimler istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05) (Cizelge 4.12). Stres uygulamasinin tiim
giinlerinde MDA seviyesinde gozlenen artigin stres karsisinda savunma sistemlerinin

yetersiz kaldigini ve lipid peroksidasyonun gergeklestigini gostermektedir.
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Gergeklestirilen tez ¢aligmasinda MDA analizinden elde edilen veriler incelendiginde,
ic aycigegi ¢esidinde de belirlenen siirelerde uygulanan soguk stresi altinda MDA
diizeylerinde artma ve azalmalar goriilse de c¢ogunlukla kontrole gore artis
gozlenmistir (Sekil 4.4-4.6). Calismada kullanilan ii¢ ayg¢icegi ¢esidinin kok MDA
diizeylerinde meydana gelen degisimler istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
bulunurken, yapraklarda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05)
(Cizelge 4.1-4.2, Cizelge 4.5-4.6, Cizelge 4.9-4.10). Bu veriler, ¢alismada kullanilan
aycicegi cesitlerinde soguk stresinin lipid peroksidasyonu iizerinde etkili oldugunu
gostermistir. Membran yapisinin kararliliginin belirlenmesinde énemli bir parametre
olan MDA diizeyinden elde edilen veriler degerlendirildiginde, caligilan cesitler
arasinda Tr-3080'deki membran hasarinin, soguk stresi altindaki diger aycicegi
cesitlerinden daha ciddi diizeyde oldugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle Tr-3080 en
hassas gesit olarak belirlenirken, MDA diizeyinde en fazla azalmanin gozlendigi ¢esit

olan Tarsan 1018 ise en direngli ¢esit olarak belirlenmistir.

Liu vd. (2013)’nin yaptiklar1 c¢alismada, gelistirdikleri Avena nuda (kilgiksiz yulaf)
fidelerini 3 gruba ayirmis, ilk grup kontrol grubu olarak 20 °C’de yetistirilirken diger
gruplar 7 giin boyunca 1 °C ve -10 °C soguk sicakliklarina maruz birakilmistir. Farkli
zaman periyotlarinda (0., 1., 3., 5. ve 7. giinlerde) 6rneklem alim1 gergeklestirilmistir.
Bu c¢alismadan elde edilen veriler incelendiginde soguk stresi uygulanan gruplarda
kontrol seviyesine kiyasla MDA diizeyinin onemli derecede yiiksek bulundugu
bildirilmistir. Sodergren (2000), MDA diizeyinin diisiik sicaklik kosullarinda daha
yiiksek oldugunu bildirmistir. Bagka bir ¢alismada ise, 4 °C sicakliga tabi tutulan
Forsythia Vahl tiirlerinde, MDA igeriginin kontrole kiyasla yaklasik olarak % 66,7
oraninda artmig oldugunu belirlemislerdir. (Yan vd. 2010). Benzer sekilde, sirasiyla 4
°C ve 0 °C’ye maruz birakilan cilek (Fragaria ananassa) ve bugday (Triticum
aestivum) fidelerinin yapraklarinda MDA seviyelerinin daha yiiksek oldugunu ortaya
koymuslardir. (Hou vd. 2010, Luo vd. 2011). Meyan kokii ile yapilan bagka bir
calismada ise MDA diizeyinde artma ve azalmanin birlikte gézlendigi tespit edilmistir
(Ming ve Wang 2002). Bu tez c¢alismasindan elde edilen verilere ait MDA
diizeylerindeki degisimleri gosteren grafikler (Sekil 4.4-4.6) incelendiginde genel
olarak literatiirde yer alan bu ¢alismalarin (Sodergren 2000, Ming ve Wang 2002, Hou
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vd. 2010, Yan vd. 2010, Luo vd. 2011, Liu vd. 2013) sonuglariyla benzerlik gosterdigi

goriilmektedir.

5.2 Soguk Stresinin Total Protein Diizeyine Etkisi

Diisiik sicaklik, bitkilerin dagilimini, hayatta kalmalarini ve verimini sinirlayan énemli
bir gevresel faktordiir. Oliimeiil olmayan diisiik bir sicakliga maruz kalmak genellikle
bitkilerde ortama alisma yanitina neden olabilecek gesitli biyokimyasal, fizyolojik ve
molekiiler degisiklikler meydana getirmektedir (Levitt 1980). Diisiik ve yiiksek molekiil
agirlikli proteinlerin sentezlenmesi ve birikimi, protein igerigi ve enzim aktivitelerinde
degisikliklere neden olabilmektedir (Roberts 1982, Cloutier 1984, Guy ve Carter 1984,
Calderon ve Pontis 1985, Li 1985, Hansen vd. 1997, Steponkus vd. 1998, Nanjo vd.
1999).

Bitkinin soguk stresine tepkisi, soguk sinyalinin iletimine baglidir (Chinnusamy vd.
2007, Miura ve Furumoto 2013, Seo vd. 2013). Soguk tolerans1 ve uyumu ya TF'lerin
transkripsiyonu ya da efektor proteinler araciligiyla soguga tepki veren genlerin kaskadi

tarafindan diizenlenir (Guy 1990, Jaglo vd. 2001, Lee vd. 2005, Chinnusamy vd. 2007).

Bitkiler strese maruz kaldiginda, gesitli genlerin ifadesini degistirerek stresin etkilerine
karst kendilerini korurlar. Bunu ya 6nemli metabolik proteinler iireterek ya da strese
duyarli genlerin iirlinlerinin, sinyal iletim yolaklarindaki genlerin diizenlenmesinde rol
oynamalarin1 saglayarak gerceklestirirler (Fowler ve Thomashow 2002, Kreps vd.
2002).

Calisgmamizdan elde edilen sonuglar incelendiginde soguk stresi uygulanmis Saray
aycicegi cesidinin koklerindeki total protein diizeyinde 2. giinde kontrole gore % 5
oraninda artis meydana geldigi goriilmektedir (Sekil 4.7). 2. giinde kontrole kiyasla
meydana gelen bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir (Cizelge 4.15). 4. giin
aliman Orneklerde ise kontrole gore % 25, 2. giine goére % 29 oraninda azalma

gorilmistiir. Total protein miktar1 diizeyinin en yiiksek seviyeye ulastigi 6. giinde ise
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total protein miktarinda kontrole gore 1,7 kat artig tespit edilmistir. 6. giinden sonra,
stres uygulamasinin 8. ve 10. giinlerinde total protein miktarinda kademeli bir azalma
meydana gelmistir. 6. giinden 10. giine kadar devam eden bu azalma istatistiksel olarak
p<0.05 diizeyinde anlamli bulunmustur (Cizelge 4.15). Saray ayg¢icegi ¢esidinin
koklerinde stres uygulanan zamanlarda meydana gelen total protein miktar1 degisim
profili incelendiginde, genel olarak total protein miktari diizeyinde kontrole kiyasla artig
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.7). Stres uygulama siiresince protein seviyesinde
meydana gelen bu artis, proteinlerin yeni olusumlar1 kadar 6nceden var olan proteinlerin

sentezinin artmasindan kaynakli olabilir.

Saray aygicegi ¢esidinin yapraklarinda, stres uygulamasinin 2. giiniinde total protein
diizeyinde kontrole goére 1,6 katlik bir azalma meydana geldigi tespit edilmistir (Sekil
4.7). 4. giinde ise total protein miktarinda 2. giine kiyasla keskin bir artis (% 42
oraninda) meydana gelmistir. Stres uygulamasiin sonraki gilinlerinde total protein
miktarinda kademeli bir azalma goriilmiis olup, 8. ve 10. giinlerde total protein miktari
kontrol seviyesinin altina inmistir (Sekil 4.7). Cizelge 4.16 incelendiginde 2. ve 10.
giinler disindaki stres uygulanan giinlerde total protein miktarinda meydana gelen
degisimin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmadigi ancak, stres
uygulama giinleri birbirleri ile degerlendirildiginde genel olarak anlamli oldugu
gorilmektedir (Cizelge 4.13 ve Cizelge 4.16). Saray aycicegi ¢esidinin yapraklarinda
stres uygulamasi siiresince total protein miktar1 diizeyi genellikle kontrol seviyesine
yakin bir profil ¢izmistir. Aymi ¢esidin koklerinde ise total protein miktarinda stres
uygulanan stirelerde ¢ogunlukla artis gozlenmistir. Bu durum koklerin stres siiresi
boyunca Hoagland sivi besiyeri icerisinde yer almasindan dolayr sogugu daha fazla
algilamasina sebep olmus olabileceginden, hava ile temas halinde olan yapraklara

kiyasla soguk stresine daha hizli cevap vermis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Tarsan 1018 aycice8i cesidinin koklerinde, soguk stresi uygulamasmin 2. giinlinde
kontrole kiyasla total protein miktarinda % 3’liikk artis goriiliirken, 4. giinde 1,5 kat
diisiis meydana gelmistir (Sekil 4.8). 2. ve 4. giinde meydana gelen bu degisimler
p<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Sekil 4.8 incelendiginde 4.

giinde meydana gelen diisiisiin ardindan 6. ve 8. gilinlerde kademeli bir artis oldugu
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goriilmektedir. 10. giine gelindiginde ise 8. giine gore bir miktar azalma meydana
gelmistir (Sekil 4.8). Stres uygulamasinin tiim zamanlarinda meydana gelen bu artis ve

azaliglar istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde anlamli bulunmustur (Cizelge 4.19).

Tarsan 1018 c¢esidinin yapraklarinda ise 4. ve 10. giinlerde kontrole kiyasla azalma
goriiliirken, diger giinlerde kontrole gore artis tespit edilmistir (Sekil 4.8). Soguk stresi
uygulamasinin tiim zamanlarinda meydana gelen bu artis ve azalislar koklerdeki total
protein miktar1 sonuglariyla paralellik gostermektedir. Soguk stresi uygulanmis Tarsan
1018 ¢esidinin yapraklarinda, kontrolle karsilastirildiginda, zamana bagh total protein
miktar1 seviyelerindeki degisimin istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde anlamli oldugu

goriilmektedir (Cizelge 4.18 ve Cizelge 4.20).

Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 ayg¢icegi ¢esidinin kdoklerinde total protein miktarinda
2. giinde kontrole gore bir miktar azalma (% 15 oraninda) goriiliirken, 4. ve 6. giinlerde
koklerde kontrole gore sirasiyla yaklasik 1,5 kat ve 1,6 kat artis meydana geldigi
gorilmustir (Sekil 4.9). Tr-3080 aygicegi c¢esidinin koklerindeki total protein
miktarinda 8. giinde 6. gline gore azalma, 10. giinde ise hem kontrole hem de 8. giine
gore artma goriilmektedir. Stres uygulamasinin tiim giinlerinde meydana gelen artma ve
azalmalar istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde anlamlidir (Cizelge 4.21 ve Cizelge
4.23). Soguk stresi siiresince (2. giin disinda) Tr-3080 aycicegi ¢esidinin koklerinde
total protein miktarinda artis meydana gelmistir. Bu artisin stres yanitinda gorev alan
metabolik proteinlerin {iretiminden ya da Onceden var olan proteinlerin sentezinin
artmasindan kaynakli olabilecegi diisliniilmektedir. Ayni ¢esidin yapraklarinda ise
sadece 6. glinde kontrole gore total protein diizeyinde artis meydana gelirken, diger
giinlerde kontrole gore azalma goriilmiistiir (Sekil 4.9). 6. giinde meydana gelen azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 4.24). Tr-3080 ayg¢icegi ¢esidinin
koklerinde stres uygulamasi boyunca total protein miktar1 diizeyi genel olarak kontrole
kiyasla artig gosterirken, yapraklarda total protein miktar1 diizeyinde azalma

gozlenmistir.

