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[liman iklim meyve tiirlerinden olan badem (Prunus dulcis) yetistiriciliginde ilkbahar ge¢ donlar1 tiretimi kisitlayan ve
tiiriin yetistirilme ekolojisini belirleyen stres kosullarinin basinda gelmektedir. Bitkilerde soguga tolerans konusundaki
seleksiyonlar ¢gogunlukla fenolojik gézlemlere dayandirilmaktadir. Tiire ait ¢esitlerde genetik varyasyon diisiikk olmakla
birlikte toleransta da farkliliklar goériilmekte, bunun temelinde ise bireyler arasi genetik mekanizma farkliligi rol
oynamaktadir. Bu ¢alismada, ¢gigeklenme siiresi bakimindan farklilik gdsteren yabani badem tiirleri (Amygdalus arabica,
A.orientalis), yerel ve ticari badem cesitleri de dahil olmak iizere 16 badem genotipinde, soguga toleransta anahtar
diizenleyici oldugu diistiniilen CBF genlerinin (PACBF 1, PACBF2) real-time PCR ile gen ifade analizleri gergeklestirilmis
ve soguga toleranslilikla ilgili genotipler arasi karsilagtirmalar yapilmistir. Analizler sonucunda, hem PACBF1 hem de
PdCBF2 geninde en fazla gen ifade artig1 Bertina ¢esidinde (sirasi ile 99.63 kat ve 78.62 kat) olurken, en fazla gen ifade
azalis1 ise Ferraduel ¢esidinde (sirast ile -59.30 ve -77.70 kat) tespit edilmistir. Diger yandan, Giilcan 2, Ferraduel ve
Primorski ¢esitlerinde ise her iki gen bakimindan da gen ifade azalis1 gézlemlenmis olup, bu genotiplerin soguga toleranslh
olabilecekleri diigiiniilmektedir. Caligsma bulgularinin bademde soguga tolerans ile ilgili yapilacak gen diizeyindeki diger
¢aligmalara yardimet olacagi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Prunus dulcis, badem, soguga tolerans, gen ifadesi, real-time PCR

Determination of Gene Expression Profiles of Cold Tolerance Genes (PDCBF1 and PDCBF2) in Almond
Genotypes

ABSTRACT

In the cultivation of almond (Prunus dulcis), which is one of the temperate climate fruit species, late spring frosts are the
leading stress conditions that limit production and determine the growing ecology of the species. Not only genetic
variation is low in cultivars belonging to the species, but also differences in tolerance are observed. Genetic mechanism
differences between individuals play a role on the basis of this. In this study, gene expression of CBF genes (PdCBF1,
PdCBF2), which is thought to be a key regulator of cold tolerance, was determined by Real-Time PCR in 16 almond
genotypes, including local and commercial almond varieties of wild almond species (Amygdalus arabica, A.orientalis)
that differ in flowering time. As a result of the analysis, the highest gene expression increases in both PACBF1 and
PdCBF2 genes was detected in Bertina cultivar (99.63-fold and 78.62-fold, respectively) while the highest gene
expression decrease was detected in Ferraduel cultivar (-59.30-fold and -77.70-fold, respectively). On the other hand, a
decrease in gene expression was observed in Giilcan 2, Ferraduel, and Primorski cultivars in terms of both genes, and it
is thought that these genotypes may be cold tolerant.

Keywords: Prunus dulcis, almond, cold tolerance, gene expression, real-time PCR

GIRIS

Badem erken ¢iceklenen bir meyve tiirii olup,
genellikle ilkbahar ge¢ donlarindan olumsuz
etkilenmektedir. Badem yetistiriciliginde erken
ciceklenme nedeniyle ortaya ¢ikan soguk zararlari ve
cesitlerin soguga dayanim toleranslariin farkliliklar
gostermesi, bademde ¢iceklenme ve soguga dayanim

*Sorumlu yazar / Corresponding author: basakenr87@hotmail.com

140

mekanizmalar1 konularindaki caligmalar1 giindeme
getirmistir.

