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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

SOGUKTA DEPOLAMA ALTINDAKi ELMADA HORMON
ETKILESIMLERININ GEN IFADESI SEVIYESINDE INCELENMESI
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Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dalh

Damsman: Doc. Dr. Ufuk CELIKKOL AKCAY

Daha 6nceki caligmalarda, meyve olgunlagmasinda yer almasi potansiyel oksin/etilen
etkilesimine 1g1k tutulmus, ancak kisitli sayida bulgu elde edilmistir. EImada depolama
stiresini ve meyve kalitesini arttirmak amaciyla yaygin olarak kullanilan etilen
inhibitérii 1-MCP uygulamasiyla belirli gen ifadesi degisimlerinin incelendigi ¢esitli
calismalar mevcuttur. Ancak bu siiregte oksin metabolizmasinin gen ifadesi
seviyesinde incelendigi herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu calisma ile,
depolama altindaki elmada, farkli depolama dénemlerinde ve farkli hormon/hormon
inhibitorii uygulamalar1 altinda transkriptomun incelenmesi yoluyla hasat sonrasi
olgunlagsma siirecinin ve meyvedeki hormon etkilesimlerinin molekiiler diizeyde
karsilastirmali olarak incelenmesi ve incelenen parametreler dahilinde aydinlatilmasi
hedeflenmistir. Bu amagla hasattan sonra 625 ppb 1-MCP (1-metilsiklopropen), 20
mg/L oksin, 0.5 g/L etilen ve 1 pg/L NPA (1-N-naftilfitalamik asit) uygulanan
meyveler ve hi¢cbir hormon/hormon inhibitori uygulanmamis kontrol grubu meyveleri
6 ay siireyle depolamaya alinmistir. Depolama siiresi boyunca 1. giin, 3. ay ve 6. ayda
alinan 6rneklerden RNA izolasyonu gergeklestirilmis, ERF, Aux/IAA, NAC ve EIN3
genlerinin ifadeleri incelenmistir.

Ifade analizleri sonucunda, oksin ve oksin inhibitérii NPA uygulamasinin etilen ile
iliskili bazi ERF genlerinin ifadesini arttirdigi goriilmiistiir. Etilen uygulamasi
Aux/IAA geninin ifadesini 1. giinde arttirmis, 3. ayda ve 6. ayda azaltmustir. Etilen
inhibitorii 1-MCP uygulamasi ile Aux/IAA geninin ifadesi azalmistir. NPA ve 1-MCP
inhibitorlerinin bir arada uygulamas1 Aux/IAA geninin ifadesini 1. giinde ve 6. ayda
arttirirken, 3. ayda azaltmistir. ERF4 geni ise inhibitdrlerin bir arada uygulamasi
altinda ifade gostermemistir.

Bu ¢alismada incelenen parametreler ile elde edilen bulgular, 6nceki ¢alismalarda 1s1k
tutulan potansiyel hormon etkilesiminin varligini kanitlar niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Elma, Oksin, Etilen, Hormon inhibitori, Gen ifadesi

2022, 76 sayfa



ABSTRACT
Master’s Thesis

INVESTIGATION OF HORMONAL INTERACTIONS AT GENE
EXPRESSION LEVEL IN APPLE UNDER COLD STORAGE
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Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ufuk CELIKKOL AKCAY

Previous studies have shed light on the potential oxin/ethylene interaction involved in
fruit ripening, but a limited number of findings have been made. There are several
studies examining certain gene expression changes with the application of the ethylene
inhibitor 1-MCP (1-methylcyclopropene) in apples. However, there have been no
studies examining auxin metabolism at the level of gene expression. With this study,
it is aimed to examine the post-harvest ripening process and hormone interactions in
the fruit comparatively at the molecular level through the examination of the
transcriptome in the apple under storage and to elucidate it within the parameters
examined. For this purpose, fruits and control group fruits treated with 1-MCP, auxin,
ethylene and NPA (1-N-naphthythythalamic acid) were stored for 6 months after
harvesting, and the expressions of ERF, Aux/IAA, NAC and EIN3 genes were
examined on the 1st day, 3rd month and 6th month.

As a result of expression analysis, it was seen that the application of auxin and oxin
inhibitor NPA increased the expression of some ERF genes associated with ethylene.
Ethylene administration increased the expression of the Aux/IAA gene on day 1 and
decreased it at month 3 and month 6. With the administration of the ethylene inhibitor
1-MCP, the expression of the Aux/IAA gene is reduced. However, the ERF4 gene did
not show expression under the application of 1-MCP+NPA.

The findings obtained in this study prove the existence of potential hormone
interactions, which have been shed light on in previous studies.

Key Words: Apple, Auxin, Ethylene, Hormone inhibit6r, Gene expression

2022, 76 pages
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1. GIRIS

Elma (Malus x domestica), anavataninin Kuzey Anadolu ve Giiney Kafkaslar oldugu
diistiniilen, Rosaceae familyasindan kiiltiirii yapilan bir tiirdiir. Genis bir yayilma alani
gostermesi ve farkli iklim kosullarinda yetistirilebilmesi sayesinde, pek ¢ok iilkede
(Cin, ABD, Iran gibi) ekonomik degere sahiptir. Ulkemizde de Nigde, Isparta,
Antalya, Denizli gibi illerde uzun zamandir yetistiriciligi yapilan elma, agag sayis1 ve
iretim alami agisindan iliman iklim meyvelerinin basinda yer alir. Elma iiretimi
tilkemizin hemen her bolgesinde yapilmakla birlikte, en fazla yapildig: il Isparta’dir
ve 2019 yilinin toplam elma iiretiminin %20°si gerceklestirilmigtir. Ayn1 zamanda
elma, besin igerigindeki vitamin ve minerallerden dolay1 beslenmede 6nemli bir yer

tutar.

Meyveler olgunlagma siirecinde gegirdikleri degisimlere gore klimakterik (hasattan
sonra olgunlasmaya devam eden) ve klimakterik olmayan (hasattan sonra
olgunlasmaya devam etmeyen) meyveler olarak 2 gruba ayrilirlar. Klimakterik
meyvelerin olgunlagsma siirecinde fizyolojik degisikliklerin koordinasyonu baslica
etilen hormonu tarafindan diizenlenir. Olgunlasma siirecinde etilen seviyesinde artis
olur ve bu olgunlagma siireci hasattan sonra da devam eder. EIma tipik bir klimakterik
meyvedir ve klimakterik meyvelere 6zgii 6zelliklerin anlagilmasinda model organizma

olarak kullanilmaktadir.

Etilen hormonu, tohum ¢imlenmesi, kok olusumu, ¢icek gelisimi, meyve
olgunlagmasi, yaslanma, biyotik ve abiyotik streslere tepkiler dahil olmak iizere bitki
yasam dongiisiiniin bircok asamasini diizenler (Lin vd., 2009). Kimyasal yapis1 ¢cok
basit olmasina karsilik ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile bitkilerde etkisi goriiliir. Son
yillarda yapilan ¢aligmalarda harita temelli klonlama ve farkli bitki mutantlarinda gen
karakterizasyonlari ile etilen biyosentezi, sinyal iletimi ve tepki yolaklarinda islevleri
olan cok cesitli genler tanimlanmistir. Ancak hala ¢oziilmemis yonler vardir. Etilen
ayn1 zamanda diger bitki hormonlar1 ile de etkilesime girmektedir. Ozellikle oksinlerin
meyve olusumu, olgunlasma ve yaslanmada Onemli role sahip oldugu yapilan

caligmalarla gosterilmistir (Igbal vd., 2017).



Oksin, meyve gelisimi i¢in 6nemli bir diger fitohormondur. Hiicre bdliinmesi ve hiicre
genislemesinin kontrolii ile meyve boyutuna ve olgunlagmayla ilgili olaylara dahil
oldugu anlasilmistir (Devoghalaere vd., 2012). Oksin biyosentez yolagi ve oksin
iliskili genlerin arastirildigi cesitli calismalar mevcuttur. Ancak bitkilerde oksin
tiretiminin karmasikligindan ve farkli dokularda farkli bicimlerde gerceklestiginden

(Thimann, 1938), ortak bir biyosentez yolagi tanimlanamamustir.

Meyvelerde hasat sonrasi kalite 6zellikleri miimkiin mertebede korunmalidir. Bunun
icin depolama kosullar1 biiyiik 5nem tasir. Ozellikle klimakterik meyvelerde (domates,
elma, avokado gibi) hasat sonrasinda devam eden olgunlagsma siireci, meyvelerde
kalite 6zelliklerini olumsuz etkileyerek kayiplara ve pazarlama sinirlamalarina neden
olur. Bu kayiplar1 en aza indirmek icin olgunlasma siirecinin kontrolii, ¢aligmalarin

odak noktasi olmustur.

Elma, tipik bir klimakterik meyve ornegidir ve yil boyunca depolanan elmalarda
olgunlasma ve yaslanma ile ilgili biyokimyasal degisikliklerin ¢cogu depolama
stirecinde gerceklesir. Elmanin depolama dmriinii uzatmak i¢in kontrollii atmosfer gibi
yontemlerin yani sira son yillarda 1-metilsiklopropen (1-MCP) adli sentetik biiylime

diizenleyici de depolara eklenmeye baslanmistir.

1996'da patent alan bu sentetik biiyiime diizenleyici, etilen hormonunun baglandig:
reseptorlere baglanir. Ortamdaki etilen hormonu miktar1 ne olursa olsun reseptérler
tarafindan algilanamaz ve elmalar daha fazla olgunlasamazlar. Boylece diisiik sicaklik

ve 1-MCP altinda elmalar uzun siire depolanabilmektedir (Sakar vd., 2014).

Depolama siirecinde yaygin olarak kullanilan etilen inhibitérii 1-MCP varliginda
olgunlagsma siirecindeki bazi gen ifadesi degisimlerinin incelendigi ¢esitli ¢alismalar
mevcuttur. Ornegin; Tadiello vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada 1- MCP
uygulanmis elma meyvelerinde, etilen yolunda yer alan ACS, ACO, ETR gibi genlerin
ifadelerinin azaldig1 belirlenmistir. Ayni ¢alismada ifadelerinin arttig1 belirlenen
genler arasinda ise MADS, NAC, AUX/IAA ve ERF transkripsiyon faktorleri ile

fotosentez iligkili, 151k toplayic1 ve klorofil a/b baglantili proteinler bulunmaktadir.



Etilen ve oksinler, meyve yaslanmasi sirasinda siki bir iligki i¢indedirler (Igbal vd.,
2017). Yaslanma sirasinda serbest oksin miktar1 artar ve etilenin biyosentezinde
anahtar enzim olan ACS (ACC sentaz)’ye uyarici etki ederek etilen biyosentezini
uyarir (Abel ve Theologis, 1996).

Literatiirde yer alan bir ¢alismada (Busatto vd., 2017), elmada etilen reseptorii
seviyesindeki girisim tarafindan uyarilan bir transkripsiyonel devre tarafindan

diizenlenen olasi bir etilen/oksin etkilesiminin varlig1 ortaya koyulmustur.

Transkriptom miktarinin belirlenmesi, fonksiyonel genomik i¢in esastir. Bu amagla
kullanilan dizileme teknolojilerinde hizli gelismeler gerceklesmistir. Son yillarda yeni
nesil dizileme (NGS) teknolojileri daha az maliyetli ve yaygin olarak kullanilabilir
hale gelmistir. NGS teknolojilerinden biri olan RNA-seq, transkriptom analizi i¢in
giiclii bir aragtir. Bu yontem sayesinde organizmanin yasam dongiisiiniin herhangi bir
doéneminde hiicrelerindeki gen ifadesi seviyeleri, genomik bilgiye ihtiya¢ duyulmadan
belirlenebilmektedir. RNA-seq verilerinin elde edilmesinin yiiksek verimli ve uygun
maliyetli olmasi, transkriptom analizi i¢in kullanilmasinda hizli bir artisa neden

olmustur (Hirsch vd., 2015).

RNA-seq yontemi ile yapilan hasat sonrasi transkriptom analizi ¢aligmalar kisithidir.
Shen vd. (2017) tarafindan olgunlasma ile ilgili anahtar genleri izole etmek ve
olgunlagsma mekanizmalarin1 daha iyi anlamak amaciyla papaya ile yapilan ¢alisma
bunlardan biridir. Caligma kapsaminda eksojen etilen veya 1-MCP uygulanmis papaya
meyveleri ile uygulama yapilmamis kontrol grubu meyvelerinin transkriptomlari
RNA-seq yontemi ile dizilenmistir. Hormon yolaklariyla iligkili genlerinin ifade
sonuglar, depolama siirecinde meyveye uygulanan etilen ve etilen inhibitori
maddelerin hormon etkilesimlerinde 6nemli etkiye sahip olabilecegini gdstermistir

(Shen vd., 2017).

Bu caligma kapsaminda, hasat sonrasi alt1 ay silireyle sogukta depolanan, sirasiyla
etilen hormonu, oksin hormonu, etilen inhibitérii 1-MCP, oksin inhibitorii NPA (1-N-
naftilfitalamik asit) ve 1-MCP + NPA uygulanmis Ornekler ile higbir uygulama
gerceklestirilmemis kontrol orneklerine ait Golden Delicious ¢esidi elmalarda, iig

farkli depolama doneminde (1. giin, 3. ay ve 6. ay), daha 6nceden gerceklestirilmis

3



olan RNAseq transkriptom analizinin isaret ettigi, siddetli gen ifadesi degisimleri
gosteren hormon metabolizmasi ile iliskili genlerin ifadelerinin RT-gPCR ile
Olgiilerek, RNA-seq analizinden elde edilmis olan verilerin dogrulanmasi
planlanmaktadir. Boylelikle depolama altindaki elmada, farkli depolama
donemlerinde ve farkli hormon/hormon inhibitdrii uygulamalar1 altinda
transkriptomun incelenmesi yoluyla hasat sonrasi olgunlagsma siirecinin ve meyvedeki
hormon etkilesimlerinin molekiiler diizeyde karsilagtirmali olarak incelenmesi ve

incelenen parametreler dahilinde aydinlatilmasi hedeflenmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Elma ve Depolama

Elma; Malus cinsine, Maloideae alt familyasina ve Rosaceae familyasina aittir. 25 ila
30 Malus tiirii vardir. 10 000’den fazla belgelenmis elma ¢esidi olmasina ragmen, ticari
elma yetistiriciligi nispeten daha az sayida ¢esitle sinirlidir (Korban, 2021). Anavatani
Anadolu’nun da i¢inde bulundugu Giiney Kafkaslardir. Her iki yarim kiirede de 1liman
iklim kusaginda yetisir. Elma, -36 °C soguga dayanabilir. Sicak ve kuraktan
hoslanmaz. Topragi en az 1 m derinlikte, tinli, tinli-kumlu olmalidir. Optimal toprak
pH degeri 6-7 olan topraktir (Anonim, 2022). Elma agaglarinin boylari 2 ile 20 m
arasinda degisir ve 4 ile 12 yil arasinda degisen genclik donemleri vardir (Fischer,
1994). Genel olarak ¢igek salkimlari, ilk y1l meyve veren siirgilinlerde, orta siirgiinlerde
veya kompakt siirgiinlerde gelisir. Cicek taslaklarinin gelisimi genetik, fizyolojik ve
cevresel faktorlerden etkilenir (Koutinas vd., 2010). Cigekler, belirgin bir kral ¢igek
(5-7 cigekten olusur) ile salkimlardan gelisir. Tam ¢icek yapisina sahiptir ve tipik
olarak beyazdan kirmiziya degisen 5 tag yaprak bulunur. Malus agaglar1 yaprak doken
veya yar1 yaprak dokendir. Yapraklar basit oval bi¢cimindedir. Cap1 3 ile 12 cm
arasinda degisen ¢ekirdekli meyveler, genellikle 5 karpelli, kirmizi, sar1 veya yesil bir
ekzokarp ve beyaz bir mezokarp icerir. Kalici kaliks agik veya kapali olabilir. Pedikiil
uzunlugu genellikle 1,5 cm’dir ancak 0,5 ile 4 cm arasinda degisir (Korban, 2021).
Elma genel olarak kendine uyusmazlik gosterir ve kendi ¢icek tozlartyla tozlandiginda
cok az meyve baglanir. Ancak yabanci dollenme ile iyi bir verim alinabilmektedir.

Yabanci dollenme %90 arilarla gergeklestirilir (Anonim, 2022).

Yabani tiirler M. Sieversii (Orta Asya ve Bat1 Cin), M. Orientalis (Kafkasya Bolgesi),
M. Sylvestris (Avrupa) ve M. Prunifolia (Cin), hem kloroplast sekansi hem de
mikrosatellit/basit sekans tekrar1 (SSR) verileriyle gosterildigi gibi M. Domestica ile
yakindan iligkilidir ve muhtemelen atalaridir (Lo ve Donoghue 2012; Nikiforova vd.,
2013; Volk vd., 2015; Duan vd., 2017). Elma gesitlerinin mikrosatellit/SSR verilerine
dayanan degerlendirmeleri, elma cesitlerinde mevcut olan genetik c¢esitliligin,
beklenen ve gozlemlenen heterozigotluk ile dl¢tildiigi lizere, 1600’lerden glinlimiize
onemli dlglide degismedigini ortaya koymustur (Gross vd., 2014). Cogu Malus tiirii 2n
= 2x = 34 ile diploiddir, ancak bazilar1 2n = 3x = 51 ile triploid ve digerleri 2n = 4x =
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68 ile tetraploidlerdir (Hofer ve Meister, 2010). M. Domestica, diploid veya triploid
olabilir. ikinci durum, su anda yetistirilen tiim elmalarm %10’unu olusturur (Korban,
2021).

Elma, besin igeriginin zenginligi nedeniyle 1liman iklim meyveleri icerisinde en fazla
tercih edilen meyvedir. Kalsiyum, fosfor, sodyum, magnezyum, potasyum, silisyum
gibi bir¢ok mineral maddelerin yaninda organik asitler, dogal aroma bilesenleri ve
meyve asitleri igerir. Ayni zamanda A, B1, B2, C ve E vitaminleri bakimindan da
zengindir. Diger bircok meyvede oldugu gibi elmada da DNA hasarint ve
kanser riskini azaltan degerli antioksidanlar ile yiiksek miktarda C vitaminine esdeger
fenolik bilesenler bulunur. Bunlarin disinda, zengin lif igerigi sayesinde kalin bagirsak
faaliyetlerine yardimci olmasmin yaninda kilo vermede, kalp hastaliklarinda
ve kolesteroliin kontroliinde etkilidir. Elmanin igerigindeki baz1 kimyasallar
Alzheimer ve Parkinson gibi beyin hastaliklarina kars1 da koruyucudur. Taze elmada
bulunan bazi antioksidanlar, beyin hiicrelerini oksidatif stresten kaynaklanan

norotoksiditeden korumaktadir (Anonim, 2014).