Azymi vd. (2012)’nin yaptig1 ¢aligmada, 24 saat boyunca 15 °C ve 5 °C sicakliklara

maruz birakilan pamuk (Gossypium hirsutum) fidelerinin hepsinde protein ve prolin
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konsantrasyonunun arttig1 bildirilmistir. Baska bir ¢alismada ise soguga alistirilmis kis
bugday1 ve lahana tiirlerinde ¢oziinebilir protein icerigi ve farkli protein kaliplarinda
artis gozlenmistir (Atici vd. 2003). Soguk stresinin, Medicago sativa (yonca)’daki
¢Oziinebilir protein igeriginde artis1 indiikledigi bildirilmistir (Mohapatra vd. 1987).
Spesifik proteinlerin sentezi, soguga iklimlendirme sirasinda donma toleransini
arttirmada onemli bir mekanizmadir ve diisiik sicaklik, proteinlerin sentezlenmesine
neden olabilmektedir (Antikainen vd. 1996, Hughes ve Dunn 1996). Elde ettigimiz
sonuglar, literatiirde yer alan ¢alismalar dogrultusunda degerlendirildiginde, soguk stresi
uygulamasi sonucu, total protein miktarinda gozlenen degisimler, konuyla ilgili daha
once yapilan calismalar1 (Mohapatra vd. 1987, Atici vd. 2003, Azymi vd. 2012)
destekler niteliktedir. Soguk stresi uygulamasinin Saray, Tarsan 1018 ve Tr-3080
cesitleri lizerinde bir etki olusturdugu ve strese maruziyetin siiresinin artmastyla, total
protein miktarinda bazi inis ¢ikislar goriilse de, genel olarak artma egiliminde oldugu
tespit edilmistir. Tarsan 1018 ¢esidinin hem kok hem de yaprak dokularinda total
protein miktar1 diizeyinin ¢alismada kullanilan diger cesitlere gore yiiksek olmasi ve
stres uygulama siirecinde total protein seviyesinin genel olarak kontrol seviyesinin
tizerinde olmasi nedeniyle bu ¢esidin digerlerine kiyasla soguk stresine karsi tolerans
mekanizmalarint daha erken aktif hale getirdigi ve dolayisiyla daha toleransh

olabilecegini sdyleyebiliriz.

5.3 Soguk Stresine Maruz Birakilan Aycicegi Cesitlerinin Kok ve Yapraklarinda
bZIP Geni mRNA Diizeylerinde Meydana Gelen Degisim

Bitkiler kokleri ile topraga bagli olarak yasarlar ve aktif olarak yer degistiremezler. Bu
nedenle, olumsuz cevre kosullar1 altinda hayatta kalmanin tek yolu, degisen cevre
kosullarina hizli ve etkili bir sekilde uyum saglamaktir. Yiiksek bitkilerin esnek dogasi,
biiylime, gelisme ve metabolizma ile ilgili spesifik tepkiler araciligiyla farkli stres
kosullarina tepki vermelerini saglar. Yapilan molekiiler ¢aligmalar, bZIP TF'lerinin
bitkilerin biyotik ve abiyotik strese tepkilerinin diizenlenmesinde yer aldigini
gostermektedir. Bu nedenle, bu gibi bitki tepkilerinin anlagilmasi, strese toleransh iiriin
cesitlerinin gelistirilmesi bakimindan yararli olabileceginden tarim i¢in biiyiik 6nem arz

etmektedir (Jakoby vd. 2002, Yadav 2010, Wei vd. 2012, Hu vd. 2016).
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oguk stresi uygulanan Saray ayg¢icegi ¢esidinin koklerinden alinan 6rneklerde stresin 2.
giiniinde normalize bZIP gen ifade seviyesi kontrole kiyasla 3 kat artmistir. Normalize
gen ifade diizeyi verileri degerlendirilirken ortalamanin 1’in altinda olmasi gen ifade
diizeyinin kontrole gore azaldigini, 1’in lizerinde olmasi ise gen ifadesinin kontrole gore
arttigin1 belirtmektedir. Bitki, hiicre membran reseptorleri araciligiyla diisiik sicakligi
algiladiktan sonra, soguk sinyal transdiiksiyonu, ROT, kalsiyum akisi, Ca®* bagh
protein kinaz kaskadlarinin (arka arkaya gelen bir dizi siirecin) aktivasyonu, prolin,
¢cOziinlir seker ve antioksidanlar da (SOD, POD vb.) dahil olmak {izere, hiicre
metabolizmasinda degisiklikleri baslatmaktadir (Zhang vd. 2017). Bu durum stres
uygulamasinin 2. giine gore daha erken zamanlarinda, stresin hiicresel diizeyde algilanip
antioksidan savunma sistemleri araciliglyla ROT’larin  seviyesinin hiicrelerde
diistiriildiigiinii ve bu uzaklastirma islemi sirasinda ROT’larin soguk stresi sinyal
kaskadinda asagi akim sinyal olaylarini tetikleyerek bZIP transkript diizeyinde artiga
neden oldugunu diistindiirmiistiir. Stresin 4. ve 6. giinlerinde alinan 6rneklerde MDA
sonuclariyla paralel olarak bZIP transkript diizeyinde de artis meydana gelmistir. 6. giin
neredeyse 7 katlik artisla tepe degerine ulasmistir. bZIP geninin kokteki ifadesinin
kontrole gore p<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi
gozlenmistir (Cizelge 4.33 ve Cizelge 4.35). 8. ve 10. giinlerde ise bZIP transkript
diizeyinde keskin bir diisiis meydana gelmis olup, bu azalmalar istatistiksel olarak
anlamsiz  bulunmustur. Bununla birlikte, Saray fidelerinin kdoklerinde stres
uygulamasinin yapildigr tim gilinlerde bZIP geninin transkripsiyonel ifade diizeyi
kontrol gruplarinin iizerindedir. Soguk stresi hiicresel dehidratasyona ve tuz
konsantrasyonunun yiikselmesine yol ac¢tigr i¢in, soguk stresi sinyal yolagi ile
dehidratasyon ve tuz stresi ile iligkili diger sinyal yolaklari arasinda dinamik bir
etkilesim vardir (Xiong vd. 2002, Huang vd. 2012). Sinyal iletim yolaklar1 bir¢ok
enzim, protein ve gen faktorii tarafindan kombine edilen olduk¢a kompleks diger birgok
yolakla etkilesim halindedir. Bu sebeple baska bir protein ya da enzim araciligiyla bZIP
geninin ifadesi baskilanmis olabilir. Gen ifade profilleri incelendiginde, bZIP gen
ifadesinde meydana gelen degisiklikler soguk stresine hiicresel adaptasyonda savunma

mekanizmalarinin karmasikligini ortaya koymaktadir.
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Ayni kosullar altinda Saray c¢esidinin yapraklarindaki bZIP geninin ifadesine
bakildiginda ise 2. giin gen ifade seviyesinin kontrole kiyasla % 25 oraninda diistiigii
belirlenmistir (Cizelge 4.32). 2. giin haricindeki diger giinlere ait 6rneklerde ise bZIP
geninin ifadesinin kontrole gore istatistiksel olarak anlamli ve kademeli bir artig
gosterdigi  gozlenmistir (p<0.05) (Cizelge 4.36). Soguk stresi altinda yetistirilen
aycicegi fidelerinin yapraklarinda zamana bagh bZIP gen ifade seviyesi kontrol ile
karsilastirildiginda 4. giinde yaklasik 1,5 katlik artis goriiliirken 6. giinde 3 kat, 8. glinde
6 kat, 10. giinde ise neredeyse 9 katlik artis ile en yiiksek seviye kaydedilmistir. (Sekil
4.11). Bu artislarin kontrole ve birbirlerine gore istatistiksel olarak p<0.05 seviyesinde
anlamli oldugu gorilmiistiir (Cizelge 4.15). Tim bu sonuglar degerlendirildiginde
stresin 2. giiniinden sonra Saray ¢esidinin yapraklarinda strese yanit mekanizmalarinin
aktiflestirilmeye baslandig1 diisliniilmiistiir. Kokler ve yapraklar farkli 6zel hiicreler
icerdigi i¢in stres yanit mekanizmalarinin bu dokular arasinda farklilik gosterdigi, farkl
stres kosullar1 altinda ¢ok farkli transkriptom yanitlar1 olusturduklart Kreps vd.
(2002)’nin yaptiklar1 caligma ile ortaya koyulmustur. Saray aycicegi ¢esidinin kdk ve
yaprak bZIP geni ifade profilleri incelendiginde farkli zamanlarda farkli yanitlar
vermelerinin sebebi kok ve yaprak dokularinda farkli 6zel hiicreler i¢erdiklerinden farkli

stres yanit mekanizmalarinin aktiflestirilmesinden dolay1 olmasi muhtemeldir (Kreps
vd. 2002).

Tarsan 1018 aycicegi cesidinin koklerinde 2. ve 4. gilinlerde kontrol seviyesinin 3 kat
tizerinde ve birbirine yakin ifade profilleri gézlenmistir (Sekil 4.12). 6. giinde bZIP'in
transkript miktarinda ani bir artis gozlenirken, neredeyse 16 katlik artigla tepe degerine
ulagmistir. bZIP'in transkript diizeyinde 8. ve 10. giinlerde ise kademeli olarak diisiis
gbzlenmistir. Tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA Dunnet test, Post Hoc testi)
ile zamana karsi gen ifade seviyesinde meydana gelen degisikliklerin anlamlilik
dereceleri karsilastirilmistir (Cizelge 4.37 ve 4.39). Stres uygulama stirelerinin gen ifade
seviyelerindeki degisimin kontrol grubuna ve birbirlerine gore degendirildiginde
anlamli oldugu goriilmektedir (p<0.05). MDA sonuglarini igeren grafikler bZIP gen
ifadesindeki degisiklikleri gosteren grafikler ile birlikte degerlendirildiginde stresin 4.
ve 6. glinleri disinda diger glinlerde sonuglarin paralellik gosterdigi goriilmektedir. 4.

ve 6. giinlerde bitkinin stres kosullarina beklenen paralel yanittan farkli yanit
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vermesinin sebebi soguk stresi sinyal yolag: ile iligkili diger sinyal yolaklar1 arasindaki
etkilesim (Xiong vd. 2002, Huang vd. 2012) nedeniyle soguk stresinin farkli giinlerinde
farkl1 tepkiler verdigi diisiiniilebilir.

