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Ozet

Olgunlagan meyvenin dokusundaki degisimler hasat zamanini, meyvelerin raf 6mriinii, patojenlere karsi dayanikliligini, taginabilirligini ve son
asamada ise miisteri tercihini etkilemektedir. Cevresel sartlar ve genetik faktorler dokudaki bu degisimleri simultane bir sekilde etkileyerek
meyvelerin raf dmriinii azaltmakta ve ekonomik olarak zarar vermektedir. Son yillarda gelisen biyoteknoloji ve genetik sayesinde yumusamaya
neden olan etkenler daha iyi anlasilmakta ve bu etkenleri ortadan kaldirmak ya da etkilerini yavaslatmak igin caligmalar devam etmektedir.
Bu derlemede, hiicre duvar1 modifikasyonlarinda gorev alan enzimler ve yumusamada dnemli bir etkiye sahip olan etilen hormonunun meyve
dokusu tizerindeki etkileri tartisilmistir.

Anahtar Kelimeler: Meyve yumusamasi, raf dmrii, hiicre duvari, enzim, pektin

Molecular Mechanisms Regulating Texture in Ripening Fruits

Abstract

Texture changes in ripening fruits influence consumer preference, fruit storability, transportability, shelf-life, and response to pathogen attack.
Genetic regulatory factors as well as environmental conditions simultaneously affect texture changes in ripening fruit. In recent years, the

factors that cause softening have been better understood and efforts are being made to remove these factors or slow down their effect through
improved biotechnology and genetics. In this review, enzymes involved in cell wall modifications or regulation, and the effects of ethylene

hormone which has a big effect on fruit texture are discussed.
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Meyve ve meyveden elde edilen ¢esitli tirinler saglikli
bir hayatin en 6nemli pargalarindan birisi olurken, ticari
anlamda ise Diinya’da ve iilkemizde biiyiik yatirimlarin
yapildigi tiretim ve tiiketim sektoriinii olusturmaktadir.
Baglica bu iki sebepten dolay1, besin yoniinden kaliteli ve
uzun Omiirli meyve iretmeye karst olan yonelim gittikge
artmaktadir. Ancak meyvelerde kalite parametrelerini
sinirlayan faktorler vardir ve bu faktorlerin basinda ise
olgunlagsma doneminde goriilen yumusama gelmektedir.
Olgunlasma, meyvenin aromasinda, renginde ve
sertliginde ¢ok hizli degisimlere neden olan genlerin,
aromalarimn ve ¢esitli kimyasal mekanizmalarin koordineli
bir sekilde ¢alismasinin sonucudur. Bu olgunlagsma
stirecinin sonunda, aromast artmis, yumusak bir dokuya
sahip olan bir yap1 olusur [1]. Meyvedeki bu dokusal
degisiklikler tiirler arasinda farkliliklar gosterse de, genel
olarak olgunlasma ve yumusama, hiicre duvarindaki yapi
taslarnin pargalanmasindan ve turgordaki degisimlerden
kaynaklanmaktadir. Tiim bu degisimlerin tek sebebi ise,
insan ve hayvanlarin tiiketimi i¢cin meyveyi daha ¢ekici hale
getirmektir [2].

Tarimsal olarak meyvelerin raf 6mrii, isleme kalitesi,
besin degeri ve tad1 kaliteyi belirleyen parametrelerdir. Bu
kalite parametreleri, meyvenin asirt olgunlagsmasi sonucu
ortaya ¢ikan patojen duyarliligindan ve dokuda olusan
istenmeyen renklerden dolay1 kaybolmaktadir [2]. Bundan
dolayr meyvenin olgunlagsma seviyesi sadece raf omriinii
belirlemek ile kalmaz, meyvenin hangi siklikla toplanacagini
ve ne kadar mesafeye tasinabilecegini de belirler.
Olgunlagsmadaki bu seviyeyi kontrol edip olgunlasma hizini
yavaglatmak i¢in son 20 yilda ¢ok sayida ¢alisma yapilmustir.

Ozellikle, genlerin modifikasyonunu kolaylastiran teknoloji
ilerledikce, meyvelerin raf 6mriinii uzatmak, besin degerini
ve verimini arttrmak igin yiizlerce calisma yapilmistir.
Bu derleme ¢alismasinda, hiicre duvari modifikasyonunu
direkt ve/veya dolayl olarak etkileyen etilen hormonundan
bahsedilecek ve bitki biyoteknolojisinde model bitki olarak
kullanilan domates basta olmak iizere, ¢esitli meyvelerde
hiicre duvarina yonelik yapilan caligmalar anlatilacaktir.
Derlemede domatesin temel olarak incelenmesinin baslica
sebepleri ise, cok hizli gelisen bir olgunlagsma donemine
sahip olmasi, kiiltiir edilebilmesi, degisik iklim sartlarinda
yetisebilmesi, 900 Mb’lik kompakt bir genoma sahip olmasi
ve 2012 yilinda genom diziliminin tamamlanmis olmasidir
[3].