Amasya, Fuji, Arapkizi, Golden, Goldstar, Brea Burn, Granny Smith, Gala, Starking,
Tiirkiye’de {iretilen elma cesitlerinden bazilaridir. TUIK 2019 verilerine gore
tilkemizde; elma iretiminin 2/3’ Isparta, Antalya, Karaman, Kayseri, Nigde, ve
Konya illerimizde gergeklestirilmektedir. Elma iretiminin en fazla yapildig: ilimiz
Isparta’dir. 2019 yilinda Isparta’da 732 bin ton elma iiretimi ile toplam tiretimin
%20’si gergeklestirilmistir (Anonim, 2020). 2020 sezonunda ise Isparta’da 931 bin ton
elma iiretimi gerceklestirilmistir (TEPGE, 2021). Ulkemizde yaklasik 1.7 milyon
dekar alanda elma yetistiriciligi yapilmaktadir. En fazla elma iiretim alani bulunan

illerimiz Karaman, Nigde ve Isparta’dir (Anonim, 2020).

Daha o6nce belirtildigi gibi, klimakterik meyvelerin olgunlagmas: ile etilen arasinda
giiclii bir baglant1 vardir. Bu tiir meyvelerin olgunlagsma siirecinde igsel etilen ve
solunum seviyelerinde ani bir artis meydana gelir ve meyve olgunlasir. Bu siireg
meyve koparildiktan sonra da devam eder. Ciinkii meyve metabolik olarak halen
aktiftir. Giincel arastirmalar, etilen ve oksin etkilesimlerinin meyve olgunlagsma ve
yaslanma siireglerinde ciddi roller istlenebilecegini diisiindiirmektedir. Tipik bir

klimakterik meyve Ornegi olan elmada da olgunlasma ve yaslanma ile ilgili
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degisiklikler, etilenin etkisiyle depolama siirecinde gergeklesir. Bu siire¢ meyvede
kalite kayiplarina ve pazarlama sinirlarina neden olur. Bu nedenle, giivenli ve etkili
bi¢imde etilen aktivitesini kontrol etmek, meyve Kkalitesini muhafaza etme ve
meyvenin hasat sonrasi raf Omriinii uzatmada 6nemli bir faktordiir. Bu amag igin
yaygin olarak bir etilen inhibitorii olan 1-MCP kullanilir. 1-MCP, iirlinlerin kalitesini
korumaya ve raf Omriinii uzatmaya yarayan, etileni inhibe ederek yaslanmayi
geciktiren bir sentetik madde olarak bilinmektedir. 1-MCP bitkiye uygulandiginda
etilen reseptorlerine baglanarak, etilenin bu reseptér bolgesine baglanmasini
engellemekte ve bu sayede etilenle iliskili biyokimyasal tepkimelerin hizini

yavaglatmaktadir.

Elmanin depolama siiresi ¢esit ve depolama kosullarina gore degismekle birlikte iyi
bir elma muhafazasinda depo sicakliginin ¢eside bagli olarak 0 °C ile 4 °C, bagil nemin

ise %85-90 olmas1 gerektigi bilinmektedir (Pekmezci, 1975).

2.2. Etilen

Gaz formundaki tek hormon olan etilen, bitkinin yasam dongiisii boyunca tohum
¢imlenmesi, ¢iceklenme, yaprak ve meyve absisyonu, kok gelisimi, kok ve siirgiin
biiylimesi, meyve olgunlagmasi Ve yaslanma gibi bircok yasam evresine aracilik eder.
Ayn1 zamanda kuraklik, yliksek tuz, patojen saldiris1 gibi biyotik ve abiyotik streslere
verilen yanitlar1 diizenler (Chang, 2016). Vejetatif biiyiime asamasindaki bitkiler,
cicekler ve olgunlagsmamis meyveler, strese veya olgunlasma ile ilgili biyokimyasal
degisimlere maruz kalana kadar zar zor saptanabilir seviyelerde etilen iiretirler,
ardindan etilen iiretimi mekansal ve zamansal olarak spesifik bir modelde hizlanir.
Bugiine kadar analiz edilen tiim vaskiiler bitkilerde etilen, Yang dongiisii yoluyla
sentezlenir (Johnson ve Ecker, 1998). Bitkiler, S-adenosil-L-metiyonin (SAM)’den
baslayarak iki agamali biyokimyasal bir yolla etilen sentezler. SAM, ACC sentaz
(ACS) enzimi tarafindan ACC (1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit)'ye
dontistirillir. Daha sonra ACC, ACC oksidaz (ACO) enzimi tarafindan etilene
donistirilir (Chang, 2016). ACC sentazin ifadesi, artan etilen iiretimine yol acan
uyarict faktorlerle uyarilir, bu da ACC sentaz aktivitesinin etilen sentezi i¢in hiz

smirlayici oldugunu gosterir (Johnson ve Ecker, 1998). ACS ve ACO enzimlerinin her



biri, tiyeleri kuraklik, yaralanma ve patojen saldirisi gibi ¢evresel streslere tepki olarak

farkli sekillerde ifade edilen bir ¢oklu gen ailesi tarafindan kodlanir (Chang, 2016).

Iki farkl1 etilen biyosentez sistemi tarif edilmistir. Sistem 1, klimakterik meyvedeki
klimakterik Oncesi donemde diislik etilen iiretimine karsilik gelir ve klimakterik
olmayan meyvenin gelisimi ve olgunlagsmasi boyunca mevcuttur. Sistem 2,
"otokatalitik sentez" olarak adlandirilan ve klimakterik meyveye 6zgii, otomatik olarak
uyarilan biiyiik bir etilen {iretimini ifade eder. Bu nedenle klimakterik meyvelerle
klimakterik olmayan meyveler arasindaki etilen ile ilgili temel farklilik, otokatalitik
etilen sentezinin varligi veya yoklugudur (Bouzayen vd., 2009).

Etilen bitkiler tarafindan, ERS ve ETR adi1 verilen reseptor proteinler araciligiyla
algilanir. Etilen-reseptor sinyallesmesi, etilen yanitlarini baskilar. Bu baskilanma,
etilen baglanmasi olmadiginda meydana gelir ve bir tiir serin/treonin protein kinaz olan
CONSTITUTIVE RESPONSEL'in (CTR1) reseptor aktivasyonu yoluyla saglanir.
Etilenin reseptorlere baglanmasi, CTR1 iizerindeki baskiy1 ortadan kaldirir ve sonug

olarak etilen yanitlari ortaya c¢ikar.

Etilen, 0.01 ile 1.0 ppm gibi diisiik konsantrasyonlarda bile biyolojik olarak aktiftir ve
bitkilerde etkisi goriilebilir. Elma ve domates gibi klimakterik meyveler, onlarca ppm
etilen tiretebilmektedir (Chang, 2016). Etilenin klimakterik meyveler tizerindeki hasat
sonrast olgunlagsma etkisinin neden oldugu kalite kayiplar1 ve pazar kisitlamalari
nedeniyle depolama boyunca olgunlasma siirecinin kontrolii biiyiik 6nem tagimaktadir.
Bir etilen inhibitorii olan 1-MCP adli sentetik molekiil, etilen reseptorlerine baglanmak
suretiyle etilenin algilanmasint engelleyerek meyvenin olgunlasma siirecini
yavaglatmaktadir. Bu 6zelligi nedeniyle 1-MCP depolama siirecinde yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Tadiello vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada elmadaki klimakterik etkilesimi
incelemek amaciyla; etilen inhibitorii olan 1-MCP uygulanarak meyve gelisimi ve
olgunlasmasi1 boyunca cesitli fizyolojik varliklarin (tekstiir, ugucu ve polifenolik
bilesiklerin igerigi) arastirilmasi ile birlikte gen ifadesinin kapsamli bir analizi
yapilmustir. Beklendigi gibi, reseptor seviyesindeki miidahale, etilen yolunda yer alan

genlerin (ACS, ACO, ETR) onemli 6l¢iide baskilanmasini saglamistir. Kontrol ve
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uygulama yapilan numuneler arasinda diferansiyel olarak ifade edilen genlerin
%61.8'inin ifadesinde azalma olmasina ragmen, ¢ogu transkripsiyon faktorleri ve
Klorofil mekanizmasinda yer alan elementler (1s1k-hasat, klorofil a/b baglayict
proteinler) tarafindan temsil edilen gen setinin %38.2'sinin ifadesinin artmasi da

dikkate degerdir (Tadiello vd., 2016).

Elma olgunlasmasi sirasinda etilen ve aroma iiretimi arasinda dogrudan bir iliski
oldugu bildirilmistir (Wang vd., 2007). Schaffer vd. (2007) tarafindan, aroma tiretimi
acisindan etilen i¢in kontrol noktalar1 olmast muhtemel 17 aday gen tanimlanmustir.
Ancak, meyve kalitesinin tiim bilesenleri etilenin dogrudan kontrolii altinda degildir.
Olgunlasan elma meyvesinden iki MAERF (etilen tepki faktorii) izole edilmistir (Wang
vd., 2007). Calisma sonucunda MAJERF2 yalnizca olgunlasan meyvelerde ifade
edilirken, MdERF1 agirlikli olarak olgunlasan meyvelerde ve meyve olmayan
dokularda kiiciik bir derecede ifade edilmistir. MAERF'lerin transkripsiyonu, etilen

sinyalleme sistemi tarafindan pozitif olarak diizenlenmistir.

Klimakterik ve klimakterik olmayan meyvelerin bazi benzer olgunlasma yollarini
paylastigina dair kanitlar vardir (Barry ve Giovannoni, 2007). Etilen ve etilen aracili
tepkiler iizerinde yiriitilen calismalardan ortaya ¢ikan kanitlar, etilene karsi
duyarliligin dokulara ve farkli gelisim asamalarina gore farklilik gosterdigini ileri
stirmiistiir. Bunun nedeni etilenin diger bitki hormonlari, metabolitleri ve ¢evresel
sinyallerle olan etkilesimleridir (Alonso ve Stepanova, 2004; Stepanova ve Alonso,
2005; Hall vd., 2007; Kendrick ve Chang, 2008; Yoo vd., 2009). Son arastirmalarla
meyvelerin olgunlagmasini diizenleyen bazi genlerin evrim siirecinde korundugu agiga
cikarilmistir. Ortaya ¢ikan tablo, hem klimakterik hem de klimakterik olmayan
meyvelerde etilene bagimli ve etilenden bagimsiz yollarin bir arada var oldugunu
acikca gostermektedir. Meyve gelisimi ve olgunlagsmasinin bir¢ok diizenleyicisinin her
iki meyve grubunda da ortak oldugu acgik¢a gosterilmistir. Caligmalar, meyve mikro
cevresindeki diisik O2 ve yiiksek CO2'nin etilen biyosentezinin ve solunumun
baslamasin1 ve dolayisiyla meyvenin olgunlagsmasini geciktirebilecegini goéstermistir

(Paul vd., 2012).

Bitkiye 6zgii APETALA2/etilen tepki faktorii (AP2/ERF) transkripsiyon faktorleri

siiper ailesinin bazi iiyeleri, etilen sinyal yolaginin asagisinda hareket eder ve bitki
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alemi boyunca giiclii bir sekilde korunur (Xie vd., 2016). Bu protein ailesinin iiyeleri,
bitkide biiyiime, savunma, ¢evreye verilen tepki ve hormonlarin diizenlenmesinde yer
alir. Son zamanlarda elde edilen kanitlar, bu protein ailesinin ayn1 zamanda renk, doku
ve lezzet gibi olgunlasmis meyvenin kalite ozelliklerinde anahtar diizenleyici
olduklarin1 diisiindirmiistiir. AP2/ERF genlerinin etilen biyosentezi ve meyve
yaslanmasindaki olasi rolleri, transgenik domates meyvesi ile yapilan ¢aligmalarla 6ne
stiriilmiistiir. Bu genlerin etilen biyosentezini diizenledigi mekanizmalar ¢esitli
meyvelerde yapilan giincel ¢alismalar ile netlesmistir. Kavun AP2/ERF transkripsiyon
faktorleri tizerine yapilan bir ¢alisma CMe-DREB1'in CMe-ACS2 promotdriiniin
GCCGAC dizisine giiglii bir sekilde baglandigini ve CMe-ACS2 ifadesini aktive
ettigini gostermistir (Mizuno vd., 2006). Benzer sekilde domateste LeERF2/TERF2,
NtACS3 promotoriinde bir GCC kutusu ile ve LeACO3 promotoriinde dehidrasyona
duyarl bir element ile etkilesim yoluyla etilen biyosentezini tetikleme kabiliyeti

gostermistir (Zhang vd., 2009).

1-Aminosiklopropan-1-karboksilik asit sentaz (ACS), etilen biyosentezinde anahtar
enzimdir. Patojen enfeksiyonu, bitki hormonlari, yaralanma ve meyve olgunlagmasi
gibi endojen ve eksojen faktorlere gore farkli ACS izogenleri ifade edilmektedir.
Onceki ¢alismalarda 5 elma ACS izogeni izole edilerek ifade modelleri incelenmistir.
MdACS1 ve MdACS3 meyvede ifade edilirken, MAACS5A ve MdACS5B yapraklarda
(Harada vd., 2000) ve meyve absisyon bolgelerinde ifade edilmistir (Li ve Yuan, 2008;
Zhu vd., 2008). MdACSY’in agirlikli olarak klimakterik meyvelerde ifade edildigi
gosterilmistir (Harada vd., 2000). Ayrica 1-MCP’nin MdACS1 ifadesini engelleyerek
elmada etilen Uretimini baskiladigi da onceki calismalarin bulgular arasindadir

(Rupasinghe vd., 2000).

Domates GREEN RIPE (GR) ve Arabidopsis REVERSION TO ETHYLENE
SENSITIVITY1 (RTE1) lokuslarinin klonlanmasiyla yeni etilen sinyal bilesenleri
kesfedilmistir (Matas vd., 2009). Domates genomunda en az iki GR benzeri gen
bulunur (GRL1 ve GRL2), Arabidopsis'te ise RTE1'in RTH olarak adlandirilan yalnizca
bir aile iiyesi bulunur. GR mutasyonunun karakterizasyonu ile, erken gelisim sirasinda
ve olgunlasma boyunca bu genin meyveye 0zgii ektopik ifadesi ile sonuclanan,
kodlamayan 5'-yukar1 akig dizisinin silinmesi agiga ¢ikarilmistir. Bu ifadenin, etilen

duyarlhiliginda azalma meydana getirdigi ve bu durumun da, etilen seviyeleri normal
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veya yiiksek bile olsa olgunlagsma inhibisyonuna sebep oldugu goriilmiistiir (Barry vd.,
2005).

Domateste MADS box tipi transkripsiyon faktoriinii kodlayan ve olgunlasmay1 kontrol
eden RIN (Ripening Inhibitor) mutasyonu, meyvede etilen duyarsizligi saglar ve raf
omrii uzun gesitlerin gelistirilmesinde kullanilmigtir. Ayni zamanda rin geninin hem
Klimakterik hem de klimakterik olmayan meyvelerde olgunlagsmayi kontrol ettigi
gosterilmistir (Matas vd., 2009).

2.2.1. Yaprak gelisimi ve etilen

Yaprak gelisimi, cesitli ¢evresel faktorlerden ve endojen hormon sinyallerinden
etkilenir. Bu siire¢, dokunun mekanik ozellikleri, hormonlar ve transkripsiyonel
diizenleyiciler tarafindan diizenlenmektedir (Igbal vd., 2017). Etilenin yaprak
biiylimesi ve gelisimindeki rolii, etilen inhibitdrleri kullanilarak fizyolojik olarak ve
etilene duyarsiz mutantlar veya etilen biyosentezinin anahtar enzimlerinden yoksun
transgenik bitkiler kullanilarak genetik olarak dogrulanmistir (Oh vd., 1997; Bleecker
vd., 1998). Arabidopsis’te ETILEN TEPKI FAKTORUS5 (ERF5) ve ERF6’nin yaprak
biiylimesini ¢evresel zorluklara karsi iyilestirdigi gézlemlenmistir (Dubois vd., 2015).
Yaprak biiyiimesinin ve gelisiminin etilene tepkisi, etilen konsantrasyonuna ve tiirlere
baghidir (Fiorani vd., 2002; Kawa-Miszczak vd., 2003; Khan, 2005).

2.2.2. Yaprak yaslanmasi ve etilen

Etilen, yaprak yaslanmasimin diizenlenmesinde en 6nemli hormonlardan biridir.
Ozellikle hassas tiirlerde yaslanma siirecini tetikleyebilir. Etilen biyosentezi, yaprak
olusumunun ilk asamasinda daha yiiksektir ve yaprak tamamen genislediginde
olgunluga ulagsana kadar azalir, daha sonra yaslanmanin baslamasinin erken
asamasinda tekrar artar (Igbal vd., 2017). ACC igerigi sadece yaslanan yapraklarda
artar ve ayni etilen iiretimi modelini gosterir (Hunter vd., 1999). Yaprak yaslanmasinin
gorsel semptomlar1 klorofil bozulmasina bagli yaprak sararmasi ve yaprak

dokiilmesidir (Lewington vd., 1967; Gepstein ve Thimann, 1981).
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2.2.3. Cicek gelisimi ve etilen

Etilen seviyelerindeki degisiklikler, ¢iceklenme zamanlamasinin diizenlenmesi igin
farkli sinyalleri birlestiren genetik devreleri etkiler. Arabidopsis’te, etilen ile iliskili
mutantlar olan etol, etrl, emn2-1 ve emn3-1’in yabani tip (WT) ile karsilastirmasi
yoluyla, etilenin Arabidopsis’te vejetatif biiylime asamasindan iireme asamasina
geciste diizenleyici rolii kesfedilmistir (Ogawara vd., 2003). Asir1 etilen lireten mutant
etol, etilen biyosentezinin 6nemli bir enzimi olan 1-aminosiklopropan-1-karboksilik
asit sentazin (ACS) (Woeste vd., 1999) transkripsiyon sonrasi diizenlemesini
etkileyerek asiri miktarda etilen iiretirken (Guzman ve Ecker, 1990), ein2-1, ein3-1 ve
etrl mutantlar1 etilene kars1 duyarsizdir veya duyarliligi azalmistir (Bleecker vd.,
1988; Guzman ve Ecker, 1990). Etilen sinyallemesindeki bu bozulmalar, WT’ye
kiyasla erken veya geg cigek agan bir fenotipe yol agan hormonal yola biiyiikk veya

daha az miktarda etilen sinyali akmasina neden olabilir (Ogawara vd., 2003).