Tarsan 1018 ayc¢icegi ¢esidinin yaprak dokularinda, soguk stresine maruz birakildigi ilk
4 glin boyunca bZIP'in transkript miktarinda kontrol fidelerinin yaprak dokularma
kiyasla azalma goriiliirken, 6., 8. ve 10. giinlerde artis gdzlenmistir (sirasiyla % 54, %
94, % 95). Soguk stresine yanit olarak hem kok hem de yaprak dokularinda bZIP
ifadesinde meydana gelen degisiklikler kontrole kiyasla istatistiksel olarak p<0.05
diizeyinde anlamlidir (Cizelge 4.37-4.38). MDA stres olusumunun belirlenmesinde
bitkide meydana gelen tahribatin gdstergelerinden biridir (Mittler 2003). Oksidatif stres
meydana geldiginde ROT’larin ortadan uzaklastirilmas: i¢in biitiin organizmalar
antioksidan ~ savunma  mekanizmalar1  aracilifiyla  homeostazisi ~ korumaya
calismaktadirlar. Bitkilerde gesitli dokularda H,O, ve O,¢” diizeyinde meydana gelen
degisiklikler transkripsiyon faktorleri, yapisal proteinler ve savunma enzimlerine ait
genlerin kodlanmasini indiiklemekte veya inhibe etmektedir (Scandalios 2002). Bu
bilgiler dogrultusunda MDA sonuglar1 ile Tarsan 1018 aygicegi ¢esidi yaprak
orneklerine ait bZIP gen ifade sonuglar1 degerlendirildiginde stres uygulanan giinlerde
MDA artisinin yapraklarda bZIP gen ifadesini inhibe edici etki gosterdigi goriilmektedir
(Sekil 4.5 ve Sekil 4.12).

Tr-3080 aygicegi cesidinin koklerinde en yiiksek bZIP gen ifade diizeyi 2. giinde tespit
edilmis olup kontrole kiyasla 11 kat artis belirlenmistir (Cizelge 4.32). Bu durum stresin
2. gilniinde en yiksek diizeyde olan MDA igerigi ile uyumludur. Gen
transkripsiyonunun  diizenlenmesi, belirli gen friinlerinin  (RNA ve protein)
konsantrasyonunu arttirmak veya azaltmak i¢in hiicreler tarafindan kullanilan ana
mekanizmalardan biridir (Lewin 2004). Gen transkripsiyonu, belirli mekanizmalarin
seciminde, bir dis sinyale cevap olarak indiiklenen gen ifadesinin zamanlamasini
etkileyen bir¢ok diizenleme basamag: ile kontrol edilir. Ornegin hiicresel streste belirli
gen gruplari, diizenleyici sinyallere ¢ok hizli tepki verebilmektedir. Bu gibi siireglerde
yer alan genler erken yanit geni (Immediately Early Gene) olarak bilinirler (Bahrami ve

Drables 2016). bZIP geninin soguk stresi uygulamasinin 2. giiniinde strese hizli bir

183



sekilde yanit vermesi erken yanit geni olmasindan kaynakli olabilir. Stresin 4. gliniinde
bZIP gen ifade diizeyi keskin bir azalma gostererek neredeyse kontrol seviyesine gore
yar1 yartya azalmistir (Cizelge 4.32). MDA igerigini gosteren grafik incelendiginde ayni
giinde MDA diizeyinde de azalma oldugu goriilmektedir (Sekil 4.13). Stresin 6.
giiniinde alinan 6rneklerde bZIP gen ifade diizeyi stres uygulanan tiim zamanlarin en
diisiik seviyesindedir (0,102162). Tr-3080 ay¢icegi ¢cesidi fidelerinin koklerinde, soguk
stresi uygulamasinin 6. giiniinde alinan 6rneklerde MDA diizeyi kontrole ve 4. giine
kiyasla artmis olmasina ragmen ayn1 zaman diliminde bZIP gen ifade diizeyinin azalmis
olmas dikkat ¢ekicidir. 8. ve 10. glinlerde ise hem MDA hem de bZIP gen ifade diizeyi
grafikleri birlikte incelendiginde iki grafik arasinda bir korelasyon oldugu agikca
goriilmektedir. Tr-3080 aycicegi cesidinin koklerinde soguk stresi uygulamasinin tiim
zamanlarinda bZIP gen ifade seviyesinde meydana gelen degisimlerin tamami

istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde anlamli bulunmustur (Cizelge 4.43).

Soguk stresi altinda yetistirilen Tr-3080 aygicegi c¢esidi fidelerinin yapraklarinda
zamana bagli bZIP gen ifade diizeyi kontrol ile karsilastirildiginda, en diisiik seviye 2.
giinde tespit edilmistir (Sekil 4.13). 2. giinde meydana gelen bu diisiisiin istatistiksel
olarak p<0.05 diizeyinde anlamli oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.44). bZIP gen ifade
diizeyi ve MDA icerigini gosteren grafikler birlikte incelendiginde iki grafik arasinda
bir korelasyon oldugu acik¢a goriilmektedir. Bu bulgular; 2. giinde MDA diizeyindeki
keskin artigin hiicredeki stres artisini ve buna bagli olarak membran tahribatim
gosterdigini ve bu agamada muhtemelen tiim antioksidan savunma sistemlerinin devreye
giremedigini diisiindiirmektedir. Bu c¢esidin yaprak dokularinda stresin 4. ve 6.
giinlerinde bZIP ifade diizeyinde kontrole gore artis gozlenmistir (sirasiyla 1,3 ve 5,6
kat). Bu durum, MDA diizeyinde stresin 4. ve 6. giinlerinde meydana gelen artis
sebebiyle ortaya ¢ikan ROT’larin soguk stresinde gorev alan asagi akim sinyal
olaylarin1  tetikleyerek bZIP transkript diizeyinde artisa neden oldugunu
diistindiirmiistiir. Stres uygulamasinin 8. giiniinde bZIP transkript diizeyinde kontrole
kiyasla % 72, 6. gline gore ise % 95 oraninda keskin bir azalma meydana gelmistir.
MDA igerigini gosteren grafik incelendiginde stresin 8. giiniinde MDA diizeyinde de
keskin bir diisiis oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.6). Bu asamada antioksidan savuma

sisteminin devreye girerek ROT’larin hiicreden uzaklastirilmasinda gorev almis
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olabilecegi varsayilmaktadir. 10. giinde ise yapraklarda hem MDA diizeyinde hem de
bZIP transkript diizeyinde artis gozlenmistir. bZIP gen ifadesinde meydana gelen bu
artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Soguga dayaniklilik, bitkinin
gelisim evresine, incelenen dokulara ve her genotipin genetik potansiyeline bagl olarak
cesitli tolerans veya hasardan kaginma mekanizmalarini kapsar (Callahan vd. 1991).
Ayrica, soguk stresine karsi bitki tepkisi, genotip ve ¢evre etkilesimlerine giiglii bir
sekilde baghdir (Tester ve Bacic 2005). Tr-3080 aycicegi ¢esidinin kok ve yaprak
dokularinda bZIP gen ifade diizeyinde 2. ve 6. giinlerde goriilen degiskenlik, incelenen
dokularda (kok ve yaprak) farkli 6zel hiicrelere sahip olmalarmin yani sira soguga

dayaniklilik mekanizmalarinin ¢ok seviyeli ve karmasik dogasinin bir sonucu olabilir.

Saray, Tarsan 1018 ve Tr-3080 aycicegi cesitlerinin yaprak dokulari arasindaki gen
ifade profilleri karsilastirildiginda, en yiiksek bZIP gen ifade profilini 10. giinde Tarsan
1018 c¢esidi gdstermistir. Saray ve Tarsan 1018 aygicegi cesitlerinin kok dokularinda
bZIP gen ifade diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla artig gosterdigi, yaprak dokularinda
ise stres uygulamasinin ilk giinlerinde kontrol grubuna kiyasla azalma gosterdigi, ancak
daha sonraki giinlerde artis gosterdigi gorilmiistiir (Sekil 4.11-4.12). Soguk stresi
uygulamasinin farkli zamanlarinda alinan 6rneklerin kok ve yaprak dokularindan elde
edilen gen ifade profilleri incelendiginde bZIP geninin ifade diizeylerinin en diisiik ve
en yiiksek oldugu kat degisiklikleri > 0.1 ve < 19.13 olarak belirlenmistir (Cizelge
4.32).

Hu vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, manyok bitkisinde test edilmis bZIP
genlerinin MebZIP11 disindaki genlerin tiimiiniin soguk stresine yanit olarak gen ifade
diizeyinin arttigimmi bildirmislerdir. Gen ifade analizinden elde edilen verilere gore,
MebZIP'lerin kiiltiir bitkileri ve yabani alt tiirler arasindaki farkli dokularda benzer veya
farkli gen ifade profilleri gosterdigini ileri slirmiislerdir. Yapilan baska bir ¢aligmada
ise, 6 saat soguk stresine maruz birakilan Brachypodium distachyon’unda 96 bZIP
geninden 12'sinin gen ifade diizeyinin arttig1; 28 tanesinin soguk muamelesi sonrasi gen
ifade diizeyinin azaldigi bildirilmistir (Liu ve Chu 2015). Bir diger ¢alismada ise,
Brassica rapa L. ‘de soguk muamalesinden sonra calisilan 136 bZIP geninin 36

tanesinin gen ifade diizeyi artarken, 17 tanesinin gen ifade diizeyinin azaldig
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bildirilmistir (Hwang vd. 2014). Bizim ¢aligmamizdan elde edilen veriler yapilan bu
calismalarin sonuglar1 ile paralellik gostermekte olup farkli zaman periyotlarinda,
calismada kullanilan 3 aycicegi ¢esidinin kok ve yaprak dokularinda kontrole kiyasla
artan ve azalan bZIP gen ifade profilleri goriilmiistiir. Calismadan elde edilen veriler,

bZIP geninin ay¢iceginde soguk stresi tepkisinde rol alabilecegini gostermektedir.

5.4 Soguk Stresine Maruz Birakilan Aycicegi Cesitlerinin Kok ve Yapraklarinda
MYB Geni mRNA Diizeylerinde Meydana Gelen Degisim

Soguk stresi altinda yetistirilen Saray ¢esidi aycicegi fidelerinin koklerinde zamana
bagli MYB gen ifade diizeyi incelendiginde, 2. giinde MYB geninin ifadesinin soguk
stresi ile kuvvetli bir sekilde indiiklendigi ve kontrole kiyasla 3 kat artmis oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.16). Ayn1 giin alinan 6rneklerin MDA diizeyi incelendiginde ise
MDA diizeyinin kontroliin altinda oldugu goriilmektedir (Sekil 4.4). Bu durum stres
uygulamasinin 2. giine gére daha erken zamanlarinda, stresin hiicresel diizeyde algilanip
antioksidan savunma sistemleri araciligiyla ROT’larin seviyesinin hiicrelerde
diisiiriildiiginii ve bu uzaklastirma islemi sirasinda ROT’larin soguk stresi sinyal
kaskadinda asagi akim sinyal olaylarini tetikleyerek MYB transkript diizeyinde artisa
neden oldugunu disiindiirmiistiir. Stres uygulanan diger gilinlerde koklerde MYB
transkript diizeyi kademeli olarak artmistir ve sekil 4.4’te yer alan Saray aygicegi
cesidinin MDA diizeyine iliskin verilerle korelasyon gostermektedir. Saray aygigegi
¢esidinin koklerinde MYB gen ifadesi diizeyinin kontrole ve diger zaman dilimlerine
gore p<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (Cizelge 4.52 ve
4.54).