C-tekrar baglama faktorleri (CBF’ler), soguga
toleranslilikla iligkili bilesenler olarak
degerlendirilmekte olup [1, 2, 3, 4], CBF genlerinin
soguga toleransta anahtar diizenleyici oldugu
diisiiniilmektedir. CBF1, 2 veya 3 genlerinin yiiksek
gen ifadesinin Arabidopsis thaliana tiriinde don
toleransinin artirilmasina yonelik oldugu belirtilmis
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[5], CBF’nin COR genlerinin ifadesini baslattig1 ve
bu genlerin bitkinin soguga toleransinin gelisiminde
temel rol oynadig ifade edilmistir [6]. CBF genleri,
soguga duyarli (COR) genlerin promotdrlerine
baglanmakta ve bu genlerin transkripsiyonunu tesvik
ederek bitkilerde soguga toleransin artmasina neden
olmaktadir. CBF genlerinin ifadesi diisiik sicaklik
kosullarinda olugsmakta ve COR genlerinin ifadesini
aktive  etmektedir. Bitkiler normal gelisme
sicakliklarindan diisiik sicakliga gectikce, CBF ve
COR genlerinin gen ifadeleri 6nemli dlgiide ve hizh
bir sekilde (yaklasik 15 dakika icinde) artis
gostermistir [7]. Onceki calismalar arabidopsisteki
her bir CBF geninin artan ifade diizeylerinin sogukla
iligkili genlerin ifadesini baglattigi1 ve diistik
sicaklik uyarist olmadan soguga toleransi artirdigini
gostermistir [7, 9, 8].

Bu calismada, c¢iceklenme siiresi bakimindan
farklilik gdsteren yabani badem tiirleri (Amygdalus
arabica, A.orientalis), yerel ve ticari badem gesitleri
de dahil olmak iizere toplam 16 badem genotipinde,
soguga toleranslilikla iligkili oldugu bilinen Prunus
dulcis C-tekrar baglama faktorleri genlerinden
PdCBF1 ve PACBF2 genlerinin, gen ifade analizleri
real-time PCR teknigi ile incelenmis ve bu
genotiplerin soguga toleranshilikla iligkili genlerin

ifade  (ekspresyon) profillerinin  belirlenmesi
amaglanmustir.
MATERYAL VE METOT

Bitkisel Materyal ve Bitki Yetistirme

Bitkisel materyal olarak; Tarim ve Orman
Bakanlig1 Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel
Midiirligii  Antepfistigi  Arastirma  Enstitiisii
(Gaziantep-Tiirkiye) koleksiyon parselinde bulunan
badem genotipleri kullanilmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Calismada kullanilan badem genotipleri

No | Genotip ve Cesitler Cesit tiirii Ciceklenme ozelligi
1 A.arabica Yabani Erken
2 A.orientalis Yabani Erken
3 Akbadem Yerli Erken
4 Araban 96 Yerli Geg
5 Araban 136 Yerli Geg
6 Bertina Yabanci Geg
7 Garrigues Yabanci Erken
8 Giilcan 2 Yerli Geg
9 Ferraduel Yabanci Geg
10 Ferragnes Yabanci Geg
11 Nurlu Yerli Erken
12 Primorski Yabanci Geg
13 Supernova Yabanci Geg
14 Yavuzeli 102 Yerli Geg
15 17-4 Yerli Erken
16 48-1 Yerli Erken

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii’ne
(Ankara-Tiirkiye) getirilen genotiplere ait dallar,

hava iifleyicilerle havalandirilan Hoagland besin
soliisyonu [10] igerisine konularak, iklim odas1
kosullarinda (25°C’de 16/8 saat glindiiz/gece
fotoperiyotta) siirmeye birakilmistir [11].

Soguk Stresi Orneklemesi ve Uygulamasi

Referans cesitlerde (Bertina, Ferrganes, 48-1,
Nurlu) CBF1 ve CBF2 genlerinin gen ifade
analizlerindeki 6n analizler sonucu, 6. saat zaman
araligi soguk stresi zamani (time-point) olarak
sec¢ilmistir. Cigeklenme zamaninin son giiniinde
toplanan pembe tomurcuklar, kontrol 6rnekleri olarak
kullanilmistir. Tiim genotiplerin tomurcuklart soguk
uygulamast kapsaminda 3 tekerriirlii olarak steril
kagit pecetelerde muhafaza edilerek -2°C’de 6 saat
soguk stresine maruz birakilmistir.