2.2.4. Meyve olgunlasmasi ve etilen

Meyvelerin olgunlagmasi, meyvelerin rengini, dokusunu, besin degeri kalitesini ve
aromasini etkileyen, etilen tarafindan diizenlenen ¢esitli biyokimyasal ve gelisim
yollarinin benzersiz bir koordinasyonudur (Barry ve Giovannoni, 2007). Klimakterik
meyvelerde olgunlagma sirasinda etilen, klorofil azalmasini, karotenoidlerde veya
antosiyaninlerde artisi, sekerler ve wugucu organik bilesiklerin (VOC’LER)
biyosentezini igeren sertlik ve renk degisikliklerini diizenler. Etilen sentezinin
inhibisyonu VOC iiretimini ve dolayisiyla meyvelerin aromasini azaltir. ACS veya
ACO i¢in antisens genleri ifade eden transgenik elmalarin daha diisiik VOC iirettigi ve
ozellikle en giiclii azalmanin WT ile karsilastirildiginda 3-4 kat daha diisiik olan
esterlerde gézlendigi bulunmustur (Dandekar vd., 2004). Ayn1 davranis ACO antisens
kavun (Cucumis melo) meyvelerinde de gézlenmis, esterler inhibe edilmis ve kontrol
bitkilerinden %60-85 daha az oldugu goriilmiistiir (Bauchot vd., 1998; Flores vd.,
2002). Etilenin eksojen uygulamasi, VOC evrimini yeniden donistiirmiistiir. Bu
sonug, etilenin ugucu biyosentezinin temel adimlarini engelledigini gostermektedir. 1-
MCP ve AVG (Aminoetoksi-vinilglisin) uygulamasiyla yapilan bir ¢alisma, etilenin
VOC biyosentezini dogrudan ugucu biyosentez yolu araciligiyla ve dolayli olarak

etilen algis1 yoluyla diizenledigini géstermistir. Etilen biyosentez inhibitorii olan AVG
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VOC biyosentezini giiclii bir sekilde azaltirken, etilen eylem inhibitorii olan 1-MCP
aldehitlerin evrimini artirmistir (Valdés vd., 2009).

Etilen artisinin geciktirilmesi, hasat sonrasi depolamayi uzatmak ve raf omriini
artirmak icin kullanilan en yaygin stratejidir. Etilen biyosentezinin veya etkisinin
inhibisyonu genellikle klimakterik meyvelerin raf dmriiniin uzamasina yol acar (Igbal
vd., 2017).

2.3. Oksin

Bitkilerde biiylime ve gelismeyi etkileyen 6nemli hormonlardan bir digeri oksindir ve
ilk dollenme sinyaline, hiicre béliinmesi ve hiicre genislemesinin kontrolii yoluyla
meyve boyutuna ve olgunlagsmayla ilgili olaylara dahil oldugu gosterilmistir
(Devoghalaere vd., 2012). Bitkilerdeki oksin etkisi, oksin taginmasi ve
metabolizmasinin koordinasyonu ile belirlenen hiicresel oksin seviyesine baglidir
(Shin vd., 2015). Oksinler 4 grup altinda incelenir; a) indol grubu, b) naftalen grubu,
c) fenoksi grubu, d) benzol grubu (Algiil vd., 2016). indol-3-asetik asit (IAA),
bitkilerde en aktif ve en iyi bilinen oksindir (Kiiciik vd., 2019). Giiniimiizde 4 temel
yol ile tiretimi bilinmektedir. Bunlar; triptamin monooksigenaz destekli indol-3-
asetonitril ve indol-3-asetik asit olusumu, indol-3-piruvik asit yolu, indol-3 asetamid
hidrolaz destekli indol-3-asetik asit olusumu ve son olarak Trp dekarboksilaz ile
triptamin olusumudur (Taiz vd., 2014).

Oksinin kimyasal yapisinin belirlenmesinin ardindan, yap: olarak IAA’ya benzeyen
birgok kimyasal maddenin bitkiler lizerinde oksine benzer etkileri oldugu goriilmiistiir.
IAA disindaki en yaygin oksinlerden bazilari; indol biitirik asit (IBA), naftalin asetik
asit (NAA), 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) ve fenil asetik asit (FAA)’tir (Algiil
vd., 2016).

Oksinin bitkilerde hiicreden hiicreye aktarimi: miimkiindiir. Bitkilerde hiicre
boliinmesini, biiylime ve gelismeyi hizlandirici etkiye sahiptir. Hiicrede osmozu
artirdigy, hiicrenin su gecirgenligini kolaylastirdigi, ayrica hiicre ¢eperinin genisligini
ve esnekligini artiran spesifik protein ve RNA yapisindaki enzimlerin iiretimini

artirarak hiicre biiyiimesine etki ettigi tespit edilmistir. Bu durum, sert tohum kabuguna
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sahip olan bitkilerde tohumun ¢imlenme problemlerine ¢6ziim olabilir (Seger, 1989).
Vejetatif olarak ¢ogaltilan bitkilerde, oksin uygulamasiyla farkli gévde dokularinin
koklendirilmesinde basar1 saglanmistir. Kesik bir bitki dokusu oksin ile muamele
edildiginde adventif kok olusumu gerceklesir. Bazi1 bitki tiirlerine oksin
uygulanmasiyla dollenme olmadan partenokarpik meyvelerin elde edilmesi
miimkiindiir. Solanaceae familyasina ait ¢ogu bitkilerin, dollenmemis ovaryumlarinda
meyve tutmasini tesvik ederler (Kumlay ve Eryigit, 2011). Siirekli yesil kalmasi
istenen siis bitkilerine ve hasattan 6nce dokiilmeyi engellemek amaciyla narenciye
bitkilerine oksin uygulamasi yapilabilmektedir. Ancak yiiksek miktarda oksin
uygulanmasi ters etki yaparak meyve dokiilmesini hizlandirabilir. Yiiksek oksin
konsantrasyonu ayni zamanda bitkilerde apikal dormansiye (tepe tomurcugu baskisi)
sebep olmaktadir. Oksinler 1s18a duyarli bilesiklerdir ve bitkilerde fototropizma
denilen 1518a yonelme hareketine sebep olurlar. 2,4-D gibi baz1 sentetik oksinler ise

ticari olarak yabanci ot miicadelesinde kullanilmaktadir (Kumlay ve Eryigit, 2011).

Oksin yanit faktorleri (ARF), bitkilerde oksin yanitim1 diizenleyen transkripsiyon
faktorleridir (Luo vd., 2014). Oksin tepki genlerinin ifadesini kontrol etmek icin
gerekli olan iki tip transkripsiyon faktorii ailesi oldugunu bilinmektedir: birinci tip
oksin yanit faktorii (ARF) ailesi ve digeri oksin/Indol-3-asetik asit (Aux/IAA)
baskilayici ailesidir (Guilfoyle ve Hagen, 2007). ARF, Aux/IAA, Gretchen Hagen3
(GH3) ve kiigiik oksin-up RNA (SAUR) ailesi iiyeleri gibi birincil veya erken oksin
yanit1 veren genlerin promotorlerinde TGTCTC oksin yanit elemanlarina 6zgiilliikle
baglanarak oksin yanit genlerinin ifadesini diizenlemek i¢in bir transkripsiyon faktorii

gorevi goriir (Luo vd., 2014).

Oksin hem vaskiilatiir yoluyla pasif olarak hem de tasiyicilar yoluyla aktif olarak
tasiir (Zazimalova vd., 2010). En karakteristik oksin tasima ailesi, akis tasiyic1 PIN
ailesidir. Iyi calisilmis bir oksin tasiyici protein olan PIN (pin-formed), oksin
tasiniminda merkezi bir rol oynar (Zazimalova vd., 2010). PIN’in bir IAA (indol-3-
asetik asit) tasiyicisi olarak rolii, Arabidopsis (Vernoux vd., 2000), piring (Xu vd.,
2005) ve musir (Carraro vd., 2006) gibi ¢esitli bitki tiirlerinde iyi tanimlanmistir. PIN
proteinleri normal bitki gelisimi i¢in de hayati 6neme sahiptir. PIN1 genindeki

organlara yol actig1 ve PIN ailesinin iiyelerinin, domates meyvesi gelisimi sirasinda
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yiiksek oranda ifade edildigi goriilmistiir. Bu da meyve tutumu sirasinda bir roli
oldugunu diistindiirmistiir (Gélweiler vd., 1998). Oksin tasiyicilarinin islevi ile meyve
dokularinda oksinin spesifik dagiliminin, meyve gelisimini ve olgunlagsmasini

diizenledigi gosterilmistir (Pattison ve Catala, 2012).

Hormonlarin bireysel etkileri haricinde birbirleriyle olan etkilesimlerinin, meyve
olgunlagsmasi dahil olmak tizere bir¢ok biyolojik siireci diizenleyen ortak tema olmasi
muhtemeldir. Ozellikle oksin ve etilen arasindaki etkilesimin bitkilerdeki cesitli
gelisim programlarini koordineli olarak diizenledigi diisiiniilmektedir. Ornegin,
Arabidopsis’te oksin ve etilenin, apikal kanca olusumunu (Raz ve Ecker, 1999), kok
kili farklilasmasimi (Masucci ve Schiefelbein, 1994), kok kili uzamasini (Pitts vd.,
1998; Rahman vd., 2002), kok biiyiimesini (Rahman vd., 2001) ve hipokotil
fototropizmini (Harper vd., 2000) diizenledigi agiklanirken, pamukta etilenle
desteklenen yaprak absisyonunun azaltilmis polar oksin taginmasi ile iliskili oldugu

aciklanmustir (Beyer ve Morgan, 1971).

Li ve Yuan (2008) tarafindan yapilan ¢alismada; ‘Delicious’ elmalarda (Malus x
domestica) meyve absisyonu ve olgunlagsmasi sirasinda meyve Kkorteksinde ve
absisyon bolgesinde etilen biyosentezi, etilen algist ve hiicre duvari bozulmasi igin
genlerin ifadeleri incelenmistir. Meyve etilen iiretiminin otokatalitik patlamasi ve
hizlandirilmis meyve yumusamasi, etilen biyosentezi ile ilgili genlerin (MdACS ve
MdACO) ifadelerinin artmasiyla iligkilendirilirken, etilen reseptor genlerinin (MAETR
ve MdERS) ifadelerinin azalmasi, bir etilen sinyal iletim geninin (MdCTRL1) ifadesinin
artmasi ve meyve korteksindeki hiicre duvarit bozulmasina bagli genlerin (MdPG ve
MdEG) ifadelerinin artmasi meyve olgunlagsmasi sirasinda meydana gelmistir.
Aminoetoksi-vinilglisin (AVG) veya 1-MCP meyvede etilen iiretimini inhibe edip,
meyve korteksinde MJACS1, MdACO1, MdERS1 ve MdPG1 ifadesini baskilayarak ve
meyve yumusamasini geciktirirken, naftalin asetik asit (NAA) meyve etilen {iretimini
artirmig, meyve korteksinde MdJACS1, MdACO1, MdERS1 ve MdPG1 ifadesini
arttirmis ve meyve yumusamasini hizlandirmistir. AVG ve 1-MCP ile meyve dokiimii
ve MdACS5A, MdACS5B, MdACO1, MdPG2 ve MAEG1 genlerinin ifadeleri
azaltilmistir. Ayrica NAA meyve absisyon bolgesinde MdPG2 ve MdEGL1 genlerinin
ifadesini azaltirken meyve absisyonunu da azaltmistir. Calisma sonucunda NAA ve

etilenin “Delicious” elmalarda meyve absisyonu ve olgunlagsma sirasinda etilen
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biyosentezi, etilen algilama ve hiicre duvari bozulmasi ile ilgili genlerin ifadesini nasil

diizenledigi agiga ¢ikarilmistir (Li ve Yuan, 2008).

Kapal1 tohumlularda oksin fitohormonlart meyve olusumunda 6nemli diizenleyici rol
oynar. Aucsia genleri olarak adlandirilan, oksin sentezinde (DefH9-iaaM)
partenokarpik domates ¢igek tomurcuklarinda farkli sekilde ifade edilen iki yeni gen
tanimlanmis ve bu genlerin RNA interferans ile baskilanmasiyla hem iireme hem de
vejetatif bitki gelisimindeki rolii a¢iga ¢ikarilmistir. Veriler, Aucsia genlerinin, meyve
olusumunu kontrol eden ve domateste oksinle ilgili diger biyolojik siiregleri etkileyen

yeni bir bitki peptit ailesini kodladigini1 gostermistir (Molesini vd., 2009).

p-klorofenoksi izobutirik asit (PCIB), bir antioksin olarak bilinir ve inhibisyon
mekanizmas1 molekiiler diizeyde c¢ok iyi karakterize edilmemesine ragmen yaygin
olarak oksinin etkisini inhibe etmek amaciyla kullanilir. Oono vd. (2003)’nin
Arabidopsis’te yapilan c¢alismalarinda PCIB’nin indol-3-asetik asit (IAA), 2,4-
diklorofenoksiasetik asit ve 1-naftalinasetik asit tarafindan uyarilan BA::p-
glukuronidaz (GUS) ifadesini inhibe ettigi bildirilmistir. Kantitatif ters transkripsiyon-
PCR ve RNA hibridizasyonu analizleri, PCIB’nin Aux/IAA genlerinin oksin kaynakli
transkript birikimini azalttigini1 gostermistir. Caligmanin sonuglari, PCIB’nin Aux/1AA
protein stabilitesini diizenleyerek oksin sinyal yolunu bozdugunu ve bdylece oksinle
diizenlenen Arabidopsis kok fizyolojisini etkiledigini ortaya koymustur (Oono vd.,
2003).

Oksin ile ilgili genler hakkinda, cogunlukla model tiirlerdeki ¢caligmalardan elde edilen
onemli bilgiler vardir. Artitk mevcut elma genomu ile, elma meyvesinin geligsiminin
belirli agamalarinda rol oynayabilecek genleri tanimlamak i¢in oksin ile ilgili genler

tizerinde genomik calismalar yapmak miimkiindiir (Devoghalaere vd., 2012).

Oksinin, elma meyvesinin olgunlagsmasinin diizenlenmesinde énemli rol oynadig1 one
stiriilmiistiir, ancak molekiiler islevi ve elma meyvesinin gelisimi sirasinda etilen ile
etkilesimi biiyiik olglide bilinmemektedir. Literatiirdeki bir ¢alismada; elma meyve
olgunlagmasi sirasinda oksinin islevini anlamak i¢in, dnceki mikroarray analizinin
sonuclarina dayali olarak elma genomundan oksin akis tasiyicist ve IAA-amido

sentetaz kodlayan genler tanimlanmistir. Bu genlerin ifade desenleri, iki elma gesidi
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icin 10-12 haftalik meyve olgunlagsmasi sirasinda qRT-PCR kullanilarak analiz
edilmistir. Analiz sonucunda “Golden Delicious” ve “Cripps Pink” ¢esitlerinin, farkli
olgunlasma ilerleme modeline sahip oldugu goriilmiistiir. Sonuglar, elma meyve
korteksindeki oksin seviyesinin dinamiklerinin, etilen biyosentez yolu aktivasyonunun
zamanlamasini etkileyen kilit faktorlerden biri olabilecegini ve sonug¢ olarak elma
olgunlasma ilerlemesinin kontroliine katkida bulundugunu ileri stirmiistiir (Shin vd.,

2015).

Shin vd. (2016) tarafindan yiiriitiilen farkli bir ¢alisma; elma meyve olgunlagsmasinin
onceki transkriptom profilinden ve diger bitki siireglerinde iyi belgelenmis oksin-etilen
etkilesiminden elde edilen sonuclara dayanarak, elma meyve olgunlagsmasi sirasinda
oksin metabolizmasi ve etilen biyosentezi arasindaki potansiyel etkilesim hakkinda
fikir edinmeye ¢alismistir. Hem ‘Minneiska’ hem de ‘Scifresh’ ¢esitleri igin fizyolojik
olgunluktan 2 hafta sonrasina kadar erken olgunlagma agsamalarini icerecek sekilde
haftalik elma meyve 6rnekleri toplanarak, oksin tasima, konjugasyon, biyosentez ve
yanitlarin agiklamali iglevlerine sahip genler igin ifade kaliplari, elma meyve
olgunlagma siirecleri boyunca ve farkli elma meyve dokularinda (tohum, g¢ekirdek,
korteks ve kabuk) gRT-PCR ile profillenmistir. Erken meyve gelisimi i¢in oksin
gerekli olsa da, spesifik dokudaki elma meyve hiicrelerinde biyolojik olarak aktif
oksinin zamaninda azaltilmasinin etilen biyosentezinin aktivasyonu i¢in kritik 6neme
sahip oldugu gorilmiistir. Sonuclar; oksin tasimimi  ve homeostazinin
diizenlenmesinin, olgunlasan elma meyvesinde etilen biyosentez yolunun aktivasyon
zamanina katkida bulunabilecegini ve sonug olarak belirli bir ¢esit i¢in olgunlagsma

zamanini etkileyebilecegini gostermistir (Shin vd., 2016).