Saray ayg¢igegi ¢esidinin yapraklarinda ise MYB gen ifadesi miktarinda 2., 4. ve 6.
giinlerde kontrole kiyasla azalma (sirasiyla % 60, % 89 ve % 24), 8. ve 10. giinlerde ise
kontrole gore 3 kattan fazla bir artisin meydana geldigi goriilmistiir (Sekil 4.16). Tek
yonlii varyans analizi (One Way ANOVA Dunnet test, Post Hoc testi) ile zamana kars1
gen ifade seviyesinde meydana gelen degisikliklerin anlamlilik dereceleri
karsilastirilmis (Cizelge 4.55), kontrole gore meydana gelen azalma ve artiglarin p<0.05

diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (Cizelge 4.53). Bitkiler
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abiyotik stres sartlar1 altinda lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi biyomolekiillerin
tiretiminde hasara yol acabilen ROT’larin olusumunu tesvik etmektedir. ROT'un en
Oonemli zarar verici etkisi, membranlarda lipid peroksidasyonu olusumuna neden
olmasidir. MDA hiicreler ve hiicre i¢i membranlar ile ROT’lar arasindaki etkilesimden
sonuclanan lipid peroksidasyonunun son iiriiniidiir (Uzun vd. 2010). Bitkilerde
membran lipid peroksidasyonu, genellikle MDA miktar1 dlciilerek tespit edilmektedir.
MDA, ¢evresel stresin neden oldugu oksidatif lipid hasarinin yaygin olarak kullanilan
bir belirtecidir (Gill ve Tuteja 2010). Hiicre membran sistemleri, bitkilerde soguk
hasarmin birincil bolgeleridir (Hodgson ve Raison 1991). Diisiik sicakliklara maruz
kalan bitkilerde de, membranlarda meydana gelen hasar, MDA iretimi ile
degerlendirilebilmektedir (Hodges vd. 1999). Reaktif oksijen tiirlerinin ortadan
kaldirilmasi, ozellikle stres kosullarinda, oksijen a¢isindan zengin bir ortamda
hiicrelerin hayatta kalmasi i¢in gereklidir. Caligmadan elde edilen MDA sonuglar1 goz
ontine alindiginda genel olarak stresin uygulandigi zaman dilimlerinde MDA diizeyinde
artisa paralel olarak MYB gen ifadesinin yapraklarda kontrole kiyasla artmis oldugu
goriilmiistiir. Membranda lipid peroksidasyonu artisina paralel olarak ROT’larin artmis
oldugu goz oOniine alinirsa soguk sinyali iletim yolaginda bir TF olan MYB geninin

transkripsiyonunu uyarmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tarsan 1018 ayg¢icegi cesidinin koklerinde zamana bagli MYB gen ifade diizeyleri
incelendiginde soguk stresi uygulamasinin ilk 4 giiniinde alinan 6rneklerdeki MYB gen
ifade diizeylerinin kontrol diizeyinin altinda kaldig1 (sirastyla 0,489081 ve 0,618135)
tespit edilmis olup istatistiksel olarak da anlamli (p<0.05) bulunmustur (Sekil 4.17,
Cizelge 4.58). Ayn1 ¢esidin kokteki MDA diizeyleri incelendiginde stresin 2. giinlinde
MDA diizeyinin kontrol diizeyinde kaldigi, 4. giinde ise keskin bir sekilde artis
gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4.5). 4. glinde MDA diizeyinde meydana gelen bu artis,
4. gilin alinan 6rneklerin MYB gen ifade diizeyinde 2. giine gore artisa neden olmustur.
Ancak 4. giinde aliman orneklerde MYB gen ifade diizeyi hala kontrol grubunun
altindadir. MYB gen ifade diizeyindeki artis 6. ve 8. gilinlerde de kademeli olarak
artmaya devam etmis olup, 8. giin tepe noktasina (kontrole gore % 20) ulasmistir. Her
iki giinde de goriilen bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Cizelge 4.58).

10. giin alinan 6rneklerde MYB gen ifade diizeyinde kontrol ile karsilastirildiginda %
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91 oraninda keskin bir diisiis gézlenmistir (Cizelge 4.51). 10. glinde goriilen bu azalma
kontrol ve diger zamanlar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(Cizelge 4.58). Bitkiler strese, erken ya da geg olabilen ve zaman igerisinde gegici veya
kalic1 hale gelebilen, genis capli gen ifadesi degisiklikleri yoluyla cevap verirler. Gen
ifadesindeki degisiklikler, soguga kars1 bitkinin hassasiyetindeki farkliliklardan
etkilenebilmektedir. Ornegin, piringte yapilan bir calismada soguga dayanikli bir
genotipte genel olarak genin transkripsiyonel ifadesinde artma egilimi varken, duyarh
bir genotipte genel olarak transkripsiyonel ifadenin azalma egiliminde oldugu
bildirilmigtir (Caldana vd. 2011, Zhang vd. 2017). Tarsan 1018 aygicegi ¢esidinin
koklerinde gen ifade diizeyinin stres uygulama siliresince kademeli bir artis

gdstermesinin nedeni bu ¢esidin soguga direncli bir ¢esit olmasindan kaynakli olabilir.

Tarsan 1018 aycicegi ¢esidinin fidelerinde zamana bagli MYB gen ifade diizeylerindeki
degisim kontrole gore incelendiginde kok ve yaprak dokularinda farkliliklar
belirlenmistir (Sekil 4.17). Bu farkliliklarin, kok ve yaprak dokularinin farkli 6zel
hiicreler icermesinden dolay1 olabilecegi diisiinilmektedir (Kreps vd. 2002). Soguk
stresi altinda yetistirilen fidelerin yaprak dokularinda stres uygulmasinin 2. giiniinde
kontrol ile karsilastirildiginda 4 kathik bir artis gozlenmistir (Sekil 4.17). 2. giinde
meydana gelen bu degisim MDA sonuglart ile birlikte degerlendirildiginde (Sekil 4.5)
MDA diizeyinde goriilen artis sebebiyle hiicrede ROT seviyesinin yiikseldigi ve boylece
soguk stresi sinyal yolaginda birbirleri ile etkilesim halinde olan reaksiyonlar
tetikleyerek MYB transkript diizeyinde artisa neden oldugu disiiniilmektedir. 4. ve 6.
giinlerde MYB gen ifade diizeyinin MDA diizeyiyle korelasyon gdstererek kontrole
kiyasla azalma gosterdigi, diger giinlerde ise kontrole gore arttig1 ve 10. giinde kontrole
kiyasla 12 kat1 gegen bir gen ifade profili sergileyerek maksimum degere ulastig tespit
edilmistir. 10.giin MDA diizeyinin kontrol seviyesinin altina diismesine ragmen MYB
gen ifade diizeyinin kontrole gdre 12 kat artis gdstermesi sasirticidir. Istatistiksel olarak
degerlendirildiginde Tarsan 1018 ayg¢icegi ¢esidinin yaprak orneklerinde MYB gen
ifadesinde meydana gelen degisiklikler, kontrole ve diger zamanlarda alinan 6rneklere
gore p<0.05 diizeyinde anlamli bulunmustur (Cizelge 4.59). Bitkilerin soguga alisma
siireci oldukca karmasik olup bu siirecte meydana gelen cesitli fizyolojik, metabolik ve

gelisimsel degisiklikler genetik olarak siki  bir sekilde kontrol edilmektedir
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(Chinnusamy vd. 2006). Bitkilerde soguk stresini algilayan spesifik bir molekiil heniiz
bilinmemektedir (Kaplan vd. 2004). Bununla birlikte, hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesine yol agan membran sertlesmesindeki bazi erken degisikliklerin,
metabolik veya redoks durum degisikliklerine ek olarak, soguk stresi i¢in hiicresel bir
algilayict olabilecegi Onerilmistir (Orvar vd. 2000, Abdrakhamanova vd. 2003).
Membran akigskanligindaki degisiklikler, Ca* kanallarinimn gecici olarak uyarilmasina ve
diisiik sicakliklarin erken algilanmasinda ikinci bir haberci molekiil olarak gorev alan
Ca®* ‘nn sitozolik seviyesinin ylikselmesine yol acar (Kudla vd. 2010). Bitkilerim
diisiik sicakliklara uyum saglamasi; kriyoprotektan (donma etkisinden koruyan)
molekiillerin ve membran fosfolipidlerinin sentezlenmesi, protein stabilizasyonu, iyon
homeostazinin korunmasi ve esas olarak ROT’larin uzaklastirilmasi aracilifiyla stres
cevabi olusturulmasi gibi ¢esitli siiregler araciligiyla saglanmaktadir (Hare vd. 1998,
Wang vd. 2006, Chen vd. Murata 2008). Bu bilgiler gbz 6niine alindiginda bitkilerde
soguk stresi sinyalinin algilanmasinda spesifik bir algilayici molekiiliin olmamasi,
soguk stresine cevabin ¢ok seviyeli ve karmasik dogasi geregi bazi sonuglarin

ongiiriilerimizin disinda oldugu goériilmiistiir.

Calismada kullanilan aycicegi ¢esitleri arasinda Tr-3080 ¢esidinin koklerinde MYB gen
ifadesi, ikinci giin en yliksek degere ulasmis olup kontrole gore yaklasik 15 katlik artig
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.18). Istatistiksel olarak incelendiginde bu artisin p<0,05
diizeyinde anlamli oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.62). Soguk stresine maruz kalmis
Tr-3080 ayg¢icegi cesidinin koklerinde MYB gen ifadesi diizeyinin 10. giin disindaki
orneklerde kontrol seviyesinin lizerinde oldugu ve 6rneklem alim zamanlar ilerledikce
kademeli bir azalma gosterdigi belirlenmistir. 10. giin alinan 6rneklerde ise MYB gen
ifade diizeyi kontrol diizeyinin altina inmistir (Sekil 4.18). MDA diizeyine ait sonuglar
ile birlikte degerlendirildiginde; MDA diizeyinin kontrol seviyesinin {izerinde bir profil
¢izdigi 10. giinde MYB gen ifade diizeyinin bu kadar diisik olmasi sasirticidir. Tek
yonlii varyans analizi (One Way ANOVA Dunnet test, Post Hoc testi) ile zamana kars1
gen ifade seviyesinde meydana gelen degisikliklerin anlamlilik seviyeleri
karsilagtirilmistir (Cizelge 4.62). Kontrole gore gen ifadesinde meydana gelen bu artma
ve azalmalarin p<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur

(Cizelge 4.60). Genlerin ifadesinde meydana gelen degisiklikler, bitkinin soguga karsi
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hassasiyetindeki farkliliklardan kaynaklanabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, hassas
bir piring c¢esidinde transkripsiyonel ifadenin genel olarak azaldigi belirlenmistir
(Caldana vd. 2011, Zhang vd. 2017). Tr-3080 ¢esidinin koklerinde, artan zamana baglh
olarak MYB gen ifade profilinde gériilen kademeli azalma bu ¢esidin soguga hassas bir

cesit olabilecegini diistindiirmiistiir.