Olgunlasmanin Hormonal Diizenlemesi

Etilen hormonunun renksiz, gazli bir bitki hormonu
oldugu, dogal yollarla iiretildigi, bitki koklerinin olugmas,
ciceklerin ¢itkmasi, tohumun filizlenmesi, meyvenin
olgunlagmasi, yumusamasi ve bitkinin Olimi gibi
cesitli gelisim siireclerinde aktif rol oynadigi elli yildir
bilinmektedir. Bu tarihten itibaren bir¢ok c¢alisma yapilmis,
etilenin fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde
olgunlagsmaya olan etkisi kanitlanmisti. ~ Bu kanitlar
ise, etilenin biyosentezi (sekil 1), reseptorler vasitasiyla
hedef hiicreler tarafindan algilanmasi, pozitif ve negatif
diizenleyicileri (CTR, EIN2, EIN3 vb.) iceren sinyal iletim
basamaklari, son olarak ise, hedef genin ifadesinin, etilen
yanit faktorleri (ERF’ ler) gibi transkripsiyon faktorleri ile
diizenlenmesidir [2].

Meyveler solunum aktivitelerine gore iki guruba
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Sekil 1. Etilen biyosentezinin ilk asamasinda s-adenozil-L-metiyonin (SAM), ACC sentez (ACS) enzimi ile aminosiklopropan
-1-korboksilik asit (ACC)’ye doniistiiriiliir. ACC daha sonra ACC oksidaz (ACO) enzimi ile etilen hormonuna doniistiiriliir [2].

ayrilirlar.  Olgunlasma sirasinda  solunum ve etilen
miktarinda hizli bir artig gosteren meyveler klimakterik
(domates, muz), bu artis1 gostermeyenler ise klimakterik
olmayan (iizlim, ¢ilek) meyveler olarak tanimlanmaktadir
[1].  Klimakterik meyvelerin gelisim ve olgunlasma
stireglerinin birgok basamaginda etilen hormonu rol alirken,
klimakterik olmayan meyvelerde ne kadar gorev aldigi tam
olarak bilinmemektedir. Meyvenin olgunlagsmasinda etilenin
roliine dair bilgilerin ¢ogu domates iizerindeki caligmalara
dayanmaktadir. Domatesin genomunda en az 14 ACS
geni, 7 tane ACO geni ve 7 tane ERF (etilen reseptor geni)
kesfedilmistir [4]. Bu genlerin olgunlasma donemlerine ait
ifade durumlart sekil 2’ de gosterilmistir.
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Sekil 2. Domatesin gelisimi ve olgunlasmasinda sistem 1 ve
sistem 2 etilen algilanmasi ve sentezleriyle iliskili ACS ve
ACO genlerinin ifade edilme donemleri. Sistem 1 de etilenin
otomatik durdurulmasi LeACSIA4, 6 ve LeACO1,3,4 genleri
ile sentezlenir. Gegis doneminde, Le4ACS4 genin ifadesinde
otokatalitik etilen baslangici ile birlikte biiyiik bir artis
gozlenir. LeACOI1,4 ve LeACS2,4 genleri ise sistem 2 de
yiiksek otokatalitik etilen iiretiminden sorumludur [5].

Etilenin meyve yumusamasinda ne kadar rol aldig1 uzun
yillar merak konusu olmustur. Bunun en dnemli sebebi
ise, etilen hormonun pratikte ve tarimsal faaliyetlerdeki
etkisidir. Etilenin meyvede salgilanmast ile hiicre duvarini
modifiye eden enzim ve proteinlerin galigmasi arasinda bir
baglantinin olup olmadigini anlamak icin birgok genetik
calisma yapilmisti. Domateste °1-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid’ genini kodlayan ACS, antisens metotu ile
ifadesi azaltildiginda meyve olgunlasmasinin yavagladigi ve
doku sertligini daha uzun siire muhafaza ettigi goriilmiistiir
[6]. Yine etilen sentezinde gorev alan antisens ACO genini
tastyan transgenik kavunlarin dokusu daha sert kalmis ve raf
omrii uzamstir [7]. Elmada yapilan bir caligmada ise, ifadesi
durdurulan MdACOI geni etilen iiretimini yavaslatmistir.
Bu transgenik meyvelere disaridan etilen verildiginde
ise nisastanin sekere doniismesi gibi biitiin olgunlasma
gostergeleri normal seviyelerine donmiistiir [8].