Real-Time PCR ile Gen Ifade Analizleri

*RNA izolasyonu: Tomurcuklarda, SV Total RNA
Izolasyon kiti (Promega Cat no: Z3100) kullanilarak
izolasyon gerceklestirilmistir. RNA kalite ve miktar
Olgiimleri, %1’lik agaroz jel elektroforezi ve
Nanodrop (ND 1000) spektrofotometre kullanilarak
yapilmusgtir.

*Kullanilan aday genlere ve primerlere ait
bilgiler: PACBF1 (Badem, NCBL (National Center
for Biotechnology Information) gen bankasi
aksesyon kodu: JQ317157.1), PdCBF2 (Badem,
NCBL gen bankasi aksesyon kodu: JQ317158.1)
aday genleri [12, 13] kullanilmis olup, bu aday
genlere yonelik primerler ise Primer 3 programi ile
dizayn edilmistir.

*Homolog  gen  bolgelerinin  (aday  gen
primerlerinin) PCR’da ¢ogaltilmasi: PdCBF1 ve
PACBF2 gen bdlgelerinin mRNA dizilimlerine
yonelik dizayn edilen primerler ile gesitli 6n PCR
optimizasyon (PCR kosullari: 200 ng DNA 6 ul, 5X
Buffer 5 pl, 0.5 mM dNTP 1 ul, MgClz (25 mM) 2.5
ul, ileri Primer (10 pmol) 2 pl, Geri Primer (10 pmol)
2 ul, Taq Polimeraz (5 iinite) 0.3 pl olacak sekilde
toplam 25 ul) reaksiyonlart (Touch down PCR;
94°C’de 3 dk., 94°C’de 1 dk., 65-56°C arasinda 1 dk.
45 s, 72°C’de 2 dk., 72°C’de 10 dk. olmak iizere
toplam 25 dongii) gerceklestirilmistir. PCR iiriinleri
%?2’lik agaroz jel elektroforezinde 100 bg (baz ¢ifti)
DNA Ladder (Solis Biodyne-100 b¢ Ladder)
esliginde yaklagik 45 dakika yiriitiilmiis ve her bir
gen bolgesine ait beklenen biiyiikliige (bg¢) sahip
bantlar (Sekil 1) UV goriintilleme sistemi (Uvitek,
UK) altinda steril bisturi yardimiyla kesilmis, daras1
alinan steril 1.5 m1’lik ependorf tiiplere konulmustur.

*PCR iirtinlerinin piirifikasyonu: Pirifikasyon
amagli, Wizard SV Gel ve PCR Clean-Up System
(Promega, Cat No: A9280), kit kullanilmistir.
Saflastirilmis PCR iiriinlerinde dizi analizi, hizmet
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alimi1 (BM Laboratuvar Sistemleri, Ankara-Tiirkiye)
seklinde gergeklestirilmistir.

f
|

PdCBF1

z

S’
e
——
—
-
-——— -

a

Sekil 1. PdCBF1 primerlér.inin %2’lik agaroz jel
elektroforezinde 3 reaksiyonda (1, 2 ve 3 no.lu
bant) PCR amplifikasyonlar1 (M: marker, NK:

negatif kontrol)
*Dizi  analizi  sonrasinda  homolog  gen
bolgelerinden badem  spesifik  real-time PCR

primerlerinin olusturulmasi: Elde edilen dizilerden
NCBI BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
yardimi ile yeniden primer dizayni yapilarak, badem
spesifik real-time PCR primerleri olusturulmustur.
Real-time PCR reaksiyonlarinda kontrol gen
(housekeping gen) olarak ise badem Actin (NCBL
gen bankas1 kodu: KT202283.1) geni kullanilmistir

(Cizelge 2).