Tr-3080 ¢esidinin yapraklarinda ise MYB gen ifade diizeylerindeki degisim kontrole
gore incelendiginde farkliliklar tespit edilmistir. 2., 8. ve 10. giinlerde alinan 6rneklerde
MYB geni yok denecek kadar az miktarda ifade bulmustur (Sekil 4.18). 4. giin alinan
orneklerde MYB geni ifade diizeyi kontrole gore % 50 artig gostermis olup 6. giinde ise
kontrole gore 7 kat artis gostererek en yiiksek seviyeye ulasmistir (Cizelge 4.51). Soguk
stresi uygulamasinin farkli zamanlarinda alinan 6rneklerin kék ve yaprak dokularindan
elde edilen gen ifade profilleri incelendiginde MY B geninin ifade diizeylerinin en diisiik
ve en yiiksek oldugu kat degisiklikleri > 0.01 ve < 14.54 olarak belirlenmistir (Cizelge
4.51). Tr-3080 ¢esidinin yapraklarinda MYB gen ifadesinde goriilen bu degisiklikler
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.61 ve Cizelge 4.63). MYB gen ifade
diizeylerindeki degisim MDA sonuglar1 ile birlikte degerlendirildiginde ¢ok fazla
iliskilendirilememistir (Sekil 4.6). Bitkinin sogugu algilayip stres cevabi olusturmasi
cesitli stiregler araciligiyla saglanmaktadir (Hare vd. 1998, Wang vd. 2006, Chen vd.
Murata 2008). Sinyal iletim yolaklar1 bir¢ok enzim, protein ve gen faktorii tarafindan
kombine edilen olduk¢a kompleks diger bir¢cok yolakla etkilesim halindedir (Xiong vd.
2002, Huang vd. 2012). Bu nedenle Tr-3080 cesidinin yaprak dokularinda soguk
stresinin farkli giinlerinde MYB geninin ifade seviyesinde farkli tepkiler verdigi

varsayilmaktadir.

MYB genlerinden bazilar1 farkli dokularda c¢esitli uygulamalar sonrasinda eksprese
edilirken bazilar1 ise sadece ¢ok spesifik kosullarda eksprese edilmektedir. Ornegin,
AtMYBI19 transkriptlerinin yalnizca Pseudomonas syringae ile enfekte olduktan sonra
eksprese edildikleri tespit edilmistir. Benzer gozlemler bitki dokularina 6zgii ifade
kaliplar1 bakimmdan da yapilmistir. Ornegin; AtMYB7, AtMYB44 ve AtMYB73
incelenen tiim bitki dokularinda ifade edilirken, AtMYB46 sadece silikalarda ve
AtMYB21 ise ¢igek tomurcuklarinda tespit edilmistir (Shin vd. 2002). MYB geni bu tez
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calismasinda kullanilan aygicegi cesitlerinin hem kok hem de yaprak dokularinda
eksprese edilmis olup, gen ifade diizeyleri ¢esitler arasinda farklilik gostermistir. Saray
ve Tr-3080 cesitlerinde MYB gen ifade diizeyinin yaprak dokusuna kiyasla koklerde
daha yiiksek oldugu, Tarsan 1018 cesidinde ise MYB gen ekspesyonunun yaprak
dokusunda daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 4.19-4.20).

Zhang vd. (2011) yaptiklar1 bir ¢alismada, bugdayda soguk stresi ile iliskili bir gen
olarak TaMYB56’y1 tespit etmislerdir. TaMYB56-B ve TaMYB56-D'nin sentezlenme
seviyeleri, soguk stresi muamalesiyle kuvvetli bir sekilde uyarilmis, ancak tuz stresi ile
diisiik seviyede uyarilmigtir. TaMYB56-B'yi asir1 ifade eden transgenik Arabidopsis
bitkilerinin ayrintili karakterizasyonu, bitkilerin dondurucu ve tuz streslerine verdigi
tepkilere TaMYB56-B'nin muhtemelen dahil oldugunu ortaya koymustur. Bunun
yanisira, bagka bir ¢alismada ic MYB proteininin piringte abiyotik stres tepkisinde rol
oynadigi  bildirilmistir.  Ornegin, OsMYB4’iin agir1  ifadesinin, transgenik
Arabidopsis’de tisiime ve dondurma stresine karsi toleransi belirgin olarak arttirdigini
saptamiglardir (Vannini vd. 2004, Pasquali vd. 2008). Ayrica baska bir arastirmada,
OsMYBS3’iin, piring bitkilerinde soguk stresine karsi tolerans saglanmasi i¢in esas
teskil ettigini ileri siirmiislerdir (Su vd. 2010). Bu tez ¢alismasindan elde edilen veriler
soguk stresine maruziyetin ¢alismada kullanilan aygicegi fidelerinin hem kok hem de
yaprak dokularinda MYB gen ifadesi diizeyinde genel olarak kontrole kiyasla bir artisa
neden oldugunu gostermektedir. Elde edilen verilere goére, MYB geninin ay¢i¢eginde

soguk stresi tepkisi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir.

5.5 Soguk Stresine Maruz Birakilan Aycicegi Cesitlerinin Kok ve Yapraklarinda
NAC Geni mRNA Diizeylerinde Meydana Gelen Degisim

Soguk uygulamasi Saray aycicedi cesidinin koklerinde stres uygulamasinin ilk 6
giinlinde NAC geni ifade diizeyinde kademeli bir artisa sebep olmustur (Sekil 4.21).
Saray ¢esidine ait fideler 4 °C’ye maruz kaldiklarinda, bu ¢esidin koklerinde NAC geni
ifade diizeyi 6. glinde carpici bir sekilde indiiklenmis ve daha sonra 10. giline kadar
yavas yavas azalmistir (Sekil 4.21). Saray aycicegi ¢esidinin koklerinde en yiiksek NAC
geni ifade diizeyi 6. giinde kaydedilmistir. Kontrol ile kiyaslandiginda, 6. giinde soguk
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stresi altinda yetistirilen Saray aycicegi fidelerinin koklerinde meydana gelen artis % 88
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.70). Tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA
Dunnet test, Post Hoc testi) ile zamana kars1i gen ifade seviyesinde meydana gelen
degisikliklerin anlamlilik dereceleri karsilastirilmis (Cizelge 4.73), kontrole gore p<0.05
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (Cizelge 4.71). NAC geni
ifade diizeyi ile MDA diizeyleri birlikte degerlendirildiginde genel olarak uyumlu
oldugu goriilmiistiir. MDA hiicreler ve hiicre i¢ci membranlar ile ROT’lar arasindaki
etkilesimden sonuglanan lipid peroksidasyonunun son iiriinii olup ¢evresel stresin neden
oldugu oksidatif lipid hasarinda yaygin olarak kullanilan bir belirtectir. (Uzun vd.
2010). Fang vd. (2015), strese duyarli bir NAC transkripsiyon faktorii olan SNAC3’{in
piringte  ROT’larin modiilasyonu yoluyla 1s1 ve kuraklik tolerans1 sagladigim

bildirmislerdir.

Saray aycicegi ¢esidinin yapraklarinda stres uygulamasinin 2. giiniinde alinan NAC geni
ifade diizeyinin % 36 oraninda kontrol seviyesinin altinda oldugu gortilmektedir (Sekil
4.21) 4. giin alinan 6rneklerde NAC geni ifade diizeyinin kontrole gore 3 kat artis
gosterdigi, muhtemelen artan MDA diizeyiyle iliskili olarak ROT’larin NAC genlerinin
ifade edilmesini uyardigi diisiiniilmektedir. 6. giin NAC geni ifade diizeyi kontrol
seviyesine yakin bir diisiis gosterdikten sonra 8. ve 10. giinlerde kademeli olarak artmis
ve 10. giinlinde kontrole kiyasla 8 katlik bir artis ile tepe degerine ulasmistir. Soguk
stresi uygulanan Saray aycicegi ¢esidinin yapraklarindan alinan 6rneklerin zamana karsi
farklilasan gen ifade seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi One Way
ANOVA (Dunnet) metodu kullanilarak tespit edilmistir. ANOVA tablosunun Sig.
(Anlamlilik) stitunundaki degerin ,00 oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.72). Meydana
gelen degisikler kontrole ve diger zamanlada alinan orneklere gore p<0,05 diizeyinde

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.74).

Tarsan 1018 ayc¢icegi ¢esidinin koklerinde NAC geni ifade diizeyleri incelendiginde 2.
giinden itibaren 8. giine kadar kademeli bir artistan sonra 10. giinde ani bir diisiis
goriilmektedir (Sekil 4.22). Ancak 2., 4. ve 10. giinlerde gen ifade diizeyi kontrol
diizeyinin altindadir. Tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA Dunnet test, Post

Hoc testi) ile zamana kars1 NAC geni ifade seviyesinde meydana gelen degisikliklerin
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anlamlilik dereceleri karsilastirilmis (Cizelge 4.77), kontrole gore p<0.05 diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.75). Bitkilerde ROT'un asiri
birikmesinin hiicre oksidatif hasarlarina ve hiicresel islevi yok etmesine neden oldugu
daha 6nce yapilan ¢alismalarda bildirilmistir. Bu yiizden bitkiler ROT'larin asir1 iiretimi
durumunda bunlar1 uzaklastirarak ROT'larin1 diisiik seviyelerde tutma egilimindedirler
(Miller vd. 2010, Suzuki vd. 2012). Diisiik konsantrasyonlarda, ROT’lar sinyal
molekiilleri olarak hareket ederken bu molekiiller asir1 tretildiginde toksik etkilere
neden olmaktadirlar (Mir vd. 2015). Tarsan 1018 ayg¢icegi c¢esidinin koklerinde NAC
geni ifade diizeyini gosteren grafik MDA miktarinda zamana bagli olarak meydana
gelen degisimler ile birlikte degerlendirildiginde genel olarak paralellik gostermektedir.
Bu durum NAC geninin soguk stresine karsi toleransta rol oynadigim

diistindiirmektedir.

Soguk stresi Tarsan 1018 aycicegi ¢esidinin yapraklarinda stres uygulanan tiim giinlerde
NAC geni ifade diizeyinde artisa neden olmustur (Sekil 4.22). Stres uygulanan zaman
periyodunda NAC geni ifade diizeyinde inis ve ¢ikislar goriilse de her zaman kontrol
diizeyinin {izerinde bir profil sergilemistir. Tek yonlii varyans analizi (One Way
ANOVA Dunnet test, Post Hoc testi) ile zamana kars1 gen ifade seviyesinde meydana
gelen degisikliklerin anlamlilik dereceleri karsilastinlmistir (Cizelge 4.76). Kontrole
gore 2. glin disindaki diger giinlerde meydana gelen artis p<0.05 diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.78). NAC geni ifade diizeyini gosteren grafik
MDA miktarinda zamana bagli olarak meydana gelen degisimler ile birlikte
degerlendirildiginde MDA miktarinda 2. giinde keskin bir artis goriiliirken 10. Giine
kadar MDA diizeyinde farkli seviyelerde azalmalar oldugu belirlenmistir. NAC geninde
ise 10. giine kadar nispeten kademeli bir artis oldugu goriilmistiir. Oksidatif stres
lizerine yapilan kapsamli bir calisma, bitkilerin olumsuz cevresel kosullara maruz
kalmasimin, bitki hiicrelerinde siiperoksit radikali (027), H,O, ve hidroksil radikali
(HO") gibi ROT’larin asir1 iiretimine neden oldugunu gostermistir (Wise ve Naylor,
1987). Oksidatif stres meydana geldiginde ROT’larin ortadan uzaklastirilmasi igin
biitlin organizmalar antioksidan savunma mekanizmalar1 araciligiyla homeostazisi
korumaya ¢alismaktadirlar. Bitkilerde ¢esitli dokularda H,O, ve O, diizeyinde