Etilen Sinyal fletimi (Etylene Signal Transduction),
etilen reseptorleri ile diizenlenir. Etilen hormonunun
meyvede salgilanmadigi donemde (6rnegin domates yesil
halde iken) bu reseptorler aktif durumdadir, dolayist ile
etilenin salgilanmasi bu reseptdrler vasitasi ile durdurulur.
Ancak etilen salgilanmaya basladiginda bu reseptorler
pasif duruma gecer ve etilen salgilanir. Domateste 7 tane
etilen reseptor geni bulunmaktadir (LeETRI, LeETR2, NR
LeETR3, LeETR4, LeETRS, LeETRG6 ve LeETR7). LeETR4
ve LeETRG reseptorlerini kodlayan genlerin durdurulmasi,
domateslerin 5-7 giin civarinda daha erken olgunlagmasi
ile sonuglanmustir [9]. LeETRI ve LeETR2 gen ifadelerinin
durdurulmasi sonucunda ise, domateslerin raf omri ve
sertlikleri azalmistir [10]. Bu ¢alisma sinyal iletiminde
gorev alan LeETRI ve LeETR2’nin ortamdan kaldirilmasi
etilen hormonunun aktif hale gelerek yumusamaya ortam
hazirladigini gostermistir.

Etilen Cevap Faktorleri (Etylene Response Factors, ERF)
etilen hormonuna verilen tepkiyi diizenleyen transkripsiyon
faktorleridir. Domateste LeERF! geninin durdurulmasi
domatesin raf dmriinii uzatmustir [11].Bir diger calismada ise
aday gen olarak segilen ERF, domatesin 2. Kromozomunun
2. hattina haritalanmistir (ERF2-2). Yapilan doku sertligi
caligmasinda ise bu genin yumusamaya neden oldugu ifade
edilmistir [12].

Etilenin meyve olgunlasmasindaki Onemini teknik
olarak gosteren bir caligma Pan ve arkadaglar [13] tarafindan
yapilmustir. Yapilan ¢alismada, 3 erik ¢esidine sirasi ile 500
pL L7 etilen veya 2.0 uL L' 1- Metilsiklopropen (1-MCP)
uygulanmistir. Buna gore disaridan etilen gazi uygulanan
meyvelerin kabuk rengi degisirken, 1-MCP uygulamasinda
degismemistir. Ayni1 sekilde uygulanan etilen gazi
meyvelerin raf dmriinii kisaltirken, inhibitér hormon olan
1-MCP uygulamasinda ise raf dmiirleri uzamistir. Ozellikle
etilen biyosentezi agamalarinda gorev alan genlerin ifade
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seviyelerinin  degistirilmesi ¢aligmalarinda anlasilmigtir
ki, etilen Kklimakterik meyvelerin olgunlagmasinda,
hiicre duvarinin par¢alanmasinda ve dolayisiyla meyve
yumusamasinda merkezi bir rol oynamaktadir (sekil 3).
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Sekil 3. Meyvenin olgunlagsmasinda etilen ile meyve dokusu
arasindaki iligki gosterilmistir. Meyve tiirlerinin kisaltmalari
Ad: Actinidia deliciosa; Ej: Eriobotrya japonica; Fa:
Fragaria ananassa; Le: Lycopersicon esculentum; Md:
Malus domestica; Pp: Prunus persica. Genlerin kisaltmalart:
ACO: l-aminocyclopropane-1-carboxilic acid oxidase;
ACS: 1l-aminocyclopropane-1-carboxilic acid synthase;
CAD: cinnamyl alcohol dehydrogenase; CEL: Cellulase;
CTR: constitutive triple response; EIL: EIN3 like; EIN:
ethylene insensitive; ERF: ethylene response factor; ERS:
ethylene response sensor and; ETR: ethylene receptor;
EXP: expansin; PG: polygalacturonase; XET: xyloglucan
endotransglycosylase;  Diger  Kisaltmalar ~AdoMET:
S-AdenosylL-methionine; ER: endoplasmic reticulum;
1-MCP: 1-methylcyclopropene [14].

Hiicre Duvarimin Yapisi

Hiicre duvart bitkinin yasamasi i¢in gerekli olan bir
zar olup, hiicreyi cevreleyip koruyan makromolekiiler
bir yapidir. Meyvelerin yumusamasi, hiicre duvarindaki
sert yapiyr olusturan bu makromolekiillerin ¢6ziinerek
monomerlerine ayrigsmasindan kaynaklanmaktadir [15].