2.4. Depolama Siirecinde Transkriptomun Incelenmesiyle Secilen Hormon

Metabolizmas: iliskili Genler

2.4.1. Ethylene response factors (ERF’s)

Son yillarda, etilen sinyal yolunun bilesenlerinin tanimlanmasinda muazzam ilerleme
kaydedilmis ve etilen yamit faktorii (ERF) olan asagr akis transkripsiyonel
diizenleyicilerinin aktivasyonuna yol agan lineer bir transdiiksiyon yolu ortaya

cikarilmistir (Ju ve Chang, 2015; Liu vd., 2015). ERF proteinleri, bitki transkripsiyon
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faktorlerinin en biiyiikk ailelerinden biri olan APETALA2/etilen tepki faktorii
(AP2/ERF) stiper ailesi tarafindan kodlanir. Etilen sinyal yolunun sonunda hareket
ederek, etilen yanmitinin farkli yonlerinin ¢esitliligini ve 6zgiilliiglinti diizenlemek igin
muhtemelen en uygun konumda bulunurlar (Gao vd., 2020). ERF'ler ilk olarak bir
GCCbox ile etkilesim yoluyla tiitinden tanimlanmistir [¢ekirdek sekans
AGCCGCC'dir; (Ohme-Takagi ve Shinshi, 1995)]. Cok cesitli fizyolojik tepkilerde
etilenin rolilyle uyumlu olarak, ERF'lerin bitki gelisimi, ¢igek absisyonu, meyve
olgunlagsmasi ve savunma tepkilerinde énemli roller oynadig bildirilmistir (Miiller ve
Munné-Bosch, 2015; Xie vd., 2016; Gu vd., 2017). Son zamanlarda artan kanitlar,
ERF'lerin hem klimakterik hem de klimakterik olmayan meyvelerde pigment sentezi,
meyve yumusamasi, lezzet ve aroma olusumu dahil olmak {izere meyve olgunlasma
stireglerinin farkli yonlerinde belirli rollere sahip oldugunu gostermistir (Li vd., 2016a;
Xie vd., 2016; Li vd., 2017; Tucker vd., 2017; Zhang ve Li, 2018; Li vd., 2019). Bu,
etilenin klimakterik olmayan meyve olgunlasmasinda da bir rol oynayabilecegini
diisiindiiriir, ancak alternatif bir agiklama, klimakterik olmayan meyvelerdeki

ERF'lerin etilenden baska bir faktor tarafindan diizenlenmesidir (Gao vd., 2020).

APETALA2/etilen tepki faktorii (AP2/ERF) st ailesi, yaklagik 60-70 amino asitten
olusan ve DNA baglanmasinda yer alan AP2/ERF domaininin varlig: ile tanimlanir.
ERF alt ailesi, AP2 ve RAV alt ailelerini de igeren AP2/ERF iist ailesinin bir pargasidir.
ERF ailesi proteinleri tek bir AP2/ERF domaini igermesine ragmen ERF ailesi tiyeleri,
AP2/ERF domainindeki 14 ve 19 konumlarindaki aminoasitlerin tipine bagl olarak
ERF ve DREB alt ailelerine de ayrilabilir (Sakuma vd., 2002; Nakano vd., 2006;
Pirrello vd., 2012). Etilen sinyal yolunun asagi akis bilesenleri ve ayni zamanda
AP2/ERF iist ailesi arasinda en biiyiik ve temsili alt aile olarak, ERF alt ailesi
tiyelerinin rolii, farkli bitki tlirlerinde genis capta calisilmistir. Domates, meyve
olgunlagmasi i¢in bir arastirma modelidir ve domates genomu, yapisal 6zelliklerine
gore dokuz alt boliime (A-J) ayrilabilen 77 ERF igerir (Pirrello vd., 2012; Liu vd.,
2016).

Domateste, LeERF genleri GCC kutusu DNA baglama aktivitesine, etilene ve diger
uyaranlara farkli tepkilere sahiptir; LeERF2, etilen tarafindan uyarilmakta ve
olgunlasma inhibe edilmis mutantlarda baskilanmaktadir (Wu vd., 2002; Tournier vd.,

2003). LeERF1'in asir1 ifadesinin, meyvenin hasat sonrasi émriinii kisalttigi (Li vd.,
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2007) ve LeERF2’nin, etilen biyosentez genlerini modiile ederek domates ve tiitiinde
etilen {retimini diizenledigi gosterilmistir (Zhang vd., 2009); transkripsiyonel
diizenleme, LeERF2'nin NtACS3 ve LeACO3 promotorleri ile etkilesimi ile
saglanmaktadir (Yin vd., 2010). Kivide ACERF15'in, ctilen tarafindan diizenlenen
hasat sonrasi1 olgunlasmada rol oynadig1 diisiiniilen ACKUPZ2 promotoriine baglandigi

ve ifadesini destekledigi gosterilmistir (Shan vd., 2022).

Artan genomik ve fonksiyonel kanitlar, ERF genlerinin ¢oklu kopyalarla kromozomlar
tizerinde kiimeler halinde bulundugunu gostermektedir. Arabidopsis ERF13
(AtERF13), tek bir gen kopyasi olarak var olan dikkate deger bir istisnadir. Buna
karsilik, tiitiiniin on ve bes ERF geninden olusan iki kiimesi vardir (Kajikawa vd.,
2017), patatesin sekiz (Cardenas vd., 2016), domatesin bes (Thagun vd., 2016;
Cardenas vd., 2016), C. roseus'un bes (Singh vd., 2020), Calotropis gigantea'nin dort
(Singh vd., 2020) ve Gelsemium sempervirens'in dort (Singh vd., 2020) kiimesi
bulundugu ac¢iklanmistir. Bu jasmonate duyarli ERF gen kiimeleri, nikotin ve steroidal
glikoalkaloidler gibi dogal iiriinlerden artemisinin, vinblastin ve vinkristin gibi
farmasotiklere kadar birgok onemli metabolitin biyosentezini kontrol etmektedir

(Shoji ve Yuan, 2020).

Shin vd. (2017) tarafindan {isiime hasarin1 6nlemede rol oynayan molekiiler
mekanizmalar1 daha iyi anlamak i¢in, sogukta depolanan ve etilen reaksiyon inhibitorii
olarak 50 pM metil jasmonat (MeJA) ve 1 pL L 1-MCP uygulanan biberlerin
transkriptom profil analizi yapilmigtir. MeJA uygulamasinin, stres tepkileriyle ilgili
peroksidaz ve katalaz genlerinin yan1 sira, ERF ailesi ve biberlerde etilen sinyal
faktorlerinde yer alan MAP Kkinaz’in ifadesini arttirdigi goriilmistiir. Fonksiyonel
analiz; yabani tip bitkilerle karsilastirildiginda, ERF1 ifade edilen bitkilerin, soguk
depolama kosullar1 sirasinda daha yiiksek bir antioksidan kapasiteye sahip oldugunu
ve oksidatif stresle ilgili ve jasmonik asit sentezi ile ilgili genlerin ifade seviyelerinin
arttigin1 ortaya koymustur. Ayrica, uzun siireli soguk depolama sirasinda biberlerde
ERF'ler ve jasmonik asit biyosentezi gen ifadesi MeJA tarafindan arttirilmigtir (Shin
vd., 2017).

Literatiirde yer alan farkl bir ¢aligmada; Arabidopsis'te bir Cin lahanas1 ERF geninin
(BrERF4, Brassica rapa ETILEN DUYARLI FAKTOR4) asin ifadesinin tuz ve
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kuraklik stresine toleransi artirdigi, ayrica organ biiyiimesini ve ¢i¢eklenmeyi
geciktirdigi gosterilmistir (Seo vd., 2010). Ayrica Sorbus pohuashanensis’te ERF011-
like geninin yiiksek sicaklik stresinde ifadesinin arttig1 belirtilmistir (Pei vd., 2021).

Diisiik kabuk sertligi nedeniyle ¢atlamaya kars1 yiiksek hassasiyet, karpuz gibi taze
meyvelerin tarlada ve hasat sonrasi siiregte ciddi verim kayiplarina sebep olur. Kabuk
sertligi fenotipini kontrol eden aday gen belirsizligini korumaktadir. Buna karsilik
Liao vd. (2020), ilk kez bulk segregant analizi ile birlikte bir genetik harita araciligiyla
karpuzda kabuk sertligindeki varyasyonla iligkili bir etilene duyarli transkripsiyon
faktorii 4G (CIERF4) rapor etmistir.

Oryza sativa'nin (piring) 139 (Sakuma vd., 2002) ve Arabidopsis'in 122 (Nakano vd.,
2006) tahmin edilen ERF genine sahip olmasina ragmen, simdiye kadar sadece birkag1
karakterize edilmistir. Domates, erik, kivi ve elmada meyve olgunlasmasinda ERF
genlerinin  roli bildirilmistir. Ancak ¢i¢ek yaslanmasinda ERF genlerinin
karakterizasyonu bildirilmemistir. Liu vd. (2010), petunyada c¢igek yaslanmasi
sirasinda 13 PhERF genini incelemislerdir. Petunya ¢igeklerinde PhERF genlerinin
etilen diizenlemesi altinda olup olmadigini belirlemek icin, kisa siireli eksojen etilen
uygulanmistir. PhERF1, PhERF4, PhERF7, PhERF8 ve PhERF12 genlerinin ifadeleri
etilen ile uyarildig1 ve 8. saatin sonunda zirveye ulastigi goriilmistiir. Bu sonuglar
petunya c¢icek yaslanma siireglerinin transkripsiyonel diizenlenmesinde PhERF

genlerinin rolii oldugu diisiincesini desteklemistir (Liu vd., 2010).

Klimakterik meyvelerde etilen, meyve olgunlasma siirecini kontrol eden anahtar
diizenleyicidir. Etilen sinyal yolunun son bilesenleri ve etilene duyarli genleri
diizenleyen dogrudan aracilar olarak ERF'lerin, farkli etli meyve tiirlerinde etilen
biyosentezi, renk degisimi, meyve yumusatma ve lezzet olusumu dahil olmak iizere

olgunlagmanin ¢esitli yonlerinde yer aldig1 gosterilmistir (Gao vd., 2020).

2.4.1.1. Etilen biyosentezi

Farkli meyvelerde, birkag ERF’nin etilen biyosentezini diizenleyerek meyve
olgunlasmasina dahil oldugu gosterilmistir (Gao vd., 2020). Domateste, SIERF6’nin
ifadesinin azalmasi, daha yiiksek ACS2 ve ACOL ifadesi ile yiiksek bir etilen tiretimi
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ile sonuglanmistir (Lee vd., 2012) ve bu durum, SIERF6’nin etilen sentezini etkileyen
geri besleme yoluyla meyve olgunlasmasinda olumsuz bir rol oynadiginm
diistindiirmiistiir. Muz meyvesinin olgunlasmasi sirasinda MaERF11’in, S-adenosil
metiyoninden etilen iiretiminden sorumlu iki enzim olan MaACS1 ve MaACO1’in
promotorlerine  baglanarak aktivitelerini  bastirdigi, MaERF9’un ise etilen
biyosentezini diizenlemek i¢cin MaACO1l promotdr bolgesini aktive ettigi rapor
edilmistir (Xiao vd., 2013; Han vd., 2016). ElImada, iki ERF iiyesi olan MAERF2 ve
MAdERF3’tin, MAACS1’in transkripsiyonunu antagonistik bir sekilde diizenleyerek
etilen biyosentezini ve meyve olgunlagmasini etkiledigi gosterilmistir (Li vd., 2016b;
Li vd., 2017). Daha yakin zamanlarda armutta PpERF24’tiin, PpACO54’iin
promotoriine baglanma yoluyla ifadesini diizenleyerek meyve olgunlagmasina dahil
oldugu gosterilmistir (Hao vd., 2018). Bu sonuglar, bazi tiirlerde ERF’lerin etilen
tretimini  dlizenleyerek klimakterik meyve olgunlagsmasini kontrol ettigini

gostermistir.

2.4.1.2. Renk

Renk degisimi meyve olgunlagsmasmin 6nemli gostergelerindendir. Elmada etilen
biyosentezinin 6nemli bir diizenleyicisi olan MdERF3, MdMYB1 tarafindan
transkripsiyonel olarak diizenlenir ve antosiyanin biyosentezinde yer alir (An vd.,
2018). Armutta, PyERF3, Pp4ERF24 ve Pp12ERF96 dahil olmak iizere birgok ERF
geninin, meyve olgunlagmasi sirasinda antosiyanin biyosentezini diizenleyen MYB114
ve bHLH3 ile ara baglant1 yoluyla antosiyanin birikimine dahil oldugu bildirilmistir
(Yao vd., 2017; Ni vd., 2019). Domates renginin yesilden kirmiziya doniisiimi,
klorofilin bozulmasi ve karotenoidlerin birikmesi ile iliskilidir. Domateste,
SIERF6’nin, HSP21 ve DXS’nin ifadesini negatif olarak diizenleyerek karotenoid
biyosentezini kontrol ettigi gosterilmistir (Lee vd., 2012). Ayrica yakin zamanda, daha
once hastalik direncine dahil oldugu gosterilen bir domates ERF iiyesi olan Pti4’iin,
meyve olgunlagmasi sirasinda karotenoid biyosentezini diizenledigi bildirilmistir (Sun

vd., 2018).
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2.4.1.3. Meyve yumusamasi

Meyve yumusamasi klimakterik bitkilerde etilen tarafindan diizenlenir ve meyve raf
omriiniin ~ 6nemli  bir  belirleyicisidir.  Yumusama; pektin  metilesteraz,
poligalakturonaz, ve pektat liyaz gibi enzimleri igeren hiicre duvari bozulmasinin ve
hiicreler arasi adezyondaki azalmanm bir sonucudur (Tucker vd., 2017). Farkh
bitkilerde bir dizi ERF’nin hiicre duvari bozulmasina ve yumusamaya dahil oldugu
gosterilmistir. Domateste, SIERF.B3’iin baskin bir versiyonunun asir1 ifadesi,
yumusama ile ilgili anahtar gen PG2a’nin artan ifadesi ile daha hizli meyve
yumusamasina neden olmustur (Liu vd., 2014). Bu durum SIERF.B3’iin meyve
yumusamasinda onemli rolii oldugunu gostermektedir. Hidrojen siilfiiriin  kivi
meyvesinin  olgunlagsmas1 ve yumusamasi {izerindeki etkisinin molekiiler
mekanizmasinin anlasilmasi amaciyla transkriptom analizi yapan Lin vd. (2020)’nin
calisma sonuglaria gore; hidrojen siilfiir, etilen sinyal iletim yolu genlerini etkileyerek
kivi meyvesinin olgunlasmasini ve yaglanmasini geciktirebilir. Hidrojen siilfiir, etilen
reseptorii 2 (ETR2), ERF003, ERF5 ve ERF016°nin ifadesini inhibe ederken, ERF4
ve ERF113’lin ifadesini arttirmistir (Lin vd., 2020). Yine kivide, EAR motifi igeren
AdERF9’un, AdXET5’in promotdr aktivitesinin baskilanmasi yoluyla meyve
yumusatmasini diizenledigi gosterilmistir (Yin vd., 2010). Benzer sekilde, muzda EAR
motifi iceren bir ERF olan MaERF11’in, hiicre duvarmi degistiren MaEXP2/7/8
genlerinin  promotorlerine dogrudan baglanarak ve aktivitelerini baskilayarak
yumusamay1 diizenledigi gosterilmistir (Han vd., 2016). Bu ¢alismalar, etilenin meyve
yumusamasint ERF’ler araciligiyla diizenledigi hipotezini desteklemektedir (Gao vd.,
2020).

2.4.1.4. Lezzet

Bugiine kadar ERF’lerin, ¢oziiniir sekerlerin ve organik asitlerin metabolizmasina
veya aroma olusumuna dahil oldugunu goésteren ¢ok az kanit vardir. Bununla birlikte,
muzda MaERF9’un, aroma olusumuyla ilgili iki gen olan MaCAT ve MaPDC’nin
ifadesini pozitif olarak diizenledigi gosterilmis ve bu ERF’nin aroma olusumunda bir
rolii oldugu dne stiriilmiistiir (Feng vd., 2016). Diger klimakterik meyvelerde ¢oziiniir
sekerler, organik asit birikimi ve aroma olusumunun diizenlenmesinde ERF’lerin rolii

ve etki sekli biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir.
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2.4.2. NAC

NAC (NAM, ATAF1/2 ve CUC2) transkripsiyon faktorii ailesi, bitkiye ozgii
transkripsiyon faktorlerinin en biylik ailelerinden bir digeridir ve iiyeler, meyve
olgunlasmasi da dahil olmak iizere g¢esitli bitki fizyolojik etkinliklerinde yer alir. Farkli
bitkilerde NAC transkripsiyon faktorii ailesi; ikincil duvar olusumu ve kalinlasmasi
(Mitsuda vd., 2005; Mitsuda ve Ohme-Takagi, 2008; Zhong vd., 2008), yan kok
gelisimi (Xie vd., 2000; He vd., 2005; Hao vd., 2011), morfolojik gelisim (Mao vd.,
2007; Berger vd., 2009; Kato vd., 2010), yaprak yaslanmasi (Mao vd., 2017; Ma vd.,
2018; Wang vd., 2021), abiyotik ve biyotik stres tepkisi (Meisrimler vd., 2019; Liu
vd., 2020; Ren vd., 2021), meyve olgunlagmasi (Gao vd., 2018) ve nisasta ve depo
protein sentezi (Shen vd., 2021) ile iligkili oldugu gosterilmistir. NAC kisaltmasi,
baslangigta belirli bir alan1 (NAC alani) igerdigi kesfedilen ii¢ genden tiiretilmistir. Bu
genler, NAM (no apikal meristem), ATAF1-2 ve CUC2’dir (cup-shaped cotyledon)
(Souer vd., 1996; Aida vd., 1997). Cesitli tam bitki genomik dizilerinin mevcudiyeti
ile desteklenen kapsamli arastirmalar, Arabidopsis’te 117, piringte 151, {iziimde 79,
narenciyede 26, kavakta 163 ve soya fasulyesi ve tiitlinde 152 NAC geni tanimlamistir

(Nuruzzaman vd., 2013).