meydana gelen degisiklikler transkripsiyon faktorleri, yapisal proteinler ve savunma
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enzimlerine ait genlerin kodlanmasini indiiklemekte veya inhibe etmektedir (Scandalios
2002). Bu durum soguk stresi uygulanan Tarsan 1018 ayg¢igegi ¢esidinin yapraklarinda
zamana bagli olarak MDA miktarinda meydana gelen artis ile NAC geni ifadesinin

baskilanmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Soguk stresi Tr-3080 aygicegi ¢esidinin koklerinde stres uygulamasinin ilk 6 giiniinde
NAC geni ifade diizeyinde kademeli bir artisa sebep olmustur (Sekil 4.23). Tr-3080
¢esidine ait fideler 4 °C’ye maruz kaldiklarinda, bu ¢esidin koklerinde NAC geni ifadesi
6. giinde carpici bir sekilde artip en yiiksek degere ulastiktan sonra 10. giine kadar yavas
yavas azalmistir (Sekil 4.23). Kontrol ile kiyaslandiginda, 6. giinde soguk stresi altinda
yetistirilen Saray aygcicegi fidelerinin koklerinde meydana gelen artis % 82 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.70). Tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA Dunnet
test, Post Hoc testi) ile zamana kars1 gen ifadesi seviyesinde meydana gelen
degisikliklerin anlamlilik dereceleri karsilastirildiginda (Cizelge 4.81), kontrole gore 10.
giin digindaki diger glinlerde meydana gelen degisimlerin p<0.05 diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli oldugu bulunmustur (Cizelge 4.79). Tr3080 c¢esidinin koklerinde soguk
stresi ile birlikte meydana gelen MDA degisimleri incelendiginde ayni ¢esidin
koklerindeki NAC geni ifade diizeyini gosteren grafik ile karsilastirildiginda genel
olarak paralellik goriilmemistir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.23). Giinlimiize kadar yapilmis
olan calismalar sayesinde sinyalleme aglarinin dogrusal olmadig1 daha ziyade, farklh
yolaklar arasinda etkilesim halinde olan karmagsik ve dinamik bir agin pargast oldugu
giderek daha acgik hale gelmektedir (Knight ve Knight 2001). Buna gore, tek bir sinyal
algilayict molekiil yerine, belirli stres kosullarini algilayan ve tiim alt sinyalleri kontrol
eden bir¢ok sinyal algilayict molekiil vardir. Her bir sinyal algilayict molekiil, stres
kosulunun bir yonii tarafindan aktive edilen sinyal yolunun bir kolunu kontrol eder.
Ornegin, sicaklik stresinin zarlarin fiziksel durumunu (akiskanligl) degistirdigi iyi
bilinmektedir. Ancak bu durumun stres altinda meydana gelen olaylara yol acan tek
kosul olmadigi, bazi hiicre i¢i proteinlerin konformasyon ya da aktivitesindeki
degisikliklerin de soguk stresine sinyal olusturmada rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir
(Murata ve Los 1997, Konigshofer vd. 2008, Sewelam vd. 2016). Bu durum g6z oniine
alindiginda Tr-3080 koklerinde total protein diizeyinde meydana gelen degisiklikler
incelendiginde NAC gen ifade profili ile uyumlu oldugu goriilmektedir (Sekil 4.9 ve
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Sekil 4.23).

Ayni c¢esidin yapraklarinda ise NAC gen ifadesi sadece 8. gilinde kontrol diizeyinin
lizerine ¢ikabilmis, diger stres uygulanan giinlerde kontrol seviyesinin altinda kalmistir.
Soguk stresi uygulanmis Tr-3080 aycicegi cesidinin yapraklarinda zamana karsi gen
ifadesi  seviyesinde meydana gelen degisikliklerin anlamlilik  dereceleri
karsilastirildiginda (Cizelge 4.82), kontrole gore 6. giin disindaki diger giinlerde
meydana gelen degisimlerin p<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.80). NAC gen ifadesi verileri MDA sonuglart ile birlikte
degerlendirildiginde, gen ifadesi profilinin MDA diizeyleri ile tam zit bir profil ¢izdigi
goriilmustiir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.23). MDA sonuglaria gore stres uygulanan giinlerde
MDA diizeyi yalnizca 8. glinde kontrol seviyesinin altina inerken diger giinlerde kontrol
seviyesinin lizerinde bir profil c¢izmistir. ROT’larin iiretimi, farkli streslere karsi en
yaygin bitki tepkilerinden biridir (Sewelam vd. 2016). Bu durumda MDA diizeyinin
artmasina paralel olarak hiicrede ROT miktarinin artmasi ve bu molekiillerinde NAC
geni ifade diizeyini arttirmasi beklenirken, tam tersi bir profil c¢izilmis olmasi
sasirticidir. Ancak stres kosullart altinda hiicrede ROT miktarinda meydana gelen
degisimin stresin meydana gelmesiyle ilgili tek kosul olmadigi, bazi hiicre ici
proteinlerin konformasyon ya da aktivitesindeki degisikliklerin de soguk stresine sinyal
olusturmada rol oynayabilecegi diisliniilmektedir (Murata ve Los 1997, Konigshofer vd.
2008, Sewelam vd. 2016). Bu bilgiler dogrultusunda total protein diizeyinde meydana
gelen degisimler de degerlendirildiginde, soguk stresi uygulamasinin ilk 6 giiniinde
NAC geni ifade diizeyinde meydana gelen degisim ile bir paralelik gosterdigi ancak
sonraki giinler ile uyumlu olmadig1 goriilmektedir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.23). Bu durum
soguk stresinin potansiyel tepki mekanizmasinin Helianthus annuus’da oldukga
karmasik oldugunu ve NAC geninin aktivasyonunda ya da baskilanmasinda farkl

mekanizmalarin rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Tr-3080 aygigegi cesidinin kok ve yapraklarinda NAC gen ifade seviyeleri soguk stresi
kosullarinda birbirine zit sekilde tepki vermistir. Koklerde ¢ogunlukla kontrole gore
NAC gen ifade seviyesinde artig gozlemlenirken, yapraklarda ¢ogunlukla gen ifadesinin

kontrol seviyesinin altina indigi gézlenmistir (Sekil 4.23). Bununla birlikte, Saray ve
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Tr-3080 ayg¢igegi gesitlerinin koklerinde soguk stresine karst NAC geni ifade profilleri
benzerlik gostermektedir (Sekil 4.24).

Ug ¢esit arasinda, en yiiksek NAC geni ifade diizeyi Saray ¢esidinin koklerinden altinci
giin alinan orneklerde Ol¢iilmiistiir, kontrol ile karsilastirildiginda yaklasik 9 kat artis
gozlenmistir (Sekil 4.24). Soguk stresi uygulamasmin farkli zamanlarinda alinan
orneklerin kok ve yaprak dokularindan elde edilen gen ifade profilleri incelendiginde
NAC geninin ifade diizeylerinin en diisiik ve en yiiksek oldugu kat degisiklikleri > 0.01
ve < 8.76 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.70). Elde edilen sonuglar, ii¢ aygicegi ¢esidine
soguk stresi uygulandiginda NAC gen ifade diizeylerinin bazi zaman periyodlarinda
kontrole gore azaldigini, ancak cogunlukla kontrol seviyesinin iizerinde oldugunu
gostermektedir (Sekil 4.24-4.25). Gen ifade diizeylerinde meydana gelen degisiklikler
p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.71-4.72, 4.75-
4.76, 4.79-4.80).

Literatiirde yer alan ¢alismalardan elde edilen veriler, ¢esitli bitki NAC transkripsiyon
faktorlerinin gen ifade profillerinin dokuya spesifik oldugu yoniindedir (Lin vd. 2007,
Meng vd. 2007). Dokuya spesifik olarak eksprese edilen transkripsiyon faktdrlerinin
bitki biiyimesinde ve gelisiminde kritik rol oynadig1 kanitlanmistir (Mitsuda vd. 2007,
Yoo vd. 2007). Bu tez calsmasinda kullanilan ay¢icegi ¢esitlerinin hem kok hem de
yaprak dokularinda NAC geni ifade edilmis olup, gen ifade diizeyleri ¢esitler arasinda
farklilik gostermistir. Shah vd. (2013)’nin yaptiklar1 c¢alismada NAC genlerinin
(GhNACS) soguk stresi altinda farkli ifade profilleri gosterdigi bildirilmis olup, elde

ettikleri veriler sonuglarimizla paralellik gdstermektedir.

Piringte OsNAC19 (Lin vd. 2007) ve soya fasulyesinde GmNACI1 (Tran vd. 2009)
genlerinin farkli dokulardaki spesifik gen ifadelerinin incelendigi c¢alismalarda,
calismamizda kullanilan Tr-3080 aycicegi ¢esidinin kok ve yapraklarinda goriilen gen
ifade profiline benzer sonuclar elde edilmistir. Ayn1 ¢alismalarda NAC geninin agirlikl
olarak koklerde ifade edildigini, yapraklarda ise nispeten daha diisiik seviyelerde

oldugunu bildirmislerdir (Lin vd. 2007, Tran vd. 2009). Bu tez calismasindan elde
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edilen veriler degerlendirildiginde, NAC geninin soguk ile indiiklendigi ve soguk

stresine yanitta rol alabilecegi diistiniilmektedir.

5.6 Soguk Stresine Maruz Birakilan Aycicegi Cesitlerinin Kok ve Yapraklarinda
NF-YB Geni mRNA Diizeylerinde Meydana Gelen Degisim

Soguk stresi altinda yetistirilen Saray aycigegi fidelerinin kdklerinde normalize NF-YB
gen ifade seviyesi ortalamasinin en yiiksek oldugu deger 2. giline aittir (9,173054)
(Cizelge 4.89). Normalize gen ifade diizeyi verileri degerlendirilirken ortalamanin 1’in
altinda olmasi gen ifade diizeyinin kontrole gore azaldigini, 1’in iizerinde olmasi ise gen
ifadesinin kontrole gore arttigini belirtmektedir. Kontrol ile kiyaslandiginda, 2. gilinde
soguk stresi altinda yetistirilen Saray aycicegi fidelerinin koklerinde meydana gelen
artis % 89 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.89). 4. ve 6. giinlerde gen ifade diizeyi 2.
giine kiyasla azalirken, kontrol seviyesinin iizerinde bir profil ¢izmistir. 8. ve 10.
giinlerde ise NF-YB gen ifade diizeyleri 6. giine kiyasla daha da azalarak (sirasiyla %
88 ve % 84 oraninda diisiis) kontrol seviyesinin altina inmistir. Orneklem alim
zamanina kars1 gen ifade diizeyinde meydana gelen degisikliklerin anlamlilik dereceleri,
tek yonli varyans analizi (One Way ANOVA Dunnet test, Post Hoc testi) ile
karsilagtirilmis, Cizelge 4.90°da goriilecegi gibi kontrole gore p<0.05 diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Bitkilerde cevresel stresin neden oldugu
oksidatif lipid hasarinda bir belirte¢ olarak kullanilan MDA’nin stres uygulanan
zamanlarda meydana gelen degisim profili incelendiginde, genel olarak stres uygulanan
zamanlarda MDA diizeyinde artis oldugu agikca goriilmektedir (Sekil 4.4). Soguk stresi
uygulanmis Saray aycicegi ¢esidinin koklerinde NF-YB gen ifade diizeylerine ait
sonuglar MDA sonuglar ile birlikte degerlendirildiginde, gen ifadesi profilinin MDA
diizeyleri ile genel olarak zit bir profil ¢izdigi goriilmektedir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.26).
Bitkilerin c¢esitli dokularinda meydana gelen ROT’larin diizeyinde meydana gelen
degisiklikler transkripsiyon faktorleri, yapisal proteinler ve savunma enzimlerine ait
genlerin kodlanmasini indiiklemekte veya inhibe ettigi bilinmektedir (Scandalios 2002).
Bu durum gbéz Oniine alindiginda stres uygulanan gilinlerde MDA artisinin Saray
aycicegi cesidinin koklerinde NF-YB gen ifadesini inhibe edici etki gostermis
olabilecegi diislinliilmektedir (Sekil 4.5 ve 4.12).
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Zamana bagli soguk stresi uygulanan Saray aycicegi fidelerinin yapraklarindaki NF-YB
gen ifade diizeyinin tiim giinlerde kontrol diizeyinin iizerinde oldugu, bununla birlikte
birbirlerine kiyasla degiskenlik gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 4.26). NF-YB gen
ifade seviyelerinde belirlenen bu degisimlerin istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde
anlamli oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.90-4.91). Orneklem aliminin 2. giiniinde NF-
YB gen ifade diizeyi 5 katlik bir artis gostermis olup 4. ve 6. giinlerde kademeli olarak
azalmistir. 8. ve 10. giinlerde ise tekrar artis gostererek 10. giinde 7 kattan fazla bir artis
ile en yiiksek degere ulasmistir. NF-YB geni ifade diizeyine ait sonuglar MDA ve total
protein diizeyleri ile birlikte degerlendirildiginde ise genel olarak paralellik

gostermedigi goriilmektedir (Sekil 4.5, Sekil 4.7 ve Sekil 4.26).