Bazi 6zel hiicre ve dokular haricinde biitiin bitki tiirleri
birincil hiicre duvarma sahiptirler. Polisakkarit ve yapisal
proteinlerden olusan birincil hiicre duvari, hiicrenin yapisal
biitiinliiglinii ve hiicreler aras1 adhezyonu saglar (sekil 4).
Polisakkarit fraksiyonu, seliiloz (%15-40), hemiseliiloz
(%20-30) ve pektinden (%30-50) olusmaktadir. Pektik
polisakkaritler dogada bulunan ve hiicre duvari igeriginin
%30-50" sini olusturan en kompleks polimerdir [16].
Meyvenin yumusamasinda pektik polisakkaritlerin rolii ¢ok
fazla oldugu i¢in genetik ¢alismalarda en fazla iizerinde
durulan polimer yap1 olmustur. Bu yapi, bitki hiicrelerinin
orta tabakasinda siklikla bulunan heteroglisanlar sinifindadir.

Pektik polisakkaritler, yiiksek oranda galaktronik asit
(GalA)(%90) rezidiileri olarak tanimlanirlar ve genel olarak
¢ift ¢eneklilerin birincil hiicre duvarlarinda bulunurlar
[17]. Homogalakturonan (HG), ksilogalakturonan (XGA),
apiogalakturonan (AGA), ramnogalakturonan I (RG-I) ve
ramnogalakturonan II (RG-II) pektinin yapisal siniflarini
olustururlar. Tiim bu bilesenler meyvenin olgunlasmasi
stirecinde degisime ugrarlar.

@@= Cellulose

Main pectin domains
Rhamn: lact nan |

Main hemicelluloses

Xyloglucan Hoi sronan
——— Ambinowian AR Xyiogalacturonan
—< Arabinan

"E» Rhamnogalacturonan I

Sekil 4. Bitkilerde birincil hiicre duvarmm yapisi. Golgi
aparatinda sentezlenen hemiseliiléz ve pektin hiicre duvari
yiizeyine gonderilir. Seliiléz mikrofibrilleri ise plasma
membraninda sentezlenirler [17].

Birincil hiicre duvarinin pargalanmasi ve hiicreler arasi
yapigkanligin (adezyon) azalmast sonucunda orta lamel
pektininde ¢oziilme olur ve meyvenin yumusamasina
yol agar [18,19]. Yumusamaya, enzimatik ve enzimatik
olmayan faktorler birlikte katki yaparlar. Hiicre duvarini
olusturan polisakkaritlerin yapilarindaki ve bilesimindeki
farkliliklardan dolay: farklt meyve tiirleri farkli derecelerde
yumusama gbsterirler Ornegin muz, kivi, mango hizh
sekilde yumusarken, elma, {iziim ve turunggiller daha yavas
yumusamaktadirlar [15].

Seliiléz, hidrojen bagi ve Van der Waals kuvvetleri
araciligi ile diger seliiloz zincirleriyle birlesmis 1,4-B-D
glukan zincirlerinden olusur [20]. Seliiléz, uzunlugu ve
kristal yapist nedeniyle birincil ve ikincil hiicre duvarinin
esas tastyici polimeridir. Bundan dolayi seliiléz matrisinin
gorevi, hiicre duvarmi gliglendiren genel yapinin temelini
olusturmaktir.

Hemiseliiloz ise yap1 olarak polisakkaritlerin heterojen
smifinda olup ndtr veya zayif asidiktir [21]. Agirlikl
olarak seliiloz gibi 1,4-B-D glukan yapisma sahiptir.
Buradaki tek fark, hemiseliiloz diizenli araliklarla ksiloz
yan zincirlerine sahiptir. Bu polisakkarit, hem tek g¢enekli
(monokot) hem de ¢ift c¢enekli (dikot) tiirlerin ikincil
hiicre duvarlarinda, birincil hiicre duvarina gére daha fazla
bulunmaktadir. Hemiseliiloziin hiicre duvarindaki esas roli
hala anlasilamamis olsa da, birbirinden ayr1 halde bulunan
seliiloz mikrofibrillerini birbirine baglamada gorevi oldugu
diistintilmektedir. Ksiloglukan ve ksilan ise hiicre duvarinda
en fazla bulunan hemiseliiloz tiirleridir.