Cogu NAC proteini, bes alt bolge (A, B, C, D, E) ve degisken bir C-terminal
transkripsiyonel aktivasyon alani igeren yiiksek oranda korunmus bir N-terminal
DNA-baglama bolgesi igerir (Ooka vd., 2003). Bu alanlar, dogrudan transkripsiyonel
aktivatorler olarak hareket edebilir veya transkripsiyonel kontroliin ayarini yapmak
icin diger transkripsiyon faktorleri ile etkilesimi kolaylastirabilir (Migicovsky vd.,
2021). Transkripsiyon faktorlerinin dimerizasyonundaki “A” alt bolgesi fonksiyonlari,
“B” ve "E" proteinlerin ayirt edici islevlerine sahipken, "C" ve "D" pozitif yiikliidiir
ve transkripsiyon faktoriiniin DNA'ya baglanmasini saglar (Delessert vd., 2005; Chen
vd., 2011; Puranik vd., 2011). Arabidopsis ANACO019'un DNA-baglayict NAC
bolgesinin yapisi, X-151n1 kristalografisi ile ¢oziilmis (Ernst vd., 2004) ve NAC
domaininin olusturdugu fonksiyonel dimer, yapisal analizde tanimlanmistir. Piringte
strese duyarli bir NAC proteininin (SNAC1; STRESS-RESPONSIVENAC1) NAC alani
yapisi da rapor edilmistir (Chen vd., 2011) ve Arabidopsis ANAC019'un NAC alant ile
yapisal benzerlige sahiptir. NAC proteinlerinin C-terminal bolgelerinin oldukga farkl

oldugu (Ooka vd., 2003) ve NAC proteinlerinin transkripsiyonel aktivasyonu arasinda
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gozlemlenen diizenleyici farkliliklardan sorumlu oldugu gosterilmistir (Xie vd., 2000;
Yamaguchi vd., 2008; Jensen vd., 2010). Bu proteinlerin farkli C-terminal bolgesi
genellikle transkripsiyonel bir aktivator veya baskilayici olarak gbrev yapan
fonksiyonel bir alan olarak ¢alisir (Tran vd., 2004; Hu vd., 2006; Kim vd., 2007). C-
terminal bolgesi biiyliktiir ve protein baglama aktivitesine sahiptir (Nuruzzaman vd.,
2013).

2.4.2.1. Bitki gelisimi ve olgunlasma

NAC transkripsiyon faktorleri muz (Shan vd., 2012), seftali (Pirona vd., 2013), kavun
(Rios vd., 2017), domates (Kumar vd., 2018), ve kayist (Garcia-Gomez vd., 2019)
dahil olmak {izere gesitli tiirlerin fenotiplerinin olgunlagsmasinda rol oynamaktadir.
Cok sayida transkripsiyon faktoriiniin etilen biyosentezinde yer aldigi gosterilmis
olmasina ragmen, SIACS'ler veya SIACO'lar gibi etilen biyosentezinde yer alan anahtar
genlerin  promotér bolgelerine dogrudan  baglanarak etilen  biyosentezini
diizenleyebilecek ¢ok azi rapor edilmistir. Bir NAC transkripsiyon faktorii olan
SINAM1'in, etilen biyosentez yolundaki iki anahtar genin (SIACS2 ve SIACS4)
promotorlerine dogrudan baglanarak ve ifadelerini aktive ederek domates meyvesinin

olgunlagsmasinin baslangicini pozitif olarak diizenledigi gosterilmistir (Gao vd., 2021).

689 elma ile yapilan 6nceki genom capinda iliskilendirme (GWAS) ¢alismalarinda,
hasat zaman1 ve sertlikle iligkili bir NAC transkripsiyon faktoriiniin, NAC18.1’in
kodlama dizisindeki kromozom 3 {iizerinde bir tek niikleotit polimorfizmi (SNP)
bulunmustur (Migicovsky vd., 2016). Bu SNP, NAC18.1 amino asit dizisinin yiiksek
oranda korunmus bir konumunda bir aspartat (D) ve tirozin (Y) mutasyonu ile
sonuglanmis ve bu varsayilan SNP D5Y olarak adlandirilmistir. Daha sonra, birkag ek
germplazm koleksiyonundaki GWAS, NAC18.1 i¢eren genomik bolge ile olgunlasma
stiresi arasindaki iligskiyi dogrulamistir (McClure vd., 2018; Larsen vd., 2019; Jung
vd., 2020). Bu durum NAC18.1 geninin, elmanin olgunlagsma siiresine ve sertligine

aracilik ettigini diistindiirmiistiir.

Piringte tanimlanan, tek bir NAC alanina sahip proteinleri kodlayan sekiz NAC geninin
(OsNAC1 — OsNACS) her birinin dokuya 6zgii ifade modeli oldugu agiklanmis ve bu
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durum, bu ailenin pirincin gelisimini diizenledigini diisiindiirmiistiir (Kikuchi vd.,
2000).

Nohutta, CarNAC5’in erken ¢imlenme sirasinda embriyolarda oldugu kadar tohum
olgunlasmasi sirasinda da yiiksek seviyelerde ifade edildgi ve CaNAC'lerin farkl
gelisim asamalarinda c¢esitli dokularda yer aldigi gosterilmistir (Ha vd., 2014).
Yenidiinya meyvesindeki EJNACL1’in, lignin biyosentezi ile iliskili oldugu (Xu vd.,
2015), Arabidopsis’teki AtNAP’in, Arabidopsis silikalarinin yaslanmasi ile ilgili
oldugu agiklanmistir (Kou vd. 2012). Bir kivi monoterpen sentaz geni olan ACTPS1'in
bir NAC transkripsiyon faktorii tarafindan diizenlendigi gosterilmistir (Nieuwenhuizen
vd., 2015). Son zamanlarda, birkag MaNAC transkripsiyon faktoriiniin, etilen sinyal
yolunun bir bileseni olan MaEILS bileseni ile etkilesime girerek muz olgunlagmasinda
islev gordigi bulunmustur (Shan vd., 2012). NAC-domain transkripsiyon faktorii
NOR (non-ripening), etilen iretiminin azaldigi olgunlagsmayan bir fenotipe yol
acabilir. Domates SINAC1 ve SINAC4, domateslerde karotenoid yol akisinda 6nemli
rollere sahip olmasina ragmen (Meng vd., 2016), ifade varyasyonu ile iliskili sadece
birka¢ domates olgunlagmasi ile ilgili gen degerlendirilmistir ve meyve olgunlagmasi
ile ilgili sayisiz NAC geninin mekanizmalari hala tanimlanmamistir (Kou vd., 2018).
SNAC4, govde ve yapraklarda yiiksek oranda ifade edilirken, SNAC9 ve yash
yapraklarda yiiksek oranda ifade edilmistir (Kou vd., 2014).

Domates 6nemli bir likopen kaynagidir. Likopen ise olgunlagsmaya eslik eden meyve
kizarmasi ile ilgilidir. Domates SINAC1'in agir1 ifadesi, karotenoid akisini degistirerek
ve temel olarak PSY1 (Fitoen sentaz 1), ACS2 (1-aminosiklopropan-karboksilaz sentaz
2) ve ACO1 (1-aminosiklopropan-karboksilaz oksidaz 1)'in diizenleyici bolgeleri ile
etkilesime girerek diizenlenen etilen sentezini azaltarak karotenoidlerde bir diisiise yol
agcmaktadir (Ma vd., 2014). SNAC4 ve SNAC9 transkripsiyon faktorlerinin islevleri,
SNAC'ler susturulmus meyve elde etmek i¢in viriis kaynakli gen susturma kullanilarak
incelenmistir. SNAC’lerin susturulmasinin, azalan etilen {iretimi, likopen birikimi ve
sar1 veya turuncu meyvelerle iliskili olarak olgunlagsmanin gecikmesine yol agtigi

gozlemlenmistir (Kou vd., 2018).

Cao vd. (2021) tarafindan yiiriitilen caligmada; seftalide meyve olgunlagsmasi

sirasinda aroma ester iiretiminin diizenlenmesini netlestirmek i¢in kapsamli bir analiz
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yapilmistir.  PpNAC1 transkripsiyon faktorii, ester sentez geni PpAATL1’in
promotoriine dogrudan baglanarak transkripsiyonunu uyarmistir. PPNAC1'in ester
iiretimindeki bu diizenleyici rolii, 30 farkl seftali ¢esidi arasindaki korelasyona,
seftalide gecici ifadeye ve domates meyvelerinde kararli asir1 ifadeye dayali olarak
dogrulanmistir. Transkripsiyonel ve epigenetik sonuglar, aroma ile ilgili esterlerin
olusumunun, bircok meyve tiiriinde NAC transkripsiyon faktorleri tarafindan

diizenlendigini gostermistir (Cao vd., 2021).

Papaya CpNACl'in, promotorlerine dogrudan baglanma yoluyla CpPDS2/4
transkripsiyonunu tesvik ederek karotenoid birikiminin pozitif bir diizenleyicisi olarak
islev gordiigii bulunmustur (Fu vd., 2016). Yine papayada, meyve olgunlagsmasi ve

karotenoid birikimi ilerledikge, CPNAC2 ifadesinin arttigi gézlenmistir (Fu vd., 2017).

Yenidiinya (eriobotrya japonica) meyvesi, hasat sonrasi sogukta depolanmasi
sirasinda (0°C) lignin biriktirir. Sogukta depolama sirasinda metabolik siireclerin
incelendigi calismada farkli sicaklik uygulamalarinda transkriptom analizi yapilmistir.
EjPAL2, EJCAD1, EJCAD3, 4CL, COMT ve HCT gibi lignin biyosentez yolunun
anahtar genlerinin, disiik ve yiiksek sicaklik uygulamalarinda AP2, MYB ve NAC
ailelerine ait bir dizi transkripsiyon faktorii ile iliskili olarak farkli ifade modeli

sergiledigi goriilmiistiir (Liu vd., 2019).

2.4.2.2. Biyotik ve abiyotik stres

NAC transkripsiyon faktorleri ile ilgili raporlarin ¢ogu, bu multigen ailesinin sayisiz
llyesinin, bitki bagisiklik tepkileri ile baglantili transkripsiyonel yeniden
programlamada rol oynadigimi gostermistir. Bugiine kadar, NAC transkripsiyon
faktorlerinin, bitkinin dogustan gelen bagisiklik sisteminin, bazal savunmanin ve
sistemik kazanilmis direncin bir¢ok yOniiniin merkezi bilesenleri oldugu aciktir
(Nuruzzaman vd., 2013). NAC genlerinin asir1 ifadesinin veya ifadesinin
azaltilmasimin bitki savunmasi iizerinde etkileri oldugu birgok Ornek vardir, bu
gozlemler sinyal yollar1 aginin bazi bilesenlerinin ¢6ziilmesine izin vermistir (He vd.,

2005; Jensen vd., 2007, 2008, 2010).
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Stresle uyarilabilen NAC genlerinin, abiyotik stres toleransinda rol oynadigi
gosterilmistir. Strese duyarlit NAC (SNAC) genlerini asir1 ifade eden transgenik
Arabidopsis ve piring bitkileri, gelismis kuraklik toleransi sergilemistir. Bu ¢alismalar,
SNAC faktorlerinin abiyotik stres toleransinin kontroliinde onemli rollere sahip
oldugunu ve bunlarin asir1 ekspresyonunun biyoteknolojik yaklasimlar yoluyla stres

toleransini iyilestirebilecegini gostermistir (Nakashima vd., 2012).

Birkag¢ bilim adami, brom mozaik viriisii tabanli bir vektor kaynakli gen susturma
vektori gelistirmistir ve bu vektoriin arpa, piring ve misirda hizli gen fonksiyon analizi
icin ¢ok yonlii bir arag oldugu gosterilmistir (Pacak vd., 2010; van der Linde vd., 2011,
Biruma vd., 2012). Piring fidelerinde, uygulamadan sonraki farkli giinlerde sirasiyla
RSV ve RTSV enfeksiyonundan sonra 19 ve 13 NAC geninin ifadesi artmistir
(Nuruzzaman vd., 2010). Viriis, birkac¢ fungal elisitor ve bakteri saldirilarina yanit
olarak NAC genlerinin ifade seviyesinde artis gozlenmistir (Wang vd., 2009a,b; Xia
vd., 2010a,b).

Bitki stres tepkileri sirasinda NAC genlerinin siki diizenlenmesi, karmasik sinyal
aglarinin kurulmasina katkida bulunur ve NAC genlerinin bitki abiyotik stres
tepkilerindeki 6nemli rolleri, onlari stres tolerans1 kazandirmak i¢in potansiyel adaylar

yapar (Nuruzzaman vd., 2013).

Transgenik piringte, 0s01966120/OsNAC2/6 ve Os11g03300/OsNAC10 genlerinin
kuraklik ve tuz toleransimi arttirdigi (Nakashima vd., 2009; Jeong vd., 2010) ve
Os03g60080/SNACL'in kuraklik stresi altinda tane verimini (%21-34) arttirdigi
bulunmustur (Hu vd., 2006).

OsOAT'nin strese duyarli NAC transkripsiyon faktorii SNAC2'nin dogrudan bir hedefi
oldugu ve piringte OSOAT agir1 ifadesinin 6nemli 6l¢iide artan kuraklik ve ozmotik

stres toleransi ile sonuglandigini bildirilmistir (You vd., 2013).
GmNACO085'i asir1 ifade eden bitkilerin, artan kuraklik tolerans1 gosterdigi (Le vd.,

2011), GmNAC11'in asir1 ifadesinin ise, tuz ve mannitol streslerine karsi artan

hassasiyete yol actig1 gosterilmistir (Hao vd., 2011).
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Bitkilerde SNAC2/OsNAC6, OsNAC10, NTL6, TaNAC2a, TaNAC4, TaNAC4a,
TaNAC6, TaNAC7, TaNAC13 ve TaNTL5 genlerinin ifadeleri diisiik sicaklik ile
uyarilmaktadir (Jeong vd., 2010; Xia vd., 2010a; Tang vd., 2012). Aym1 zamanda
Northern blot ve SNAC2 promotér aktivite analizleri, SNAC2 geninin de diisiik sicaklik

tarafindan uyarildigin1 géstermektedir (Nuruzzaman vd., 2013).

Hu vd. (2022), genom ¢apinda bir analiz yaparak pitaya'da (Hylocereus) toplam 64
NAC (HuNAC1-HuNAC64) tanimlamistir. Bu HUNAC genlerinin ifade seviyeleri,
gRT-PCR kullanilarak soguk uygulamalari altinda analiz edilmis, dort HUNAC geninin
(HUNAC7, HUNAC20, HUNAC25 ve HuUNAC30), soguk stresi tarafindan yiiksek
oranda uyarildigi goriilmistiir. Ayni1 ¢alismada HUNAC20 ve HUNAC25'i barindiran
transgenik  Arabidopsis bitkileri, soguk uygulamasi altinda incelenmistir.
Arabidopsis’te HUNAC20 ve Hunac25'in asirt ifadesi, soguga duyarli genlerin
(AtRD29A, AtCOR15A, AtCORA47 ve AtKIN1) ifadesinin diizenlenmesi ile birlikte iyon
sizintisini, malondialdehit, H2O> ve Oz - birikimini azaltarak soguk stresine karsi

tolerans1 onemli 6lgiide arttirdig1 gorilmistiir (Hu vd., 2022).

Literatiirde yer alan farkli bir ¢calismada MaNAC1'in, muz meyvelerinin soguga
toleransina olas1 katilimi aragtirilmistir. Calisma sonucunda MaNAC1 promotdriiniin
soguk stresi ve etilen uygulamasi ile aktive edildigi gosterilmistir (Shan vd., 2014). Bu
sonuglar; NAC transkripsiyon faktorlerinin stres tepkilerine dahil olabilecegini
gostermektedir. Ayn1 zamanda NAC transkripsiyon faktorii ailesinin diizenleyici

aktiviteleri hakkinda yeni bilgiler saglamaktadir.

2.4.3. Aux/1AA (Auxin/indoleacetic acid)

Bitkiler, oksin sinyalini kesin ve hizli bir sekilde algilayabilir ve yanit verebilir. Bu
yanit, erken oksin yanit genleri olarak adlandirilan bir grup geni igerir. Aux/IAA
proteinleri, erken oksin yanit proteinleri olarak iyi bilinir ve ARF (auxin response
factor) proteinleri ile transkripsiyonel baskilayicilar olarak etkileserek oksin
sinyalizasyonuna katilir (Luo vd., 2018). Oksinin, gen transkripsiyonunu diizenleyen
kisa 6miirlii niiklear proteinler olan AUX/IAA proteinlerinin bozunmasi yoluyla gen
ifadesini diizenledigi bilinmektedir. AUX/IAA proteinleri, oksine yanit olarak SCFT'R!
aracili@iyla pargalanir (Dharmasiri ve Estelle, 2004). ARF ve Aux/IAA proteinleri
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birbirine baglanarak, oksin olmadiginda veya oksin seviyesi diisiik oldugunda birincil
genlerin transkripsiyonunu baskilayan bir heterodimer olusturur. Bdylece oksin yaniti
baskilanir (Luo vd., 2014). Yiiksek oksin seviyelerinde bu proteinler, TRANSPORT
INHIBITOR RESPONSE1/AUXIN SIGNALING F-BOX (TIR1/AFB) reseptorleri ile
etkilesime girer ve ardindan 26S proteazomu yoluyla bozunabilir. Bdylelikle serbest

kalan ARF’ler oksine yanit veren genlerin ifadelerini diizenler (Luo vd., 2018).

Cogu AUX/IAA proteinleri, | — IV alanlar1 olarak adlandirilan d6rt korunmus alani
paylasir. Alan 11l ve IV, proteinin C-terminal bolgesinde yer alir ve diger AUX/IAA
proteinleri ile homo- ve heterodimerizasyona ve ayrica alan III ve IV’ (CTD veya C-
terminal alani olarak da adlandirilir) paylasan ARF’lerle heterodimerizasyona katilir
(Dharmasiri ve Estelle, 2004). Aux/IAA genlerinin soya fasulyesinden (Walker ve Key,
1982; Ainley vd., 1988) ilk tanimlanmasinin ardindan, Aux/IAA genlerinin {yeleri
bezelye (Theologis vd., 1985), mas fasulyesi (Yamamato vd., 1992), Arabidopsis
(Abel vd., 1995), domates (Wang vd., 2005) ve piring (Jain vd., 2006) gibi ¢esitli
bitkilerden izole edilmistir. Arabidopsis genomunda en az 29 AUX/IAA geni vardir
(Dharmasiri ve Estelle, 2004). Son zamanlarda ise elma genomunda 33 Aux/IAA
tanimlanmustir (Li vd., 2022).