Tarsan 1018 ¢esidinin koklerinde stres uygulamasinin 2. ve 4. giinlerinde NF-YB gen
ifade seviyeleri kontrol seviyesinin altina inmistir (kontrole gore sirasiyla % 22 ve %
12) (Cizelge 4.89). 6. ginde NF-YB gen ifade seviyesinin stres uygulanan tiim
zamanlardaki maksimum degere ulastigi goriilmektedir (3,811648). Bu seviyenin
kontrol orneklerinin yaklasik 4 kati olmasi dikkat c¢ekicidir. Meydana gelen bu artig
istatistiksel olarak da anlamlhidir (p<0.05) (Cizelge 4.94). 8. ve 10. giin alinan 6rneklerde
ise gen ifade seviyesinin tekrar diistiigli ve kontrol seviyesinin altina indigi

gorilmektedir (Sekil 4.27).

Tarsan 1018 g¢esidinin yapraklarinda zamana bagli NF-YB gen ifade seviyeleri
degiskenlik gosterse de, cogunlukla NF-YB gen ifade diizeyleri kontrol diizeyinin
altinda kalmustir (Sekil 4.27). Tek yonlii korelasyon analizi (One way ANOVA Dunnett
testi, Post Hoc testi) ile zamana karsi ifade seviyesindeki degisimin anlamlilik
dereceleri arastirilmis, bu azalmalarin hem kontrol uygulamasina hem de diger saatlere
gore istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde anlamli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.95,
4.97). Stres uygulamasmin ilk 6 giinlinde NF-YB gen ifade seviyesinin diistiigi
goriilmektedir (Sekil 4.27). Stresin 8. giiniinde ise normalize gen ifade seviyesi
maksimum degerine ulasmistir (9,800771). Soguk stresi uygulamasinin 10. giine
gelindiginde 8. giline gore NF-YB gen ifade seviyesinin yaksalik % 43 oraninda azaldig:
goriilmektedir (Cizelge 4.89). Stres olusumunun belirlenmesinde bitkide meydana gelen
tahribatin gostergelerinden biri olan MDA (Mittler 2003) ile NF-YB gen ifade
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diizeylerine ait sonuglar birlikte degerlendirildiginde, gen ifadesi profilinin MDA
diizeyleri ile genel olarak zit bir profil ¢izdigi goriilmektedir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.27).
Yapilan ¢alismalarda MDA nin stres altinda meydana gelen olaylara yol agan tek kosul
olmadig1, bazi hiicre i¢i proteinlerin konformasyon ya da aktivitesindeki degisikliklerin
de soguk stresine sinyal olusturmada rol oynayabilecegi bildirilmistir (Murata ve Los
1997, Konigshofer vd. 2008, Sewelam vd. 2016). Bu bilgi dogrultusunda total protein
diizeyi sonuclar1 degerlendirildiginde NF-YB geni ifade diizeyinde meydana gelen
degisimler ile genel olarak uyumlu olmadig1 goriilmektedir (Sekil 4.8 ve Sekil 4.27). Bu
durum soguk stresinin potansiyel tepki mekanizmasinin Helianthus annuus’da oldukga
karmasik oldugunu ve NF-YB geninin aktivasyonunda ya da baskilanmasinda farkli

mekanizmalarin da rol oynamis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Tr-3080 aycicegi cesidinin koklerinde soguk stresi uygulamasinin 2. ve 4. giinlerinde
NF-YB geninin ifadesinde kontrole gore sirasiyla % 90 ve % 89 oraninda azalma
goriilmiistiir (Cizelge 4.89). Tr-3080 aygicegi ¢esidinin koklerinde meydana gelen bu
azalmalarin hem kontrol grubuna hem de diger saatlere gore istatistiksel olarak p<0.05
diizeyinde anlamli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.98 ve Cizelge 4.100). 6. giine
gelindiginde ise koklerde 4. giine kiyasla yaklasik 8 katlik bir artis meydana gelirken
NF-YB gen ifade diizeyi hala kontroliin altinda kalmistir (Sekil 4.28). Tr-3080 aycicegi
¢esidinin koklerinden stres uygulamasimin 6. giiniinde alinan Orneklerde gen ifade
diizeyinde meydana gelen degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Cizelge
4.100). 8. giin alinan 6rneklerde NF-YB gen ifade diizeyi stres uygulanan tim zaman
dilimleri i¢indeki en yiiksek gen ifade diizeyine sahip olup, kontrole kiyasla 1.3 katlik
bir artig gostermistir. 10. giin alinan 6rneklerde NF-YB gen ifade diizeyi keskin bir
azalma gostererek, soguk stresi uygulmasinin 2. ve 4. giinlerinde alinan 6rneklerin gen
ifade diizeyine yakin bir profil ¢izmistir. 10. glinde meydana gelen diisiis kontrole ve 8.

giine kiyasla istatistiksel olarak p<0.05 seviyesinde anlamlidir (Cizelge 4.100).

Tr-3080 aygigegi ¢esidinin yapraklarindan 2. giin alinan 6rneklerin NF-YB gen ifade
seviyesinde kontrole gore % 24 oraninda azalma meydana geldigi goriilmektedir
(Cizelge 4.89). Tr-3080 aycicegi cesidinin yapraklarindan 2. giin alinan Grneklerin

zamana kars1 ifade seviyesindeki degisimin anlamlilik diizeyleri arastirilmis, bu

199



azalmalarin hem kontrol uygulamasina hem de diger saatlere gore istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 belirlenmistir (Cizelge 4.101). 4. ve 6. giinlerde gen ifade
seviyelerinin kontrole gore kademeli bir artis gosterdigi belirlenmistir. 4. gilinde
kontrole gore 4 kat artis gozlenirken 6. giinde kontrole kiyasla neredeyse 12 kat artis
kaydedilmigtir. Meydana gelen bu artiglarin kontrole ve birbirlerine gore istatistiksel
olarak p<0.05 seviyesinde anlamli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.101). Stres
uygulamasinin 8. ve 10. giinlerinde NF-YB gen ifade seviyesinde azalma goriiliirken,

10. giinde gozlenen azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Cizelge 4.101).

Incelenen ii¢ ¢esit ayciceginin yapraklarinda NF-YB gen ifade seviyesinde genel olarak
bir artig goriiliirken, koklerde genel olarak bir diisiis belirlenmistir (Sekil 4.29-4.30).
Soguk stresi uygulamasinin farkli zamanlarinda alinan Orneklerin kok ve yaprak
dokularindan elde edilen gen ifade profilleri incelendiginde NF-YB geninin ifade
diizeylerinin en diigiik ve en yiliksek oldugu kat degisiklikleri > 0.04 ve < 11.86 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.89).

Bitki NF-Y transkripsiyon faktorleri ailelerinin iiyeleri farkli organlara veya dokulara
Ozgii ifade profilleri gostermektedir (Stephenson vd. 2007, Siefers vd. 2009, Quach vd.
2015, Ripodas vd. 2015). Caligmada kullanilan 3 ayciceg8i cesidinde de, hem soguk
stresine maruz birakilmayan kontrol gruplarinda hem de soguk stresine maruz birakilan
kok ve yaprak dokularinda NF-YB geni ifade bulmustur. Bu durum hem kok hem de
yaprak dokularinda yapisal olarak NF-YB geninin ifade edildigini gostermektedir.

Peng vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢calismada kagit dutu (Broussonetia papyrifera)
24 saat soguk stresine maruz birakilmistir. Stresin uygulandigr farkli zaman
periyotlarinda NF-YB gen ifade diizeyi degiskenlik gostermis olup, 24. saatten sonra
NF-YB geninin ifadesi tespit edilememistir. Calismamizdan elde edilen sonuglara gore,
strese maruz birakilan giinlerde Saray, Tarsan 1018 ve Tr-3080 aycicegi cesitlerinin kok
ve yaprak dokularinda NF-YB gen ifade diizeyi degiskenlik gostermistir. Calismada
kullanilan aygigegi cesitlerinin soguk stresine verdigi degisik cevaplarin genotipik bir

varyasyonun sonucu oldugu diisiiniilmektedir.
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5.7 Soguk Stresine Maruz Birakilan Aycicegi Cesitlerinin Kok ve Yapraklarinda
WRKY Geni mRNA Diizeylerinde Meydana Gelen Degisim

Soguk stresi altinda yetistirilen Saray g¢esidi aycicegi fidelerinin koklerinde, zamana
bagli WRKY gen ifade seviyesi kontrol ile karsilastirildiginda, 2. giin kontrole yakin bir
gen ifade diizeyi gozlenmistir. Bu asamanin bitkinin stres ile karsilastigi siire¢ oldugunu
diistinmekteyiz. Stres uygulanan diger giinlerde kontrol diizeyinin iizerinde bir artis
oldugu, 10. giinde 12 katlik bir artis gostererek tepe noktasina ulastigi belirlenmistir
(Sekil 4.31). Istatistiksel olarak incelendiginde 2. giinden itibaren meydana gelen bu
artiglarin p<0,05 diizeyinde anlamli oldugu gorilmektedir (Cizelge 4.109). Saray
cesidinin yapraklarmma ait WRKY gen ifade diizeyine ait veriler MDA diizeyine ait
sonuglar ile birlikte degerlendirildiginde, soguk stresinin uygulandig: 10. giin disinda
genel olarak MDA diizeyinde meydana gelen degisim ile uyumlu oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.4 ve Sekil 4.31). Ayni ¢esidin yapraklarinda ise 8. ve 10. giinlerde gen ifade
diizeyinde kontrole kiyasla sirasiyla 2 ve 1,78 kat artig goriiliirken, diger giinlerde
kontrole gore azalma oldugu saptanmistir (Cizelge 4.108). Saray ¢esidinin yapraklarina
ait WRKY gen ifade diizeyine ait veriler MDA diizeyine ait sonuglar ile birlikte
degerlendirildiginde, soguk stresinin uygulandigi ilk 6 giinde MDA diizeyinin artmis
olmasma ragmen gen ifade diizeyinin kontrol seviyesinin altinda kalmast WRKY
geninin farkli dokularda aktivasyonunda ya da baskilanmasinda farkli mekanizmalarin

rol oynadigini diislindiirmuistiir.