Son 20 yildwr, hiicre duvarini modifiye eden enzim
ve proteinlerin etkileri, genetik yollarla aktivitelerini
durdurarak/azaltarak veya arttirarak, transgenik bitkiler
tzerinde gozlemlenmeye calisilmaktadir [17]. Bu
calismalar gostermistir ki hiicre duvart modifikasyonu
ve depolimerizasyonu cesitler arasinda  farkliliklar
gostermektedir [22]. Ornegin ahududu [23] ve bogiirtlende
[24] pektinin depolimerizasyonu yumusamanin en bilyiik
etkeni olarak kanitlanmigken, ¢ilekte [25] ve muzda [26]
cok az miktarda pektin depolimerizasyonu gozlemlenmistir
ve bu durum g¢ilek ve muz i¢in yumusamanin temelini
olusturmamaktadir.  Bundan dolayi, farkli meyvelerde
yumusama mekanizmasmim anlagilmasi i¢in yapilan
denemeler hiicre duvarinda birgok enzimin kesfedilmesine
yardimc1  olmustur. Hiicre duvarini modifiye ederek
meyvelerde yumusamaya sebep olan genlerin bazilari
asagida anlatilmustir.
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Pektinmetilesteraz (PME veya PE, EC3.1.1.11)
Meyvenin olgunlagsmast siirecinde, hiicre duvarmnda
modifikasyona ugrayan ilk makromolekiil genellikle
pektindir. PME, hiicre duvarindaki metil ester guruplarini
kaldirip, karboksil guruplari olusturarak hiicre duvarina
metanol birakir. Bu enzim hiicre duvarma iki sekilde etki
eder. PME izoformu galakturonik asitten metil guruplarimi
ya blockwise (tek zincir mekanizmasi) modeli ile ya da diiz
model seklinde kaldirip, esterlesmis pektini olugturur. PME,
diiz modelde Ca* ile etkilesime girerek egg box (yumurta
kutusu) ad1 verilen jelimsi yapiy1 olusturur ve sonugta hiicre
duvarini poligalakturonaz (PG)- pektat liyaz (PL) etkisinden
koruyarak serbest karboksil guruplarint olusturur. Ancak,
PME, galaktronik asitin metil guruplardan rastgele silinmesi
durumunda ise, PG-PL gibi enzimlerin pargalayici etkisine
ortam olusturarak hiicre duvarinin yumusamasina neden
olmaktadir [27].

Domatesin genom haritasina goére hiicre duvart ile
iliskili 5 tane PME’nin gen ifadeleri gelisme ve olgunlasma
doneminde aktif hale ge¢cmektedir [28]. Bu genlerin ifade
seviyeleri olgunlasmanin ilk donemine kadar 2-3 kat
artmaktadir [29]. Bu genlerden Pmeu! 'in bitkisel dokuda ve
meyvede ifadesi goriiliirken, Pmeu2 izoformlarinin ifadeleri
sadece meyvenin olgunlasmasi doneminde goriilmustiir.
Pmeul gen ifadesinin durdurulmasi sonucunda meyveler
daha cabuk yumusamistir ve bu durum gostermistir ki
bu gen hiicre duvarmin stabilitesi i¢in kalsiyum baglanti
bolgelerinde gorevlidir [30]. PE2 antisens cDNA parcast
domatese transfer edildiginde ise meyvenin yumusamasinda
bir fark goriilmemistir [31]. Domatesin, yiiksek ¢oztiniirliiklii
QTL (Quantitative Trait Locus) haritalamasinda ise
Chapman ve arkadaglar1 [12] birbirine ¢ok yakin gen
dizilimine sahip olan 3 tane ERF genini 2. Kromozomun 5.
hattina (ERF2-5) haritalamislardir. Yapilan meyve dokusu
sertligi caligmalarinda ise bu genin domatesin sertligini
arttirici bir rol oynadig gosterilmistir.

Her ne kadar PME gen ifadesinin durdurulmasi
meyvenin sertligi lizerinde bir rol oynamamis olsa da, bu
genin susturulmasindan elde edilen transgenik meyvelerin
doku biitlinliigli daha ge¢ bozulmustur, dolayis1 ile raf
omiirleri artmistir [32].

Poligalakturonaz (PG) (EC3.2.1.15) PG, bagsta
domates olmak iizere bircok meyvenin olgunlasma
evresinde birincil hiicre duvari ve orta lamelde bulunan
homogalakturonanin depolimerizasyonunda ana rolii oynar.
Domates yesil halde iken PG aktivitesi neredeyse yoktur,
ancak meyve kizarmaya baslayinca enzim aktivitesinin en tist
seviyeye ¢iktig1 belirtilmistir [33]. Rin (ripening inhibitor-
olgunlagmay1 durduran) ve cnr (colourless nonripening-
renksiz olgunlagsmayan) mutant domatesler olgunlasmayan
tiirler olarak bilinirler ve bu meyvelerde PG enzim aktivitesi
goriilmemistir [34]. Bu durum PG’nin olgunlasmadaki
roliinii fazlasiyla gostermektedir. Ancak, PG gen ifadesinin
durdurulmasi ile elde edilen meyveler ile kontrolleri arasinda
sertlik bakimimdan neredeyse hicbir fark gozlemlenmemistir
ve bu meyvelerde normal yumusama devam etmistir. PG
gen ifadesinin durdurulmas: ile domateste sadece pektin
depolimerizasyonu etkili bir sekilde azaltilmistir [35].
Buna benzer bir sonucu Ghiani ve arkadaslar seftalide elde
etmislerdir. Bucalismada, PG’nin etkisi yumusak ve yumusak
olmayan iki seftali tiirtinde incelenmistir. Sonuca gore, PG
geninin seftalide de doku biitiinliigiinii korumada gorev
aldig1 ancak meyve sertligini saglamadig1 goriilmistiir [36].
Cilekte ise bu galismalardan farkli bir sonug elde edilmis,
antisens PG ile iiretilen transgenik meyvelerin yumusamasi