Cizelge 2. Real-time PCR analizlerinde kullanilan
rimer bilgileri (i: ileri primer, G: geri primer)

Primer  |Amplikon
Gen Primer Dizisi (5°....3°) baglanma |uzunlugu
sicakligi (°C)|  (bg)
.GCTCGGGACTTATCCGACG
PACBF 1} GGGAAGTTGAGGCAGGCAAG| 2 3
- AGGATATGGCTCGGGACGTTA
PACBF2\c Gertecetetaaacgecaate| 30 83
i:AGCGGGAAATTGTCCGTGAT
PdACt |5 A AGAGAACTTCTGGGCACCG 38 172

*Real-time PCR reaksiyonlarina ait primer
optimizasyonu ve standart egrilerin olusturulmasi:
cDNA sentezi i¢in Eurx NG Dart (RT marka, Cat no:
E0801) ¢cDNA sentez kiti kullanilmistir. Her bir
primer i¢in, 6n Real-Time PCR denemeleri ile
optimum amplifikasyon gosteren (primer baglanma
sicakligi, cDNA ve primer miktar1 vb.) reaksiyon
kosullar1 belirlenmistir (Cizelge 3).

Real-time PCR reaksiyonlar1 hazirlanirken, her bir
primere yonelik standart egrilerin ¢izilebilmesi
amaciyla, secilen bir kontrol c¢cDNA’sindan 6
logaritmik konsantrasyonda (1/10, 1/100 gibi) olmak
lizere seri seyreltmeler hazirlanmistir. Real-Time
PCR cihazina ait analiz programi ile her bir primer
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icin optimize edilen kosullar kullanilarak ayri ayri
standart egriler (efficiency: 1.7-2 ve slope
degeri -3.3’e yakin olacak sekilde) ¢izilmistir (Sekil
2).

Cizelge 3. PACBF1 primerine ait 6rnek optimizasyon

kosullar1 (TM: primerin optimize edilen
baglanma sicakligi)
Icerik Hacim (V/V, pl)
cDNA 1.25
Tleri Primeri (10 pmol) 1
Geri Primeri (10 pmol) 1
SyberGreen 2.5
™ 52°C
Toplam Hacim 5.75
Standard Curve
Error. 00364 »
Efficiency 2075 ]3
Slope’ -3 155
Yintercept 44 57 3
Link; 0000 X
2%
%
2,
)
7 28
2
bj
%
] 5 b
Log Concentiation
Sekil 2. PACBF1 primerine ait 6rnek standart egri
grafigi
*Orneklerin real-time PCR cihazinda

yiiriitiilmesi: Her bir primere ait cDNA’lar ile SYBR
Green Master Mix ve primer ¢ifti karigimi real-time
PCR cihazina ait 384’liikk plakalara yerlestirilerek,
1500 rpm’de 2 dk. santrifiij edilmis ve ilgili primerin
optimize edilen sicakligi ve optimize real-time PCR
programi secilerek Ornekler (3 teknik tekrarli)
yuriitiilmiistiir. Reaksiyon sonunda amplifikasyon
egrileri ile birlikte, her bir 6rnege ait Ct degerleri
(cycle threshold, dongii esik degeri) degerleri sayisal
olarak elde edilmistir. Reaksiyonlarda, dimer
varliginin kontrolii ve 6zgilin olmayan amplifikasyon
iiriinlerinin tespiti amagli erime egrisi (melting curve)
analizleri de gergeklestirilmistir.

*Elde edilen real-time PCR verilerine ait istatistik
analizleri: Nispi ifade seviyeleri; 2-AACT (delta
delta-Ct veya ddct) metoduna gore, p<0.05 anlamlilik
diizeyinde hesaplanmis olup 6rneklere ait Ct degerleri
Actin (PdAct) kontrol geninin ifade degeri ile
normalize edilmistir [14].