Bitkilerdeki Aux/IAA gen ailesinin iiyeleri, bitki gelisiminin bircok yo6niinde ve
abiyotik strese tepkilerde 6nemli roller oynayan birincil oksin duyarl genlerdir. Yakin
tarihli bir ¢alismada tuza toleransl elma anaci M. Zumi ve tuza duyarli elma anaci M.
Baccata ve M. X domestica gesidi ‘Fuji’nin tuz toleransi degerlendirilmis ve
koklerinde, siirgiin uglarinda ve yapraklarinda MdIAA genlerinin ifade profilleri
incelenmistir. Sonuglar; tuz stresine maruz kalan elmalarda tuza duyarli MdIAA’larin
cogunun sirastyla koklerde, siirgiin uglarinda ve yapraklarda 1. Saat, 3. Saat ve 6.
Saatte ifadelerinin arttigini gostermistir (Li vd., 2022).

Domatesten bir Aux/IAA geni SIIAA9’un ifadesinin azalmasinin, domates meyve
gelisimi ve yaprak morfogenezinde yer aldigi kanitlannmistir (Wang vd., 2005).
Uziimde VVAuUx/IAA4 geninin, genc yapraklarda ve koklerde yiiksek oranda, polen ve
dallarda ise diisiik seviyelerde ifade edildigi, ayrica VVAuUx/IAA4 ifadesinin tane
gelisimi sirasinda yiikseldigi ve olgunlagmanin baslangicindan asir1 olgunlagma

asamasina kadar yavas yavas azaldig1 bulunmustur (Cakir vd., 2013).
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Liu vd. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada; sirasiyla FaAux/IAAl ve FaAux/IAA2
olarak adlandirilan iki oksine duyarli Aux/IAA geni ¢ilek meyvesinden izole edilmis
ve karakterize edilmistir. Ayrica, iki FaAux/IAA geninin meyve gelisimi sirasindaki
ifade profilleri ve NAA’nin iki farkli gelisim evresindeki meyve ifadelerine etkisi de
aragtirtlmistir. Sonuglar; FaAux/IAAL ve FaAux/IAA2 transkript seviyelerinin meyve
gelisiminin erken asamasinda ¢ok yiiksek oldugunu ve olgunlasma asamasinda (beyaz
asamadan sonra) keskin bir sekilde diistiiglinii gdstermistir. Ek olarak, biiyiik yesil ve
beyaz meyve asamasinda uygulanan NAA’nin, FaAux/IAAl ve FaAux/IAA2
transkriptlerinin birikimlerini agikga arttirdig1 goriilmistiir. Bu veriler, FaAux/IAA1 ve
FaAux/IAA2 genlerinin erken meyve gelisimine dahil oldugunu disiindiirmiistiir (Liu
vd., 2011).

Salatalikta CSIAA genlerinin ifadelerinin oksin uyarimi ile iliskili olup olmadigin
aragtirmak i¢in, IAA ile muamele edilmis fidelerde transkript seviyeleri izlenmis ve
ifade desenleri yari kantitatif ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu ile analiz
edilmistir. Sonuglar; 11/29 CslAA geninin, IAA ile muamele edilmis olsun veya
olmasin yapraklarda ifade edildigini ve kontrolle karsilastirildiginda islem siiresi
boyunca, bes CSIAA geninin, IAA ile 60 dakikalik uygulamadan sonra diisiik ifade
gosterdigini, 11 genin ise ifade edilmedigini gostermistir (Gan vd., 2013).

Literatiirde yer alan bir diger ¢alismada; papayada meyve gelisimi ve olgunlagsmasinda
yer alan CplAA genlerinin biyolojik fonksiyonlarini anlamak i¢in, farkli agsamalarda
CplAA genlerinin ifade profili kantitatif real time PCR kullanilarak analiz edilmistir.
ACC (1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit) ve 1-MCP uygulamalarinda CplAA
genlerinin ifade degisiklikleri, papayanin meyve olgunlagma siireci sirasinda oksin ve

etilen arasinda bir etkilesim oldugunu ortaya koymustur (Liu vd., 2017).

2.4.4. EIN3 (ethylene insensitive 3)

Etilen sinyalizasyonu, nispeten kii¢iik genomu, kisa dmrii ve gesitli mutant havuzlar
olan genetik model bitki Arabidopsis thaliana kullanilarak incelenmistir (Alonso ve
Stepanova, 2004). Transkripsiyon faktorii EIN3, Arabidopsis’te etilen sinyal yolunun
bir pargasidir (Miiller vd., 2003). EIN2 ve EIN3 proteinleri etilen sinyalizasyonunda

merkezi bir rol oynar ve bu proteinlerin doniisiimiiniin E3 ligazlar tarafindan
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diizenlenmesi, sinyal yolunun énemli bir adimidir. EIN3’1 degistiren iki antagonistik
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) kaskadi, membran reseptdrlerinden
niiklear transkripsiyon faktorlerine hiicre i¢i sinyallemeye aracilik ediyor gibi

goriinmektedir (Cho vd., 2012).

EIN3, ii¢ protein alani igerir: 1) N-terminalinde bir DBD, 2) merkezi bolgede prolin
acisindan zengin bir alan (PRD) ve 3) C-terminalinde protein-degradasyon alani
(PDD). DBD, bitki transkripsiyon faktorlerine 6zgiidir ve Arabidopsis, tiitiin,
domates, iliziim, piring, misir ve sorgum dahil olmak iizere ¢esitli bitki tiirlerinde
evrimsel olarak korunur. PRD alanimin, protein-protein etkilesim platformu olarak
hareket ettigi diistiniilmektedir (Cho vd., 2012). Destekleyici bir kanit dizisi olarak,
PRD’yi igeren EIN3QM3-EIN3K%7 ‘maya ikili hibrit analizi kullanilarak bir EIN3
homodimerizasyon alani olarak tanimlanmistir (Guo ve Ecker, 2003). EIN3’iin C-
terminal bolgesi, bir PDD olarak hizmet ediyor gibi goriinmektedir (Yanagisawa vd.,
2003). EIN3 protein bozunmasi, etilene karsi fizyolojik bir antagonist olan glikoz
tarafindan arttirilir (Leon ve Sheen, 2003). Glikoz sinyalinin varliginda, EIN3’{in N-
terminal yaris1 ¢ekirdekte stabil bir sekilde birikir, ancak EIN3’{in tam uzunlugu ve C-
terminal yarist bozulur, bu da EIN3’lin C-terminal yarisinda fonksiyonel bir PDD

oldugu goriisiinii desteklemektedir (Cho vd., 2012).

EIN3’lin, eksojen etilen uygulamasi sonucu biriken bir niiklear protein oldugu
bilinmektedir. EIN3 ifadesi, etilene yanit olarak transkripsiyonel diizeyde etkilenmez
(Yanagisawa vd., 2003), ancak proteini stabilize edilir ve hormona yanit olarak
cekirdekte birikir (Gagne vd., 2004). Cekirdekte biriken EIN3, AYGWAYCT olarak
kodlanan ve erken etilen yanit genlerinin promotorleri iginde yer alan bir promotor
elementte DNA-baglama aktivitesi yoluyla birincil etilene bagimli transkripsiyonu
aktive eder (Yamasaki vd., 2005). Etilen yoklugunda EIN3 proteini negatif diizenleme
altindadir. Bitki hiicrelerinde siirekli olarak bozunur ve protein stabilitesi, 6zellikle
bozunma siirecinde yer alan EBF1 ve -2 aktivitesi yoluyla 26S proteazom aktivitesinin
kontrolii altindadir (Gagne vd., 2004). EIN3 ailesi iiyelerinin her birinin belirli hedef
genler tizerinde etki edebilmesi, EIN3 genlerinin farkli ifadesinin, dokuya 6zgii etilen
tepkilerinden sorumlu olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ancak, EIN3 ailesinin tiitiindeki
(Nicotiana tabacum) etilen sinyal yolundaki roliinii aragtirmak icin izole edilen gen

ailesi tiyelerinin (NtEIL’ler), etilen uygulamasindan 6nce veya sonra yumurtaliktaki
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herhangi biri i¢in ifade seviyesinde veya doku spesifikliginde higbir fark
bulunmamistir (Rieu vd., 2003). Bu da doku veya organa 6zgii etilen tepkilerinin

NtEIL genlerinin farkli ifadelerinden kaynaklanmadigini géstermistir.

EIN3’in DNA baglama aktivitesinin ve onun yakin homologu EIL1’in, etilen
sinyalinin bir pargasi olarak birka¢ hedef geni (6rn., ERF1, AtERFs, ERS1 ve EBF2)
transkripsiyonel olarak aktive ettigi gosterilmistir. Bunun aksine, bitki savunma
tepkilerine iliskin EIN3 islevi tizerine bir ¢alisma, bir salisilik asit biyosentez geni
SID2’nin promotdrii ile dogrudan etkilesim yoluyla bir transkripsiyonel baskiy1

gostermistir (Chen vd., 2009).

Salataliktaki etilen sinyal yolun daha iyi anlasilmasi i¢in yapilan EIN3’iin (CSEIN3)
ifade analizinde, CSEIN3’{in incelenen tiim organlarda ifade edildigi ve hem erkek hem
de disi ¢igeklerde gigek gelisimi ve olgunlagsmasi sirasinda arttigr bulunmustur (Bie
vd., 2013).

ESE1, RD29A ve CORI15A gibi tuzla ilgili genlerin promotorlerine baglanir.
Biyokimyasal ve molekiiler yaklasimlarla yapilan analizler, EIN3’iin fiziksel olarak
ESE1 promotdriine baglandigini ortaya ¢ikarmig ve bu, ESE1’in EIN3’iin bir hedefi
oldugunu gostermistir (Zhang vd., 2011).

EIN3, ORE1/NAC2 ve ana klorofil katabolik genlerini igeren etilen aracili klorofil
bozunmasinin diizenlemesinin rapor edildigi ¢calismada, etilen sinyalinin ana pozitif
diizenleyicisi olan EIN3’iin, ifadelerini aktive etmek i¢in {i¢ ana klorofil katabolik
geninin promotorlerine fiziksel olarak baglanarak klorofil bozulmasini dogrudan
tesvik edebildigi gosterilmistir. Ayrica, EIN3’{in dogrudan bir hedefi olan OREL, ayni
zamanda benzer Klorofil katabolik gen setinin ifadesini dogrudan aktive ettigi
bulunmustur (Qiu vd., 2015).

Yang vd. (2015), kauguk agacinda (Hevea brasiliensis) dort EIN3/EIL genini
(HbEIN3-1 — HbEIN3-4) tanimlamistir. Dokuya 6zgii ifade profilleri, test edilen
dokulardan en az birinde dort HDEIN3 iin ifade edildigini gostermistir. Dort HDEIN3

geni, etilen ve jasmonik asit uygulamasina yanit vermis ve bu durum HbEIN3’lerin
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jasmonik asit ve etilen sinyalizasyonuna yanitta rol oynadigini géstermistir (Yang vd.,
2015).

Hormon inhibitoérleri uygulamasiyla olgunlagsma siirecindeki degisikliklerin
incelendigi ¢esitli caligmalar mevcuttur. Ancak bu siiregte rol aldigi diisiiniilen
potansiyel hormon etkilesimleri ile ilgili bulgular kisitlidir. Hasat sonrasi olgunlagsma
siirecinde transkriptomun incelendigi sayili ¢alismalarla; oksin ve etilen ile iliskili
Aux/IAA ve ERF gibi transkripsiyon faktorlerinin ifadelerindeki degisimlerden yola
cikarak olasi oksin/etilen etkilesiminin varligma 1s1ik tutulmus, bu transkripsiyon
faktorlerinin hem etilen hem de oksin tarafindan kontrol edilebildigine dair bulgular
elde edilmistir. Bu hormon etkilesimlerinin ve transkripsiyonel devrelerin
aydinlatilmasi i¢in daha fazla arastirma bulgularina ihtiya¢ vardir. Bu tez ¢aligsmasi
kapsaminda, farkli hormon/hormon inhibitérii uygulanmis ornekler ile higbir
uygulama gergeklestirilmemis kontrol oOrneklerine ait Golden delicious c¢esidi
elmalarda farkli depolama donemlerinde (1. giin, 3. ay, 6. ay) RNAseq transkriptom
analizinin isaret ettigi siddetli gen ifadesi degisimi gosteren hormon metabolizmasi

iligkili genlerin RT-gPCR ile ifade 6lgtimleri gergeklestirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu c¢alismada bitkisel materyal olarak Golden Delicious elma ¢esidi kullanilmistir.
Elmalar, kiiltiirel bakim islemleri (sulama, glibreleme vb.) muntazam olarak yapilan,
T.C. Tarim ve Orman Bakanligi, Isparta Egirdir Meyvecilik Arastirma Enstitiisii’nden
temin edilmistir. Meyvelerin derimi 23.09.2020 tarihinde gergeklesmis ve meyveler
sogutmali aragla Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Derim

Sonrasi1 Fizyolojisi Laboratuvarina nakliye edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Meyveler iizerinde gerceklestirilen uygulamalar

Uzerinde gizik ve ezik benzeri hasar bulunmayan meyveler dikkatle segilerek alt1 farkl

uygulamaya tabi tutulmustur. Uygulamalar asagida sirasiyla belirtilmistir.

1. Uygulama (1-MCP): 12 saat siire ile oda kosullarinda (21 °C ve % 50-60 oransal
nem), kapali ortamda 625 ppb 1-MCP uygulamasina tabi tutulmustur. Bu amagla
onceden tablet seklinde hazirlanan 1-MCP 6rnekleri, meyvelerin bulundugu ortamdaki
hazir soliisyona ilave edilerek olusan gazin (1-MCP) meyve dokularina penetrasyonu
saglanmistir. 1-MCP gaz formunda uygulandigindan meyveler, uygulama oncesi 3
dakika siire ile 0.1%’lik Tween 20 iceren saf su c¢ozeltisi i¢inde bekletilip
kurutulmugstur. Boylece diger uygulamalarda yapilan suya daldirma islemi burada da

gerceklestirilmistir.

2. Uygulama (Oksin): Meyveler, oda kosullarinda (21 °C ve % 50-60 oransal nem) 3
dakika siire ile 20 mg/L oksin (IAA, Sigma) ve 0.1%’lik Tween 20 igeren ¢ozeltiye
daldirilmistir. Bu uygulama Li ve Yuan (2008)’nin elmada yaptig1 oksin uygulamasi
modifiye edilerek olusturulmustur. Daldirma isleminden sonra meyvelerin, diger
uygulamalarda oldugu gibi 12 saat siire ile oda kosullarinda bekletilerek kurumalar

saglanmustir.
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3. Uygulama (Etilen): Meyveler, oda kosullarinda (21 °C ve % 50-60 oransal nem) 3
dakika siire ile 0.5 g/L etilen (Etephon ¢ozeltisi, Bayer, Avustralya) ve 0.1%’lik Tween
20 igeren ¢ozeltiye daldirilmis, bu islemin ardindan 12 saat siireyle oda kosullarinda
bekletilerek kurumalar1 saglanmistir. Bu uygulama Shen vd. (2017)’in meyvelerde

yaptig1 etilen uygulamasi modifiye edilerek olusturulmustur.

4. Uygulama (Oksin inhibitorii): Meyveler, oda kosullarinda (21 °C ve % 50-60
oransal nem) 3 dakika siire ile 1 pg/L 1-N-naftilfitalamik asit (NPA, Naptalam, Sigma)
ve 0.1%’lik Tween 20 igeren ¢ozeltiye daldirilmis, bu islemin ardindan 12 saat siireyle
oda kosullarinda bekletilerek kurumalar1 saglanmigtir. Bu uygulama Sussman ve
Goldsmith (1981) ile Li vd. (2018)’nin meyvelerde yaptigi NPA uygulamasi modifiye
edilerek olusturulmustur. NPA, 1950’li yillardan beri bitki gelisimi lizerinde siddetli
etkileri oldugu bilinen ve 80’li yillarda oksin taginma inhibitrii oldugu belirlenen

sentetik bir fitalamik asit tiirevidir (Teale ve Palme, 2018).

5. Uygulama (Oksin inhibitorii + 1-MCP): Meyveler 6nce oda kosullarinda (21 °C ve
% 50-60 oransal nem) 3 dakika siire ile 1 pg/L 1-N-naftilfitalamik asit (NPA,
Naptalam, Sigma) ve 0.1%’lik Tween 20 igeren ¢ozeltiye daldirilmis, bu iglemin
ardindan 12 saat siireyle oda kosullarinda 1-MCP uygulamas1 yapilmistir. Bu siire
zarfinda diger uygulamalarda oldugu gibi meyvelerin kurumasi saglanmistir. Bu
uygulama Sussman ve Goldsmith (1981) ve Li vd. (2018)’nin yaptig1 NPA uygulamasi
ile 1-MCP uygulamasi kombine edilerek olusturulmustur.

6. Uygulama (Kontrol): Kontrol meyveleri diger tim uygulamalarda oldugu gibi 3
dakika siireyle 0.1%’lik Tween 20 iceren saf suya daldirilmisg, bu islemin ardindan 12

saat siireyle oda kosullarinda bekletilerek kurumalar1 saglanmistir.

Uygulamalardan sonra meyveler plastik kasalar igerisinde 0°C ve % 90 + 5 oransal
nem kosullarinda 6 ay siireyle depolanmistir. Depolama siiresi boyunca 1. giin, 3. ay
ve 6. ay’da alinan Oorneklerden RNA izolasyonu gerceklestirilmigtir. RNA 6rnekleri,

molekiiler analizler gergeklestirilene kadar -80 °C derin dondurucuda saklanmistir.
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3.2.2. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Elma tohumlarindan RNA izolasyonu igin guanidin-izotiyosiyanat lisis ve silika-
membran saflagtirmasi metotlarina dayali Rneasy Plant Mini Kit (Qiagen, ABD) bitki
mini kiti kullanilmistir. RNA izolasyonunda her uygulamayi temsilen 6 meyve
kullanilmis, tohumlar kiliftan ¢ikartilarak izolasyon kitinin gereksinimi olan 100 mg
doku, uygulamaya ait meyve tohumlar rastgele karistirilarak elde edilmistir.
Saflastirma islemini takiben 6rnekler, Thermo RNase-free Dnase | (Thermo, ABD) ile
kullanim kilavuzuna uygun olarak muamele edilerek total RNA molekiilleri muhtemel
DNA’dan arindirilmig ve ardindan Thermo RevertAid FirstStrand cDNA sentez kiti
(Thermo, ABD) kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Elde edilen toplam
RNA’larin miktarlar1 spektrofotometrik olarak Nanodrop 2000 ile belirlenmistir.
Toplam RNA’larin kaliteleri ise %l’lik agaroz jel elektroforezi ile ayrilip

goriintiilenerek saptanmistir.