yavaglatilmis, raf 6miirleri uzatilmistir [37]. Buradan ¢ikan
sonug, PG geni domates ve seftalinin yumusamasinda tek
basina gorev alan bir gen degil iken, ¢ilegin yumusamasinda
etkin rol oynamaktadir. Bundan dolay1, ayni genler farkli
meyvelerde farkli roller oynadigi i¢in her meyvede ayr1 ayri
calisilmalhidir.

Galaktanaz (EC 3.2.1.89) Arastirmalara  gore,
olgunlagan meyvelerde serbest galaktozun artmasi ile
birlikte ekzo-galaktanaz enziminin aktivitesinde 4-5
katlik bir artig gézlemlenmistir. Bu enzimler muhtemelen
ramnogalakturonan(1) ’in (RG1) galaktozilce zengin yan
zincirlerini pargalarlar. Domatesin gelisme ve olgunlagma
donemine ait en az 7 tane B-galaktosidaz (TBG) geninin
varlig1 belirlenmistir. Carey ve arkadaglari [38] TBG/ genini
%90 seviyesinde durdurmalarina ragmen hiicre duvarinin
kompozisyonunda ve domatesin dokusunda herhangi bir
degisim gérmemislerdir. Ayni sekilde 7BG3 genide antisens
yontemi ile susturulmus, fakat dokuda herhangi bir degisiklik
goriilmemistir [38]. Ancak, TBG4 gen ifadesinin domateste
susturulmasi, meyve dokusunun sertligini %40 kadar
arttirmig ve boylece bu genin hiicre duvart modifikasyonunda
6nemli bir rol oynadigini ortaya ¢ikarmistir [39].
Domateste bir diger TBG geni olan 7BG6’nin ifadesi de
%098 seviyelerine kadar durdurulmus ve meyvenin sertligi
%35 kadar arttirilmisgtir. Ancak bu modifikasyon meyve
kabugundaki ¢atlamalart arttirmistir [40]. Ayni sekilde,
Fapfgal4 cilek olgunlagirken aktivitesi artan bir enzimdir ve
bu enzimi kodlayan genin susturulmasi ¢ilegin sertligini %
30 kadar arttirmigtir [41]. Her ne kadar genetik bir ¢alisma
yapilmamis olsa da, -gal enziminin elma [42] ve armutta
da [43] hiicre duvarini modifiye ederek yumusamaya neden
oldugu kanitlanmistir. Pektik galaktan yan zincirlerinin
B-gal enzimi ile pargalanarak meyvede yumusamaya sebep
olmasi her ne kadar bu enzimin 6nemini ortaya koysa da,
enzimin gergek fonksiyonu farkli meyvelerde ekspresyon
seviyesinin arttirllmasi veya azaltilmasi ile elde edilen
transgenik meyvelerde anlagilacaktir.

Pektat Liyaz (PL) (EC 4.2.2.2) PL enzimi,
-eliminasyon reaksiyonu ile galaktozil rezidiileri arasindaki
B(1-4) baglantilarm1 rastgele kirarak, 4-5 doymamis
oligogalakturonatlar olusturur [44]. PL gen dizilimleri ¢igek
erkek organi (anter), ¢icek disi organi (pistil) ve polen gibi
bitkilerin ¢esitli dokularinda goriilmektedir. Uzayan ve
farklilasan zinnia hiicre kiiltiirlerinde ve Japon Cami olarak
bilinen biiyiik agaglarin polenlerinde de PL gen dizilimleri
kesfedilmistir [45]. Esas olarak PL geninin aktivitesi ¢ilek,
muz ve lizim gibi olgunlasan meyvelerde arastirilmustir.
Jimenez-Bermudez ve arkadaslari [46] ¢ilekte PL geninin
ifadesini durdurmuslar ve transgenik meyvelerin daha
sert olmasini saglamiglardir. Bu transgenik meyvelerin
raf Omiirlerinin normal meyvelere gore daha uzun oldugu
da gozlemlenmistir. Muzda, PL geninin ifadesi genetik
olarak modifiye edilmese de, PL benzeri gen dizilimleri
kesfedilmis ve bu enzimin aktivitesinin olgunlagsma
siirecinde arttig1 gozlemlenmistir [47]. Domates Genom
Konsorsiyumu’nun [28] sonuglarina gére domatesin meyve
kisminda 5 tane PL geni tespit edilmis olmasina ragmen
bu genler hep goz ardi edilmistir. PL enziminin domateste
¢ok fazla arastirillamamasinin sebebi, enzim aktivitesinin
Ol¢iilmesindeki asir1  zorluklardir. Ancak, Uluisik ve
arkadaglarmin [48] calismasi ile domateste ilk kez PL
geninin ifadesi durdurulmus, enzim aktivitesi Ol¢iilmiis
ve diger kalite Ozelliklerini etkilemeden domatesin doku
sertligi arttirtlip, raf omrii uzatilmistir (sekil 5). Bu ¢alisma
ile birlikte hiicre duvarinin parcalanma mekanizmas: da
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ortaya cikarilmigtir. Buna gore, PG geninin durdurulmasi
pektin  depolimerizasyonunu  azaltmis, fakat pektin
solubizasyonunu ve yumusamayt durduramamigtir. Bu
durumdan yola ¢ikarak denilebilir ki, PG enzimi politioronid
maddesinin biiyiik bir kisminin pargalanmasi igin gerekli,
ancak meyve yumusamasi i¢in gerekli degildir. Transgenik
PL domateslerde ise poliiioronid pargalanmasi tamamen
durmustur. Bu géstermistir ki PG enzimi hiicre duvarina etki
etmek i¢in PL enzimine ihtiya¢ duymaktadir. Bu ¢alisma bir
bakima da enzimlerin sinerjik olarak calistiklarina da bir
ornek olmustur.