BULGULAR
PdCBF1 gen ifadesi

Soguga tolerans agisindan PACBF1 geninin ifade
analizinde, A.orientalis, Bertina, Ferragnes, Nurlu,
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Supernova ve 48-1 ¢esit ve genotiplerinde farkl
katsayilarda gen ifade artis1 belirlenmistir. ifade
seviyesi azalan cesit ve genotipler ise Akbadem,
A.arabica, Araban 96, Araban 136, Ferraduel,
Garrigues, Giilcan 2, Primorski, Yavuzeli 102 ve 17-
4 olmustur (p<0.05’e gore istatistik olarak 6nemlidir).
Genotipler arasinda en fazla gen ifade artis1 Bertina
cesidinde (99.63 kat) olurken, onu sirasiyla Ferragnes
(95.08 kat), 48-1 (12.62 kat), Supernova (4.87 kat),
Yavuzeli 24 (4.00 kat), Nonpareil (3.53 kat), Nurlu
(2.95 kat), A.oriantalis (2.15 kat) izlemistir. En fazla
gen ifade azalisi ise Ferraduel cesidinde (-59.30 kat)
tespit edilirken, onu sirasiyla Primorski (-40.63 kat),
Yavuzeli 102 (-34.15 kat), Akbadem (-20.78 kat), 17-
4 (-20.73 kat), A.arabica (-13.89 kat), Garrigues
(-8.11 kat), Araban 136 (-7.50 kat), Araban 96 (-3.20
kat) ve Gililcan 2 (-2.40 kat) izlemektedir (p<0.05)
(Sekil 3).

PdCBF?2 gen ifadesi

Soguga tolerans agisindan PACBF2 geninin ifade
analizine gore A.orientalis, Bertina, Bozkurt,
Ferragnes, Nurlu ve 48-1 ¢esit ve genotiplerinde ifade
artis1 belirlenmistir. Ifade seviyesi azalan cesit ve
genotipler ise; Akbadem, A.arabica, Araban 96,
Araban 136, Ferraduel, Garrigues, Giilcan 2,
Primorski, Yavuzeli 102 ve 17-4 olarak
belirlenmistir. Genotipler arasinda en fazla ifade artist
Bertina ¢esidinde (78.62 kat) olurken, onu sirasiyla
Ferragnes (35.70 kat), A.orientalis (18.84 kat), 48-1
(14.40 kat) ve Nurlu (2.39 kat) izlemistir. En fazla
ifade azalis1 ise Ferraduel ¢esidinde (-77.70 kat) tespit
edilirken, onu sirasiyla Garrigues (-27.10 kat), 17-4
(-24.77 kat), Yavuzeli 102 (-17.11 kat), Primorski
(-13.17 kat), Akbadem (-12.59 kat), Araban 136
(-10.88 kat), A.arabica (-6.20 kat), Giilcan 2 (-5.22
kat) izlemistir (p<0.05) (Sekil 4).
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Sekil 4. CBF2 geninde gen ifade seviyeleri (gen ifade
katsayilar1, p<0.05)
PdCBF1 ve PACBF2 gen ifadeleri acisindan
degerlendirme
PdCBF1 ve PdCBF2  genleri  birlikte

degerlendirildiginde ise gen ifadesi artan g¢esit ve
genotipler A.orientalis, Bertina, Ferragnes, Nurlu ve
48-1 olurken, gen ifadesi azalanlar Akbadem,
A.arabica, Araban 96, Araban 136, Ferraduel,
Garrigues, Glilcan 2, Primorski, Yavuzeli 102 ve 17-
4 olarak belirlenmistir.

Orta ge¢ ve gee¢ ciceklendigi bilinen Bertina ve
Ferragnes ¢esitlerinde PdCBF1 ve PdCBF2
genlerinin her ikisinde de ifade artis1 goriilmiistiir.
PdCBF1 genindeki ifade artisi sirastyla 99,63 ve
95,08 kat olarak belirlenirken, PACBF2 geninde
sirastyla 78,62 ve 35,70 kat ifade artis1 tespit
edilmistir (p<0.05). Bu durum hem PdCBF1 hem de
PdCBF2 geni bakimindan, en yiiksek ifade artisi
gosteren Bertina ¢esidinin ifade artiglar ile soguga
toleranslig1 arttirmaya yonelik diger genotiplere
oranla daha yiiksek derece savunma yaptigi ve bu
nedenle de bu gesidin diger genotiplere gore soguga
daha hassas ¢esit olabilecegi durumunu ortaya
¢ikarabilir [11].