3.2.3. Kantitatif ters transkripsiyon PCR (qRT-PCR)

On farkli elma hormon metabolizmas: iligkili gen icin, Genome Database For
Rosaceae (rosaceae.org) veritabaninda bulunan elma genomu dizilim bilgileri
kullanilarak, NCBI Primer-BLAST programi yardimiyla primer tasarimi
gerceklestirilmistir. Tez calismasi kapsaminda ifadeleri incelenen genlerin NCBI Gen
Bankasi referans dizilim kodlar1 ve Rosaceae veritabaninda (GDR) temsil edilen gen
numaralar1 Cizelge 3.1°de sunulmustur. incelenen genler, tez galismasindan énce ayni
total RNA ornekleri kullanilarak gergeklestirilmis olan yeni nesil dizileme (NGS) ile

transkriptomun incelenmesi yoluyla belirlenmistir.
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Cizelge 3.1. Ifadesi incelenen genler

Gen Ad1 NCBI Gen Bankasi Kodu | GDR Kodu Kullanilan Primer Dizilimi
Aktin XM_008365636.3 MDP0000752428 I: GAGCCGTGTTCCCTAGCATT
G: ATACCACGCTTGGACTGAGC
Ethylene-responsive transcription factor RAP210 GU732469.1 MD15G1286600 I: AAGCCTACCCAGACGACAAC
G: GAGAGTGCAAAAGGAGGGCT
AP2-like ethylene-responsive transcription factor AIL5 XM _029091051.1 MD13G1252700 I: GGGGTGAATGTGAGGGTGAG
G:CAGTGTCAGCCTGTGTGGAT
Ethylene-responsive transcription factor ERF011-likel MG099843.1 MD02G1176200 I: GACCTGAACAAGATGCCCGA
G:TCACATACCTCCCCTACGCA
Ethylene-responsive transcription factor ERF011-like2 XM_008379796.3 MD08G1096000 I:. AACGCCCTCTTTCTTTCTGAT
G:CAGAAGGGCCTCGCAGATAG
Ethylene-responsive transcription factor 4 GU732449.1 MD10G1290400 I: GCCATCCCCACACCCATATT
G: GTTGGCCTGGTCGAATCTCA
NAC-a XM _008376852.3 MDO06G1239900 I: CCGAACGCAAAAACCCTAGC
G: CTTTCCCCAGCATCGAGTGT
NAC-b XM_008362721.3 MD14G1246300 I: ACGCCAAGATGAATAGGGAGA
G: CTGCAGCGGCTTCAAATGTT
NAC-c XM_008368215.3 MD11G1210600 I: ACGGTCAGGACTAAACGGTG
G: GTTTGGGCAGTCATGCTTGG
AUX_IAA XM_008339039.3 MD15G1169100 I: CGGTGGCAGATCAGGTTCAT
G: TGCTCCTCCCATTAATCACTTCT
Ethylene insensitive 3 XM_008359435.3 MD08G1245800 I: ACCTGTTGGAGTTACGCTGT

G: CTAACAAGTCCGGCGGCTAA
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Bu ¢alismada, farkli uygulamalarla muamele edilerek farkli siirelerle depolanmis elma
tohumlarindaki hormon metabolizmasi iliskili gen ifadeleri, XM 008365636.3 NCBI
GenBank numarali Aktin referans geni kullanilarak normalize edilmis ve genlerin bagil
kantifikasyonu Biorad CFX Connect Real Time PCR cihazi ve CFX Maestro yazilimi
(Biorad, ABD) kullanilarak belirlenmistir. Tiim ¢ogaltim reaksiyonlari, Biorad iTaq
Universal SYBR Green Supermix kullanilarak, kullanict klavuzunda belirtilen sekilde
gergeklestirilmistir. PCR kosullari, 95°C’de 30 saniye baslangi¢c denatiirasyonu ile
baslamis, daha sonra 40 dongii tekrarlanacak bicimde 95°C’de 5 saniye ve 60°C’de 30
saniye siireyle ¢ogaltimlar gerceklestirilmistir. ifadesi incelenen her gen igin, cogaltim
reaksiyonunu takiben 65 — 95°C araliginda 0.5°C’lik artislarla Melt Curve analizi
gerceklestirilmis ve ¢ogaltim {irlinliniin  6zgiilligi kontrol edilmistir. gPCR
reaksiyonlarinda her uygulama i¢in iki biyolojik, iki teknik tekrar gerceklestirilmistir.
Genlerin bagil ifadeleri 2"22Cr yontemine gore, referans gen ile normalizasyon
gerceklestirilerek belirlenmistir. Orneklerin ortalama ACt degerleri referanslarin
ortalama ACt degerlerinden ¢ikartilarak AACt degerleri hesaplanmig, daha sonra bu

2-AAC

degerler 1 farklarinin belirlenmesinde kullanilmaistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu caligmada farkli depolama déneminde hormon ve hormon inhibit6rii uygulamalar
altindaki elmada, gen ifadeleri incelenerek, hasat sonrasi olgunlagsma siireci ve
meyvedeki hormon etkilesimlerinin aydinlatilmasi hedeflenmistir. Calismada

materyal olarak kullanilan Golden Delicius ¢esidi elmalar Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.1. Derimi takiben laboratuvara getirilerek ¢esitli uygulamalara tabi tutulan ve
depolanan Golden Delicious ¢esidi elmalar

Cesitli uygulamalara tabi tutulan 6rneklerden saflastirilan total RNA molekiilleri Sekil
4.2’de gorilmektedir.

24. saat

3.ay

6. ay

Sekil 4.2. C: Kontrol uygulamasi, E: Etilen uygulamasi, M: 1-MCP uygulamasi, A:
Oksin uygulamasi, N: Oksin inhibitérii uygulamasi ve N+M: Oksin
inhibitdrii + 1-MCP uygulamasi yapilan 6rneklerden saflastirilan total RNA
molekiilleri
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Saflastirilan RNA orneklerinin spektrofotometrik 6l¢iim sonuglart Cizelge 4.1°de

verilmigtir.

Cizelge 4.1. Saflagtirilan RNA 6rnekleri icin spektrofotometrik dl¢iimler

Ornek ad1 Yogunluk 260/280 260/230
(ng/ul)
1C 58 1.4 0.2
1E 208 2 2
1M 341 2 1.6
1A 28 1.6 0.04
1N 108 1.9 0.4
1 N+M 47 1.6 1
3C 392 2 2.2
3E 1352 2 2.5
3M 1332 2 2.4
3A 387 2 1.8
3N 345 2 1.7
3 N+M 1166 2 24
6C 963 1.9 2.1
6E 114 1.9 0.4
6M 185 2 0.4
6A 189 2 0.7
6N 95 1.9 0.2
6 N+M 197 2 0.9

4.1. Gen ifadeleri

Bu tez ¢alismasi dahilinde; etilen ile iliskili 5 ERF, EIN3, oksin ile iligkili Aux/IAA ve

3 NAC geni olmak tizere toplam 10 adet genin ifadesi 6lgiilmistiir.

RAP210 geni ERF transkripsiyon faktorii ailesinde yer alir ve etilen tarafindan uyarilir.

ERF transkripsiyon faktorleri etilen sinyalizasyonuna dahil olarak, meyvenin ¢esitli
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olgunlasma siireglerinde rol oynamaktadir (Zhang ve Li, 2018; Li vd., 2019). RAP210
gen ifadesi farkli uygulamalar altinda ve farkli depolama siirelerinde sekiz kata ulagsan
farkliliklar gostermistir (Sekil 4.3). 24 saat depolama altindaki 6rneklerde en yiiksek
ifade etilen uygulamasi altinda, 3 ay depolanan 6rneklerde en yiiksek ifade NPA ve 1-
MCP inhibitorlerinin bir arada uygulamasi altinda, 6. ayda ise en yiiksek ifade, kontrol
uygulamasi altinda gozlenmistir. Uzerinde higbir hormon ve hormon inhibitdrii
uygulamasi ger¢eklestirilmemis olan 1, 7 ve 13 numarali kontrol 6rneklerinde RAP210
gen ifadesinin, artan depolama siiresiyle orantili olarak artis gdsterdigi belirlenmistir.
En diisik RAP210 ifadesi gosteren Orneklerin tamami 24 saat depolama altinda

gozlenmistir.
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Sekil 4.3. Farkli uygulamalar altinda farkli siirelerle depolanan elmada RAP210 gen
ifadesi. 1-6 numarali 6rnekler 24 saat, 7-12 numarali 6rnekler 3 ay ve 13-18
numarali 6rnekler 6 ay depolanan Ornekleri temsil etmektedir. 1-6, 7-12 ve
13-18 araligindaki 6rnekler sirastyla kontrol, oksin, NPA, etilen, 1-MCP ve
1-MCP+NPA uygulamalarini gostermektedir

AILS5, AP2-like/ERF transkripsiyon faktorii ailesinin bir iiyesidir ve ¢igcek gelisiminde
etkili oldugu bilinmektedir (Nole-Wilson vd., 2005). AIL5 gen ifadesi farkli
uygulamalar altinda ve farkli depolama donemlerinde kontrol Ornekleriyle
karsilastirildiginda azalma egiliminde olup 5 kata yakin farkliliklar gostermistir (Sekil
4.4). Tim depolama donemlerinde en yiiksek ifade kontrol drneklerinde gozlenmistir.
En diisiik ifade 24 saat ve 6 ay depolanan orneklerde etilen uygulamasinda, 3 ay
depolanan 6rneklerde ise NPA uygulamasinda gozlemlenmistir. Kontrol érneklerinde

en yiiksek ifade 3. ayda, en diisiik ifade ise 6. ayda goriilmiistir.
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Sekil 4.4. Farkli uygulamalar altinda farkli siirelerle depolanan elmada AIL5 gen
ifadesi. 1-6 numarali 6rnekler 24 saat, 7-12 numarali 6rnekler 3 ay ve 13-
18 numarali 6rnekler 6 ay depolanan 6rnekleri temsil etmektedir. 1-6, 7-12
ve 13-18 araligindaki drnekler sirasiyla kontrol, oksin, NPA, etilen, 1-MCP
ve 1-MCP+NPA uygulamalarini gostermektedir

ERF transkripsiyon faktorleri etilen sinyal yolunun sonunda hareket ederek, etilen
yanitinin farkli yonlerinin gesitliligini ve 6zgiilligiinii diizenlerler (Gao vd., 2020).
ERFO011-like geninin ayrica yiiksek sicaklik stres tepkisinde etkili oldugu
bilinmektedir (Pei vd., 2021). ERF011-likel geninde uygulamalar sonucunda ii¢ kata
yakin ifade farkliliklar1 gézlenmistir (Sekil 4.5). 24 saat ve 3 ay depolanan 6rneklerde
en yiiksek ifade NPA ve 1-MCP inhibitérlerinin birlikte uygulanmasi altinda, 6. ayda
en yliksek ifade ise, oksin uygulamasi altinda goriilmiistiir. Herhangi bir hormon ve
hormon inhibitorii uygulanmamis 1, 7 ve 13 numarali kontrol 6rneklerinde en diisiik

ifade 3. ayda, en yiiksek ifade ise 1. giinde goriilmiistiir.
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Sekil 4.5. Farkli uygulamalar altinda farkl: siirelerle depolanan elmada ERFO11-likel
gen ifadesi. 1-6 numarali 6rnekler 24 saat, 7-12 numarali 6rnekler 3 ay ve
13-18 numarali 6rnekler 6 ay depolanan 6rnekleri temsil etmektedir. 1-6, 7-
12 ve 13-18 araligindaki o6rnekler sirasiyla kontrol, oksin, NPA, etilen, 1-
MCP ve 1-MCP+NPA uygulamalarin1 gostermektedir
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ERFO011-like2 geni 24 saat ve 6. ay orneklerinde farkli uygulamalar altinda benzer
ifadeler gosterirken, 3. ay Orneklerinde 2 kata ulasan ifade farkliliklar1 gostermistir
(Sekil 4.6). 24 saat ve 3 ay depolanan Orneklerde en yiliksek ifade etilen
uygulamasinda, 6 ay depolanan Orneklerde ise en yiiksek ifade NPA inhibitorii
uygulamasinda gozlenmistir. Uzerinde herhangi bir hormon ve hormon inhibitorii
uygulamasi gergeklestirilmemis olan kontrol 6rneklerinde en yiiksek ifade 3. ayda, en

diisiik ifade ise 6. ayda gozlemlenmistir.
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Sekil 4.6. Farkli uygulamalar altinda farkli siirelerle depolanan elmada ERFO11-like2
gen ifadesi. 1-6 numarali 6rnekler 24 saat, 7-12 numarali 6rnekler 3 ay ve
13-18 numarali 6rnekler 6 ay depolanan 6rnekleri temsil etmektedir. 1-6, 7-
12 ve 13-18 araligindaki 6rnekler sirasiyla kontrol, oksin, NPA, etilen, 1-
MCP ve 1-MCP+NPA uygulamalarin1 géstermektedir

ERF4’iin Arabidopsis’te kuraklik stresine toleransi arttirdigi, organ biiylimesini ve
ciceklenmeyi geciktirdigi (Seo vd., 2010), karpuzda kabuk sertligiyle iligkili oldugu
bilinmektedir (Liao vd., 2020). Farkli depolama donemleri ve farkli uygulamalar
altinda, kontrol grubu 6rnekleriyle karsilagtirildiginda ERF4 gen ifadesinin azalma
egiliminde oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.7). Tiim depolama donemlerinde en yiiksek
gen ifadesinin kontrol gruplarinda oldugu belirlenmistir. 24 saat depolanan 6rneklerde
NPA ve 1-MCP inhibitorlerinin bir arada uygulamasi altinda, 3 ay depolanan
orneklerde etilen uygulamasi ile NPA ve 1-MCP inhibitérlerinin bir arada uygulamasi
altinda, 6 ay depolanan Orneklerde ise, NPA ve 1-MCP inhibitorlerinin bir arada
uygulamas: altinda ERF4 geninin ifade edilmedigi gozlenmistir. Kontrol grubu

orneklerinde en yiiksek ifade 6. ayda, en diisiik ifade ise 3. ayda goriilmiistiir.
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Sekil 4.7. Farkli uygulamalar altinda farkli siirelerle depolanan elmada ERF4 gen
ifadesi. 1-5 numarali 6rnekler 24 saat, 7-11 numarali 6rnekler 3 ay ve 13-
17 numarali 6rnekler 6 ay depolanan 6rnekleri temsil etmektedir. 1-5, 7-11
ve 13-17 araligindaki 6rnekler sirasiyla kontrol, oksin, NPA, etilen, 1-MCP
ve 1-MCP+NPA uygulamalarini gostermektedir

NAC transkripsiyon faktorii ailesi; ikincil duvar olusumu ve kalinlagmasi (Mitsuda vd.,
2005; Mitsuda ve Ohme-Takagi, 2008), yan kok gelisimi (Hao vd., 2011), morfolojik
gelisim (Kato vd., 2010), yaprak yaslanmas1 (Wang vd., 2021), abiyotik ve biyotik
stres tepkisi (Ren vd., 2021), meyve olgunlagmasi (Gao vd., 2018) ve nisasta ve depo
protein sentezi (Shen vd., 2021) ile iliskilidir. NAC-a gen ifadesi farkli uygulamalar
altinda ve farkli depolama donemlerinde kontrol Ornekleriyle karsilastirildiginda
cogunlukla azalma egilimi gostermigstir (Sekil 4.8). Tiim depolama donemlerinde
etilen hormonu ve 1-MCP inhibitorii uygulamasi altinda benzer NAC-a ifadesi
gozlenmistir. 24 saat depolanan 6rneklerde en yliksek ifade kontrol 6rneklerinde, 3 ay
ve 6 ay depolanan drneklerde ise en yiiksek ifade NPA ve 1-MCP inhibitorlerinin bir
arada uygulamasi altinda gézlemlenmistir. Kontrol grubu 6rneklerinde en yiiksek ifade

24 saat 0rneklerinde, en diisiik ifade ise 3. ay 6rneklerinde gézlenmistir.
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Sekil 4.8. Farkli uygulamalar altinda farkl: siirelerle depolanan elmada NAC-a gen
ifadesi. 1-6 numarali 6rnekler 24 saat, 7-12 numarali 6rnekler 3 ay ve 13-
18 numarali 6rnekler 6 ay depolanan 6rnekleri temsil etmektedir. 1-6, 7-12
ve 13-18 araligindaki 6rnekler sirasiyla kontrol, oksin, NPA, etilen, 1-MCP
ve 1-MCP+NPA uygulamalarin1 gostermektedir
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Farkli uygulamalar ve farkli depolama siirelerinde kontrol o6rnekleriyle
karsilagtirildiginda NAC-b geni 5 kata yakin ifade farkliliklart gostermistir (Sekil 4.9).
24 saat ve 3 ay depolanan oOrneklerde en yiiksek ifade etilen uygulamasinda
gerceklesirken, 6 ay depolanan orneklerde ise en yiiksek ifade NPA inhibitorii
uygulamasinda gerceklesmistir. Kontrol oOrneklerinde en yiliksek ifade 24 saat

depolanan 6rneklerde, en diisiik ifade ise 3 ay depolanan drneklerde gézlenmistir.
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Sekil 4.9. Farkli uygulamalar altinda farkli siirelerle depolanan elmada NAC-b gen
ifadesi. 1-6 numaral1 6rnekler 24 saat, 7-12 numarali 6rnekler 3 ay ve 13-
18 numaral1 6rnekler 6 ay depolanan 6rnekleri temsil etmektedir. 1-6, 7-12
ve 13-18 araligindaki 6rnekler sirasiyla kontrol, oksin, NPA, etilen, 1-MCP
ve 1-MCP+NPA uygulamalarin1 gostermektedir