14 days

40 days

Wwild type

Transgenic

Sekil-5. Antisens pektat liyaz (transgenik) ve kontrol
(yabani tip) domateslerinin 14 giin ve 40 giin sonunda oda
sicakligindaki muhafazada goriintimleri [48].

Daha once bahsedildigi iizere, seliiloz/hemiseliiloz,
pektin polimerleri ile birlikte doku biitlinliigiine ve hiicre
duvart dayaniklihigma katkida bulunan elementlerdir.
Seliilazlar, bir multienzim sistemi olup (endo-ekzo
glukanaz, glukosidaz) meyvenin yumusamasi siirecinde
seliiléz matriksini parcalamadaki gérevi genis bir ¢aligma
konusu olmustur. Ancak bugiine kadar seliilazlarin gercek
substrati tam olarak belirlenememistir. Domateste 2 tane
seliilaz enzimi vardir (Cell ve Cel2). Bu enzimler ayr1 ayri
ve ayni anda transgenik meyvelerde durdurulmus ancak
yumusamada bir etkisinin oldugu gériilmemistir [49,50].
Cell geninin rin mutant domatesinde ifadelerinin arttirilmasi
ise bir miktar yumusamay1 arttirmig, ancak olgunlasmaya
neden olmamustir. Domatese benzer bir sonugta cilekte
alinmig, Cell geninin durdurulmasi dokunun sertliginde
herhangi bir etkiye yol agmamustir [51,52].

Hemiseliilozler, heterojen bir yaptya sahip olduklarindan
dolay1 g¢esitli enzimlere gereksinim duyarlar. Endo-
transglikozilaz (XET) hemiseliilazlarin ana enzimidir [4].
Bu enzimi kodlayan gen, iliziimiin yumusama siirecinde
ekspresyon seviyesi en fazla olan gendir [53]. Domateste
ise, hemiseliilozle baglantili olan glikanlar yumusama
doneminde XET tarafindan parcalanirlar. Domateste bu
enzimi kodlayan 2 gen LeEXGT1 [54] ve LeXETBI1 [55]
susturulmus, ancak meyve sertligi tizerinde herhangi bir
etkileri goriilmemistir.

Expansinler ise hiicre duvariin modifikasyonunda ¢ok
onemli roller iistlenen enzimatik olmayan proteinlerdir.
Bu proteinlerin, hiicre duvarinda gevsemeye yol acarak
EGaz’larin (LeCell and LeCel2), ya da XYLOGLUCAN
ENDO-TRANSGLUCOSYLASE/HYDROLASE (XTHs)
gibi hidrolazlarin etkilerine katki yaptiklari agiklanmustir.

Domates Genom Konsorsiyumu’na goére domateste 7
tane expansin izorformu bulunmaktadir ve bunlardan
sadece LeExpl meyvenin olgunlasmasi ile baglantilidir.
Bu genin susturulmasi ile meyvedeki yumusamanin az
miktarda engellendigi goriilmistiir [56]. Ayni genin, ifade
seviyesinin arttirtlmasi (overexpression) hemiseliildziiniin
depolimerizasyonunu arttirmis ve meyvenin daha hizl
yumusamasina neden olmustur [50]. Ozetle, hiicre
duvarmi  modifiye eden enzimler, polisakkaritlerin
dogrudan bozunmasinda ve polisakkarit yan zincirlerinin
modifikasyonunda etki alanlanlarmi paylagmaktadirlar.
Bugiine kadar yapilan genetik calismalarin vardigr en
o6nemli sonug¢ ise bir enzimin, hiicre duvart polimerlerine
etkisini etkin bir sekilde gostermesi i¢in bagka bir enzime
ihtiyac duymasidir. Enzimlerin birbirleriyle olan bu iligkisi
asagidaki sekilde gosterilmistir (sekil 6).