Bu grupta yer alan Giilcan 2, Ferraduel ve
Primorski gesitlerinde ise her iki gen bakimindan da
ifade azaliglarinin oldugu ve soguga toleransh
olabilecekleri goriilmektedir. Bu ¢esitlerde PACBF1
genindeki ifade azalisi sirasiyla -2,40, -59,30
ve -40,63 kat; PACBF2 genindeki ifade azalis1 ise
sirastyla  -5,22, -77,70 ve -13,17 kat olarak
belirlenmistir.

Erken ¢igeklendigi belirtilen 48-1 ve Nurlu
cesitlerinde PACBF1 ve PdCBF2 genlerinin her
ikisinde de ifade artist gorilmistir. PdCBF1
genindeki ifade artis1 sirasiyla 12,62 ve 2,95 kat
olarak belirlenirken; PACBF2 genindeki ifade artist
sirastyla 14,10 ve 2,39 kat ifade artis1 tespit edilmistir
(p<0.05). Bu grupta yer alan 17-4, Garrigues ve
Akbadem c¢esitlerinde ise her iki gen bakimindan da
ifade azalislarmin oldugu goriilmektedir. Bu
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cesitlerde PdCBF1  genindeki ifade azalisi
sirastyla -20.73, -8.11 ve -20.78 kat; PdCBF2
genindeki ifade azalisi ise sirasiyla -24.77, -27.10 ve
-12.59 kat olarak belirlenmistir.

Her iki gen acisindan da ifade azalisi gosteren
genotipler Araban 96, Araban 136 ve Yavuzeli 102
olmustur. Bu genotiplerde PACBF1 genindeki ifade
azalis1 sirastyla -3.20, -7.50, -34.15 ve -4.83 kat,
PdCBF2 genindeki ifade azalist ise
sirastyla -2.50, -10.88 ve -17.11 olarak belirlenmistir
(p<0.05). Genel olarak genotipler arasinda ifade
azalis1 goriilmektedir. 16 genotipin 10 tanesinde her
iki soguk geni ifadesi azalis (9%62,5) gosterirken, 6
genotipte ifade artis1 (%37,5) belirlenmistir (Sekil 3,
4).

TARTISMA

Soguk stresi bitkilerin cografi dagilimini sinirlar
ve bitki Dbiiylimesini, gelisimini ve verimini
etkilemektedir. Buna karsin bitkiler, soguk stresine
uyum saglamak i¢in karmasik biyokimyasal ve
fizyolojik ~ mekanizmalar  gelistirmistir.  Bu
mekanizmalar, etkili soguk stresine uyum i¢in bir dizi
transkripsiyon faktdrii ve protein tarafindan
diizenlenmektedir [15]. Buna karsin CBF genleri
bitkilerin maksimum donma toleransini elde etmek
icin soguga uyum saglamada baskin rol oynamakta
[16] olup, farkli bir¢ok bitki tiiriinde bu genlerin
soguk stresine yonelik gen ifadesine arastirmalari
yapilmaktadir.