Soguk stresi altinda yetistirilen Tarsan 1018 aycicegi 6rneklerinin koklerinde normalize
WRKY gen ifade seviyesi ortalamasi 2., 4., 6., 8. ve 10. giinlerde sirasiyla 0,923662,
1,063344, 1,135731, 3,197397, 0,599856°dir (Cizelge 4.108). Sekil 4.32 incelendiginde
stresin uygulandigi ilk 6 giin gen ifade diizeyinin kontrol seviyesine yakin bir profil
cizdigi goriilmektedir. Stresin uygulandigi ilk 6 giin boyunca kdklerde meydana gelen
bu degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). 8. giin koklerde
kontrole kiyasla 3 kattan fazla bir artis meydana gelmis olup istatistiksel olarak
anlamhdir (p<0,05). 10. giin ise koklerde hizli bir diisiis meydana gelmistir. NF-YB
geni ifade diizeyine ait sonuglar MDA sonugclari ile birlikte degerlendirildiginde genel

olarak uyumlu oldugu goriilmektedir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.32). Aynmi c¢esidin
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yapraklarinda ise normalize WRKY gen ifade seviyesi ortalamasit soguk stresi
uygulanan gilinler ic¢in swrastyla 0,063292, 0,006221, 0,011887, 0,126024 ve
0,347872’dir (Cizelge 4.108). Bu veriler goz 6niine alindiginda stres uygulanan tiim
giinlerde WRKY gen ifade diizeyinin kontrol seviyesinin altinda bir profil sergiledigi
goriilmektedir (Sekil 4.32). Meydana gelen bu diisiisler istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0,05). Tarsan 1018 ¢esidinin yapraklarina ait MDA ve total protein miktar1 sonuglari
birlikte degerlendirildiginde gen ifade diizeyi sonuglar ile aralarinda bir uyum olmadigi
goriilmektedir (Sekil 4.5, 4.8 ve 4.32). Bu durum bize WRKY geninin farkli dokularda
aktivasyonunda ya da baskilanmasinda farkli mekanizmalarin rol oynadigini

distindiirmektedir.

Tr-3080 aycicegi fidelerinin koklerinde, WRKY gen ifade seviyesi 2. giin kontrole
kiyasla yaklagik 12 katlik keskin bir artis gostermistir. Ayn1 giine ait MDA sonuglari
incelendiginde sonuglar paralellik gostermektedir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.33). Bu durum
degerlendirildiginde, soguk stresi ile iliskili oldugu diisiinilen WRKY geninin
ifadesinin ROT lar araciligiyla kuvvetli bir sekilde indiiklenmis olabilecegi sdylenebilir.
4. giin ise 2. gline gore WRKY gen ifade diizeyi biraz azalmistir. 6. giin ise en fazla
diisiisii gostererek kontrol seviyesinin altina inmistir. Ayn1 giine ait MDA diizeyinin
yiiksek olmasina ragmen gen ifade diizeyinin bu kadar azalmasi sasirticidir. 8. giin ise
kontrole kiyasla 13 katlik bir artis gostererek en yiiksek seviyesine ulagsmistir. 10. giin
ise WRKY gen ifade diizeyinde tekrar azalma meydana gelmistir. Soguk stresi sirasinda
meydana gelen bu artis ve azalmalar soguk stresi yanit yolaginda baska birgok

diizenleme yolunun aktive oldugunu diisiindiirmektedir.

Tr-3080 aygicegi ¢esidinin yapraklarindan 2. giin alinan 6rneklerde WRKY gen ifade
diizeyinde kontrole kiyasla % 43 oraninda azalma meydana gelmistir. 4. giine
gelindiginde kuvvetli bir sekilde indiiklenerek yaklasik 12 katlik bir artis ile tepe
noktasina ulagsmistir. 6. ve 8. glinlerde WRKY gen ifade diizeyinde diisiis meydana
gelmis olup, 8. giin en fazla diisiisii gostererek gen ifade diizeyi kontrol seviyesinin
altina inmistir. MDA sonuglar ile birlikte degerlendirildiginde sonuglar paralellik
gostermektedir. 10. glin gen ifade diizeyi 8. gline gbre biraz artmis olsa da kontrol

seviyesinin altinda bir profil ¢izmistir (Sekil 4.33). Soguk stresi uygulamasinin tiim
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zamanlarinda meydana gelen degisimler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir

(Cizelge 4.120).

Literatiirde yapilan bazi ¢alismalarda, cesitli bitki WRKY transkripsiyon faktorlerinin
gen ifade profillerinin dokuya spesifik oldugu saptanmistir (Xu vd. 2013, Wei vd. 2016,
Wu vd. 2017). Bu tez calismasinda kullanilan {i¢ aycicegi ¢esidinin kdk ve yaprak
dokularinda WRKY gen ifadesi tespit edilmis olup, farkli dokularda WRKY genlerinin
ifadesinin degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.34-4.35). Soguk stresi
uygulamasinin farkli zamanlarinda alinan 6rneklerin kok ve yaprak dokularindan elde
edilen gen ifade profilleri incelendiginde WRKY geninin ifade diizeylerinin en diisiik ve
en yiksek oldugu kat degisiklikleri > 0.006 ve < 13.44 olarak belirlenmistir (Cizelge
4.108). Stres uygulama zamanlarina ait verilerin tiimii birlikte degerlendirildiginde,
WRKY gen ifadesi seviyesinin ii¢ aygigegi cesidinin yaprak dokularinda genellikle
azalmis oldugu goriilmektedir (Sekil 4.35).

Chen vd. (2015)’nin yaptiklar1 ¢aligmada soguk stresinin domateste 10 WRKY genini
kuvvetli bir sekilde indiikledigi ve bu genlerin soguga bagl sinyal yolaklarinda yer alan
WRKY'lerin gelecekteki fonksiyonel analizi i¢in aday genleri temsil ettikleri
bildirilmistir. Yu vd. (2013)’nin yaptiklari ¢alismada ise CaWRKY1A geninin soguk
stresiyle gii¢lii bir sekilde indiiklendigi ve CaWRKY1A’nin bitkilere soguk stres
toleranst kazandirmada Onemli biyolojik rol oynadigi ileri siiriilmiistiir. Bu tez
calismasinda kullanilan aycicegi cesitlerinde soguga maruz kaldiktan sonra kok ve
yaprak dokularinda transkript profilleri bakimindan farkliliklar tespit edilmis olup,
WRKY geninin yapraklara kiyasla kokte daha yiiksek oranda eksprese edildigi
belirlenmistir (Sekil 4.34-4.35).
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6. SONUC

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda; soguk stresi altinda gelistirilen 3 ¢esit aycicegi
(Helianthus annuus) bitkisinde bZIP, MYB, NAC, NF-YB ve WRKY tipi
transkripsiyon faktorlerine ait genlerin mRNA ifade seviyeleri arastirmalarimiz ve
bilgimiz dahilinde ilk kez ¢alisilmistir. Ayrica, soguk stresinin bitkilerin biyokimyasal
ve molekiiler 6zellikleri iizerindeki etkileri, stres altinda biiyiiyen bitki dokularindaki
total ¢Ozlinlir protein ve lipid peroksidasyonu diizeyinde meydana gelen degisimler

Olciilerek degerlendirilmistir.

Gilinimiize dek gerceklestirilmis olan calismalarda toleransli genotiplerde duyarli
olanlardan daha az H,0, ve MDA birikimi oldugu ve oksidatif stres etkilerine daha az
maruz kaldiklar bildirilmistir (Bailly vd. 1996, Queiroz vd. 1998 Sofo vd. 2004). Bu
calismalarda, MDA miktarinin genotiplerin strese karst olan toleranslarinin
degerlendirilmesinde kullanilabildigi goriilmektedir (Yasar 2003, Terzi vd. 2010).
Membran yapisinin kararliliginin belirlenmesinde 6nemli bir parametre olan MDA
diizeyinden elde edilen veriler degerlendirildiginde, ii¢ aycicegi ¢esidinde de stres
uygulama siiresi boyunca MDA diizeyinde artma ve azalmalar goriilse de cogunlukla
kontrole goére artis gozlenmis olup, Tr-3080'deki membran hasarinin, soguk stresi
altindaki diger ayg¢icegi cesitlerinden daha ciddi diizeyde oldugu diisiiniilmektedir. Bu
nedenle ¢alismada kullanilan aygicegi ¢esitleri arasinda Tr-3080 ¢esidi soguk stresine
kars1 daha hassas bir gesit olarak belirlenirken, Tarsan 1018 ¢esidinin strese kars1 daha

direngli oldugu belirlenmistir.

Literatiirde yapilan bazi calismalar, cesitli bitki transkripsiyon faktor ailelerine ait
genlerin ifade profillerinin dokuya spesifik oldugunu bildirmislerdir (Lin vd. 2007,
Meng vd. 2007, Xu vd. 2014, Wei vd. 2016, Wu vd. 2017). Calismada kullanilan 3
aycicegi ¢esidinde de, hem soguk stresine maruz birakilmayan kontrol gruplarinda hem
de soguk stresine maruz birakilan kok ve yaprak dokularinda bZIP, MYB, NAC, NF-
YB ve WRKY ifadesi tespit edilmistir. Calismadan elde edilen veriler
degerlendirildiginde, kok ve yaprak dokularinda yapisal olarak bu genlerin aktif oldugu

ve ifade edildigi gosterilmistir.
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Son yillarda yapilan arastirmalar, bazi stres ile iliskili genlerin ozellikle cesitli
transkripsiyon faktor ailelerine ait genlerin bitki stres toleransinda dnemli rol oynadiginm
gostermektedir. (Ahuja vd. 2010, Hirayama ve Shinozaki 2010). Calismadan elde edilen
tiim Real-Time PCR verileri birlikte degerlendirildiginde soguk stresi ile iligkili oldugu
diistiniilen bZIP, MYB, NAC ve WRKY genlerinin ifade diizeylerinin Saray, Tarsan
1018 ve Tr-3080 cesitlerinde c¢ogunlukla kontrol seviyesinin {izerinde oldugu
belirlenmistir. NF-YB gen ifade diizeyinin ise hem k6k hem de yapraklarda bazi zaman
periyodlarinda kontrol seviyesinin iizerine ¢iktigi, ancak ¢cogunlukla kontrol seviyesinin
altinda kaldig1 tespit edilmistir. Gergeklestirilen tez ¢alismasindan elde edilen bulgular
goz Oniline alindiginda bZIP, MYB, NAC, NF-YB ve WRKY genlerinin soguk ile
indiiklendigini ve soguk stresine yanitta rol alabilecegi Ongoriilmektedir. Ayrica bu
calismadan elde edilen verilerin soguk stresine dayanikli aycigegi cesitlerinin elde
edilmesine yonelik ileride yapilabilecek caligmalara da katki saglayacagi

distiniilmektedir.
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