NAC-c geninde uygulamalar sonucunda iki kata kadar ulasan ifade farkliliklart
gozlenmistir (Sekil 4.10). 24 saat depolama altindaki 6rneklerde en yiiksek ifade etilen
uygulamasinda, 3 ay depolanan 6rnekler ile 6 ay depolanan 6rneklerde ise en yiiksek
ifade, NPA ve 1-MCP inhibitérlerinin bir arada uygulamasi altinda goriilmiistiir. Genel
olarak 6 ay depolanan Orneklerin diger 6rneklerden daha diisik NAC-c ifadesi

gosterdigi gozlenmistir.
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Sekil 4.10. Farkli uygulamalar altinda farkli siirelerle depolanan elmada NAC-c gen
ifadesi. 1-6 numarali 6rnekler 24 saat, 7-12 numarali 6rnekler 3 ay ve 13-
18 numarali 6rnekler 6 ay depolanan drnekleri temsil etmektedir. 1-6, 7-
12 ve 13-18 araligindaki 6rnekler sirasiyla kontrol, oksin, NPA, etilen, 1-
MCP ve 1-MCP+NPA uygulamalarini géstermektedir
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Aux/IAA gen ailesinin iiyeleri, bitki gelisiminin birgok yoniinde ve abiyotik strese
tepkilerde 6nemli roller oynayan birincil oksin duyarli genlerdir (Li vd., 2022).
Aux/IAA gen ifadesi farkli uygulamalar ve farkli depolama siirelerinde 3 kata yakin
ifade farkliliklar1 gostermistir (Sekil 4.11). 24 saat depolanan 6rneklerde en yiiksek
ifade etilen uygulamasi altinda, 3 ay ve 6 ay depolanan 6rneklerde ise en yiiksek ifade
NPA inhibitorii uygulamasi altinda gézlenmistir. En diisiik ifade gosteren Srnekler
cogunlukla 6 ay depolama sirasinda goézlemlenmistir. Etilen uygulamasi 24 saat
depolanan orneklerde Aux/IAA ifadesini arttirmistir. Kontrol grubu 6rneklerinde en
yiiksek ifade 3 ay depolama altinda, en diisiik ifade ise, 6 ay depolama altinda

gerceklesmistir.
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Sekil 4.11. Farkli uygulamalar altinda farkli siirelerle depolanan elmada Aux/IAA gen
ifadesi. 1-6 numarali 6rnekler 24 saat, 7-12 numarali 6rnekler 3 ay ve 13-
18 numaral1 6rnekler 6 ay depolanan 6rnekleri temsil etmektedir. 1-6, 7-12
ve 13-18 araligindaki 6rnekler sirasiyla kontrol, oksin, NPA, etilen, 1-MCP
ve 1-MCP+NPA uygulamalarini gostermektedir

EIN3 transkripsiyon faktorii, etilen sinyal yolunun bir pargasidir ve etilen
sinyalizasyonunda merkezi bir rol oynar (Miiller vd., 2003). Ifade analizinde EIN3 gen
ifadesinin oksin uygulamasi ile artma egiliminde oldugu gozlenmistir (Sekil 4.12). 24
saat depolanan 6rneklerde en yiiksek ifade 1-MCP inhibitorii uygulamasi altinda, 3 ay
ve 6 ay depolanan Orneklerde ise en yiiksek ifade, oksin uygulamasi altinda
goriilmiistiir. En yliksek gen ifadeleri 3 ay depolanan 6rneklerde goriiliirken, en diisiik
gen ifadeleri 24 saat ve 6 ay depolanan orneklerde goriilmiistiir. Kontrol grubu
orneklerinde en yiiksek EIN3 ifadesi 3. ayda, en disiik EIN3 ifadesi 24. saatte

gdzlenmistir.
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Sekil 4.12. Farkli uygulamalar altinda farkli siirelerle depolanan elmada EIN3 gen
ifadesi. 1-6 numaral1 6rnekler 24 saat, 7-12 numarali 6rnekler 3 ay ve 13-
18 numarali 6rnekler 6 ay depolanan 6rnekleri temsil etmektedir. 1-6, 7-
12 ve 13-18 araligindaki 6rnekler sirasiyla kontrol, oksin, NPA, etilen, 1-
MCP ve 1-MCP+NPA uygulamalarini géstermektedir

Farkli zaman periyotlar1 ile gen ifadelerindeki degisim incelendiginde asagidaki

sonuclara ulasilmaktadir.

Hormon ve hormon inhibitérii uygulanan meyveler kontrol grubuyla
karsilastirildiginda; oksin uygulamasi, 1. giin 6rneklerinde RAP210, ERF011-likel ve
EIN3 geninin ifadesini arttirirken, AIL5, ERF011-like2, ERF4, NAC-a, NAC-b, NAC-
¢ ve Aux/IAA genlerinin ifadesini azaltmistir. 3. ay 6rneklerinde oksin uygulamasi,
RAP210, ERF011-likel, NAC-b, NAC-c ve EIN3 genlerinin ifadesini arttirmig, AIL5,
ERFO11-like2, ERF4, NAC-a ve Aux/IAA genlerinin ifadesini azaltmistir. 6. ay
orneklerinde ise oksin uygulamasi, ERF011-likel, ERFO011-like2, Aux/IAA ve EIN3
genlerinin ifadesini arttirirken, RAP210, AIL5, ERF4, NAC-a, NAC-b ve NAC-c

genlerinin ifadesini azaltmugtir.

Oksin inhibitorii NPA uygulamasi, 1. giin 6rneklerinde sadece ERF011-like2 geninin
ifadesini arttirmis, digerlerinin ifadesini ise azaltmistir. 3. ay orneklerinde RAP210,
ERFO11-likel, NAC-b, Aux/IAA ve EIN3 genlerinin ifadesi artmis, AIL5, ERF011-
like2, ERF4, NAC-a ve NAC-c genlerinin ifadesi azalmistir. 6. ay 6rneklerinde ise NPA
uygulamas1 ERF011-likel, ERF011-like2, NAC-b ve Aux/IAA genlerinin ifadesini
arttirmis, RAP210, AIL5, ERF4, NAC-a, NAC-c ve EIN3 genlerinin ifadesini ise

azaltmistir.
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Etilen uygulamasi ile 1. giin 6rneklerinde, RAP210, ERFO11-likel, ERF011-like2,
NAC-b, NAC-c, Aux/IAA ve EIN3 genlerinin ifadesi artmis, AIL5, ERF4 ve NAC-a
genlerinin ifadesi azalmistir. 3. ay orneklerinde RAP210, ERF011-likel, ERF011-
like2, NAC-b ve NAC-c genlerinin ifadesi artmis, AIL5, NAC-a, Aux/IAA ve EIN3
genlerinin ifadesi azalmis, ERF4 geni ise ifade edilmemistir. 6. ay orneklerinde ise
etilen uygulamasi ile ERF011-like2, NAC-b ve EIN3 genlerinin ifadesin artarken,
RAP210, AIL5, ERF011-likel, ERF4, NAC-a, NAC-c ve Aux/IAA genlerinin ifadesi ise

azalmstir.

Etilen inhibitorii 1-MCP uygulamasi 1. giin 6rneklerinde ERF011-likel ve EIN3
genlerinin ifadesini arttirmig, RAP210, AIL5, ERF011-like2, ERF4, NAC-a, NAC-b,
NAC-c ve Aux/IAA genlerinin ifadesini azaltmistir. 3. ay Orneklerinde RAP210,
ERFO11-likel, NAC-b ve EIN3 genlerinin ifadesi artmis, AIL5, ERF011-like2, ERF4,
NAC-a, NAC-c ve Aux/IAA genlerinin ifadesi ise azalmistir. 6. ay orneklerinde ise 1-
MCP uygulamasi, ERF011-likel geninin ifadesini arttirmis, digerlerinin ifadesini ise

azaltmastir.

NPA ve 1-MCP inhibitorlerinin bir arada uygulamasi, 1. giin 6rneklerinde RAP210,
ERFO11-likel, NAC-c, Aux/IAA ve EIN3 genlerinin ifadesini arttirmuis, AIL5, ERF011-
like2, NAC-a ve NAC-b, genlerinin ifadesini ise azaltmistir. 3. ay Orneklerinde
RAP210, ERFO011-likel, NAC- a, NAC-b, NAC-c ve EIN3 genlerinin ifadesi artmus,
AIL5, ERFO011-like2 ve Aux/IAA genlerinin ifadesi azalmistir. 6. ay orneklerinde ise
ERFO11-likel, NAC-a, NAC-b, NAC-c ve Aux/IAA genlerinin ifadesi artarken,
RAP210, AIL5 ve EIN3 genlerinin ifadesi azalmistir. Ayrica ERF4 geni 24 saat, 3 ay

ve 6 ay depolama siireglerinde ifade gdstermemistir.

Li ve Yuan (2008) ve Shin vd. (2016), elmada hasat sonras1 olgunlagsma siirecinde gen
ifadesini incelemistir. Caligmalarin sonuglarinda, oksin uygulamasinin etilen ile iligkili
genlerin ifadesini etkiledigi goriilmiis ve olgunlagma siirecinde olas1 bir etilen/oksin
etkilesiminin varligina 1sik tutulmustur. Etilen ve oksin arasindaki etkilesim ayni
zamanda Arabidopsis (Masucci ve Schiefelbein, 1994; Raz ve Ecker, 1999; Rahman
vd., 2001) ve pamukta (Beyer ve Morgan, 1971) da incelenmistir. Literatiire
bakildiginda; hasat sonrasi 1-MCP uygulamasi altinda olgunlagsma siirecindeki gen

ifadelerinin incelendigi ¢alismalar mevcuttur (Rupasinghe vd., 2000; Tadiello vd.,
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2016, Busatto vd., 2017). Ancak bu siirecte oksin metabolizmasimin gen ifadesi

seviyesinde incelendigi herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir.

Yapilan bu ¢alismada, 1-MCP uygulamas1 ERF011-likel geni hari¢ ERF ve AP2/ERF
genlerinin ifadesini azaltmis, NAC-b ve ERF011-likel genlerinin ifadesini arttirmistir.
Busatto vd. (2017), elmada hasat sonrast 1-MCP uygulamasinin etilen ile iligkili 1 ERF
ve AP2/ERF genlerinin ifadesini baskiladigini, 1 ERF geni, NAC geni ve oksin
yanittyla iliski Aux/IAA geninin ifadesini arttirdigini belirtmistir. ERF genlerinin etilen
sinyal yolunda rol aldig1 ve etilen ile uyarildig: diistintildiiglinde, 1-MCP inhibitorii
uygulamasi ile ERF genlerinin ifadesinde gozlenen azaltma beklenen bir bulgudur.
Busatto vd. (2017)’nin ¢alisma bulgulari, Aux/IAA ifadesinin 1-MCP uygulamasi ile
arttigin1 gostermistir. Farkli olarak bizim bulgularimiz Aux/IAA ifadesinin 1-MCP
uygulamasi ile azaldigim1 gostermektedir. Kisith sayida gen igeren microarray
platformunun kullanildig1 ve yalnizca kontrol ile 1-MCP uygulamasi i¢eren Busatto
vd. (2017)’nin ¢aligmalari ile bizim ¢alismamiz hasat sonrasi olgunlagma siirecinin
incelenmesi kapsaminda benzerdir. Bununla birlikte bu ¢alisma dahilinde RNAseq
yontemi kullanimi nedeniyle tiim transkriptomun aydinlatilmasi saglanmis, ayrica
ornekleme zamani, dalinda meyve gelisimini daha kapsamli inceleyen onceki
calismalardan farkli olarak hasat sonrasina odaklanmis ve meyveler iizerinde
gerceklestirilen uygulamalar da hormon etkilesimlerini gosterebilecek bicimde

secilmistir.

Tadiello vd. (2016) tarafindan yayinlanan caligmada, Granny Smith ve Golden
Delicious ¢esidi elmalarin transkriptomu microarray yontemi ile hasat dncesi 5 farkli
meyve gelisim doneminde, hasatta ve hasattan sonraki 1 haftalik donemde 1- MCP
uygulanarak incelenmistir. Calisma sonucunda MADS, NAC, AUX/IAA ve ERF
genlerinin ifadelerinin arttigi, Ozellikle NAC ve ¢inko parmak transkripsiyon
faktorlerinde kayda deger ifade degisimi gerceklestigi belirtilmistir. Benzer sekilde
bizim ¢alisma bulgularimiz ERFO011-likel ifadesinin tim depolama donemlerinde,
NAC-b ifadesinin ise 3 ay depolanan orneklerde arttigini gostermektedir. Bazi
arastirmalar NAC transkripsiyon faktorleri ve oksin arasinda dogrudan baglanti
oldugunu, oksin duyarli genlerin NAC transkripsiyon faktorlerinin hedef genleri
arasinda bulundugunu belirtmislerdir (Xie vd., 2000; Ma vd., 2014). NAC

transkripsiyon faktorlerinin oksin yolagini etkinlestirerek, oksin ve etilen etkilesimini
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baslatabilecegi diigiiniilmektedir. NAC-b ifadesinde 3. ayda gozlenen artis bu
diisiinceyi desteklemektedir. Tadiello vd. (2016) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada,
bizim galismamiza benzer olarak hasat sonrasi olgunlasma siireci, 1-MCP uygulamasi
altinda transkriptom seviyesinde incelenmistir. Farkli olarak transkriptom analizi
Tadiello vd. (2016) tarafindan mikroarray teknolojisi ile gerceklestirilirken, bu
calismada yontem olarak RNAseq analizi kullanilmistir. Ayni zamanda hasat sonrasi
ornekleme donemleri daha uzun tutulmus, meyveler iizerinde 1-MCP inhibitoriiniin
yani sira etilen ve oksin hormonlari ile NPA inhibitérii uygulamasi da

gerceklestirilmistir.

Arabidopsis’te BrERF4 geninin agir1 ifadesinin kuraklik stresine toleransi arttirdigi,
organ biiylimesini ve c¢iceklenmeyi geciktirdigi gosterilmistir (Seo vd., 2010).
Karpuzda kabuk sertligiyle iliskili CIERF4 geni rapor edilmistir (Liao vd., 2020).
Etilen iiretimini etkileyerek meyve olgunlasmasini geciktirdigi bilinen hidrojen siilfiir
uygulamasi ile kivide ERF4 geninin ifadesinin arttigi gosterilmistir (Lin vd., 2020).
Ancak elma olgunlasmasinda ERF4 ile ilgili spesifik bir ¢alismaya rastlanmamastir.
Bizim calisma bulgularimizda etilen inhibitorii 1-MCP uygulamasinin ERF4 ifadesini
azalttigr goriilmektedir. Ayrica NPA ve 1-MCP inhibitorlerinin bir arada

uygulamasinin ERF4 ifadesini tamamen baskiladig1 gézlemlenmistir.

Salatalikta yapilan EIN3’tin (CSEIN3) ifade analizinde, CSEIN3’iin incelenen tiim
organlarda ifade edildigi ve hem erkek hem de disi ¢iceklerde cicek gelisimi ve
olgunlagmasi sirasinda arttig1 bulunmustur (Bie vd., 2013). Ancak elmada olgunlasma
sirasinda EIN3 ifadesinin incelendigi herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu
calismada elde edilen bulgular, EIN3 geni ifadesinin oksin ve etilen uygulamalariyla

arttigin1 géstermektedir.

Bu tez calismasmin da bir pargasi oldugu TUBITAK 1001 projesi kapsaminda
gerceklestirilen transkriptom analizinin isaret ettidi siddetli gen ifadesi degisimi
gosteren hormon metabolizmas: iligkili genler arasinda giberellik asit, absisik asit,
jasmonik asit gibi hormonlarin yer almadig1 gériilmektedir. RN Aseq analizi sonuglari,
en fazla ifade degisimi gosteren genlerin oksin ve etilen ile iliskili genler oldugunu

gostermektedir.
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Uygulamalar sonucunda incelenen genlerin ifadelerinde gozlenen farkliliklar, genin
etilen, oksin ve bu hormonlart baskilayict maddelere tepki verdigini, bu durum ise
genin her iki hormon metabolizmasi ile iliskili oldugunu gostermektedir. Bu ¢alisma
ile elde edilen bulgular, daha Onceki galismalarla 1s1k tutulan olasi oksin/etilen

etkilesimini desteklemektedir.

51



5. SONUC VE ONERILER

Calismada hasat sonrasi hormon ve hormon inhibitorii uygulamalarinin elma
meyvelerinde gen ifadelerine etkisi incelenerek, hasat sonrasi olgunlagsma siireci ve
meyvedeki hormon etkilesimleri aydinlatilmaya g¢aligilmistir. Bu tez ¢alismasinin
pargast oldugu Tibitak projesi dahilinde RNAseq yontemi kullanilarak tiim
transkriptom aydinlatilmis, Ornekleme periyotlarinda, dalinda meyve gelisimini
kapsamli olarak inceleyen Onceki calismalardan farkli olarak hasat sonrasi siirece
odaklanilmis ve meyveler iizerinde gerceklestirilen hormon ve hormon inhibitérii
uygulamalari, hormon etkilesimlerini gosterebilecek bigcimde se¢ilmis ve kombine

edilmistir.

Gen ifade analizi sonuglar incelendiginde, 2 ERF (RAP210, ERF011-likel) geni ile
EIN3 geninin ifadesi oksin uygulamasi ile artis gosterirken, oksin inhibitorii NPA
uygulamas ile azalma gostermistir. NAC-b gen ifadesinde, 3. ayda oksin ve etilen
hormonu uygulamasi altinda kayda deger bir artis gergeklesmistir. EK olarak etilen
uygulamasi ile Aux/IAA gen ifadesinde gozlenen artis ve NPA+1-MCP uygulamasi ile
ERF4 geninde gozlenen baskilanma da kayda degerdir.

RT-gPCR analizi, RNAseq analizini dogrulamak amaciyla gergeklestirilmis ve elde
edilen gen ifadesi sonuglari, daha 6nceden gergeklestirilmis olan transkriptom analizi
sonuglartyla yiiksek oranda benzerlik gostermistir. Ayni zamanda elde edilen bulgular,
etilen ve oksin sinyalizasyonu ile iliskili transkripsiyon faktorlerinin hem oksin hem
de etilen tarafindan kontrol edilebildigini ve meyvenin olgunlasma siirecinde rol

almasi potansiyel oksin ve etilen etkilesiminin varligin1 kanitlar niteliktedir.
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