Ornegin; Cayir salkim otunda (Poa pratensis L.)
PpCBF3 gen ifade degisimi soguk stresi tarafindan
baglatilmis olup, bu gen kuraklik stresinden
etkilenmemistir [17]. Aymi ¢alismada PpCBF3-
transgenik arabidopsis bitkilerinde ise soguk
toleransinda ge¢ ciceklenmeyle ve yavas gelisimle
birlikte bu gen pozitif yonde bir artis gostermistir.
Baska bir calismada [18] ise, yabani kavak (Populus
balsamifera subsp. trichocarpa) bitkilerinden alinan
yaprak ve govde ornekleri 1 hafta boyunca soguk oda
kosullarinda (2°C 16 saat fotoperiyot) tutulduktan
sonra, 4 CBF parolog (bir tek genomda gen ikilemesi
ile olugsmus, fonksiyonlari farklilagmis benzer genler)
geninin (mevcut kinetik durumlart galigilmistir. Bu
genlerden, ozellikle PtCBF1-4 genlerinin yaprakta,
PtCBF1 ve PtCBF3 genlerinin ise govdede dnemli
oranda gen ifadesinin arttig1 belirtilmistir. Aym
calismada, PtCBF1 gen ifade seviyeleri her iki doku
tipinde de soguk uygulamasindan sonra 6. saatte artis
gOstermis ancak sonraki saatlerde ifadesi azalmistir.
PtCBF3 gen ifadesi ise, soguk baslangicindan hemen
sonra hizli sekilde artarak 3.saatte en yiiksek seviyeye
ulagmis, 6.saat i¢inde ise baslangig seviyesine
donmistiir. PtCBF2 ve PtCBF4 genleri ise yaprak
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dokusunda  fazla, govdede  zayif  olarak
indiiklenmistir. PtCBF2 gen ifadesi yaprakta soguk
uygulamasindan sonra 9. saatte, govdede 3 ile 6 saat
arast en yiksek seviyeye ulasmigtir. PtCBF4
ifadesinin ise 3.saatte yiiksek diizeye ciktig1
belirtilmistir. Bu durum soguk stresinde, CBF gen
parolog genlerinin farkli mekanizmalara yonelik gen
ifade degisimlerinin farkli dokularda farklhi
seviyelerde gergeklestigini gdstermektedir. Kisa
stireli (2 saat) soguk uygulamasinin farkli bitki
tirlerindeki CBF gen ifade degisimlerine yonelik
yapilan (kontrollii ¢evre kosullari altinda) diger
arastirmalarda [18, 19, 20, 21, 22, 13], CBF geninin
kisa siireli soguk stresinde de genellikle ifade artist
gosterdigi vurgulanmistir. Sicaklik azalmasindan
hemen sonra, CBF geninin hizl1 bir sekilde ifade artist
gosterdigi ve bu zamanin genellikle 2. saat ve
sonrasinda oldugu belirtilen bu galigmalar, soguk
uygulamasi siiresinin (kisa/uzun siire) CBF gen ifade
artis1 durumunda etken role sahip olmadigim gosterir
niteliktedir.

Bademe yakin tiir olan Prunus mume (Japon
kayisisi)’da kisa siireli (30 dk.) diisiik sicaklik (2°C)
uygulamasi sonrasi farkli siirelerde toplanan (0, 0.25,
05,1, 2,4, 8, 12, 24, 48, 72 ve 168 saat sonra)
yapraklarda, ozellikle 8-12 saat sonra PmCBF
genlerinin ifadelerinin arttigi gézlemlenmistir [23].
Aym tlirde yapilan diger caligmada ise, Guo vd.
[23]e benzer sekilde 2°C diisiik sicaklikta, 0, 2, 4, 8,
12, 24, 48, 72, 120 saatlerde toplanan geng
siirgiinlerde CBF genlerinde (PmhCBFa, PmhCBFb,
PmhCBFc) ifade artist 2. saatte goriilmiis olup,
ozellikle 12. saat soguk uygulamasinda ise, CBF
genlerinde ifade artis1 en yiiksek seviyeye ulasmigtir
[24].

Bademde CBF genine yonelik dis kosullarda
yapilan gen ifade ¢aligmasinda; Eyliil ayindan Subat
ortasina kadar 15 giin ara ile soguga maruz kalan 3
farkli badem agacinda, yesil tomurcuk, pembe
tomurcuk ve tam cicek ornekleri toplanmistir. Gen
ifade analizlerinde, PdACBF1, PdCBF2 ve PdDHN
genleri soguklama siiresince ifade olmustur [12].
Ayni ¢aligmada, her iki yilda da vejetatif tomurcuk
patlamasiyla kis doneminde gen ifadesinde
azalmanin gorildigi ifade edilmektedir. Bu siirecteki
PdCBF1, PdCBF2 ve PdDHN ifade seviyeleri
sonbahardaki soguga aligma siiresine oranla ¢ok daha
diisiik olmustur. Bu durum soguk sinyal yolaginin
cicek tomurcugu patlamasindan sonra PACBF genleri
ile iligkili oldugunu gostermektedir. Tomurcuk
patlamasindan sonra, sicakliklar hala disiik
seviyedeyken ¢icek tomurcuklarinda ve bogumlarda
PdCBF1 ve PADHNI1 genlerinde keskin bir sekilde
gen ifade azalisi bulunmustur [12]. Bu ¢alismada,
CBF1 geninin ifadesi 16 genotip arasindan 6
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genotipte (A.orientalis, Bertina, Ferragnes, Nurlu,
Supernova ve 48-1) artig gostermistir (p<0.05).