Middel lamella

Primar
cell wall

M

Collulose Poctin =N

LeEIX1/ LeEIX2

@ poctinmonyiostoase (PmE) @)
Pectate Lyase (PL) A
Sekil 6. Birincil hiicre duvari seliilloz mikrofibrilleri,
hemiseliil6z polisakkarit ve pektin agindan olusmusgtur. PME,
pektik homogalakturonanin (HGA) omurgasini esterlestirir.
B-Gal ve PL'm etkisi ile hiicre duvarindaki uzun pektin
zinciri ¢ozliniir. Ancak burada -Gal enziminin dncelikli etki
ettigi ve PL enzimine ortam hazirladigi disiiniilmektedir.
Son asamada ise ¢ozliniir pektin molekiileri PG tarafindan
bozunur [57].

Polygatacturonase (P6) A\

Pektik polisakkaritlerinin etkin bir sekilde pargalanmasi,
pektin zincirindeki farkli baglar1 kirmaktan sorumlu olan
enzimlerin birlikte ¢aligmasii gerektirir. Polisakkarit
omurgasindaki  bilesenleri silen PME veya AE’m
(asetilesteraz) etkisini arttirmak icin PG, PL ve RGazlar
gerekmektedir. Meyvenin yumusamasinda az bir etkiye
sahip olan B-gal enziminin susturulmasi, PL ve PG etkisi
icin pektinlerin saliminda 6nemli olabilir. Ancak, Uluisik ve
arkadaglar1 [48] PL’nin hiicre duvarina siki baglanmis olan,
karbonat ¢oziiniir pektinlerinin salinmasinda da yer aldigini
gostermislerdir. Rose ve Bennett [58] seliiloz / hemiseliiloz
ve pektin parcalayict enzimler arasinda potansiyel bir
isbirliginin var oldugunu belirtmislerdir. Ornegin, PG
geninin fazla ifadesi sonucunda minimal bir yumugsama
goriilen 7in mutant domatesinde, olmasi beklenen pektin
depolimerzasyonu yerine hemiseliiloz depolimerizasyonu
goriilmiigti. ~ Bunun  aksine, selilloz/  hemiseliiloz
depolimerizasyonundan sorumlu olan expansin gen
ifadesinin arttirilmasi, pektinin pargalanmasini arttirmigtir
[50]. PG ve B-gal ile ilgili onceki ¢alismalar ve PL ile ilgili
mevcut ¢alisma gostermistir ki, meyve yumusamasi birgok
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genin sinerjik ve kolektif etkisinin bir sonucudur. Bundan
sonraki g¢aligmalar, hiicre duvarinin modifiyesinde gorev
alan genlerin beraber nasil bir etki alanina sahip oldugunu
anlamaya yonelik olmalidir. Bu sekilde her bir genin hangi
bilesen lizerinde etkili oldugu daha net anlasilabilir ve bitki
1islahinda, meyvelerin raf omiirlerinin uzatilmasinda daha
etkin ¢aligmalar {iretilebilir.

SONUC

Hiicre duvarinin esterifikasyonu, depolimerizasyonu,
solubizasyonu ve ndtr sekerlerin  parcalanmast  gibi
modifikasyonlar meyvenin olgunlagmasinin ve
yumusamasinin  bir sonucudur. Bu degisimler, hiicre
duvarindaki polimerlerin bozunmasina, orta lameldeki
biitiinliigiin kaybolmasima ve dolayist ile hiicre duvarlar
arasindaki baglantilarin kopmasma neden olarak meyve
dokusunun yapisini etkilerler. Son yillarda bitkilerin gen
haritalarmin ¢ikarilmast ve gen diizenleme yontemlerinin
gelismesi ile birlikte meyve yumusamasint kontrol etmek
amaci ile yogun caligmalar yapilmaktadir. Oniimiizdeki
yillarda, ayn1 anda birden fazla geni ayni bitkide modifiye
ederek diger kalite 6zelliklerini etkilemeden yumusamasini
yavaglatarak raf omiirlerini uzatmak ve kaliteyi arttirmak
miimkiin olacaktir. Tim bu ¢alismalar bitki 1slah
caligmalarmin hizlanmasina ve kolaylagsmasina, ekonomisi
tarima dayali olan ilkelere ve insanliga biiyiik faydalar
saglayacaktir.
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