In vitro kosulda, Verdeal erken ciceklenen badem
¢esidinde siirglin ucu soguk uygulamasi sonrasinda
ise; 1. saat sonras1t PACBF2 gen ifadesi artarken, 2.
saat sonrasinda ise PACBF1 geni ifadesi artmistir.
Ayni galigmada 8. saat sonrasinda ise hem PdCBF2
hem de PACBF1 genlerinin ifadesi artig gostermistir
[13]. Daha 6nce yapilan CBF geni ¢alismalari ile [13,
23] uyumlu olarak; ¢alismamizda tiim genotiplerde
PACBF1 ve PdCBF2 genlerinin ifade artiglan
(p<0.05) 6.saatte baglamis olup, PACBF1 geninin
ifade artis1 2,15 kat (Amygdalus orientalis) ile 99,63
kat (Bertina) arasinda goriiliirken, PACBF2 geninin
ifade artis1 2,39 kat (Nurlu) ile 78,62 kat (Bertina)
arasinda gorilmiistiir.

Bir bagka caligmada, erken ve gec ciceklenen
badem genotiplerine ait pembe tomurcuklar 0°C
ve -2°C’de 2 saat boyunca soguk uygulamalarina
maruz birakilmugtir. Erken cigceklenen
genotiplerde -2°C’de PACBF1 gen ifadesinde goriilen
artis, ge¢ cigeklenen genotiplere oranla daha diisiik
belirlenmistir. PACBF1 geninin ifadesinin 2 saat
sonunda azaldigi belirtilmistir [25]. Bu ¢alismayla
uyumlu olarak caligmamizda da orta ge¢ ve geg
ciceklendigi bilinen Bertina ve Ferragnes cesitleri ile
erken ¢igeklendigi bilinen Nurlu ve 48-1 gesitlerinde
her iki gen (CBF1 ve CBF2) bakimindan ifade artist
(p<0.05) goriilmiistiir.

Bu calismada yer alan badem genotiplerinde
soguk toleransina yonelik CBF geni ile iligkili daha
once yapilmis bir arastirma bulgusu
bulunmamaktadir. Bu nedenle bu genle iligkili olarak
cesitlerin soguga toleranslilik diizeyleri hakkinda net
bir karsilagtirma yapilamamistir. CBF genlerinin,
soguga duyarli (COR) genlerin promotdrlerine
baglanmasi ve bunlarin transkripsiyonunu tesvik
ederek bitkilerde soguga toleransin artmasina neden
[7, 5, 24] dogrultusunda; bulgularimizda CBF gen
ifadesinde azalis goriilen genotiplerin soguga
toleransli olduklar1 diigiiniilmektedir. Diger bir
deyisle hassas genotiplerde soguga tolerans
mekanizmasmin diizenlenmesi CBF genlerinin ifade
artig1 ile saglanmaktadir. Farkli tiirlerde CBF genine
yonelik yapilan benzer gen ifadesi ¢alismalari da [2,
21, 26, 27, 11] bu durumu desteklemektedir. Bu
dogrultuda; Ferraduel, Garrigues, 17-4, Yavuzeli
102, Primorski, Akbadem, Araban 136, A.arabica,
Araban 96, Giilcan 2 ¢esit ve genotiplerinde gen ifade
azaligimin gorlilmesi, soguk uygulamalarindan bu
cesit ve genotiplerin daha az etkilendigini ve bu
nedenle  soguga  toleransli  olarak  kabul
edilebilecekleri yaklagimini gostermektedir. CBF
genlerinin gen ifade sonuglarinin, soguga toleranslik
durumunun daha net sekilde ortaya konulmasi igin

detayli fizyolojik soguk zarar1 ¢caligmalarina da gerek
duyulmaktadir.

Bu calisma, gelecekteki CBF genleri ile ilgili
olarak  transkripsiyonel ve post-translasyonel
modifikasyon caligmalarina yeni bilgiler
saglayabilecek ve ayrica farkli badem genotiplerinde
bu genler ile iliskili soguk stresi toleransinin
anlagilmasina katki saglayacak faydali wveriler
sunmustur.
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